Susana Lopes Gaspar
Licenciatura em Ciéncias de Engenharia Biomédica

Producéo e Caracterizacao de
Microesferas Compadsitas de
Quitosano/Fosfatos de Calcio para
AplicacOes Terapéuticas no Tecido
Osseo

Dissertacdo para obtencédo do Grau de Mestre em Engenharia
Biomédica

Orientador: Jodo Paulo Borges, Professor Auxiliar, FCT-UNL

Jari:
Presidente: Prof. Doutor Jorge Alexandre Monteiro Carvalho Silva
Arguente:  Prof. Doutora Ana Isabel Nobre Martins Aguiar Oliveira Ricardo

Vogal: Prof. Doutor Jodo Paulo Miranda Ribeiro Borges

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Margo 2011






Susana Lopes Gaspar
Licenciatura em Ciéncias de Engenharia Biomédica

Producao e Caracterizacao de
Microesferas Compadsitas de
Quitosano/Fosfatos de Calcio para
Aplicacbes Terapéuticas no Tecido
Osseo

Dissertacéo para obtencdo do Grau de Mestre em Engenharia
Biomédica

Orientador: Jodo Paulo Borges, Professor Auxiliar, FCT-UNL

Jari:
Presidente: Prof. Doutor Jorge Alexandre Monteiro Carvalho Silva
Arguente: Prof. Doutora Ana Isabel Nobre Martins Aguiar Oliveira Ricardo

Vogal: Prof. Doutor Jodo Paulo Miranda Ribeiro Borges

Margo 2012






Producao e Caracterizacdao de Microesferas
Compodsitas de Quitosano/Fosfatos de Calcio
para Aplicacdes Terapéuticas no Tecido Osseo

Copyright 2012. Susana Lopes Gaspar. Faculdade Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa.

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa tem o direito, perpétuo e sem
limites geograficos, de arquivar e publicar esta dissertacdo através de exemplares impressos
reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser
inventado, e de a divulgar através de repositdrios cientificos e de admitir a sua cdpia e distribuicdo com
objetivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e
editor.






Agradecimentos

Quero deixar um Obrigado a todos aqueles que de forma direta ou indireta contribuiram para

que este trabalho fosse possivel.

Ao meu orientador, Professor Jodo Paulo Borges, pela disponibilidade demonstrada em
iniciar este projeto, pelo incentivo, dedicacao e preocupacéo, pela partilha de conhecimentos e

pela reviséo de todo o presente trabalho.

Ao Grupo de Polimeros e Materiais Mesomorfos do Departamento de Ciéncias dos
Materiais, por me terem recebido e integrado da melhor forma possivel e por toda a ajuda a
nivel laboratorial. Uma palavra especial ao Doutor Jodo Canejo pela paciéncia e ajuda no

suporte grafico deste trabalho.

A Biotecndloga Ana Baptista um Obrigado Gigante (inversamente proporcional ao seu
tamanho) por todo o tempo dispensado e pela criatividade laboratorial, pela preocupacéo, pelas

palavras de motivagdo nos momentos mais dificeis e pela partilha dos momentos vitoriosos.

As minhas amigas e colegas de laboratério, Rita Bicho, Rita Carvalho e Maria Inés Martins,
pela amizade, pelo convivio diario, pela partilha das alegrias e das desilusGes que a
investigacdo obriga a enfrentar e por todos os momentos em que fizemos ciéncia num

ambiente de pura diversao.

A todos os biocoleguinhas que vao deixar saudades dos cinco anos de faculdade. Um
agradecimento especial a Milene Bacéo e a Sara Gil pela amizade e apoio ao longo do meu

percurso académico.

As minhas Bichinhas, Marta Caetano, Maria Alenquer, Vanessa Azougado e Telma Teles,
que sdo a prova de que a amizade é independente do tempo e da distancia que por vezes nos

separa.

A toda a minha familia e em especial aos meus pais e irmé&, por todos os sacrificios ao longo
destes anos, por todos os valores que me transmitiram e porque a eles devo o que sou hoje. E

a eles que dedico este trabalho.






Resumo

Resumo

Os fosfatos de célcio séo os principais constituintes da fase mineral do tecido 6sseo e a sua
utilizacdo deve-se a sua bioatividade, biocompatibilidade e osteocondutividade. Os fosfatos de
célcio mais conhecidos sdo a hidroxiapatite e o fosfato de tricalcio. A utilizacdo simultanea
destes bioceramicos permite uma aceleracdo da formacédo de novo osso devido a reabsorcdo

do fosfato de tricalcio.

O quitosano € um polimero de origem natural, biocompativel, biodegradavel, ndo téxico, cuja

natureza hidrofilica promove a adeséo, proliferacéo e diferenciagao celular.

Neste trabalho foram produzidas microesferas compésitas de quitosano/fosfatos de calcio.
Uma droga modelo, o acido acetilsalicilico, foi encapsulada de forma a averiguar a eficacia
terapéutica das microesferas. Os fosfatos de calcio foram sintetizados via sol-gel e
caracterizados por difragdo de raios-X, espetroscopia de infravermelhos por transformada de
Fourier (FTIR) e microscopia eletrdnica de transmisséo (TEM). As microesferas foram obtidas
por microfluidica e caracterizadas relativamente a sua morfologia por microscopia eletrénica de
varrimento (SEM) e microscopia 6tica. Avaliou-se o grau de inchamento e a eficiéncia de

encapsulamento das microesferas e o perfil de libertacdo do farmaco.

As microesferas de quitosano apresentaram um didmetro médio de 337um e uma superficie
lisa. As microesferas compdsitas apresentaram alguma rugosidade superficial associada a
presenca dos ceramicos. As microesferas de quitosano apresentaram um grau de inchamento
maximo de 300% e libertaram aproximadamente 40% do farmaco incorporado no primeiro dia.

A abrupta libertacéo dos primeiros dias pressupde um mecanismo de libertagdo superficial.

Palavras-chave: regeneragdo Ossea, hidroxiapatite, B-TCP, sol-gel, microesferas quitosano,

microfluidica, libertac@o controlada.
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Abstract

Abstract

Calcium phosphates are the main components of mineral phase of the bone and they are used
due to their bioactivity, biocompatibility and osteocondutivity. The most popular calcium
phosphates are hydroxyapatite and tricalcium phosphate. Simultaneous use of these
bioceramics enables acceleration of the formation of new bone due to tricalcium phosphate

resorption.

Chitosan is a natural polymer, biocompatible, biodegradable, non-toxic and its hydrophilic

nature promotes adhesion, proliferation and cellular differentiation.

In this work chitosan/calcium phosphates composite microspheres were produced.
Acetylsalicylic acid, a model drug, was encapsulated in the microspheres in order to determine
the therapeutic efficacy of the microspheres. The calcium phosphates were synthesized by a
sol-gel method and characterized by X-ray diffraction, Fourier transformer infrared spectroscopy
(FTIR) and transmission electron microscopy (TEM). Microspheres were produced by
microfluidics and characterized in terms of morphology by scanning electronic microscopy
(SEM) and optical microscopy. Swelling, encapsulation efficiency and drug delivery profile were
studied.

Chitosan microspheres with an average diameter of 337 ym and a smooth surface were
obtained. The composite microspheres presented a rough surface due to the presence of the
ceramics. The microspheres released about 40 % of the drug on the first day. The sudden

release of the first days requires a surface release mechanism.

Key-words: bone regeneration, hydroxyapatite, B-tricalcium phosphate, sol-gel, chitosan

microspheres, microfluidics, drug delivery.
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Objetivos

Objetivos

Este trabalho visa a Producdo de microesferas compdsitas de quitosano/fosfatos de

calcio para aplicag@es terapéuticas no tecido 6sseo tendo como principais objetivos:

e Producédo de substitutos 6sseos pelo método sol-gel;

e Producédo de microesferas de quitosano e compositas por microfluidica;
e Incorporacdo de um agente terapéutico em microesferas de quitosano;
e Caracterizacao dos substitutos 6sseos produzidos;

e Caracterizagao morfolégica das microesferas produzidas;

e Determinacgdo da eficcia terapéutica das microesferas produzidas.

O trabalho apresentado foi desenvolvido no Grupo de Polimeros e Materiais Mesomorfos do
Departamento de Ciéncias dos Materiais da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da

Universidade Nova de Lisboa.

A organizacgdo da presente dissertacdo compreende 4 capitulos.

O primeiro capitulo é um capitulo teérico onde se expde a necessidade de reparacao dssea e
se descreve de forma breve a composi¢céo tecido 6sseo e os processos de remodelagédo do
mesmo. Neste capitulo sdo também apresentados 0s substitutos 6sseos que se pretendem
produzir neste trabalho e o sistema de transporte e libertacdo dos substitutos 6sseos e do
agente terapéutico (microesferas). As principais técnicas usadas (sol-gel e microfluidica) sédo
descritas em detalhe no final do capitulo. No segundo capitulo sdo descritas as técnicas
experimentais utilizadas para a producdo e caracterizacdo dos substitutos 6sseos e das
microesferas. No capitulo 3 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos. E o capitulo 4
finaliza a dissertacdo apresentando as conclusfes principais e as perspetivas futuras para a

continuacéo deste trabalho.
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1 Introducao

1.1 Tecido Osseo

O o0sso & um tecido conjuntivo complexo e extremamente organizado e especializado. E
importante compreender a sua estrutura bem como as suas propriedades biolégicas e
biomecénicas, de forma a compreender o processo de reparacdo 0ssea e definir o tipo de

substituto ésseo a adotar em situagBes de lesao. s

1.1.1 Func&o e Composicéo

Os ossos sdo o principal constituinte do sistema esquelético, cuja principal funcdo é a
manutencéo estrutural do organismo. Tém como missdo suportar tecidos moles e proteger
orgaos vitais da cavidade toracica, craniana e pélvica; alojar a medula 6ssea; fixar misculos;
armazenar minerais e regular o fluxo de iGes participando ativamente na homeostasia do

corpo.?!

Quimicamente, 0 osso é formado por duas componentes distintas: organica (35%) e mineral
(65%).[3] A matriz organica é constituida por 90% de fibras de colagénio (tipo I) e 10% de
proteinas ndo colagénicas e proteoglicanos. Desta componente derivam as caracteristicas de
flexibilidade e elasticidade tipicas do osso. A fracdo mineral é formada por nanocristais (5x5x50
nm') impregnados nas fibras de colagénio que Ihe conferem dureza, rigidez e resisténcia a
solicitagdes mecanicas. A componente mineral € também designada como apatite biolégica, a
qgual é representada pela férmula geral (Ca,M),,(P0,,C03)¢(0OH,F,Cl),, onde M se refere a
elementos metalicos (Na, K, Mg). As apatites bioldgicas sdo normalmente deficientes em célcio
devido a substituicbes estruturais em varios pontos da rede. Incorporados na rede cristalina ou
absorvidos na superficie dos cristais é possivel encontrar ainda magnésio, carbonatos, citratos
ou fluoretos.® A organizacdo microestrutural precisa do osso varia em fun¢éo da idade, do tipo

e da localizacso no osso. ¥
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Dentro e em torno da matriz compdsita localizam-se as células Osseas: osteoblastos,
ostedcitos, osteoclastos e células osteoprogenitoras.[s] As células osteoprogenitoras possuem
capacidade mitética e revestem a superficie externa (periésteo) e interna do osso (endésteo).
Os osteoclastos tém como funcdo destruir e reabsorver osso promovendo a renovacao do
mesmo. Sao responsaveis pela solubilizacdo de ambas as componentes, mineral e organica,
da matriz constituinte do 0sso. Os osteoclastos segregam ides H* para o espaco de reabsorcdo
extracelular; reduzindo o pH sem limitar o ambiente necessario a reabsorcao (cerca de 3,5).
Estes ides, ao neutralizar as cargas negativas dos ides hidroxilo e PO,> da hidroxiapatite,
provocam a libertacdo de Ca**, HPO,* e H,PO, gerando a destruicdo da componente mineral.

Bl Os osteoblastos sédo

A digestao do colagénio deve-se a presenca de enzimas proteoliticas.
células responsaveis pela formacdo de o0sso, sintetizam e segregam matriz 6ssea nao
mineralizada (ostedide), participam na calcificagdo e reabsor¢do do osso, regulam o fluxo de

célcio e fosfato dentro e fora do 0sso.

S&o designadas células de revestimento 6sseo os
osteoblastos inativos que permanecem a superficie quando a formacg&o de novo 0sso termina e
que podem ser reativados como resposta a agentes quimicos e/ou estimulos mecéanicos. Os
ostedcitos séo as células mais abundantes no osso maduro normal, sdo osteoblastos maduros
ou envelhecidos, localizam-se nas lacunas da substancia ostedide e podem ser ativados em
caso de necessidade e assumir assim a funcdo de osteoblastos. Participam em processos de
morfogenéticos, homeostaticos e de reestruturacdo da massa Ossea, que constituem a
regulacdo mineral e da sua arquitetura. Podem estabilizar o mineral 6sseo, mantendo um meio
i6nico local apropriado e em associagdo com células de revestimento podem controlar o fluxo
de ides de célcio; detetam microlesdes; respondem a situacdes de tenséo no tecido ésseo que

influenciam o comportamento de modelagcédo e remodelacdo através de interacao célula-célula.
13

1.1.2 Desenvolvimento e Crescimento Osseo, Modelagdo e Remodelagdo

Desenvolvimento e Crescimento Osseo

A formacao dos componentes esqueléticos € iniciada por processos de condensagédo celular —
ainda no periodo fetal™ — nos quais células mesenquimais migram e proliferam ao mesmo

O posterior desenvolvimento

tempo que se unem pela expressao de moléculas de adeséo.
O6sseo ocorre através de um dos dois mecanismos: ossificacdo intramembranosa (0 0sso é
produzido diretamente por osteoblastos, o tecido 6sseo forma-se no seio de uma regido
condensada de natureza conjuntiva, ndcleos de ossificagcdo, que se expandem e se juntam ao
longo do tempo) ou ossificagcdo endocondral (o tecido Osseo forma-se substituindo
gradualmente um modelo cartilaginoso preexistente, a cartilagem é formada, calcificada e
substituida por osso).[zl'[s] O método de crescimento do novo tecido 0sseo depende de cada
0sso e esta definido geneticamente.[3] A maioria dos 0ssos longos ocorre via ossificacdo

endocondral; nos o0ssos chatos, como cranio e mandibula, ocorre ossificacdo

4
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intramembranosa. ¥ Na idade adulta, este Gltimo processo é o responsavel para formacao do
0sso, a ossificacdo endocondral é inexistente. Contudo, em situacdes de fratura, para uma

reparacao mais rapida, € possivel que ocorra osteogénese por ambos 0s processos. tel

Modelacéo

O processo de modelacdo envolve a reabsorcdo e formacdo 6ssea em regides amplas ou
superficies 0sseas separadas (remocdo ou adicdo de osso ndo acopladas). Este processo
controla o crescimento, forma, tamanho, forca/rigidez e anatomia dos ossos e articulacoes,
permitindo ndo sé o desenvolvimento da arquitetura normal do osso durante o crescimento,
mas também modulando a sua arquitetura e massa quando as condicbes mecanicas se
alteram. E essencial para o crescimento longitudinal. A taxa de modelag&o é reduzida apds a

maturidade esquelética.”

Este processo comeca na vida uterina, ocorre durante toda a adolescéncia até & maturidade

esquelética.
Remodelacéo

O processo de remodelagédo 6ssea produz e mantém o0 0sso biomecanica e metabolicamente
competente. A remodelacdo consiste na substituicAo de osso por reabsor¢cdo, seguida da
formacdo de uma nova camada de o0sso. Na primeira etapa deste processo ocorre a
substituicdo do osso primario (imaturo) durante a infancia, por osso secundario; o qual &
continua e periodicamente destruido e substituido por novas geragdes de osso (reabsorcao e
formacgéo Ossea acopladas). Normalmente ndo afeta o tamanho e a forma do osso. Pode ter
efeitos positivos ou negativos na qualidade do osso. Permite remover danos microscoépicos,
substituir a morte e hipermineralizagdo do osso e permite adaptar a microarquitetura as

tensoes locais.”

1.1.3 Defeitos 0sseos e necessidade de reparagao

A medicina regenerativa visa restaurar funcdes de tecidos e 6rgdos danificados, através da
reparacao, regeneracao ou substituicdo dos mesmos. Pretende-se gerar ou induzir a formagéo
de determinado tecido num local especifico mediante manipulacdo celular, elaboracdo de
matrizes e/ou estimulacdo biolégica, o qual devera imitar os tecidos vidveis estrutural,

mecanica e funcionalmente.!”’

Ao nivel da cirurgia ortopédica a reparacdo e regeneragcdo 6ssea sao um desafio” e as

infecBes associadas sdo um dos principais problemas a resolver.®

O aumento da ocorréncia de fraturas 6sseas deve-se ao aumento da longevidade da

populagdo e a elevada incidéncia de traumas esporédicos.ls] A osteoporose tem-se tornado um
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dos mais comuns problemas médicos e conduz a uma elevada taxa de fraturas 6sseas. A
massa esquelética diminui até um ponto de instabilidade estrutural cuja deterioracédo torna o
paciente suscetivel a fraturas 6sseas esponténeas.[3]’[8] Tumores 6sseos sdo outra importante
causa de fraturas. Estes modificam propriedades mecanicas e produzem concentracfes de
tensdo no osso. Normalmente, a sua remog¢éo aumenta o risco de fratura.”® A qualidade da
matriz éssea pode ainda ser afetada por desordens metabolicas, mutacdes em fatores de

crescimento ou moléculas sinalizadoras (delecdes genéticas).

1.1.4 Fraturas e Processo de Reparacao

A ocorréncia de fraturas é um sinal 6bvio de que a capacidade funcional mecéanica do
esqueleto foi excedida. As fraturas sdo relativamente comuns e a fisiologia do esqueleto é
bastante dirigida a sua prevencdo. Prever e prevenir fraturas sdo a¢bes importantes em

ortopedia devido a sua elevada frequéncia, complica¢Bes cirdrgicas e impacto socioeconémico.

O primeiro mecanismo de fratura 6ssea surge quando sobrecargas acidentais, incluindo
tensBes que excedem a gama para a qual o osso foi adaptado durante o seu crescimento e
desenvolvimento (fratura traumatica). Este tipo de fratura pode ter duas causas principais:
impacto externo (queda) ou algo espontédneo (contracdo muscular). Por vezes estas fraturas
sdo produzidas por cargas normais que atuam sobre 0 0sso enfraquecido pela idade ou pela
doenca. A osteoporose € um fator de risco para a fratura 6ssea bem como a incapacidade dos
tecidos moles em absorver a energia gerada numa queda ou mudanca das variaveis
cinematicas da marcha. Estas fraturas sao designadas como patoldgicas. O segundo tipo de
fratura é produzido por uma deformacao ou fadiga. Os 0ss0s suportam cargas mais ou menos
constantes por longos periodos de tempo e cargas ciclicas que podem produzir microdanos. A
acumulacdo dos mesmos é mais rapida do que a sua reparacdo por remodelagdo. As
microfendas podem multiplicar-se e produzir uma fratura. Estas sdo designadas por fraturas
por tensdo e ocorrem em individuos que aumentam a repeticdo de determinado tipo de
atividade fisica (caso de atletas) ou quando os 0ssos ja se encontram muito enfraquecido pela

osteoporose e a remodelacio 6ssea é praticamente inativa.

Tal como as fraturas podem ocorrer naturalmente, também o processo de cicatrizacdo é um
fenémeno natural que pretende reconstituir o tecido lesado e recuperar a sua funcdo e forma
originais. E um processo complexo que envolve a participacdo coordenada da migracao,
diferenciagdo e proliferacdo de células inflamatérias que sintetizam e libertam substancias

bioativas dos componentes da matriz extracelular (colagénio e fatores de crescimento).[gl

O processo de cura/cicatrizacdo envolve a diferenciacdo de varios tecidos, cartilagem, 0sso,
granulacdo segundo diferentes padrbes que sdo diretamente influenciados pelo ambiente
mecanico, o qual por sua vez é regulado pela carga aplicada e pela estabilidade do local de

fratura. A cicatrizacao ativa respostas nos tecidos moles externos e no periésteo que forma um
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calo externo que provoca um aumento da rigidez.[s] O processo de cicatrizacdo pode ser
classificado como primario ou secundario. O primario ocorre em casos de extrema estabilidade
e tamanho de fenda desprezivel e envolve uma tentativa direta de formacdo de osso. O
secundario ocorre quando nao ha estabilidade e o tamanho da fenda é moderado. A maioria
das fraturas € reparada por cicatrizagédo secundaria.” Esta pode ser dividida em trés fases:
inflamatdria, reparadora e remodeladora. A fase inicial € a inflamatoria e serve para imobilizar a
fratura e ativar as células responsaveis pela reparacao. A imobilizacéo caracteriza-se por dor e
inchaco, formacao de um hematoma, vasodilatacao e infiltracdo de células inflamatorias.’® A
interrupcdo do fornecimento vascular normal do osso conduz a morte de osteécitos na matriz
Ossea. Na fase reparadora as células diferenciam-se em condrdcitos, osteoblastos ou
fibroblastos dependendo das condicGes bioldégicas e mecanicas e comecam a sintetizar a
matriz extracelular dos tecidos correspondentes. O tecido morto é removido por macréfagos e é
gerado tecido de granulacdo para a migracdo de células indiferenciadas, originando um calo
inicial de estabilizagéo.[g] O local de fratura exibe algum grau de ossificagdo endocondral bem
como formagdo Ossea direta pelos osteoblastos. Esta é iniciada em cada lado da falha e
avanca para o centro do calo. No centro do calo é formada cartilagem por condrogénese,
exceto na zona onde a estabilidade ainda € muito baixa devido & obstrucdo do processo de
diferenciagéo celular nessa zona. Logo que o calo esteja totalmente composto por cartilagem, a
ossificacdo comeca a seguir uma sequéncia de eventos celulares como maturacdo e
degradacédo da cartilagem, vascularizacdo e osteogénese. A ossificacdo continua até que toda
a cartilagem seja substituida por osso e até que se alcance a estabilizacdo e rigidez
necessarias.”” Na dltima fase do processo 0 0sso partido é quase tdo forte como o original.
Contudo muitas vezes possui maior massa do que a original, sendo menos eficiente
mecanicamente. A remodelacéo dssea do local da fratura restaura a forma e a estrutura interna
do osso, tornando-o0 capaz de manter a sua forca com menor massa 0 que aumenta a sua

eficacia mecanica.

1.2 Substitutos Osseos

Um substituto 6sseo € “todo o material de origem humana, animal, vegetal ou sintético,
destinado a implantacdo no homem com a perspetiva de uma reconstituicdo do capital ésseo,
para o reforco de uma estrutura éssea ou para o preenchimento de uma perda de substancia

Ossea de origem traumatica ou ortopédica”.[m]

Varios materiais tém sido usados como substitutos 6ésseos. Estes incluem:

e Materiais osteogénicos. Sdo todos o0s materiais que possuam uma Composicao
celular capaz de se diferenciar em tecido 6sseo. Inclui tecido préprio do paciente, 0sso
esponjoso autologo, osso cortical autdlogo e aspirado de medula 6ssea.’? A

z

metodologia mais comum de reparacao do tecido 6sseo € o autoenxerto devido as
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capacidades osteogénicas mas também osteocondutoras e osteoindutoras do material
enxertado.*™% Contudo, exigem uma primeira cirurgia que permita obter osso do

[7]

préprio paciente'”’ e, apesar de favorecerem a sua recuperacdo, a quantidade

disponivel é limitada! 4,

e Materiais osteoindutores. Sao materiais que estimulam a diferenciacdo de células
indiferenciadas em osteoblastos, os quais sdo responsaveis pela formacao 6ssea como
ja foi referido. Aloenxertos, matriz 6ssea desmineralizada e fatores de crescimento sao
exemplos de materiais osteoindutores. Com o0s aloenxertos surgem riscos de resposta
imunitaria, infecdo e transmissdo de doencas infeciosas, a sua disponibilidade é

.10 Eyvistem aloenxertos 6sseos com

limitada e o acesso a bancos de ossos é difici
uma grande variedade de formas fisicas (gel, p0, fibras, pastas) e estdo a ser
desenvolvidas modificagcdes quimicas e fisicas neste tipo de enxerto no sentido de
obter formatos especiais, melhorias na revascularizacdo da superficie (através da
desmineralizagdo) e na estimulacdo do crescimento 0sseo (adicdo de fatores de

crescimento).

e Materiais osteocondutores. Sdo materiais que atuam como substrato favoravel a
migracao celular e deposicdo 6ssea, sendo simultaneamente substituidos por novo
tecido 6sseo e ndo possuem a capacidade de induzir diferenciagdo celular. Materiais
ceramicos (vidros bioactivos, fosfatos de calcio como a hidroxiapatite e o fosfato
tricalcio) e colagénio (como veiculo de transporte para outros enxertos sintéticos) sao

materiais osteocondutores.

E dificil concentrar estas trés propriedades num material sintético. No sentido de associar as
propriedades fisico-quimicas de osteointegracdo com a resisténcia mecénica necessaria ao
desempenho de funcdes de suporte, tém-se desenvolvido materiais compdsitos cujas
propriedades sdo preferiveis as que resultariam da aplicacdo dos materiais individualmente.®
Uma forma de obter substitutos 6sseos compdésitos é produzir fosfatos de calcio e dispersa-los

em matrizes poliméricas.[g]

A maioria dos implantes ortopédicos utiliza materiais na sua forma endurecida (cimentos de
fosfatos de célcio, por exemplo) o que dificulta o seu ajuste ao local cirtrgico devido a forma
desejada. Esse ajuste pode conduzir a um aumento de perda de massa 6ssea, trauma no
tecido circundante e maior tempo de intervencéo cirl]rgica.[ll] Para o preenchimento 0sseo
devido a deterioracéo e perda de massa Ossea localizada é necessario recorrer a substitutos

1

O6sseos de pequenas dimensdes e capazes de se adaptar ao local afetado.l” Materiais

granulares e injetaveis tém sido produzidos neste sentido.

Os substitutos 6sseos injetaveis podem ser utilizados para fins cirdrgicos minimamente
invasivos e moldados para preencher defeitos dsseos extremamente irregulares. Devem ser

moldaveis, devem ter boas propriedades mecanicas, biocompativeis, ndo toxicas e possui a

8
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capacidade de integrar o 0sso ao mesmo tempo que este cresce e remodela. Os substitutos
Osseos injetaveis requerem propriedades reoldgicas adequadas para assegurar a ligacdo da

fase mineral in situ com boa permeabilidade celular.®*"

A terapia genética continua também a ser uma porta aberta de um universo de solugdes para o

problema da reparacao dos defeitos 6sseos.

1.2.1 Bioceramicos — Fosfatos de Célcio

Os ceramicos sdo compostos policristalinos refratarios, normalmente inorganicos, que podem
ou nao conter elementos metalicos — silicatos, 6xidos metdlicos, carbonetos, fosfatos de célcio
e varios hidretos refratarios (sulfuretos). Estes materiais sédo duros e frageis, possuem elevadas

temperaturas de fusao, baixas condutividades elétricas e térmicas.™?

Os materiais ceramicos biocompativeis sao designados por bioceramicos. A biocompatibilidade
destes materiais resulta da sua composi¢do quimica conter ides comuns com 0s constituintes
do ambiente fisiologico (calcio, potassio, magnésio, sddio) e ides de toxicidade muito limitada
para os tecidos do corpo (aluminio e titénio).[‘” Mediante o mecanismo de interacédo bioldgica
com o tecido vivo os bioceramicos podem ser classificados como: bioinertes (interagdo minima
ou nula com o tecido circundante devido a formacdo de uma cépsula fibrosa em seu torno),
bioativos (interag&o dindmica com tecidos duros e por vezes com tecidos moles, formacgéo de
uma camada de apatite carbonatada biologicamente ativa, quimica e cristalograficamente
equivalente a fase mineral do 0sso) ou bioreabsorviveis (dissolugao/reabsorcao e substituicao

progressiva por tecido circundante quando colocado no interior do corpo humano).

Os bioceramicos mais utilizados em ortopedia pertencem a familia dos fosfatos de calcio (FC).
Como ja foi referido, as apatites 6ésseas que compdem o0 osso natural sdo consideradas FC
basicos.™ A principal diferenga entre os varios fosfatos de calcio reside na razao molar entre
os ides calcio e fosforo (Ca/P). Pds nanométricos de FC com a estequiometria adequada,
elevada pureza e cristalinidade s&o procurados devido a sua maior densificagdo e as suas
propriedades bioativas, de biocompatibilidade, osteoconducéo e osseointegragéo.[“]'[“]'[lS] Os
FC sao integrados no tecido ésseo pelos mesmos processos ativos na remodelacdo éssea

saudavel™ e originam novo 0sso gragas a atividade dos osteoclastos e osteoblastos.™

1.2.1.1 Hidroxiapatite

A HAp sintética € um bioceramico da familia das apatites, de formula quimica Ca,,(P0,)c0H,.
A principal diferenca relativamente as apatites biolégicas é a substituicao do grupo fosfato pelo

grupo carbonato. Exibe uma conformacao hexagonal, os atomos de calcio e fosforo formam um
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arranjo hexagonal no plano perpendicular ao eixo cristalino de mais alta simetria. Possui uma

elevada concentracdo de grupos hidroxilo e caracteriza-se por uma razdo molar Ca/P de 5/3.112

A HAp sintética é o fosfato de calcio mais utilizado como substituto de ossos duros.™®

7 E o fosfato de calcio mais

Apresenta excelentes propriedades biocompativeis e bioativas
estavel e 0 menos soltvel em fluidos biolégicos. Apesar da capacidade em permanecer estavel
em ambiente fisiolégico[‘”, pode sofrer ionizacdo in vivo. A sua taxa de dissolucdo depende de
varios fatores como, grau de cristalinidade (quanto maior a cristalinidade menor a taxa de
dissolucdo), tamanho, forma e porosidade do cristalito e das condicdes de processamento
(temperatura, presséo).[lsl A solubilidade da HAp depende ainda da presenca de determinados
compostos (aminoacidos, proteinas, enzimas) e aumenta com a adicdo de eletrolitos em
solugédo. A solubilidade esta diretamente relacionada com a biocompatibilidade da HAp com o
tecido 6sseo. A biocompatibilidade resulta de uma ligacado quimica direta com os tecidos duros
e da capacidade de incorporacdo dos osteoblastos na superficie da HAp, favorecendo a
fixac8o, adesdo e aumentando o crescimento e diferenciacdo celular e a deposi¢éo do tecido

6sseo diretamente sobre a superficie do material.*®!

A HAp tem captado especial atencdo devido a sua afinidade com biopolimeros, proteinas e

enzimas.®

As desvantagens associadas a utilizacdo da HAp devem-se a sua lenta reabsorcdo e
remodelacdo 6ssea (pode ser mantida no organismo durante anos) e a dificuldade em manter

0s granulos no local do defeito 6sseo. O que levou a necessidade de criar compositos de

biofuncionalidade superior as dos seus constituintes individualmente.

1.2.1.2 B-TCP

Um outro fosfato de célcio atrativo para aplicagcbes Osseas € o fosfato de tricalcio (TCP). E
representado pela formula quimica Ca;(P0,), € possui quatro polimorfos: a, B, y e super-a. As

formas mais frequentes sdooaeo B-TCP.[4]

O B-TCP é um ceramico altamente bioativo e bioreabsorvivel. Tais caracteristicas exigem um
controlo do tamanho e morfologia do FC, bem como da estequiometria, pureza e cristalinidade

de forma promover a osseointegragéo.™ '

O B-TCP pode ser produzido em vérias formas: granular, p4, pasta, macroporosa ou em gel. A
forma granular € a mais eficiente uma vez que o espagamento entre 0s granulos aumenta a

porosidade da matriz e a superficie de contacto. ol

As taxas de solubilidade e de reabsor¢céo do B-TCP séo superiores as da HAp. A utilizacdo da
HAp e do B-TCP em simultdneo permite uma aceleracdo da formacdo do novo o0sso.

Inicialmente ocorre a reabsorgdo do B-TCP associada a um crescimento rapido de novo 0sso
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que por sua vez o substitui. A ligacao direta da HAp ao osso ocorre de uma forma mais lenta,
relativamente a taxa de formacdo de novo osso. Em aplicacdes nas quais a substituicdo por
novo seja aceitavel com uma reabsorcdo lenta do material implantado, a HAp pode ser
aceitadvel. Como situacfes de cranioplastias. Contudo, em aplicacbes como reparacdo
periodontal e elevacédo do seio maxilar, a capacidade do implante ser rapidamente substituido

por 0sso é crucial, e portanto é exigido um comportamento de reabsorcdo rapida. 14

1.3 Sistemas de transporte e libertacédo controlada de farmacos (SLC)

Os sistemas tradicionais de fornecimento de farmacos baseiam-se na administracdo total e
Unica de uma dose de droga definida no organismo, por via oral ou intravenosa. O efeito
terapéutico ndo é baseado apenas na administracdo da droga. Requer a introducdo de uma
elevada dose da mesma no organismo para garantir que eventualmente atinge o local, mas
requer também um intervalo de tempo durante o qual a droga permane¢a em concentracdes
apropriadas. Por conseguinte, sdo efetuadas repetidas administracdes para colmatar o rapido
decréscimo da concentracdo da droga em cada administracdo. Por vezes, a elevada dose de
droga associada as repetidas administragdes conduzem a concentra¢des de droga no plasma

proximas de concentragdes toxicas gerando reacdes adversas.™*’

Os sistemas de libertacdo de drogas sdo 0s componentes essenciais para a libertacédo
controlada e prolongada de drogas. Com o intuito de ultrapassar as dificuldades associadas
aos métodos de administracdo tradicionais, estes sistemas destinam-se a fornecer um agente
terapéutico na quantidade, local e momento adequados, proporcionando uma ac¢éo terapéutica
por um periodo prolongado de tempo, de forma a otimizar a sua eficAcia e a minimizar os

efeitos secundarios."

Os sistemas de libertacdo controlada (SLC) podem ser classificados segundo o tipo de
materiais utilizados, o estado fisico, a via de administracdo, o tipo de agente terapéutico
incorporado, a forma como se encontra imobilizado no sistema e a natureza do mecanismo que
controla a sua libertacdo. Como sistemas de libertacdo controlada de drogas tém sido
utilizados materiais de natureza lipidica, inorganica e polimérica. Os polimeros sdo 0s materiais
mais utilizados como SLC. Podem ser incorporadas moléculas de baixo peso molecular,
proteinas ou material genético. Na literatura estdo mencionadas membranas de difusao
controlada (sistemas monoliticos ou reservatdrio) — lipossomas, micro e nanoparticulas —,
bombas osméticas, implantes reabsorviveis, hidrogéis, dendrimeros e até virus utilizados como
SLC.?”Y Neste trabalho serd estudado um sistema de libertacdo controlada a partir de

microesferas.

11
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O desenvolvimento de um sistema de libertacdo controlada envolve a integracdo de varios

aspetos como as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas do

farmaco, a via de administracdo e as barreiras fisiolégicas e bioguimicas a que o farmaco é

sujeito, as propriedades fisico-quimicas, biocompativeis e o comportamento in vivo dos

materiais usados como SLC, a metodologia de produgdo e a sua interagdo com o farmaco.

Estes tpicos serdo desenvolvidos nos subcapitulos seguintes.

Os SLC apresentam as seguintes vantagens relativamente aos métodos tradicionais:

[19],[21],[22]

Taxa de libertacao previsivel e reprodutivel. A taxa de libertagdo do farmaco pode ser
adaptada as necessidades de uma aplicagao especifica.

Na Figura 1.1 estdo representados alguns perfis utilizados: (I) Libertacdo prolongada
mas ndo constante; (II) Libertacdo constante ou de ordem zero; (lll) Fase de espera
seguida de uma libertacdo constante; (IV) Fase de espera seguida por um impulso de
libertagdo; (V) Mdltiplos pulsos em periodos especificos. A libertacdo controlada (de
ordem zero) esta representada na Figura 1.2 é a mais aplicada comercialmente e a
definicdo de libertacéo controlada adotada neste trabalho.

Permitem uma protecéo das drogas com curto tempo de meia-vida.

No caso das proteinas este € um fator importante uma vez que sao rapidamente
destruidas pelo corpo (ataques metabdlicos e quimicos).

Permitem uma reduc¢éo da frequéncia de administracdo do farmaco o que conduz a um
aumento do conforto do paciente e, consequentemente, um aumento de adesdo a
terapéutica pelo paciente.

Maior biodisponibilidade. A quantidade de farmaco pode até ser reduzida com o

aumento da biodisponibilidade.

Contudo, estes sistemas ainda apresentam alguns problemas:

12

N&o se atinge de imediato o efeito desejado.

O médico ndo tem a possibilidade de ajustar os regimes posoldgicos.

Sao idealizados com base na semi-vida bioldgica de uma popula¢do normal. Se ocorrer
alguma alteragéo na distribuicdo e metaboliza¢do do farmaco, o efeito terapéutico pode
ser alterado.
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Figura 1.1 — Perfis de libertac&o controlada. (I) Taxa de libertacdo com queda

exponencial com o tempo; (Il) Taxa de libertacdo constante produzindo uma cinética de

ordem zero, mantém a concentracdo de droga na corrente sanguinea a um nivel 6timo de
eficacia terapéutica; (lll) Libertacdo de ordem zero com um ligeiro delay; (IV) Libertacéo

(21

pulsatil com delay; (V) Libertacao multipla constante com um delay constante entre elas.
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Figura 1.2 — Concentracao de droga no plasma de um paciente em funcao do tempo de

administracéo. Sistemas tradicionais de administracdo com uma (...) ou com
[21]

administracdes repetitivas (---); Sistemas de libertagdo controlada. Adaptado de
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1.3.1 Microesferas

[20]

As microparticulas possuem um tamanho variavel entre 1 e 1000pm*™ e podem apresentar

variadas formas: pellets, lipoesferas, microcapsulas ou microesferas.

Estruturalmente, as microparticulas podem ser do tipo reservatério ou matriz. Os sistemas do
tipo reservatorio sdo dispositivos ocos nos quais o material encapsulado (dissolvido, suspenso
ou puro) esta rodeado por uma membrana polimérica que controla a libertacdo para o meio
externo. Os sistemas de reservatodrio esféricos designam-se microcapsulas. Nos sistemas de
matriz (polimérica) o material encontra-se disperso ou dissolvido, uniformemente, na matriz
polimérica. As matrizes podem ser hidrofilicas ou hidrofébicas (inertes e lipidicas). A matriz
deve ser escolhida mediante a sua capacidade para controlar a libertacdo do farmaco e/ou

2 Matrizes

outros materiais incorporados e promover a acdo terapéutica do mesmo.
poliméricas esféricas sédo designadas por microesferas. Nas microcapsulas ou microesferas de
polimeros hidrofilicos é necessério algum tipo de reticulagdo das cadeias poliméricas de modo

a evitar a sua dissolugdo em meio aquoso.

As microesferas permitem encapsular uma grande variedade de drogas (incluindo pequenas
moléculas, proteinas e 4cidos nucleicos) e a sua administracéo € simples (através da agulha
de uma seringa). A principal vantagem da sua utilizacdo é o facto de possuirem uma elevada
area superficial especifica que favorece a absorcdo relativamente a particulas de maiores
dimensdes. A &rea superficial especifica é definida como a razdo entre a area superficial e o
volume do dispositivo que constitui 0 SLC. Nesta situacdo em que sao utilizadas particulas
esféricas a razdo sera dada pela expressdo (4mr?)/(4/31r®) onde r se refere ao raio da
particula. A sua dimens&o permite-lhes permanecer mais tempo no local de tecido 6sseo
lesado e em locais de fratura de dimensdo reduzida e proporcionam uma elevada
biodisponibilidade.”® Contudo, em termos de producdo em grande escala existem ainda
dificuldades, pode ocorrer a inativagdo do material encapsulado durante a producéo e ha um
baixo controlo sob as taxas de Iibertaqéo.[zzl Numa tentativa de controlar estas taxas utilizam-se

polimeros biodegradaveis na produgéo das microesferas.

O desenvolvimento de microesferas para libertacdo controlada tem sido aplicado em inimeras
aplicagbes importantes como libertagdo controlada de vacinas, estabilizacdo do
encapsulamento de proteinas terapéuticas e encapsulamento de ADN para problemas

genéticos.*?

No presente trabalho foram estudadas microesferas de polimeros biodegradaveis para a

libertagdo de uma droga modelo, o &cido acetilsalicilico.

14



1 Introducéo

1.3.2 Interesse dos polimeros como SLC

Um polimero é uma macromolécula formada por unidades moleculares que se repetem (meros)
e que se encontram unidas através de ligacBes covalentes. O nimero de unidades repetitivas
que formam o polimero designa-se grau de polimerizacao. Se o polimero for formado por um
Unico tipo de mondémeros designa-se homopolimero, se for formado por dois ou mais trata-se
de um copolimero. A sequéncia das unidades repetitivas é variavel, devido a quantidade de
monomeros ligados e a sua reatividade. Relativamente & sua origem, existem polimeros
naturais ou sintéticos. Os polimeros naturais tém sido cada vez mais usados como alternativa
aos sintéticos devido & sua biodegrabilidade e atividade biolégica.® Entre os biopolimeros mais

estudados estdo o colagénio, a gelatina, alginato, quitina e o quitosano.[ls]

Os tecidos vivos sdo maioritariamente constituidos por polimeros naturais ou biopolimeros
como proteinas e polissacarideos.[151 A aplicacdo de materiais poliméricos na area médica
deve-se entdo a semelhanca das suas propriedades fisico-quimicas com os tecidos vivos,

nomeadamente com a fase organica presente no tecido 6sseo.

Os polimeros sédo faceis de sintetizar e de baixo custo, favorecem a osteointegracdo e
reabsor¢do dos materiais compdsitos do polimero natural. Contudo, apresentam algumas

limitacdes relativas a aplicagdes de cargas e tensfes elevadas e ciclicas.™

Os polimeros biodegradaveis sdo amplamente usados como veiculos de transporte de drogas,
principalmente devido ao facto de eliminarem a necessidade de remocdao cirlrgica. A taxa a
gue uma droga € libertada pode ter impacto na sua eficacia. A taxa de libertacdo a partir de
dispositivos poliméricos biodegradaveis pode ser controlada pelo tamanho do dispositivo,
cinética de degradacédo do polimero e pela variacdo de varios parametros usados no processo
de formulagdo. O tamanho das microesferas de um polimero biodegradavel ¢ um fator

determinante na degradacéo do polimero e portanto nas taxas de libertagéo. (23]

No presente trabalho foi objeto de estudo o quitosano.

1.3.3 Quitosano

O interesse do quitosano no ambito da regeneragcdo Ossea deve-se nao sO as suas

caracteristicas como biomaterial:

e Biocompativel. Ndo provoca reacdes alérgicas ou rejeicdo quando em contacto com o
tecido vivo.

e Biofuncional. E capaz de se adaptar a uma fungéo particular. Neste caso como veiculo
de transporte e libertacdo de farmaco e bioceramicos.

e Facilmente moldavel.

e Esterilizavel.
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e Nao toxico.

e Na&ao cancerigeno.
Mas também porque € um material

e Biodegradavel.

e Promotor da adesao, proliferacdo e diferenciagdo celular gracas a sua superficie
hidrofilica.

e Capaz de manter a forma, apés reticulacao.

e Homeostatico.

e Bactericida, antimicrobiano e capaz de absorver metais tdxicos como mercurio, cadmio

e chumbo. 15H24107

Como veiculo de transporte de drogas para libertacdo controlada sob a forma de

microparticulas o QS:

e Possui capacidade no controlo da libertacéo.

e Evita 0 uso de solventes organicos perigosos.

e E uma polimamina linear, contém grupos amina livres e disponiveis para reticulacéo, a
sua natureza catiénica permite a reticulagdo idnica com anifes multivalentes.

e Tem caracter mucoadesivo (0 que aumenta o tempo residual no local de absor(;éo).[z‘”

1.3.3.1 Composicéo quimica, estrutural e caracteristicas principais

z

O quitosano € um heteropolissacarideo obtido a partir da N-desacetilacdo da quitina, o
polissacarideo natural mais abundante na Terra apds a celulose. A diversidade de fontes
naturais das quais pode ser extraida quitina € uma das vantagens da utilizacdo destes

biopolimeros. Os exosqueletos de crustaceos sdo as suas principais fontes comerciais.*®

A nivel quimico, tanto a quitina como o quitosano sdo copolimeros, compostos por duas
unidades estruturais aleatoriamente distribuidas (distribuicdo de Bernoulli).”sl As unidades 2-
amino-2-deoxi-D-glucano (GIcN) e 2-acetamido-2-deoxi-D-glucano (GIcNAc) sdo unidas por
ligagcbes glicosidicas do tipo B(1—4). A distincdo entre a quitina e 0 quitosano baseia-se na
proporcao relativa destas unidades. Na quitina é a unidade GIcNAc que surge em maior
proporcao. Quando se obtém QS por N-desacetilagdo da quitina, os grupos acetamido (-
NHCOCHS,) das unidades GIcNAc séo convertidos em grupos amino (-NH,) em variadas taxas,

originando um polissacarideo com determinado grau médio de substituico. "

O parametro que expressa o conteddo médio de unidades GIcN nas cadeias do produto entdo
obtido é definido como grau de desacetilacdo (GD). Denomina-se quitosano caso GD seja igual
ou superior a 60%. 1 os principais parametros que controlam as propriedades fisico-quimicas

do QS séo o GD e o peso molecular (PM).[26] O GD influencia as propriedades biolégicas, como
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biodegrabilidade e atividade imunolégica, uma vez que atua sobre a sua solubilidade,

hidrofilicidade, viscosidade em soluc&o e capacidade de reticulagio. 2>

O QS ¢ insoluvel em &gua, solventes organicos e bases. A sua solubilidade ocorre na maioria
das solugbes de acidos organicos de pH inferior a 6, como solugdes de acido acético ou

férmico. Podem efetuar-se dispersdes de QS em acidos inorganicos diluidos, tais como, nitrico,

cloridrico e fosférico.?®

O QS é classificado como um polieletrélito catidnico e tem natureza hidrofilica. Quando diluido

em meio acido, os grupos amino livres tornam-se protonados (-NH;") favorecendo a sua

(112411251 contudo, a hidrofilicidade e solubilidade do QS pode ser alterada

[26]

dissolucdo em agua.

pela reticulacdo das suas cadeias.

1.3.3.2 Reticulacéo do QS

A reticulacdo de cadeias poliméricas é uma modificacdo quimica que visa unir as cadeias do
polimero ou liga-las as de outros polimeros formando redes poliméricas hibridas.”® A adocao
de processos de reticulagdo tem como objetivo melhorar ou modificar determinada propriedade
do polimero: rigidez estrutural, estabilidade quimica e/ou térmica, permeabilidade, cor,
capacidade de imobiliza¢ao proteica ou celular.??®!

Os processos de reticulacdo sdo influenciados pelo tipo de agente de reticulacdo usado e
respetiva concentragao; por caracteristicas inerentes ao polimero a reticular: GD e PM no caso
do QS; e pelas condi¢cdes reacionais: temperatura e tempo de reac;éo.[ZS] Os agentes de
reticulagdo apresentam baixa massa molar e grupos funcionais reativos de forma a permitir a
formacédo de ligagbes inter ou intramoleculares entre as cadeias poliméricas.[ZS] Apesar das
vantagens da utilizacdo de processos de reticulagdo apresentadas em termos de aplicacao, os
agentes reticulantes podem induzir reacdes quimicas ndo desejadas com o agente

ativo/farmaco e a remocao do reticulante que nédo reagiu pode ser uma tarefa dificil.**!

Quando se consegue uma elevada taxa de reticulagéo, a porosidade, em oposicédo, é reduzida,
assim como a permeabilidade a agua e a difusdo de material encapsulado nas redes
poliméricas formadas.”® O desenvolvimento de sistemas de libertagdo controlada de farmacos
requer matrizes permedveis a agua e capazes de encapsular, transportar e libertar os mesmos
eficientemente.”® A presenca de grupos hidroxilo, carboxilo e amino na estrutura dos polimeros
confere-lhes uma elevada hidrofilicidade que, na presenca e difus@o dos fluidos corporais, faz
com que aumentem o seu volume provocando uma libertacdo precoce do agente ativo

transportado. Uma forma de contornar tal facto é recorrendo & reticulagao do sistema.

Relativamente a reticulagcdo do quitosano, as modificagBes estruturais ocorrem em sitios

reativos especificos nas unidades GIcNAc e GIcN — grupos amino e hidroxilo.” O formaldeido,
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glioxal, glutaraldeido e a genipina (menor toxicidade) sdo reagentes que podem atuar como

agentes reticulantes do QS, ligantes de grupos —NH,."*!

Estao descritos alguns processos de reticulacdo das cadeias poliméricas do QS:

e Formacdo de ligacbes covalentes intermoleculares, que unem de forma permanente
sitios reativos de cadeias poliméricas diferentes.

e Formacdo de ligacdes covalentes intramoleculares que unem de forma permanente
regides distintas de uma mesma cadeia.

e Reacdes radicalares induzidas por um iniciador fotoquimico ativado por luz ultravioleta.
As cadeias poliméricas sédo reticuladas através da introducdo de moléculas sintéticas
entre as suas estruturas. O processo despende menos energia comparativamente a
reticulagdo covalente, é realizado a temperatura ambiente, com reducdo do tempo
reacional e obtém-se um produto final de maior qualidade.

e InteragBes idnicas. Formam-se atracdes electroestaticas entre as regides catidnicas do
QS e as regides aniénicas do agente reticulante. O processo apresenta uma elevada
sensibilidade a variagbes de pH e de for¢a idnica do meio e obtém-se um produto final
de menor estabilidade. O procedimento experimental baseia-se na mistura do agente

reticulante com o QS e a reticulacso é reversivel. *°

1.3.3.3 Reticulac&do do QS com Glutaraldeido

O glutaraldeido € um composto organico; mais precisamente um aldeido bifuncional. E miscivel
com agua, alcool e benzeno. Apesar da sua utilizagdo em aplicacbes biomédicas, € um

composto toxico.

A reticulacdo do QS com GTA classifica-se como reticulacdo covalente e ocorre via adigdo
nucleofilica (Figura 1.3). A amina, grupo reativo do QS, atua como nucledfilo e atua sobre o

[24],[25]

grupo carbonilo do agente reticulante. Subsequentemente, ocorre uma reacdo de

eliminacdo com a producéo de aldiminas ou bases de Schiff. =
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Figura 1.3 - Esquema da reticulacdo de QS com GTA. Adaptado de *°

1.3.4 Mecanismos de degradacgéo polimérica

A degradacéo polimérica € um processo quimico que se caracteriza pela quebra de ligacdes
das principais cadeias de um polimero. Neste processo sdo produzidos pequenos oligbmeros,
mondmeros e/ou produtos de baixo peso molecular. Um polimero € considerado biodegradavel

quando a degradacdo se deve a acdo ambiental, processos biocataliticos (que envolvam
bactérias, enzimas) ou processos quimicos ou radicalares (hidrélise, oxidacao, irradiacdo UV).
A taxa de biodegradacéo afeta principalmente o peso molecular do polimero e é influenciada
pela sua composicdo quimica, arquitetura molecular, morfologia (dimens&do, geometria e
porosidade) e por condi¢cbes ambientais como o pH e a temperatura. Eventos como a perda de
resisténcia mecénica e de cristalinidade, alteracdes do pH estdo associados ao processo de
degradacso. '

Na libertacdo controlada, os polimeros biodegradaveis séo tipicamente degradados por
hidrélise e/ou por acdo enzimatica. A degradacao hidrolitica estd intimamente ligada com a
capacidade do polimero em absorver agua. Os polimeros hidrofilicos permitem a incorporagéo
de grandes quantidades de agua na sua estrutura o que, geralmente provoca uma degradacéo

mais rapida do que em matrizes hidrofobicas.

E importante fazer a distingdo entre o processo quimico de degradacdo e o fendmeno de
erosdo que também ocorre em polimeros biodegradaveis como o QS.” A erosdo é a
desintegracao fisica da matriz polimérica como resultado da degradagédo e esta dependente de

processos de difusdo e dissolucao e pode ser classificada como superficial ou volimica (Figura
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1.4). A erosao volimica é caracterizada por uma penetracdo da agua na matriz polimérica mais
rapida do que a erosdo da mesma. E também denominada por erosdo homogénea uma vez
que a perda de massa da microesfera (ou do dispositivo em questédo) ocorre a uma taxa mais
ou menos uniforme em toda a matriz; o volume do polimero permanece constante mas a
microestrutura sofre mudangas consideraveis. Apos um determinado grau de erosdo, a
microesfera colapsa. No processo de erosdo superficial a entrada de &gua € lenta
comparativamente ao processo de erosdo e a perda de massa esta limitada as camadas
superficiais da estrutura polimérica o que leva a um decréscimo gradual da estrutura. Numa
situacdo ideal, a taxa de erosao superficial devera ser diretamente proporcional a area
superficial externa. A extenséo da erosdo superficial ou volimica varia com a estrutura quimica

da cadeia principal do polimero. ?° 22

- @ — @ —O
@& %

Figura 1.4 — Mecanismos de erosédo de polimeros. (A) Erosédo volumica, (B) Erosao

superficial. Adaptado de "9,

1.3.4.1 Degradacéo do QS

A degradacdo do QS, quando exposto a meio fisiolégico natural ou simulado, envolve vérios
fatores: dissolucao fisico-quimica, ac@o enzimética e propriedades proprias da matriz
polimérica. ™

In vivo, 0 QS é metabolizado por enzimas hidroliticas, nomeadamente lisozimas, que provocam
a quebra das ligagbes B(1—4). A degradacdo por acdo enzimética é reduzida sobre QS de
elevado GD (superior a 80%), devido a sua preferéncia pelas ligacdes glicosidicas entre as
unidades acetiladas do biopolimero. Assim, no QS de elevado GD nao ocorrem alteracdes
significativas de peso molecular e, consequentemente, os periodos de degradagdo sé&o
Iongos.[lsl Estudos efetuados com a finalidade de obter uma biodegradacdo mais rapida

recorrem a QS de baixo GD limitando, contudo, a adeso celular."™ Da degradacédo do QS
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resultam produtos in6cuos (amino acuUcares) os quais sdo totalmente absorvidos pelo

organismo humano.®?¥

1.3.5 Mecanismos de incorporacéo do farmaco

A integracdo do farmaco no SLC depende do método de preparagcdo do SLC e das
propriedades fisico-quimicas do farmaco. Em sistemas de microparticulas existem dois
métodos a partir dos quais é possivel integrar o farmaco: incorporacéo ou incubagéo, durante
ou apls a preparacdo das particulas, respetivamente. Numa situagcdo de incorporacéo,
geralmente, é obtida uma maior eficiéncia de encapsulamento comparativamente a uma
situagdo de incubacao. Contudo, esta dependente ainda dos parametros relativos ao processo

de produc¢édo, como, método e a presenca de aditivos.*”

Em sistemas de QS podem ser incorporadas farmacos hidrossolluveis ou lipossoliveis. Os
hidrossolluveis podem ser misturados na prépria solugdo de QS, formando uma mistura
homogénea e a solugdo obtida poderd ser usada na producdo das particulas. As
concentracdes iniciais do farmaco, do reticulante e a do préprio polimero exercem influéncia na
eficiéncia de encapsulamento. Esta aumenta, quando a concentracéo do polimero aumenta. Os
farmacos ndo sollveis em &gua e as drogas que precipitam em solu¢des &cidas séo
incorporados apés a formacao das particulas, por imersdo numa solucéo saturada da droga.
Neste método, a incorporacdo estd extremamente dependente da capacidade de inchamento
das particulas de QS em &gua. A percentagem de farmaco incorporado decresce com o
aumento de reticulagdo devido ao decréscimo de inchamento. As drogas que ndo se dissolvem
em 4gua podem também ser incorporadas através de técnicas de emulsdo mudltipla. O
procedimento consiste em preparar sequencialmente uma emulsao 6leo-em-agua e uma agua-
em-6leo. Na primeira emulsdo, a droga é dissolvida num solvente apropriado e depois
emulsificada numa solugdo de QS. Alternativamente, a droga pode ser apenas dispersa na
solugdo de QS usando um surfactante para obter a suspensdo. Na segunda emulséo, é
utilizado o resultado da primeira o qual é emulsificado numa fase de 6leo. As particulas ent&o

formadas, é adicionado o agente reticulante para garantir a manutencao estrutural.’?”

1.3.6 Mecanismos de libertacéo

Os principais mecanismos responsaveis pela libertacdo global de um agente terapéutico a
partir de uma matriz polimérica biodegradavel sdo a erosdo polimérica, difusdo através da

matriz e dissolugdo da droga no meio circundante (Figura 1.5).[19] As moléculas de farmaco
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encapsuladas numa matriz polimérica séo libertadas com a degradacédo do material por erosédo
da matriz pelos métodos ja descritos. Simultaneamente, as moléculas de farmaco saem para o
meio de dissolucéo por difusdo. A difusdo ndo é mais do que o0 movimento dessas moléculas a
favor do gradiente de concentracdo. A difusdo pode ser induzida pela penetracdo de agua na
matriz polimérica, a qual é regulada pelo grau de hidrofilicidade da matriz. A libertacdo por
difusdo envolve trés etapas: a agua penetra no sistema de particulas provocando o inchamento
da matriz. O polimero vitreo é convertido em “borracha” e finalmente ocorre a difusdo da droga
a partir da matriz “de borracha” inchada. A dissolugdo do farmaco pode ser um mecanismo
importante na fase inicial da libertacao devido a deposicao de moléculas de farmaco sobre ou
perto da superficie da matriz, as quais sdo rapidamente perdidas por dissolucdo.*?24 A

importancia relativa de cada um destes mecanismos varia com as caracteristicas do polimero e

da matriz.
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Figura 1.5 — Mecanismos de libertacdo a partir de uma matriz polimérica. Adaptado de [21]

Os mecanismos de libertacdo séo influenciados por véarios fatores que se podem agrupar em

dois fundamentais: o tipo de SLC utilizado e o tipo de farmaco.

A taxa de libertac&o terapéutica depende do tipo de polimero (PM, hidrofilicidade, flexibilidade,
cristalinidade) e do seu modo de degradacgédo, do método de producao do SLC, dos excipientes
adicionados a formulagéo (para estabilizagao terapéutica por exemplo) e do tamanho, forma e

porosidade das particulas que constituem o SLC.!*Z224]

A taxa de libertacdo esta claramente relacionada com o polimero utilizado e a respetiva taxa de

degradacdo. Quanto mais rapida for a degradacdo do polimero, mais rapida seré a libertacdo
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do farmaco da sua estrutura. O peso molecular do polimero, como ja foi referido, pode afetar a
degradacdo e, consequentemente, as taxas de libertacdo. Um aumento de peso molecular
diminui o processo de difusdo e consequentemente a taxa de libertacdo. Da degradacédo
polimérica resultam produtos como monémeros e oligdmeros sollveis que se podem difundir
para o exterior da microparticula. Em polimeros de menor peso molecular a formacéo destes
produtos € mais rapida do que em polimeros de maior peso molecular e portanto as taxas de

2 A composicdo do copolimero pode

libertacdo que lhes estdo inerentes serdo maiores.
também afetar as taxas de libertagdo. Quanto maior o conteddo de um mondmero de rapida
degradacédo, maior a taxa de libertacdo. A taxa de libertacdo aumenta também com uma maior

22 para estabilizar o material

concentracdo de mondémeros menores e/ou mais sollveis.
encapsulado durante a producao e/ou libertacdo podem ser adicionados varios excipientes no
momento de produgdo das microesferas. Estes compostos podem estabilizar as emulsbes e
favorecer a distribuicdo uniforme do material nas microesferas, o que pode influenciar a taxa de

libertagdo.”?

O tamanho das microesferas determina a area superficial especifica, ditando assim a
quantidade de superficie disponivel para a libertacdo do material encapsulado por difusdo. A
medida que o tamanho diminui a razao area superficial/volume aumenta. Deste modo, a taxa
libertacdo através da microesfera, por massa de polimero, ird aumentar com o decréscimo do
tamanho da particula. Em particulas mais pequenas a penetracéo da dgua nas particulas pode
ser mais rgpida devido ao menor raio da particula (a agua atinge o centro da particula mais
rapidamente). Em polimeros pouco permeaveis a dgua (hidrofobicos), a diminuicdo da &area de
superficie especifica com o tamanho da particula pode levar ao decréscimo da taxa de eroséo
e da taxa de libertac@o (por massa de polimero). Assim, a libertagdo também sera mais rapida
para esferas de polimeros hidrofébicos de menores dimensdes. O tamanho das esferas
também pode afetar a distribuicdo da droga na matriz polimérica. Estudos relatam que em
microesferas de menor dimenséo, esta se encontra mais uniformemente distribuida. *?

Nos polimeros que sofrem eros&@o volimica a matriz que constitui as microesferas degradada
pela entrada de dgua na matriz polimérica. O perfil de libertag@o é descrito por uma fase inicial
com uma abrupta libertagdo do material encapsulado seguida de uma fase de libertacéo lenta e
controlada por difusdo. Por vezes, existe uma terceira fase na qual o restante material é
rapidamente libertado devido a degradacdo da matriz polimérica. Os polimeros que sofrem
erosdo superficial sdo normalmente compostos por monomeros hidrofobicos, capazes de
resistir & entrada de &gua enquanto degradam na interface polimero/dgua por hidrdlise.
Inicialmente, o material encapsulado é libertado principalmente na superficie, ao mesmo tempo
que o polimero se decompde. Se a droga estiver homogeneamente distribuida na microesfera,
a maior taxa de libertagdo ocorre no inicio (burst effect[24]). Uma forma de atenuar este efeito
inicial é recorrer e/ou aumentar a reticulagdo do sistema.”” Com o decorrer do tempo, a area

de superficie da esfera e a taxa de libertagdo decrescem assimptoticamente.[zzl
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A libertacdo do farmaco é também influenciada pelas propriedades fisicas do farmaco,
nomeadamente pelo seu PM e pela sua solubilidade em agua. A difusdo do farmaco através de
uma barreira polimérica depende do tamanho das moléculas do farmaco, da sua distribuicdo na

19 A concentragio do farmaco no plasma

matriz polimérica e da solubilidade no polimero.
sanguineo depende da quantidade libertada a partir do SLC e sua absorcdo é determinada
pela solubilidade no tecido e pela disponibilidade de fluxo sanguineo local. Mesmo que a
concentracdo do farmaco no plasma permaneca razoavelmente constante, podem sempre
ocorrer pequenas flutuagcdes devido a fatores como atividade fisica, estimulacdo emocional,

acBes como comer ou dormir, etc.

E ainda importante considerar as condi¢cbes ambientais no momento de libertagdo, como o pH

e temperatura do meio circundante.

1.3.6.1 Mecanismos de libertagdo em microesferas de QS

A libertacéo de farmacos a partir de sistemas particulados de QS depende:[z‘”

e Da morfologia, dimensédo e densidade das particulas.
e Da extensao de reticulante.
e pH.

e Polaridade e presenc¢a de enzimas no meio de dissolu¢ao.

A libertacdo de drogas de sistemas particulados como microesferas de QS envolve varios

mecanismos:?¥

a) Libertacdo pela superficie.
b) Libertac@o devido a eroséo volumica do polimero.

¢) Difuséo por inchamento da matriz.
Na maioria dos casos a libertacdo segue mais do que um destes mecanismos.

Estudos revelam que a taxa de libertacdo de microesferas preparadas com QS de elevado
peso molecular € lenta em comparacao com outras preparadas com QS de médio e baixo peso
molecular. Uma razédo podera ser a menor solubilidade do QS de alto peso molecular e maior

viscosidade da camada de gel formada em torno das particulas da droga. 24

1.3.7 Cinética de degradacdao/libertacdo do QS

Véarios sdo os modelos que tentam interpretar o comportamento de libertacdo dos SLC. A
libertacdo de um farmaco a partir de uma matriz polimérica € um processo complexo e envolve

véarios processos de difusdo dai que o desenvolvimento de equagcbes mateméticas que os
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explicitem seja também um desafio. Por vezes, aparentemente, algumas das caracteristicas
fisicas do farmaco incorporado e da matriz (solubilidade em agua, densidade e porosidade da
matriz inicial) ndo aparecem explicitas nos modelos desenvolvidos. As caracteristicas de
dissolucéo, solubilidade e velocidade de dissolucdo, devem receber especial atencdo no caso
de farmacos pouco solluveis em agua. A libertacdo de farmacos a partir de sistemas matriciais

pode ser descrita por um dos modelos seguidamente descritos. [27)

O primeiro modelo baseia-se numa libertacdo a partir de uma matriz que ndo é erodida,

designa-se por cinética de ordem zero e é expresso pela seguinte equacao:
M,/M, =kt+b Equacéo 1

Onde M, é a quantidade de droga acumulada e M., a quantidade total de farmaco incorporado
no sistema polimérico em t=0, t 0 tempo e k constante cinética, b a quantidade inicial do
farmaco no meio de dissolucdo (geralmente b = 0). Os sistemas que apresentam um perfil de
libertacdo de ordem zero promovem uma libertacdo prolongada, sendo a velocidade de difusédo
do farmaco (do interior para o exterior da matriz) menor do que a velocidade de dissolugéo.
Assim, forma-se uma solucdo saturada que induz a constante cedéncia do farmaco. Esta
cinética € bastante dificil de se conseguir na pratica e apresenta muitas limitagées devido aos

poucos fatores de ajuste do modelo. Descreve sistemas matriciais e osméticos.*”

Outro modelo proposto baseia-se na equagéo de Higuchi:
M,/M., = kyt*? + b Equacéo 2

Onde k, representa a constante de libertagdo de Higuchi. Este modelo descreve a libertagédo
de farmacos com base na lei de Fick. A libertacdo depende da raiz quadrada do tempo. O
principal problema desta modelo é o facto de excluir situagfes de inchamento da matriz
polimérica, o que torna a sua aplicacao insuficiente. Contudo, € mais realista do que o anterior
e pode ser aplicado a matrizes unidimensionais pouco sollveis que ndo apresentem
capacidade de inchamento, nas quais esteja incorporado um farmaco muito solUvel. Este

sistema ¢é usado para matrizes poliméricas de acetato de celulose e HPMC

(hidroxipropilmetilcelulose).””

O modelo mais utilizado para sistemas matriciais de difusdo controlada é a equag¢do empirica

usada por Ritger e Peppas,?*!

M./ M., = kgpt™ Equagéo 3

Onde kgp € UMa constante cinética (engloba caracteristicas estruturais e geométricas®?”) e n
um parametro empirico caracteristico do mecanismo de libertacdo. Esta equagéo € usada para
interpretar situagdes de libertagdo quando o mecanismo que predomina ndo € bem conhecido

ou quando resulta da combinacdo de mecanismos. Com base no expoente difusional (n) o
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transporte do farmaco é classificado como: transporte Fickiano se obedecer as leis de Fick
(n=1/2), transporte ndo Fickiano ou anémalo (0,5<n<1), transporte Caso Il se prevalecem
fenémenos de inchamento da matriz (n=1) ou super Caso Il (n>1).[24] O transporte anébmalo ou

nao Fickiano refere-se portanto a combinacao dos processos.

S.G. Kumbar et al.”® estudaram a libertagdo de diclofenaco de sddio a partir de microesferas
de 7%(p/p) QS reticuladas durante uma hora com 8%, 16% e 32%GTA relativamente a massa
seca de QS. Como resultado obtiveram-se valores de expoente difusional (n) a variar entre

0,49 e 0,61 o que indica a combinacdo de fenébmenos de libertacéo.

1.3.8 Farmaco

O acido acetilsalicilico (AAS), comummente conhecido como aspirina, € um derivado do acido
salicilico, um &cido carboxilico orgénico cristalino. Em 1897, o AAS foi obtido pela primeira vez

por Felix Hoffman um quimico alemé&o.

Figura 1.6 — Estrutura do acido acetilsalicilico (CqHgOy).

O AAS apresenta-se como um poé cristalino branco ou cristais incolores, inodoro ou quase

inodoro com um gosto ligeiramente acido.

Quimicamente, este composto é solivel em agua (AAS da Sigma utilizado: 10mg/ml a 37°C ou
3mg/ml a 25°C), possui uma massa molecular de 108,16g/mol, densidade 1,40g/ml e uma
temperatura de fusdo de 135°C. Relativamente a propriedades espectrais, manifesta absorgcdo

maxima para comprimento de onda de 275nm.

A sua aplicacdo terapéutica deve-se as suas propriedades analgésicas, antipiréticas, ndo
esteroides e anti-inflamatorias. ' A aspirina é prescrita para a prevencdo e tratamento de
doencas cardiovasculares, acidente vasculares cerebrais e desordens associadas com a
agregacao de plaquetas. Quaisquer tecidos cujo metabolismo celular seja afetado podem ser
Orgéos alvo a sua aplicacao. O AAS é hidrolisado no estomago e no sangue em &cido salicilico

e 4cido acético e o tempo de semi-vida bioldgico é de 15 a 20 minutos (para molécula intacta).
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A administracdo da aspirina baseia-se principalmente numa dosagem oral, geralmente diaria e
por longos periodos de tempo. Ensaios clinicos sugerem que uma libertacdo controlada da
aspirina pode contribuir para um aumento da eficacia terapéutica da droga. A aspirina possui
baixa solubilidade em agua e é facilmente decomposta por hidrélise o que a torna uma droga

modelo relevante para estudos de transporte e libertacédo, garantindo baixos custos.?”

1.4 Métodos de producéo

1.4.1 Sol-gel

Existem inimeras técnicas de producdo de cerdmicos como métodos quimicos humidos onde
se incluem o sol-gel e a precipitacdo direta a partir de solu¢gdes aquosas, sintese

mecanoquimica, processos hidrotérmicos, emulsées, reactes do estado sélido. 734

No presente trabalho produziram-se fosfatos de calcio pelo método sol-gel. O objetivo foi obter

produtos finais a escala nanométrica e de elevada reatividade tipicos deste método.

O método sol-gel divide-se em duas fases fundamentais: a formac¢éo do sol e a formacgéo do
gel. Posteriormente pode haver um periodo de envelhecimento do gel, seguido de uma fase de
remocao do solvente por secagem e finalmente, o gel seco € submetido a um tratamento

térmico (sinterizacéo).

Formacéo do sol

Um sol é uma suspensdo coloidal de particulas sélidas num liquido. As particulas que
constituem a fase dispersa séo de dimensfes tdo reduzidas que a forga gravitacional é
desprezavel e as interagbes sdo dominadas por for¢cas de van der Waals. B2 o sol pode ser
obtido a partir de varios sistemas quimicos o que conduz a diferentes caracteristicas do gel
produzido. B3 No processo sol-gel os percursores (compostos iniciais) usados na preparacéo
do coléide constam num elemento metalico ou semi-metalico rodeado de varios ligandos (ndo
metélicos).m] Na sintese de HAp séo frequentemente usados sais metalicos ou alcoxidos como
percursores de célcio ou fésforo numa quantidade estequiométrica adequada (fosfito de
trietileto com nitrato de calcio, fosfato de trietileno — menos reativo — com acetato de célcio).*"!
O sol é formado gracas a reacdes de hidrélise e condensacdo que ocorrem entre 0S

percursores.[33] Pode ser adicionado um catalisador para acelerar as reacfes no sol. [34]
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Formacéao do gel

O gel é uma rede tridimensional constituida por uma estrutura solida na qual esta englobada
uma fase liquida. ®#®% A formacdo do gel ocorre devido a reacdes quimicas entre os
percursores, alteragdes quimicas no sol ou evaporacgdo do solvente e conduz a um aumento da
viscosidade da solucdo. Podem ser produzidos géis coloidais ou géis poliméricos, os quais
resultam da formacdo de agregados com base nas particulas coloidais pela modificacdo
apropriada das condicdes fisico-quimicas da suspensdo ou da formacdo de estruturas
tridimensionais através de ligacBes covalentes estabelecidas entre cadeias poliméricas
lineares, respetivamente. 33 os géis podem ainda resultar de reacBes de precipitacdo e
agregacao simultanea a partir de solugdes homogéneas dos percursores.m] As ligacdes nos
sistemas particulados podem ser reversiveis (redispersos por agitacdo), no caso dos sistemas

poliméricos sao permanentes.m] Contudo, a formacéo de liga¢des ndo termina na gelificagéo.
Envelhecimento

O termo envelhecimento é aplicado & mudanca na estrutura e propriedades apos a gelificacdo.
Esta etapa pode envolver fendbmenos de condensacdo, dissolucdo e (re)precipitacdo de
mondmeros ou oligdmeros, transformacédo de fases e ocorre o inicio da libertagdo do solvente

do interior do poros do gel. &2

Secagem

O processo de secagem consiste na remocao do solvente da estrutura do gel. Alguns géis
exibem uma contracdo espontanea e consequente deformacgéo da rede devido a formagédo de
ligagBes/atracdo entre particulas que induzem a contragdo da rede e a expulsdo do solvente

32]

dos poros do gel.[ Quando a remocao do solvente é feita por extragdo do solvente obtém-se

1.%¥ No decorrer do

um aerogel, se ocorrer por evaporacdo nhatural obtém-se um Xxeroge
processo de secagem o gel comeca por contrair numa proporgdo igual ao volume do liquido
que é removido, depois torna-se rigido e os poros proximos da superficie exterior ficam cheios
de ar. O ar ao entrar nos poros induz o movimento de um filme liquido para o exterior
permitindo a continuagdo da sua evaporacao a superficie. Ao mesmo tempo, ocorre difusao do

vapor de dentro do material para o exterior.**

Sinterizagéo

A sinterizacdo é um processo de densificacdo conduzido pela energia interfacial. O material
move-se por difusdo ou fluxo viscoso de maneira a eliminar porosidade e reduzir a area
interfacial solido-vapor. Nos géis esta area € enorme, e entdo a forca motriz é suficientemente
grande para produzir sinterizacdo a baixas temperaturas onde o processo de transporte é

relativamente lento.?? A sinterizacdo € um tratamento térmico no qual ndo ocorre a fusdo

33]

completa das particulas B33 g que pode modificar as propriedades texturais e conformacionais

do produto final. A cinética de densificagdo dos géis envolve processos complexos de
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desidroxilacdo e relaxacdo estrutural, que permite uma densificacdo a uma temperatura mais

132

baixa através de um aquecimento mais rapido. 1 A altas temperaturas os géis tendem a

degradar-se.

O processo sol-gel possui algumas vantagens relativamente aos outros processos
mencionados. A nivel atdbmico, durante a preparacao do sol, garante uma mistura molecular
homogénea do calcio e do fosforo;®! as reacbes de hidrolise e condensacdo podem ser
catalisadas por acidos ou bases mas a sua neutralizacao é facil e nunca séo atingidos valores
de pH extremos; ndo exige temperaturas de processamento muito elevadas; os pds produzidos
possuem elevada reatividade o que permite uma sinterizacdo a temperaturas mais baixas e
evita a ocorréncia de fenomenos de degradacédo que surgem para temperaturas elevadas; o

produto final apresenta um elevado grau de pureza.

No entanto alguns procedimentos sol-gel requerem um longo tempo de iniciagao/hidrolise que
depende da natureza quimica dos percursores, controlo rigoroso de pH e elevada velocidade
de agitagédo da solugdo. As principais desvantagens associadas a este processo sdo o elevado
custo dos alcoxidos quando usados como percursores, o baixo controlo de contaminactes
quimicas e da qualidade do produto final uma vez que a temperatura de sinterizacdo influencia

MANBIE b acordo com a estabilidade térmica da fase

as fases presentes no produto obtido.!
gerada antes da sinterizacdo, poder-se-do formar fases cristalinas, fases cristalinas
metaestaveis e fases n&o-cristalinas devido a mecanismos de decomposicdo ou
desidroxilacdo. Uma das fases frequentemente presente no produto final € o 6xido de calcio

(Cao).

E ainda importante referir que a bioatividade dos fosfatos de célcio depende de varios fatores
inerentes a sua sintese como 0s reagentes percursores usados, conteldo de impurezas,
tamanho e morfologia dos cristais, concentracdo e ordem de mistura dos reagentes, pH e

temperatura. *"

No processamento da HAp o método de sol-gel adotado ndo exigiu controlo de pH nem um
tempo de hidrélise longo (muito inferior as 24h descritas em muitos processos).*”! Na sintese
do B-TCP o método de sol-gel baseia-se na precipitacao por controlo de pH.[“] Em nenhum dos

processos se utilizou catalisador.

1.4.2 Microfluidica

A microfluidica € a manipulacdo e analise de fluidos em estruturas & microescala. Os
dispositivos microfluidicos permitem trabalhar com pequenos volumes de reagentes,
possibilitam um menor tempo de reacdo e operacdes em paralelo. O seu maior potencial é a

utilizacdo da fisica & microescala para criar sistemas ou dispositivos funcionais. [39]
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7

A microescala diferentes forcas tornam-se dominantes e é necessario adaptar o design dos
dispositivos de forma a retirar proveito das mesmas. Os efeitos que se tornam dominantes na

microfluidica incluem:

e  Fluxo laminar.

e Difuséo.

e Resisténcia fluidica.

¢ Relacao area de superficie:volume.

o Tens3o superficial/interfacial.?®

Neste trabalho utilizou-se um dispositivo microfluidico baseado no trabalho de Sung-Wook Choi
e seus colaboradores®™, gue permite a producédo de microesferas de tamanho uniforme e tem
como vantagens a simplicidade e os custos efetivos de fabricagdo O dispositivo é constituido

por um tubo de PVC, uma agulha de seringa e um capilar de vido (figura 1.7).

Fase Descontinua
(solugdo polimérica)

tubo de PVC l

agulha

Fasejﬁj- 4.
G B
capilar

Fase de Caolectora

Figura 1.7 — Esquema do dispositivo microfluidico utilizado. Representacdo do regime de

gotejamento inerente ao processo. Adaptado de [26]

Segundo este método a producdo de microesferas baseia-se na formacdo de emulsfes
estaveis, 6leo em 4gua ou agua em Oleo. Estas emulsdes sdo obtidas através da separacéo
uniforme de uma corrente/fluido de fase descontinua induzida por um fluxo capilar através de
um orificio. Técnicas semelhantes induzem a separacdo da corrente por focagem
hidrodinamica ou forga elétrica e permitem a obtencdo de emulsdes duplas. Esta técnica de
microfluidica surge como op¢édo aos métodos de emulsdo por acdo de uma forca mecanica,

nos quais se produzem esferas por emulsdo de duas fases imisciveis com um
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homogeneizador. A forca mecéanica utilizada gera normalmente esferas com uma ampla
distribuicdo de tamanhos o que limita o seu valor pratico. Na microfluidica as goticulas de
emulséo sao formadas por um dos modos: gotejamento ou jacto. No modo de gotejamento a
emulséo é formada na ponta do orificio ou agulha enquanto que no modo de jacto é formada a
uma distancia da ponta (do orificio ou agulha) e a forca motriz € a instabilidade capilar. A
medida que o jacto se torna instavel, a sua area superficial deve ser reduzida sob a acéo da
tensdo superficial, o que conduz a segmentacdo em pequenos fragmentos, os quais, em
seguida, encolhem em gotas esféricas de maneira a minimizar a area de superficie. Cada
comportamento pode ser caracterizado por dois parametros adimensionais: o nimero capilar
(€,) e o numero de Weber (W,). O nimero capilar da fase continua (C, = p.v./y onde u., v, e
Y sdo a viscosidade, velocidade da fase continua e a tensao interfacial entre as duas fases
respetivamente) descreve o efeito da for¢a de corte viscosa relativamente a tenséo interfacial e
0 nimero de Weber da fase descontinua (W, = pddti,,vfi/y onde py, dyip, V4 S@0 a densidade,
didmetro interno do capilar/agulha e a velocidade da fase descontinua e y a tensao interfacial)
descreve o efeito da forca de atrito do liquido interior (solugdo polimérica) relativamente a
tensdo interfacial. Geralmente, quando o caudal e a viscosidade s&do baixos (W, e C,
pequenos), a tensdo superficial domina, conduzindo a um comportamento de gotejamento. As
condi¢des opostas conduzem a um comportamento de jacto. O sistema adotado deve funcionar

em regime de gotejamento.

Os materiais utilizados neste sistema podem ser organicos ou inorganicos, hidrofébicos ou
hidrofilicos consoante o fim a que se propdem. Os autores ndo limitam a utilizacdo da técnica a
selecdo de materiais apresentados no seu trabalho (policaprolactona, ECA, gelatina) e
propdem-na como estratégia eficaz para uma producéo continua e extensa de microesferas a
partir de materiais procurados para aplicagbes como encapsulamento de drogas ou outros

materiais e para engenharia de tecidos.

Relativamente ao processo em si, duas fases (continua e dispersa) sdo continuamente
introduzidas utilizando duas seringas e duas bombas infusoras com caudais ajustaveis e
independentes, que permitam o contacto entre o final da agulha para formar as emulsfes.
Numa fase inicial, quando o tamanho da gota é mais pequeno do que o didametro da agulha, a
forca aplicada na gota pela fase continua € desprezavel. A forca aumenta com o aumento do
tamanho da gota e finalmente a gota deixa a ponta da agulha. A fase descontinua é totalmente
rodeada pela fase continua evitando a formacao de detritos do polimero. Em alguns casos, 0s
canais podem tornar-se permeaveis ou entupir com detritos de polimero devido a caudais
elevados e/ou ao contacto fisico entre a fase descontinua e as paredes do canal, dai o

interesse em colocar o capilar de vidro na zona de formacao das gotas.

A formacgéo das goticulas de emulsao é afetada por varios parametros: viscosidade de cada

fase, o caudal de cada fase, a densidade, a tensdo superficial e a geometria o canal. O
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tamanho das particulas produzidas pode ser ajustado variando: a concentracdo de polimero da

fase dispersa, o caudal de cada uma das fases, a dimens&o (didmetro) do orificio (agulha).
Concentracdo do polimero na fase dispersa

Uma diminuicdo da concentracdo do polimero conduz a uma reducdo do tamanho das
particulas. A diminuicdo da concentracdo do polimero implica uma reducao do contetdo de
polimero em cada gota formada e, consequentemente, o tamanho das esferas formadas
diminui. Contudo, associada a variagdo da concentracdo estdo alteracdes simultdneas na
tensado superficial e na viscosidade da solugdo polimérica que também podem contribuir para
variacbes do tamanho das esferas produzidas. A viscosidade da solucdo depende da
concentragcado da solugdo e do peso molecular do polimero. Quanto maior a concentragao
polimérica, maior a viscosidade da solugdo e quanto maior o peso molecular, ainda maior sera

a viscosidade da solucado, o que conduzird a esferas de maiores dimensdes.
Caudal da fase continua

O aumento do caudal da fase continua conduz a uma reducdo do tamanho das particulas. A
forca de corte imposta sobre a goticula aumenta devido ao aumento do caudal da fase
continua e a separa¢éo da goticula da ponta da agulha ocorre mais cedo e para uma menor
guantidade de solucéo polimérica acumulada na ponta da agulha. Acima de um determinado
valor, a for¢a que atua sobra a goticula em formacéo é tao elevada que a separa e deforma. A

partir desse valor a producéo de esferas deixa de ser viavel.
Caudal da fase descontinua

A variagdo do tamanho das esferas com o caudal da fase descontinua esta muito dependente
do caudal fixo da fase continua. Se a for¢a que atua sobre a goticula em formacao for fraca, o
tamanho das particulas praticamente ndo serd afetado. Se a forca for relevante, entdo o
aumento do caudal da fase continua permite que se acumule maior quantidade de solugéo
polimérica na ponta da agulha. Assim, as goticulas formadas terdo maior dimensédo e portanto
as esferas obtidas serdo maiores. Acima de um determinado valor, o caudal é tdo rapido que

se deixam de se formar goticulas e o caudal passa a ser “continuo” tornando o processo inutil.
Diametro da agulha

O diametro interno da agulha é determinante no tamanho das esferas produzidas. Quanto
maior o diametro da goticula formada, maior a for¢a da fase continua necessaria para provocar
a sua separacdo da ponta da agulha. Quanto maior o didmetro interno da agulha, maior o

tamanho da goticula formada.
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2 Parte Experimental

2.1 Sintese de hidroxiapatite pelo método sol-gel

Para a

2.1.1 Materiais

sintese da HAp foram utilizados os seguintes reagentes:

Tabela 2.1 — Reagentes utilizados para a producéo de HAp.

Reagente Caracteristicas Marca/Fornecedor
Etanol C,HsOH PA, M=46.07g/mol Panreac
Nitrato de Célcio Tetra- Ca(NO3).4H,0 PA,M=236.15g/mol Panreac
hidratado
Pentéxido de Fésforo P,Os PA, M=141.94g/mol Sigma-Aldrich

2.1.2 Procedimento experimental

A hidroxiapatite foi produzida pelo método sol-gel seguido por Feng et al.* com ligeiras

modificacdes de otimiza¢do do tempo de envelhecimento.

Preparou-se uma solu¢éo de 10ml de P,Os a 1M em etanol, vertendo cuidadosamente
0 solvente devido ao seu caracter exotérmico.

Preparou-se uma solucdo de igual volume de Ca(NO3)4H,0O a 3,34M em etanol, de
forma a obter uma mistura final de racio molar Ca/P de 1,67.

Ap6s a homogeneizagdo de cada solugdo, adicionou-se a solugdo
Ca(NO3)4H,0O/etanol a solucdo de P,Os/etanol. A mistura permaneceu sob agitacdo
magnética durante 10 minutos, a temperatura ambiente.

Simultaneamente preparou-se um banho de glicerina a 65°C, onde foi colocada a
mistura durante 5h. No decorrer da reacao obteve-se num gel branco transparente.
Deixou-se envelhecer o gel durante 48h a temperatura ambiente, devidamente selado
com parafilme.

Secou-se o gel a 80°C numa estufa (MEMMERT) durante 48h.
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7. O gel seco foi sinterizado a 700°C. No processo de sinterizacdo o gel foi submetido a
um incremento de temperatura a uma taxa de 10°C/min até 700°C (Nabertherm).
Permaneceu a esta temperatura durante 30 minutos. E, posteriormente, arrefeceu até a
temperatura ambiente.

8. Os produtos de sinterizacdo foram esmagados com um pildo num almofariz de forma a

obter pés de dimenséo reduzida.

2.2 Sintese de B-TCP pelo método sol-gel com precipitacéo

2.2.1 Materiais

Para a sintese de B-TCP foram utilizados 0s seguintes reagentes:

Tabela 2.2 - Reagentes utilizados para a produgéao de B-TCP.

Reagente Caracteristicas Marca/Fornecedor
Nitrato de Célcio Tetra- Ca(NO3)4H,0 PA, M=236.15g/mol  Panreac
hidratado
Di-hidrogenofosfato de KH,PO, PA, M=136.09g/mol  Sigma-Aldrich
potassio
Amoniaco NH; PA, solugéo 25% Pronolab
M=17.03g/mol

Agua destilada - - -

2.2.2 Procedimento experimental

A producao de B-TCP foi baseada essencialmente no método de sol-gel descrito por Sanosh et
al.M:

1. Preparou-se uma solucédo aquosa de 10ml de KH,PO, a 1M.

2. Preparou-se uma solucdo aquosa de 10ml de Ca(NO3)4H,O a 1,5M. A solugéo de
Ca(NO3)4H,0 revelou-se saturada e foi necessério diluir ambas as solugbes aquosas
para metade.

3. Apds a homogeneizagdo de cada solugdo, adicionou-se a solugdo aquosa de
Ca(NO3)4H,0 a solucédo aquosa de KH,PQO,, gota-a-gota, sob agitacdo, a temperatura
ambiente.

4. A mistura resultante foi homogeneizada durante 10 minutos sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente.

5. Registou-se o pH da solucéo.

Sob agitacdo e a temperatura ambiente, foi adicionada, gota-a-gota, a solucdo de

amoniaco de forma a induzir a formacg&o de um precipitado branco.
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7. Adicionou-se a solucdo basica de amoniaco até se atingir um pH de 10. Verificou-se o
fenémeno de precipitacdo com o aumento da basicidade da solucao.

A solucdo com o precipitado foi mantida em agitacao durante uma hora.
Retirou-se da agitacéo e deixou-se a envelhecer durante 48h.

10. Lavou-se o precipitado repetidamente com éagua destilada morna. O processo de
lavagem foi efetuado segundo a seguinte sequéncia: distribuicdo do precipitado
formado em tubos de ensaio, adicdo de agua destilada morna em cada um deles,
centrifugacao, desprezo do sobrenadante; adigdo de agua destilada morna e repeticao
de todo o processo até o odor a amoniaco se tornar impercetivel.

11. Secou-se o precipitado numa estufa (MEMMERT) a 40°C durante 72h.

12. Esmagou-se o resultante num almofariz.

13. Sinterizou-se a 800°C. No processo de sinterizagdo o precipitado foi submetido a um
incremento de temperatura a uma taxa de 10°C/min até 800°C num forno
(Nabertherm). Permaneceu durante 30 minutos a 800°C e arrefeceu até a temperatura

ambiente.

2.3 Caracterizacdo dos poés de HAp e B-TCP

Os p6s de HAp e B-TCP produzidos foram caracterizados por difracdo de raios-X (DRX),
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e microscopia eletronica

de transmissao (TEM).

2.3.1 Difrac&o de Raios-X (DRX)

A difragdo de raios-X é uma das principais técnicas de caracterizagdo microestrutural de

materiais cristalinos, organicos ou inorganicos.

Os raios-X séo radiagdo de natureza eletromagnética. Quando atingem um material, podem ser
espalhados elasticamente, sem perda de energia pelos eletr6es do atomo (disperséo). Apés a
colisdo, a trajetéria dos eletrdes € alterada mas adquire a energia e fase do fotdo incidente, ou
seja, a radiacdo é absorvida pelo eletrdo e reemitida. Cada eletrdo funciona como um centro de
emissdo de raios-X. Numa estrutura cristalina, os atomos estdo arranjados de maneira
sistematica e apresentam entre eles distancias caracteristicas. Se o comprimento de onda
incidente for proximo das distancias entre os atomos verifica-se uma periodicidade das
relacbes de fase entre as dispersdes e observam-se os efeitos da difracdo dos raios-X em
varios angulos. Considerando dois ou mais planos da estrutura cristalina, as condi¢gbes para
que ocorra difracdo de raios X (interferéncia construtiva ou onda em fase) vao depender do
caminho percorrido pelos raios-X e do comprimento de onda da radiagdo incidente. Esta

condicao é expressa pela lei de Bragg (radiagdo monocromatica):
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ni = 2dsen(6) Equacéo 4

Onde n é a ordem de difracdo, 4 o comprimento de onda da radiagdo incidente, d a distancia
interplanar (para o conjunto hkl — indices de Miller do plano) e 6 o angulo de incidéncia dos
raios-X (entre o feixe incidente e os planos cristalinos). A intensidade depende do namero de

eletrdes no atomo e do plano cristalino.

Os planos de difracdo, as respetivas distancias interplanares e a densidade de atomos
(eletrdes) em cada plano cristalino sdo caracteristicas proprias e Unicas de cada substancia
cristalina e portanto cada substancia tera um padrao difratométrico Unico. Por comparacéo com
informagdes cristalogréaficas de bancos de dados é possivel identificar uma substancia pelo seu

difratograma.

Os difratogramas obtidos neste trabalho foram adquiridos num difratdmetro disponibilizado pelo
CENIMAT/I3N (X-ray diffraction PANalytic XPert PRO).

2.3.1.1 Procedimento experimental

As amostras dos p6s de HAp e B-TCP produzidos foram analisadas por difragédo de raios-X de

forma a identificar as fases cristalinas presentes na sua estrutura.
Os pés foram moidos num almofariz e colocados em porta amostras de soélidos.

Na difracdo a fonte utilizada foi uma ampola de cobre (Cu Ka), sob um potencial de aceleracao
45kV e um feixe de corrente de 40mA. O varrimento foi feito entre os 20° e os 60° a uma taxa

de varrimento de 1 segundo por cada passo de 0,0(3)°).

2.3.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia estuda a interacdo da radiac@o eletromagnética com a matéria. O espectro
infravermelho (IV) de um composto quimico é uma das suas propriedades fisico-quimicas mais
caracteristicas e, portanto, &€ extensamente usado na identificacdo de compostos. No espetro
eletromagnético a regido correspondente ao IV é constituida pelo IV longinquo ou de baixa
frequéncia (200-600cm™), regido fundamental ou IV médio (400-4000cm™) e a regido de alta

frequéncia (4000cm™ até a regido visivel).

Na regido do infravermelho estdo situadas as transi¢cdes vibracionais. A absorcdo no
infravermelho ocorre quando a radiacéo eletromagnética incidente tem uma componente com
frequéncia correspondente a uma transicdo entre dois niveis vibracionais. As vibragfes
moleculares podem ser classificadas como deformacgdo axial (ou estiramento) e deformacédo

angular (no plano ou fora do plano) e podem ser simétricas ou assimétricas.
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O funcionamento dos espectrémetros de FTIR baseia-se no interferémetro de Michelson. Neste
sistema a radiacdo de uma fonte é dividida em dois feixes. Cada um dos feixes atinge um
espelho, um fixo e outro mével. Parte de cada um desses feixes é refletida e atinge um detetor.
A posicéo relativa dos espelhos induz a fase dos feixes e conduz a diferentes fendmenos de
interferéncia. Quando a interferéncia é construtiva (feixes em fase) a energia que atinge o
detetor é maxima. A medida que o espelho mével percorre determinada distancia forma-se um
interferograma. Como a informagdo contida no interferograma na pratica ndo é util a
informacao € convertida num espectro que relaciona as intensidades com as respetivas

frequéncias através da transformada de Fourier.

Esta técnica foi utilizada com o intuito de identificar as espécies quimicas presentes nos pés de
HAp e B-TCP.

As medicdes foram realizadas num espectrémetro FT-IR Nicolet 6700 — Thermo Electron
Corporation (CENIMAT/I3N).

2.3.2.1 Procedimento experimental

Preparam-se pastilhas de brometo de potéssio (KBr) para a andlise. Produziu-se uma pastilha
apenas de KBr para utilizar como “branco” e preparam-se pastilhas de cerdmico:KBr na
proporgdo 1:200 com o0s pOs previamente secos. Os pos foram misturados e colocados num
molde, o qual foi sujeito a uma pressdo de 200bar numa prensa, durante 15 minutos para
formar a pastilha. Repetiu-se o0 processo para os dois ceramicos. Cada pastilha foi colocada
num suporte e obteve o registo da variagdo da radiagdo transmitida em fungdo do ndmero de

onda radiacéo incidente na amostra.

2.3.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

A microscopia eletronica de transmissao baseia-se na transformacéo da intensidade eletrénica

em intensidade luminosa num alvo, sendo posteriormente registada.

E gerado um feixe de eletrdes a partir de um filamento de tungsténio aquecido, que incide
numa amostra e interage enquanto a atravessa. Os eletrfes transmitidos através da amostra
com uma distribuicdo de intensidade e direcdo controladas produzem uma imagem ampliada e

focada que é detetada por um sensor com uma camara CCD (charge coupled device).

Os ceramicos foram observados no Hitachi H-8100 Electron Microscope com a acoplagcéo de
um detetor EDS para elementos leves da ThermNoran nas instalagdes do Instituto Superior

Técnico. Para obter as imagens foi utilizada uma camara CCD.
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2.3.3.1 Procedimento experimental

Os pos foram mergulhados em etanol e utilizou-se uma agulha polimérica para efetuar a sua
deposicdo no porta amostras. Foi utilizada uma tensdo de aceleracédo de 200kV e o filamento
utilizado foi Lab6.

2.4 Producao de microesferas
2.4.1 Materiais

Para a sintese das microesferas foram utilizados os seguintes reagentes:

Tabela 2.3 - Reagentes utilizados para a producéo de microesferas de QS.

Reagente Caracteristicas Fornecedor
Quitosano C1oH24N,Og PM: 471000g/mol Aldrich
Oleo de cozinha
Glutaraldeido HCO(CH;)sCHO Solucéo 25%(peso)  Aldrich
em agua
Acido Acetilsalicilico CyHgO4 >99.0% cristalino Sigma

Tabela 2.4 - Reagentes utilizados para a producéo de microesferas de PCL.

Reagente Caracteristicas Fornecedor
PCL CeH100, PM 70 000-90 000 Aldrich
PVA PM: 95 000 Acros-OrganiQS
95%hydrolyzed
Diclorometano CH,ClI, Analytical reagent Lab-Scan

2.4.2 Montagem Experimental

As microesferas foram produzidas utilizando a montagem da figura 3.1.
O sistema de microfluidica utilizado € constituido pelos seguintes componentes:

A- Bombas infusoras — KD SCIENTIFIC 100.

B- Seringa B.BRAUN Injekt de 1ml de volume e agulha de calibre 23G (didmetro
interno 0,33mm e diametro externo 0,65mm).

C- Seringa B.BRAUN Injekt de 5ml de volume e agulha de calibre 21G.

D- Tubo de PVC (Isoflex Kartell, didmetro interno: 0,8mm e didmetro externo: 2,4mm)

E- Tina

F- Agitador orbital (IKA-VIBRAMAX-VRX)
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Figura 2.1- Montagem experimental utilizada na produc¢do de microesferas. Legenda no
texto 2.4.2.

2.4.3 Procedimento experimental

Produziram-se microesferas de diferentes composi¢cfes: 1) microesferas de quitosano, II)
microesferas de quitosano com ceradmicos em suspensao (HAp e B-TCP), Ill) microesferas de
quitosano com incorporacao de um farmaco modelo, o AAS. A tabela 2.5 resume a composi¢ao

das esferas produzidas.
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Tabela 2.5 - Composicéo das microesferas produzidas.

Microesferas QS/Acido QS:Ceramicos HAp:B-TCP QS:AAS
Acético

Y 1%(p/p) : : :

QS

100:0 -
90:10 >
60:40 80:20 -
70:30 >
0:100 -

90:10 -
70:30 80:20 -
It 70:30 -

0,
QS/Ceramicos 1%(p/p) 90:10 -
80:20 80:20 -
70:30 -

100:0 S
90:10 -
90:10 80:20 -
70:30 -
0:100 -

T
os! e 1%(plp) : i 10:3

2.4.3.1 Preparacdo das solucdes

1. Preparou-se uma solugéo aquosa de acido acético a 2%(v/v).

2. As solugdes usadas para produzir as microesferas foram preparadas a partir das da solugéo

referida em 1., de acordo com 0s seguintes protocolos.
I) Microesferas de QS

Preparou-se uma solugdo de QS a 1%(p/p) dissolvendo, sob forte agitacdo e a temperatura
ambiente, 1g de QS na solugéo de acido acético até perfazer 100g. No processo de dissolugdo
do QS formaram-se bolhas de ar. Apds a dissolucao total do polimero, foi necessario deixar a

solugdo em repouso até que todas as bolhas migrassem para a superficie.
II) Microesferas de QS /Ceramicos

Preparam-se varias solucdes de QS a 1%(p/p) dissolvendo 0,1g de QS na solugcédo de &cido
acético previamente preparada até perfazer 10g. As solu¢des foram homogeneizadas sob forte
agitacdo a temperatura ambiente. ApoOs a dissolucao total do QS deixaram-se em repouso para
eliminar as bolhas de ar formadas. Adicionou-se uma massa determinada de ceramico de
forma a obter misturas de QS:(HAp:B-TCP) conforme as propor¢ges massicas apresentadas na
tabela 2.6. As misturas obtidas foram submetidas a forte agitacdo magnética, de forma a gerar

suspensdes tdo homogéneas quanto possivel.
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Tabela 2.6 — Massas de ceramicos utilizadas para cada dispersdo em QS.

Proporcéo Massa (mg)
QS:Ceramicos Ceramicos Ceramico
' HAp:B-TCP HAp B-TCP
100:0 66,7 0,0
90:10 60,0 6,7
60:40 80:20 53,3 13,4
70:30 46,7 20,0
0:100 0,0 66,7
90:10 38,6 4,3
70:30 80:20 34,3 8,6
70:30 30,0 12,9
90:10 22,5 2,5
80:20 80:20 20,0 5,0
70:30 17,5 7,5
100:0 11,1 0,0
90:10 10,0 1,1
90:10 80:20 8,9 2.2
70:30 7,8 3,3
0:100 0,0 11,1

[ll) Microesferas de QS/AAS

Pesaram-se 60mg de AAS, as quais foram dissolvidas em 19,74g de &cido acético.
Homogeneizou-se a solugdo por agitacdo magnética a temperatura ambiente. Adicionaram-se
0,2g de QS que se dissolveram sob agitacao vigorosa. Apos a dissolugéo total do QS deixou-

se a solucao em repouso para eliminar as bolhas de ar formadas.

2.4.3.2 Técnica Experimental

Producéo das microesferas

. A fase dispersa foi introduzida na seringa de 1 ml (B).
. Colocou-se a seringa de 1ml na bomba infusora vertical.

. Fez-se variar o caudal desta fase de acordo com a Tabela 2.7.

A W N P

. Na seringa de 5 ml (C) foi introduzido 6leo de cozinha, o qual atuou como fase
continua.

5. Colocou-se a seringa de 5ml na bomba infusora horizontal.

6. Fez-se variar o caudal desta fase de acordo com a Tabela 2.7.

7. Numa tina preparou-se a fase coletora constituida por 6leo de cozinha e GTA (25%)
na razao volumica 70:30 (6leo:GTA). Neste caso usaram-se 14ml de 6leo e 6ml de GTA.

8. Colocou-se a tina com a mistura, previamente homogeneizada, no agitador orbital.

9. Iniciaram-se as bombas infusoras.

10. Visualizou-se a formacdo de pequenas goticulas na ponta da agulha da seringa

vertical, e a sua deslocagéo por arrasto da fase continua.
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11. Deixou-se decorrer o processo até ser consumida toda a solucédo da fase dispersa

(Iml).
12. Desligaram-se as bombas infusoras.
13. As goticulas formadas permaneceram a reticular. (Tempos de reticulacdo na tabela
2.7)
Tabela 2.7 — Parametros utilizados na producédo das microparticulas.
Parédmetros
Caudal da Caudal da
Microesferas . A . Fase Fase Tempo de
QEHCEEMIEDS | [l PHE-TCE Continua Dispersa reticulagcéo
ml/h ml/h
1)
Qs - - 45 0,1 24h
100:0
70:30
60:40 80:20 4,5 0,1 48h
90:10
0:100
70:30
70:30 80:20
I 90-10 4,5 0,1 48h
QS/Ceramicos 70:30
80:20 80:20
90-10 4,0 0,08 24h
100:0
70:30
90:10 80:20
90-10 4,5 0,1 72h
0:100
) - - 4,5 0,1 24h
QS/AAS ' '

Lavagem e Secagem das microesferas

As microesferas obtidas, apés reticulacdo, foram lavadas e secas de acordo com o seguinte

protocolo:

1. Filtraram-se as esferas sob vacuo com o intuito de as separar do 6leo vegetal.

2. Lavaram-se as esferas com metanol de forma a remover o 6leo vegetal e o excesso de
GTA que nédo reagiu no processo de reticulacao.

3. Secaram-se as esferas a temperatura ambiente sob vacuo até se verificar peso
constante.

4. Lavaram-se as esferas com PBS (phosphate buffered solution) 1X para garantir o seu

caracter neutro.
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2.5 Caracterizacao das microesferas

2.5.1 Analise Morfolégica

As microesferas produzidas foram caracterizadas morfologicamente por microscopia Otica e

microscopia eletronica de varrimento (SEM — scanning electronic microscopy).

2.5.1.1 Microscopia 6tica (MO)

A microscopia otica permite obter imagens ampliadas numa representagdo 2D das estruturas

observadas através de sistemas de lentes convergentes (ocular e objetiva).

As microesferas foram observadas no microscépio 6tico Nikon Eclipse Tapon LV100 cedido

pelo CEFITEC. Foi usada a mesma ampliagdo em todas as visualiza¢des, 10x.

2.5.1.2 Microscopia de varrimento eletronico — SEM

As imagens de SEM séo obtidas através do sinal gerado pela detecéo de eletrdes secundarios
resultantes da colisdo de um feixe de eletrGes incidente com a amostra em analise. O feixe de
eletrdes incidente provém de um filamento de tungsténio aquecido, que quando acelerado é
projetado sobre a amostra.

A analise foi efetuada no microscopio Zeiss DSM-962 disponibilizado pelo CENIMAT/I3N.

As amostras foram fixadas num disco metdlico com fita-cola dupla face de carbono,
devidamente espacadas. Estabeleceu-se um contacto elétrico entre as amostras e o disco
metalico. As amostras foram revestidas com uma fina camada de ouro-paladio de forma a

melhorar o contraste da imagem.

2.5.2 Grau de inchamento (Swelling)
Determinou-se o grau de inchamento das esferas de QS (reticuladas com GTA durante 24h).
O grau de inchamento foi determinado segundo o seguinte procedimento:

1. Colocou-se a mesma massa conhecida de microesferas de QS (my=10mg) em varios
gobelés.
A cada gobelé adicionaram-se 5ml de agua ultrapura (pH 7).
As microesferas permaneceram em agua durante os intervalos de tempo apresentados

na tabela 2.8.
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Tabela 2.8 — Tempo de permanéncia das microesferas de QS em agua ultrapura para a
determinacéo do grau de inchamento das mesmas.

Gobelé Tempo (t)
5 minutos
15 minutos
30 minutos
lhora
2horas
4horas
6horas
24horas
48horas

OO N[OOI |WIN(F-

4. No final de cada intervalo de tempo, filtraram-se as microesferas e foi removido o
excesso de agua da sua superficie. Foi registada a massa das microesferas inchadas
em cada tempo t (m;).

5. O grau de inchamento/swelling foi determinado pela equacgéo 4,

mg—Mmo

GI(%) = x 100 Equacéo 4

Mo

2.5.3 Eficiéncia de encapsulamento

Para determinar a eficiéncia de encapsulamento (EE) é necessario extrair e quantificar o
farmaco incorporado nas microesferas de QS. A quantificagdo do farmaco no presente trabalho

foi efetuada através de espectroscopia UV-Visivel (descrita em 2.5.5).

O procedimento ideal para extrair o farmaco incorporado seria (I) dissolver as esferas num
solvente no qual o farmaco nédo fosse soltvel ou (ll) utilizar um solvente com o qual o farmaco

tivesse uma elevada afinidade e no qual o polimero néo fosse sollvel.

Colocou-se a hipotese de dissolver as microesferas numa solugéo 4cida (acido acético). A
afinidade do AAS com a 4gua levaria a solubilizacdo quer do polimero, quer do farmaco. Nesta
situagdo, a quantificagdo do farmaco seria dificil uma vez que os comprimentos de onda de
absorcdo UV-visivel do QS e do AAS sdo préximos e podem tornar-se coincidentes (1.4=230-
250nm e A,4=296nm).

Assim, foi efetuado um estudo em paralelo onde se determinou a EE de microesferas de PCL
nas quais foi incorporado o mesmo farmaco. Obviamente, este procedimento introduz erros ja
gue o farmaco ira interagir com o quitosano, por pontes de hidrogénio[37], 0 que ndo acontece
com o PCL. Contudo, a quantidade de AAS encapsulada devera ser mais influenciada pelo
tamanho das microesferas e pela razdo polimero:farmaco. O tamanho das microesferas é
determinado, fundamentalmente, pelas condigBes usadas no processo de microfluidica e ndo

pelo polimero usado.
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A producdo das microesferas de PCL, tal como as de QS, baseou-se no trabalho de Sung-
Wook Choi et al®®. A montagem e o procedimento experimental foram os mesmos, como fase
dispersa foi utilizada uma solucéo de 5% de policaprolactona (PCL) em diclorometano e como
fase continua (e coletora) foi utilizada uma solucédo aquosa de 2% de polivinil alcool (PVA). O
PCL é um polimero biocompativel e biodegradavel mas ao contrario do QS é sintético e
hidrofobico. O PVA atuou como surfactante neste processo e as microesferas solidificaram

devido a evaporacao e extracdo do solvente (uma noite).

Manteve-se o caudal da fase dispersa fixo (3ml/h) e fez-se variar o caudal da fase continua (12,
18, 24, 30, 36, 42, 48 e 54ml/h) de forma a obter e escolher as microesferas de tamanho
semelhante as de QS. Produziram-se microesferas de PCL/AAS com a mesma proporcao
polimero:farmaco (10:3) das microesferas de QS a fim de se efetuar uma possivel comparagéo

em termos de EE.
O processo de extracdo do farmaco das microesferas de PCL obtidas foi o seguinte:

1. Dissolveram-se 20mg de esferas em 10ml de diclorometano.
Removeu-se o diclorometano por evaporagéo (ponto de ebulicdo de 40°C).
Adicionaram-se 5ml de agua destilada ao precipitado obtido e deixou-se em agitagdo
durante uma hora.

4. Repetiu-se o procedimento para 5 amostras de esferas com a mesma massa.

A solucé@o aquosa de AAS formada foi analisada por espectroscopia UV-visivel (T90+ UV/Vis

Spectrometer — PG Instruments Ltd).

2.5.4 Libertac&o do farmaco

2.5.4.1 Obtencéo de amostras de libertac&o ao longo do tempo

A libertacdo do AAS a partir das microesferas de QS foi estudada segundo o seguinte

procedimento:

1. Numa tina, foram colocadas 50mg de microesferas de QS/AAS.

2. Adicionaram-se 150ml de uma solucdo de SBF (Simulated Body Fluid) previamente
preparada. Este instante de tempo foi designado como t, (Omin decorridos apos a
adicéo da solucao de SBF).

3. Decorridos 30 minutos (t,), agitou-se manualmente o meio e pipetou-se uma amostra
de 2,5ml evitando incluir microesferas.

4. A amostra foi imediatamente analisada por espectroscopia UV-visivel (T90+ UV/Vis
Spectrometer — PG Instruments Ltd).

5. Voltou a colocar-se a amostra na tina, mantendo o volume inicial constante até a

medi¢éo seguinte.
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6. As medicBes restantes seguiram o mesmo processo e efetuaram-se de hora a hora

durante as primeiras 6h e diariamente até 18 dias apos t,.

2.5.5 Quantificagao do farmaco — Espectroscopia UV-Visivel

O procedimento baseia-se na capacidade que determinadas substancias tém para absorver
radiacdo. A espectrofotometria é fundamentada na lei de Lambert-Beer que é a base
matematica para medidas de absorcédo de radiacdo por amostras no estado sélido, liquido ou
gasoso nas regides UV, visivel e IV do espectro eletromagnético. E é dada por,

A= logITO = ebc Equacéo 5
Onde A é a absorvancia, I, a intensidade da radiagdo monocromatica que incide na amostra, I
a intensidade da radiacdo que emerge da amostra, e 0 coeficiente de absorcdo molar
caracteristica da espécie absorvente, b a distancia percorrida pelo feixe através da amostra e ¢
a concentracdo da amostra. A lei deixa de ser valida para concentracdes elevadas.
A relacdo linear entre a concentracdo e a absorvancia € a base do uso da espectroscopia para
determinar a concentracdo de substancias em quimica analitica. Através de amostras padréo,
amostras de concentra¢des conhecidas de uma substancia (AAS por exemplo), é possivel
determinar a absorvancia de cada uma delas e deduzir a relacdo linear entre a absorvancia e a
concentracdo. Essa relacdo permite, efetuar o processo inverso: determinagdo de
concentracdes desconhecidas de amostras através da leitura da absorvancia e aplicando a

relacdo linear determinada anteriormente.
2.5.5.1 Reta de Calibracéo
A. Preparacéo das solucdes padréo
A.1. Para o estudo de EE:

Preparou-se uma solugédo de AAS em agua destilada de 250ug/ml, dissolvendo 12,5mg de AAS
em 50ml de agua destilada. A partir desta solucdo preparam-se solugbes de 225, 200, 175,
150, 125, 100, 75, 50, 25 e 5ug/ml por diluicéo.

A.2. Para o estudo de libertacdo do farmaco:

Preparou-se uma solugdo de AAS em SBF de 50ug/ml, dissolvendo 2500ug de AAS em 50ml
de SBF. A partir desta solucao preparam-se solugbes de 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 e 5ug/ml

por dilui¢&o.

B. Determinacéo da absorvancia das solu¢fes padrédo
B.1. Para o estudo de EE:
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Numa cuvette de quartzo colocaram-se 2,5ml de agua destilada, colocou-se a cuvette no
suporte do espectrofotometro e definiu-se a baseline. Retirou-se a dgua destilada da cuvette e
colocaram-se 2,5ml da solugédo padrao menos concentrada (5ug/ml) e obteve-se o espectro de
absorvancia para comprimentos de onda entre 250 e 400nm. Repetiu-se 0 processo para as

restantes concentragdes.

B.2. Para o estudo de libertacéo:

Numa cuvette de quartzo colocaram-se 2,5ml de solucdo de SBF, colocou-se a cuvette no
suporte no espectrofotometro e definiu-se a baseline. Removeu-se a solugao e colocaram-se
2,5ml da solugéo padrdo menos concentrada (5ug/ml) e obteve-se o espectro de absorvancia
para comprimentos de onda entre 250 e 400nm. Repetiu-se 0 processo para as restantes

concentracdes.

2.5.5.2 Determinacdo da absorvancia das amostras obtidas nos estudos de
EE e de libertacdo do farmaco

O procedimento foi 0 mesmo que se efetuou para a determinacdo da absorvancia das solucdes

padrao.

Para o estudo de EE utilizaram-se as 5 amostras obtidas em 2.5.3. Obtiveram-se 0s espectros

de absorvancia para um varrimento de 250-400nm, utilizando para baseline agua destilada.

Para o estudo de libertacdo do farmaco utilizaram-se as amostras recolhidas nos varios
instantes de libertacdo. Obtiveram-se 0s espectros de absorvancia para um varrimento de 250-

400nm, utilizando para baseline a solucdo de SBF.
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3 Apresentacao e Discussao de Resultados

3.1 Caracterizag¢ao dos poés de HAp e B-TCP

O processo de sinterizagdo conduziu a formacéo de pos e agregados soélidos de HAp e B-TCP.

Seguidamente sdo apresentados os resultados da andlise DRX, FTIR e TEM.

3.1.1 Difracéo de raios-X (DRX)

As amostras de HAp e B-TCP preparadas pelo método sol-gel foram analisadas por DRX de
forma a identificar as fases cristalinas presentes na sua estrutura. As posi¢cbes dos picos
(segundo 26) e as suas intensidades relativas permitiram a identificacdo das fases presentes
por comparac¢ao com as Fichas JCPDS (JCPDS: #09-0432, #09-0169 e #37-1497).

* * HAp
® (Cal

Intensidade (u.a.)

* K *

20 25 30 35 40 45 50 55 60
20 (9

Figura 3.1 - Difratograma da amostra de HAp obtida pelo método sol-gel.
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No difratograma da amostra de HAp houve uma boa correspondéncia em termos de
intensidade e posicdo dos picos de difracdo relativamente a informacédo descrita da ficha da
HAp (JCPDS #09-0432). Os picos mais intensos foram facilmente identificados (26=31,84°;
32,24° 33,01° 25,95°). Contudo, observou-se um pico de intensidade consideravel em
26=37,39° que ndo correspondeu ao padrdo da HAp. Este pico é caracteristico da espécie CaO
(6xido de célcio — JCPDS #37-1497). A presenca de CaO numa amostra de HAp pode resultar
da reacgdo entre os percursores utilizados no processo de sintese e/ou da decomposicdo da
HAp."* O mecanismo reacional de sintese da HAp de onde o CaO pode surgir como

subproduto é o seguinte®:

P,O5—2H3PO, Equacéo 6.1
(3-X)C,H50H+H3PO 4~ PO(OH),(OC,Hs)3.4+(3-x)H,O Equacéo 6.2
Ca(NO3),+2C,HsOH—Ca(C,Hs0),+2HNO; Equacéo 6.3
Ca(NO3),+H3zPO4—~CaHPO4+HNO; Equacéo 6.4

Para temperaturas acima de 200°C,

2CaHPO,—H,0+Ca,P,0, Equacéo 6.5
Ca(C;Hs0),+ H,0—~|Ca0}+2C,HsOH Equacéo 6.6
3Ca2P207+H20+4CaO—’Calo(PO4)e(OH)2 Equagéo 6.7

10Ca(N03)2+6PO(O H)X(OC2H5)3_X+(20'6X)Hzo_’ Calo(PO4)5(OH)2+6(3'X)C2H5OH+20H NO;
Equacéo 6.8

Segundo a maioria da literatura a HAp decompde-se em CaO e B-TCP para temperaturas
superiores ou iguais a 800°C."™"! Neste trabalho foi utilizada uma temperatura de sinterizagéo
de 700°C para obter HAp pura porém, a presenca de CaO na amostra obtida sugere que a

decomposicao na realidade se inicia a temperaturas mais baixas (a partir dos 600°C [38]).
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o¥ ¢ B-TCP
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Figura 3.2 - Difratograma da amostra def3-TCP obtida pelo método sol-gel.

No difratograma da amostra de B-TCP foram identificados picos os principais picos de difracdo
do B-TCP em concordancia com a ficha (JCPDS #09-0169). O pico de maior intensidade em
206=31,04° é extremamente bem definido e indica uma elevada cristalinidade. Foram também
identificados picos de difracdo correspondentes a fases cristalinas da HAp, nomeadamente o
pico de maior intensidade em 26=31,81°. Isto revela que o B-TCP obtido ndo é totalmente puro.

A reagao que descreve a formagao de B-TCP é expressa pela seguinte expresséo[“]:

6NH4O0H
3Ca(N0s),.4H,0 + 2KH,P0, —— Ca5(P0,), + 2KOH + 6NH,NO, + 16H,0 Equacao 7

As semelhancas dos difratogramas obtidos e a presenca de picos de difracdo de ambos os
compostos devem-se a sua semelhanca estrutural e ao facto da razdo Ca/P que os distingue

ser bastante préoxima.

Os picos de difracdo bem definidos e estreitos em ambos os difratogramas indicam uma

elevada cristalinidade dos produtos obtidos.

O tamanho médio da cristalite (Tc) foi determinado através da equacao de Scherrer™:

_ 0891
- Bcos (8)

Equacéo 8

Onde 1 é o comprimento de onda (CuKa), B € a largura do pico de difragdo de maior
intensidade (a meia altura) e 6 o angulo de difracdo correspondente ao pico de maior

intensidade.
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Tabela 3.1 — Tamanho da cristalite dos p6s de HAp e B-TCP.

Tc (hm) Literatura
HAp 35,33nm 35nm
B-TCP 85,3nm 83+6nm ¥

Os resultados obtidos de tamanho de cristalite dos pés de HAp e B-TCP foram concordantes

com os observados na literatura (Tabela 3.1).

3.1.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A analise FTIR teve como objetivo fundamental identificar os grupos funcionais caracteristicos
da HAp e do B-TCP.

O espectro de FTIR das amostras de HAp e B-TCP encontram-se apresentados nas figuras 3.3

e 3.4, respetivamente, e os modos de vibrac&o estéo identificados na tabela 3.2.

% Transmitancia

2. |

PO’ OH|
1030 533“

3-

PO_‘

602

569

T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de Onda (cm ')

Figura 3.3 — Espectro FTIR da amostra de HAp.
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Figura 3.4 — Espectro FTIR da amostra de 3-TCP.

Tabela 3.2 — Modos de vibracéo identificados para a amostra de HAp.

NGmero de onda (cm™) Grupos funcionais
HAp B-TCP
569 569 PO,” - deformac&o angular.
602 602 PO,> - deformac&o angular.
633 633 OH' - deformacéo angular.
874 - CO;” - sugere a carbonatacéo da HAp.
960 - PO,” - deformac&o simétrica.
1030 1040 PO,* - deformacéo assimétrica.
1090 1090 PO,* - deformacéao assimétrica.
1450 - CO;” - sugere a carbonatacéo da HAp.
3570 3570 OH' - deformacéo simétrica.

O espectro de FTIR da figura 3.3 apresenta todos 0s picos de absorcao caracteristicos da HAp.
A banda ampla localizada entre cerca de 1000cm™ e 1100cm™ é uma caracteristica da
estrutura apatitica e o pico mais intenso de entre os modos de vibracdo do grupo fosfato
identificado na regido 1100-950cm™. Nesta regido as bandas (1090 e 1030cm™) estdo
associadas a deformacao axial antissimétrica das ligagcbes P-O (tripla degeneragéo)”‘”. A
banda 955-965cm™ corresponde a deformacao axial simétrica e os picos 569cm™ e 602cm™
correspondem a deformagfes angulares dos ibes PO,>. A banda a 3570cm™ pertence a
deformacéo axial dos grupos OH. No espectro surgem ainda os modos de vibracdo de ides
carbonato (874 e 1450cm™) que sugerem que a amostra de HAp seja carbonata. Seria de
esperar que surgissem bandas caracteristicas das ligacdes Ca—O (427 e 533cm™) uma vez que
esta espécie foi identificada na analise DRX. Um pico ténue é identificado a 474cm™ podera ser

atribuido ao CaQ.MH1el ¥
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O espectro de FTIR do B-TCP (figura 3.4) € muito semelhante ao da hidroxiapatite contudo néo
apresenta as bandas correspondentes aos ibes carbonato. O ar atmosférico é uma fonte
primaria de ides CO5%, que no caso da HAp substituem o i&o PO,>. A sua presenca nio se
verifica na amostra de B-TCP. Porém, uma vez que os carbonatos s&o constituintes das
estruturas Osseas a sua presenga pode melhorar a bioatividade dos substitutos ésseos
produzidos em vez que ser um motivo de alarme.™ A presenca de bandas atribuidas aos
grupos OH no espectro do B-TCP revela a presenca de HAp na sua composigdo como ja tinha

sido evidenciado nos resultados de DRX.

3.1.3 Microscopia Eletronica de Transmisséao (TEM)

Os po6s de HAp e B-TCP foram caracterizados morfologicamente por TEM (figuras 3.5 e 3.6

respetivamente). A dimenséo dos poés foi determinada com recurso ao software ImageJ.

Figura 3.5 — Imagem de TEM dos pds de HAp. (A) Morfologia e tamanho, (B) Aglomeracéo

dos pés.

Figura 3.6 — Imagem de TEM dos pés de B-TCP. (A) Morfologia e tamanho, (B)

Aglomeracédo dos pos
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Os pds de HAp apresentaram uma morfologia nanométrica semelhante a elipses. Os p6s ndo
apresentaram uma boa disperséo e observou-se a formacao de agregados. Segundo o descrito
na literatura o tempo de envelhecimento influencia o tamanho dos pds, contribui para o seu

7l para um tempo de envelhecimento de 48h

crescimento e para a formacéo de aglomerados.
obtiveram-se gréos de HAp de didmetro menor do que 70nm, ligeiramente acima do descrito na

literatura (15-25nm™", 30nm ©%),

Os poés de B-TCP apresentaram uma forma esferoidal (alongada numa direcdo néo vertical) e

também se formaram aglomerados. Segundo a literatura™

, com a diminuicdo da razdo Ca/P
ocorre um aumento dos parametros de rede na direcdo dos eixos-a e uma reducao na direcéo
dos eixos-c. A aglomeracado das particulas deve-se a sua natureza nanométrica (grande area
superficial e energia). A temperatura (de sinterizacdo) € um fator importante no crescimento
das particulas e formacdo de aglomerados. O mecanismo de nucleacdo-agregacao-
aglomeracdo descreve em simples etapas o que acontece com as particulas de B-TCP: (1)
nucleacgéo e crescimento para formar as nanocristalites, (II) agregagéo dos nanocristais devido
a atracbes moleculares de diferentes forgas nanométricas/coloidais que causam uma
minimizacdo da energia de superficie livre, (lll) crescimento adicional dos cristais e formacao
de aglomerados.[l‘” Os graos de B-TCP apresentaram um diametro menor do que 70nm o que
[14]

corresponde ao observado na literatura
300nm.

e os aglomerados formados n&o ultrapassam o0s

3.2 Parametrizacdo da producéao de esferas

A producdo de microesferas através da microfluidica requer o ajuste de véarios parédmetros
como foi referido no capitulo introdutério deste trabalho. O primeiro objetivo na producdo de
esferas foi a determinacdo de parametros que permitissem obter microparticulas de forma
esférica. A forma das microparticulas depende das caracteristicas das fases, dos parametros

inerentes ao processo e neste caso da reticulacédo.

A concentracdo da solugdo polimérica (fase dispersa) foi mantida constante, bem como a
viscosidade da fase continua (6leo de cozinha). Variou-se o caudal da fase dispersa, o caudal
da fase continua, o didmetro da agulha da fase dispersa, a percentagem de reticulante e o

tempo de reticulacéo.

Foram obtidas imagens por microscopia Otica das microesferas que permitiram avaliar a

dimenséo das esferas através do software ImageJ.
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3.2.1 Caudal da fase continua

A avaliagdo do efeito da variagdo do caudalda fase continua fez-se mantendo constante o
caudal da fase dispersa (0,1ml/h), o didmetro da agulha (23G equivalente a um diametro
interno de 0,33mm), a quantidade de reticulante na fase coletora (6ml de 25%GTA em 20ml) e

24h de reticulacao.
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Figura 3.7 — Efeito da variacdo do caudal da fase continua no diametro das esferas

produzidas.

Pela andlise do grafico da figura 3.7, verificou-se um decréscimo do tamanho médio das
esferas formadas com o aumento do fluxo da fase continua, tal como verificado na literatura®.
Para valores crescentes da velocidade da fase continua, a for¢ca que atua sobre a goticula em
formacdo na ponta da agulha aumenta e provoca a sua separacao quando menor quantidade
de solugdo de QS se acumulava. Para um caudal de 6,5ml/h da fase continua verificou-se uma
grande dispersdo nos tamanhos das esferas e o resultado ndo foi contabilizado no grafico

apresentado nem para valores acima do mesmo.

3.2.2 Caudal da fase dispersa

A avaliacdo do efeito da variacdo do caudal da fase dispersa fez-se mantendo constante o
caudal da fase continua (4,5ml/h), o didmetro da agulha (23G equivalente a um diametro
interno de 0,33mm), a quantidade de reticulante na fase coletora (6ml de 25%GTA em 20ml) e

24h de reticulacéo.
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Figura 3.8 - Efeito da variacdo do caudal da fase dispersa no didmetro das esferas

produzidas.

Mediante os resultados apresentados no gréafico da figura 3.8 ndo foi possivel descrever o
efeito da variacdo do caudal da fase dispersa no didmetro das esferas produzidas. Seria de
esperar um aumento gradual do didmetro das microesferas com o aumento do fluxo da fase
dispersa. A for¢a que atuou sobre a goticula em formagdo para as trés primeiras condi¢gfes
apresentadas (0,1; 0,2 e 0,3ml/h) ndo foi significativa e o tamanho das particulas praticamente
nao foi afetado. Para o fluxo de 0,4ml/h o didmetro médio das particulas aumentou,
contrariando a aparente tendéncia das restantes condicbes e a dispersdo de tamanhos
aumentou para cerca do dobro.

Pelos resultados apresentados os fluxos de fase continua e dispersa que garantem a formacao
de microparticulas perfeitamente esféricas e que foram usados nas etapas seguintes deste
trabalho foram de 4,5ml/h e 0,1ml/h respetivamente.

3.2.3 Percentagem de Reticulante e Tempo de reticulagdo

Uma das maiores dificuldades no processo de producdo das microesferas de QS foi a
determinacdo experimental da percentagem de reticulante a usar e respetivo tempo de

reticulagéo.

Na tabela 3.3 estdo apresentados alguns procedimentos de reticulacéo de microesferas de QS
com GTA descritos na literatura. Em cada trabalho foram usadas concentracdes e tempos de

reticulacé@o préprios dependentes dos materiais utilizados como fase continua.
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Tabela 3.39 — Processos de reticulacao de esferas de QS descritos na literatura.

Literatura %GTA e tempo de reticulagcéo

l. Genta et al"*”’ GTA saturado em tolueno

Concentragfes: 5, 7, 10, 15, 25%(v/v)

Volume: 15ml

Tempo de reticulagéo: 1h a 38°C

Fase continua: 225ml éleo de girassol com 2% Span 80 (emulsificante)
Razéo fase interna/externa constante: 1/1.5 (v/v)

Concentracdo QS: 1, 2 ,3%

K.C.Gupta etal” | GTA

Concentragdo: 2-12%(p/p)

Tempo de reticulacéo: 6h a 25°C

Fase continua: 250ml solu¢do metandlica de NaOH (0,1M), 30 minutos;
lavadas com agua destilada; reticulacdo com GTA numa solucéo de pH
neutro

Concentracdo QS: 2%(p/p)

K.C.Gupta etal™ | Coacervacéo

Concentracgdo: 6%(p/p)

Tempo reticulacdo: 6h

Fase continua: 100ml solu¢cdo metandlica de NaOH (1M)
Concentragdo QS: 2,5%(p/p)

S.R.Jameela et GTA saturado em tolueno

al? Concentragao:

Volume: 1,6ml durante 5minutos, apds 15minutos mais 1,6ml durante,
apés 30 minutos mais 0,8ml. 1,5h (para uma massa de solugdo de QS
de 69)

Fase continua: mistura de parafina liquida e éter de petréleo
Concentracdo QS: 4%(p/p)

S.G.Kumbar et GTA

al*® Concentracdo: 8, 16,32% em relacdo a massa seca de QS,

Tempo de reticulagéo: 4h

Fase continua: mistura de parafina liquida e 1% solugcdo Tween 80
(estabilizador)

Concentracdo QS: 7%(p/p)

LY. Kimuraetal™ | GTA

Precipitacdo

Concentragéo: 2,5%(m/v)

Tempo de reticulacéo: 24h

Volume GTA/massa de microesferas: 1,5ml/1g

Fase continua: solucdo de NaOH 2M; lavagem com agua destilada;
reticulagdo com GTA

Concentracdo QS: 2,5%(p/p)

Como se pode constatar, ndo esta estabelecida uma relacéo entre a concentragcdo de polimero
e reticulante e o tempo de reticulacédo esta dependente da aplicacdo. Nos processos descritos
formaram-se emulsdes por acdo mecanica e que estdo sujeitas a agitacdes fortes que
permitem uma distribuicdo eficaz do reticulante sob a amostra a reticular. No presente trabalho
as esferas produzidas por microfluidica ndo podem ser sujeitas a uma forte agitacdo
magnética, permanecendo apenas sujeitas a um ténue movimento orbital. Aparentemente,
todas as goticulas formadas apresentam uma forma esférica quando produzidas, contudo apds
0 processo de lavagem as microesferas tendem a perder a forma se ndo se encontrarem
efetivamente reticuladas. A quantidade de GTA na fase coletora, necessaria para reticular uma

massa de esferas obtida a partir de 1ml da solucdo de QS foi estudada. Estabeleceram-se
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varias proporcdes de 25%GTA na mistura constituinte da fase coletora (100%, 50%, 40%, 30%,
25%). Na figura 3.9 esta representada a evolucdo do estudo efetuado para um tempo de
reticulacédo de 24h. O tempo de reticulacéo foi também estudado fazendo variar a permanéncia
das esferas na fase coletora durante varios periodos de tempo (1h, 3h, 6h, 9h, 12h e 24h). Na
figura 3.10 esta representada a evolugdo do estudo efetuado para uma mistura da fase coletora
com 30% de solucao de 25%GTA.

100 ym 100 Y
A B
-
100 pm
C D 100 ym

@

Figura 3.9 — Imagens de microesferas de QS obtidas para diferentes proporcdes
0le0:25%GTA da fase coletora. (A) 0:100; (B) 60:40; (C) 70:30; (D) 75:25. Fluxos de fase

continua e dispersa de 4,5 e 0,1ml/h (Iml de solucédo de QS) e 24h de reticulacéo.

I 100 pm
B
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100 pm

Figura 3.10 — Imagens de microesferas de QS para varios periodos de reticulacdo. (A) 1h;
(B) 3h; (C) 6h; (D) 9h; (E) 12h; (F) 24h. Fluxos de fase continua e dispersa de 4,5 e 0,1ml/h
(Iml de solucéo de QS), fase coletora 70:30 (61€0:25%GTA).

O melhor resultado foi obtido para uma fase coletora constituida por uma mistura 6leo/GTA
numa proporcdo de 70/30 durante 24h, como de pode observar pelas imagens das figuras 3.9

e 3.10. Estas condicdes foram aplicadas nas etapas seguintes deste trabalho.

3.3 Analise morfoldgica das microesferas

3.3.1 Microesferas de quitosano

Segundo os parametros determinados foram obtidas microparticulas de QS perfeitamente
esféricas de diametro médio (337,27 + 10,09)um pelo método microfluidico usado. As
microesferas apresentaram uma estrutura densa e uma superficie lisa como se pode observar
pelas imagens de MO e SEM apresentadas (figuras 3.11 e 3.12). A densa estrutura indica um
elevado grau de reticulacdo. No entanto, segundo descrito na literatura a reticulacdo de
microesferas de QS com GTA gera microesferas com superficies rugosas.“‘” Neste trabalho tal

facto verificou-se apenas na situacdo em que o GTA foi o Unico constituinte da fase coletora
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(figura 18A). Uma forma de reduzir a rugosidade superficial das esferas, caso existisse, seria a

utilizag&o de uma solugdo GTA saturada em tolueno."*¥

”

-

100 pm.

Figura 3.11 — Imagem de MO de uma microesfera de QS obtida nas condi¢des descritas

na Tabela 7. Ampliac&o 10x.

1imm

SkU
CENIMAT

Figura 3.12 — Imagem de SEM de (A) microesfera de QS inteira, (B) microesfera de QS em

corte.

3.3.2 Microesferas Compoésitas de QS/Ceramicos

As microesferas compdsitas apresentaram uma morfologia idéntica as microesferas de QS
(figura 3.13), contudo, nas imagens de SEM (figuras 3.14 e 3.15) visualizou-se alguma
rugosidade na sua superficie associada a presenca dos ceramicos. Observou-se também uma
distribuicdo ndo uniforme dos cerémicos nestas microesferas e a formagdo de agregados
ceramicos. Os aglomerados ceramicos ja estavam presentes nos pés produzidos, portanto a
sua presenca nas microesferas ndo foi uma surpresa. Nas microesferas, os aglomerados
formados apresentaram maiores dimensdes, possivelmente devido a associacdo dos pés
nanométricos de HAp e B-TCP. A distribui¢do indica uma ineficiente homogeneizacdo das
solugdes QS/Ceramicos. Tal como referido na literatura esta € uma das maiores dificuldades

A

associadas a producdo de dispersdes na producdo de microesferas. Desta forma, ndo foi
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possivel estabelecer uma relagdo entre a propor¢cdo de biocerdmicos incorporados e o

didmetro e morfologia das esferas produzidas.

HAp : B-TCP
70:30 80:20 90:10

Figura 3.13 — Imagens de MO de microesferas compdsitas de QS/ceramicos.
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Figura 3.14 — Imagem de uma microesfera cuja composicao (QS:ceramicos) é de (80:20)
e a proporc¢ao (HAp:B-TCP) é de (70:30).

Figura 3.15 — Imagens de uma microesfera cuja composi¢céo (QS:ceramicos) é de (80:20)
e a proporc¢ao (HAp:B-TCP) é de (80:20).

3.3.3 Microesferas de QS/AAS

As microesferas de QS com incorporacdo de AAS exibiram exatamente as mesmas
caracteristicas das microesferas de QS. O encapsulamento do fArmaco ndo afetou a dimenséo

das esferas nem as condi¢des de producéo (caudais e tempo de reticulagéo).
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3.4 Grau de inchamento (Swelling)

O grau de inchamento das microesferas da QS reticuladas com 25%GTA foi avaliado e o
resultado encontra-se apresentado na figura 3.16. As microesferas exibiram um grau de
inchamento maximo de cerca de 300% num periodo de 24h. Até as 48h verificou-se um

equilibrio do inchamento méaximo sem qualquer degradacdo ou dissolucdo da estrutura
polimérica.

A hidrofobicidade e o grau de reticulacdo das microesferas produzidas controlam o grau de
inchamento, o qual, por sua vez, ira controlar o perfil de libertacdo do farmaco. Um elevado
grau de inchamento em microesferas reticuladas com GTA deve-se a sua baixa
hidrofobicidade. O grau de inchamento esta também relacionado com o GD do polimero. Em
microesferas produzidas com QS de baixo GD, a disponibilidade de grupos amino para
estabelecer ligacdes com o GTA € baixa e, consequentemente, o grau de reticulacéo é baixo.
O que possibilita uma elevada absor¢do de agua por parte da estrutura polimérica e conduz a
um elevado grau de inchamento.

Noutros trabalhos descritos na literatura obtiveram-se graus de inchamento maximos para

microesferas de QS de 290-150% para diferentes graus de reticulacdo (%GTA(p/p) 2-12%) em
40h.”°!
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Figura 3.16 — Estudo do grau de inchamento das microesferas de QS reticuladas com
GTA.
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3.5 Eficiéncia de Encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento do AAS foi estuda em microesferas de PCL como ja foi

referido.

3.5.1 Producéo das microesferas de PCL

Na figura 3.17 esta representado o efeito da variacdo do fluxo da fase continua (2%PVA) no
didmetro médio das esferas de PCL e PCL/AAS produzidas. Tal como para as microesferas de
QS verificou-se um decréscimo do tamanho médio das esferas formadas com o aumento do
fluxo da fase continua devido ao aumento da forca que atua sobre a goticula em formagao na
ponta da agulha. Como se pode constatar pela analise dos gréaficos da figura 3.17 os diametros
médios das esferas de PCL e PCL/AAS possuem valores semelhantes para fluxos mais baixos
da fase continua. Para todas as condi¢cbes de processamento obtiveram-se microparticulas
esféricas. A condi¢do de processamento que reuniu os fluxos 3,0ml/h e 12ml/h das fases
dispersa e continua respetivamente permitiu obter microesferas de PCL de didametro médio
(312,89+46,73)um e microesferas de PCL/AAS de (309,73+7,43)um (Figura 3.18). Estas foram
as condic¢@es utilizadas para a produgdo das amostras sob as quais foi determinada a EE uma

vez que foram os didmetros mais préximos dos das esferas de QS.
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Figura 3.17 — Efeito do fluxo da fase continua no diametro médio das esferas de PCL e
PCL/AAS produzidas.

65



Produgdo e Caracferizogdo de Microesferas Compdsitas de Quitosano/Fosfatos de Cdicio para Aplicacdes
Terapéuticas no Tecido Osseo

100 pym 100

Figura 3.18 — Imagem de MO de microesferas de (A) PCL e (B) PCL/AAS para fluxos de

3,0ml/h e 12,0ml/h das fases dispersa e continua respetivamente.

3.5.2 Extracdo do AAS e determinacédo da eficiéncia de encapsulamento

Para determinar a quantidade de farmaco em cada amostra de microesferas de PCL, apés a
sua dissolu¢do em diclorometano e evaporagéo do solvente, procedeu-se a dissolu¢éo do AAS
precipitado em A&agua destilada. Cada solucdo aquosa resultante foi analisada por
espectroscopia UV-visivel e determinou-se a quantidade de AAS efetivamente encapsulado

com base na média de cinco amostras de microesferas de PCL.

Obteve-se uma eficiéncia de encapsulamento de AAS em microesferas de 5%PCL de
(19,47+3,12)%.

E dificil prever se um resultado semelhante ocorreria no caso do encapsulamento das
microesferas de QS. A eficiéncia de encapsulamento depende da razdo polimero:farmaco a
qual foi idéntica na formulacdo de ambos os tipos de esferas, contudo as solu¢cbes usadas
como fase continua e dispersa apresentaram concentragdes e viscosidades completamente
distintas. A concentracdo da solucdo de QS utilizada foi menor (1%) o que geralmente conduz
a uma menor EE, porém a viscosidade da solu¢do de 1%QS é bastante maior do que a da
solucdo de 5%PCL o que impede que os cristais de farmaco escapem da esfera formada no
processo de lavagem.* Outros fatores como o peso molecular e a estrutura quimica dos
polimeros também influenciam a EE. Contudo, tal como ja foi referido, € de esperar que seja a

razéo polimero:farmaco e o tamanho das microesferas que mais influenciam a EE.

Microesferas de QS com cisplatina, agente antineoplasico, apresentaram um conteddo de

l. [42]

farmaco de cerca de 21%"“": S.R. Jameela et a obtiveram uma EE de 28%-40% para

microesferas de QS com mitoxandrona (agente antineoplasico) reticuladas com GTA saturado
em tolueno; I.Genta et al.” obtiveram valores de EE de 9,26-12,50% para microesferas de QS

|.[37]

com teofilina (antiasmatico) com diferentes graus de reticulagcdo; W. Ajun et a obtiveram
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uma EE de AAS na ordem dos 60-70% para microsferas onde foram incorporados dois

farmacos (AAS e Probucol, agente hipolipidémico).

3.6 Estudo de Libertacdo do AAS

As propriedades das microesferas de QS enquanto sistemas de libertacdo controlada foram

investigadas através de estudos de libertag&o in vitro.

A figura 3.19 ilustra o perfil de libertacdo obtido. A massa de farmaco libertada ao longo do

tempo encontra-se representada em termos de fragdo massica libertada acumulada.
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Figura 3.19 — Perfil de libertacdo in vitro do AAS a partir das microesferas de QS.

O perfil de libertacdo do AAS caracteriza-se por uma rapida libertacéo inicial na qual cerca de

40% do farmaco foi libertado ao fim de um dia.

A libertacdo de uma percentagem significativa do farmaco encapsulado nos instantes seguintes
ao sistema de libertacédo controlada ter sido mergulhado no meio de libertacédo (burst release) é
frequentemente observado em SLC formados quer por polimeros hidrofilicos quer por
hidrofébicos e foi verificado no estudo de libertacdo de AAS a partir de nanoesferas de QS de
W. Ajun et al.*”! Pode estar relacionado com a elevada concentracao de farmaco na superficie
das microesferas. O AAS é hidrofilico e interage ionicamente com o QS. O AAS é fisicamente
incorporado nas particulas de QS podendo ficar no seu interior ou a superficie, devido as
interacdes electroestaticas entre os grupos amino do QS e os carboxilo do AAS (0H...O=C ou

HNH...O=C). Entre o farmaco e o QS ocorrem as seguintes intera¢des idnicas: reticulacdo
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iénica entre o iAo amanio (NH;") do QS e o ido carboxilo (COO) do AAS (constitui a ligacio
mais forte); pontes de hidrogénio entre o H* do grupo carboxilo do AAS e o OH do QS; e
pontes de hidrogénio entre o H" do QS e o OH do grupo carboxilo do AAS.FT A porosidade da
estrutura das microesferas poderia ser um outro fator a considerar. Em estruturas porosas o
meio de libertacdo preenche rapidamente os poros e dissolve o farmaco. Contudo, as

microesferas obtidas sédo densas e portanto esta hipétese torna-se inviavel.

O valor expoente difusional obtido n = 0,322 + 0,013 < 1/2 que indica uma tendéncia para o
transporte Fickiano, ou seja, 0 mecanismo de difusdo é controlado pelo gradiente de

concentracao, o que esta de acordo com a rapida libertagao superficial inicial.

A porcédo de farmaco que ndo se encontra a superficie liberta-se posteriormente de forma mais
lenta e controlada. Esta fase € influenciada pelo inchamento do polimero. Dos resultados dos
testes de inchamento sabe-se que as microesferas incham rapidamente nas primeiras horas e
atingem o seu inchamento maximo ao fim do primeiro dia. As liga¢des por pontes de hidrogénio
formadas entre o AAS e o QS sdo afetadas pela interagdo com as moléculas de agua que
penetram na rede polimérica quando o polimero incha. A difusdo do farmaco ocorre assim que

as ligacdes entre o farmaco e o polimero sédo quebradas e é dissolvido no meio de libertacédo.

Relativamente a alguns estudos de libertacdo realizados a partir de microesferas de QS, S.R.

Jameela et al.?

obtiveram uma libertacdo de 25% de mitoxandrona (um agente
antineoplasico) em 36 dias para microesferas altamente reticuladas e para reticulacdes GST
obtiveram-se libertacdes de cerca de 15-60% em 20 dias e exibiram um efeito burst inicial.
I.Genta et al.”! obtiveram libertagBes de 30-70% de teofilina (antiasmatico) em 100h para

deferentes graus de reticulagdo com GTA.
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4 Conclus0des e Perspetivas Futuras

Neste trabalho foram produzidas e caracterizadas microesferas de diferentes composicoes:

microesferas de QS, microesferas compésitas de QS/FC e microesferas de QS/AAS.

Para a preparacdo das microesferas compésitas de QS/FC foi necessario produzir pés de

fosfatos de célcio para utilizar como substitutos dsseos.

Relativamente a produgao dos fosfatos de calcio (HAp e B-TCP), foi possivel concluir que:

Produziram-se com sucesso pés de HAp e B-TCP e ambos os métodos sol-gel
utilizados na sua producdo utilizaram percursores de baixo custo e ndo exigiram
elevadas velocidades de agitagdo. Na producdo de B-TCP, contudo, foi necessario um
controlo rigoroso de pH.

O tempo de envelhecimento (48h) e a temperatura de sinterizacdo (700°C para a HAp
e 800°C para o B-TCP) influenciaram as fases presentes nos FC produzidos e os
tamanhos de cristalite obtidos (resultados de DRX).

Obtiveram-se pos de HAp de B-TCP com cerca de 70nm (pela analise de TEM),

dimensbes que permitem a sua integracdo em microesferas.

Relativamente ao processo de producéo das microesferas:

A microfluidica revelou ser um processo muito simples de produ¢do de microesferas de
tamanho uniforme. Produziram-se microesferas de QS, microesferas compositas
(QS/FC) e microesferas com incorporacdo de AAS com uma disperséo inferior a 5%.
Produziram-se também microesferas de PCL e microesferas de PCL com incorporagéo
de AAS com uma disperséo inferior a 4%.

A producédo das microesferas de QS revelou ser um processo de produgcdo muito lento
(caudais tipicos da fase continua e dispersa de 4,5ml/h e 0,1ml/h, respetivamente).
Num trabalho futuro dever-se-8o ajustar estes par&metros de forma a obter uma
producéo de microesferas em grande escala de uma forma mais rapida.

A determinagdo das condi¢des de reticulacdo das microesferas de QS foi um processo

dificil e conduziu a obtencdo de microesferas extremamente reticuladas e, portanto,
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densas. Em estudos futuros, o ajuste destes parametros sera interessante se o objetivo

passar por obter microesferas porosas.

Relativamente a morfologia das microesferas obtidas:
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e As microparticulas de QS e de QS/AAS obtidas apresentaram uma estrutura
perfeitamente esférica e densa e uma superficie lisa.

e As microesferas compositas apresentaram uma estrutura esférica e densa e uma
superficie rugosa associada a presenca dos ceramicos. Os ceramicos formaram
aglomerados e distribuiram-se aleatoriamente nas microesferas. E necessario que em
trabalhos futuros se ultrapasse a dificuldade associada a dispersao de FC em solucdes
poliméricas. A disperséo por agitacdo magnética nao foi suficiente. Os pés devem ser
esmagados e peneirados por tamanho e s6 os de menor dimensdo devem ser
utilizados na disperséo. Esta deve ser realizada com recurso a um sonicador. Um outro
problema associado a mé& distribuicdo dos poés esta relacionado com a montagem
experimental utilizada. A solu¢cdo QS/FC é colocada numa seringa posicionada na

vertical o que conduz a sedimentacéo dos pdés, devido ao lento processo de produgéo.

E necessario ultrapassar esta dificuldade para se produzirem microesferas de QS/FC/AAS
e sua estudar a eficiéncia terapéutica. A eficiéncia terapéutica deve englobar duas fases
distintas. Numa primeira fase a libertacdo do farmaco anti-inflamatério que contribui para a
primeira fase do processo de reparacdo/cicatrizacédo de fratura 6ssea e numa segunda fase
a libertacdo dos FC bioativos e osteocondutores que facilitardo o processo efetivo de

reparacdo do local lesado atuando como substrato favoravel a migracdo celular e

deposicao éssea.

No presente trabalho estudou-se o mecanismo de libertagdo do AAS a partir das

microesferas de QS. As seguintes conclusdes foram deduzidas:

e O perfil de libertagdo do AAS caracterizou-se por uma rapida libertacao inicial na
qual cerca de 40% do farmaco foi libertado ao fim de um dia.

e O AAS é um farmaco hidrofilico que interage ionicamente com o QS. O AAS pode
ser incorporado fisicamente nas particulas de QS (no interior ou a superficie),
devido as interag8es electroestaticas entre os grupos amino do QS e os carboxilo
do AAS. A libertacdo de uma percentagem significativa do farmaco encapsulado
nos instantes iniciais no meio de libertacdo (burst release) foi associada ao AAS
absorvido na superficie das microesferas.

e O ajuste efetuado ao perfil de libertacdo do AAS obtido indicou uma tendéncia para
0 transporte Fickiano, ou seja, o mecanismo de difusdo foi preferencialmente
controlado pelo gradiente de concentragdo, o que esta de acordo com a rapida

libertacdo superficial inicial.



4 Conclusdes e Perspetivas futuras

A porcdo de farmaco incorporado no interior das microesferas libertou-se
posteriormente de forma mais lenta e controlada. Esta fase foi influenciada pelo
inchamento do polimero e pelas ligacdes idnicas formadas entre 0 AAS e 0 QS. A
interacdo com as moléculas de agua que penetram na rede polimérica quando o
polimero incha, induz a quebra das ligacdes entre o farmaco e o polimero (pontes

de H) e permite a difuséo e dissolucéo do farmaco no meio de libertacéo.
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Anexo A: Reta de Calibracao para estudo da Eficiéncia de

Encapsulamento

Por espectroscopia UV-visivel obtiveram-se os espectros de absorvancia das amostras padréao
de AAS em agua destilada e apurou-se o comprimento de onda correspondente a absorcao
maxima do AAS e que melhor permitisse verificar a linearidade da Lei de Lambert-Beer. A
relacdo entre a concentracdo do AAS em cada amostra e respetiva absorvancia foi
estabelecida para o comprimento de onda de 296nm.

1,0

Equation y=a+b"x

4| Adj. R-Squar 0,99907

Value  Standard Err
0,8 4 Intercept  0,0089 0,00324
Slope 0,0029 2,47116E-5

Absorvancia

0,0 I I I

T T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

Concentragdo AAS/H,O (um/ml)

Figura A.1 — Reta de calibracado para estudo de eficiéncia de encapsulamento.
Absorvancia para comprimento de onda de 296nm em func&o da concentracdo de AAS
em agua destilada (ug/ml).

Pela analise do gréfico apresentado na figura Al verifica-se uma relagéo de linearidade entre a
concentracdo e a absorvancia do AAS que pode ser descrita pela seguinte expressao:

Absorvéancia = 0,0029 x Concentragdo + 0,0089 Equacéo Al

Para determinar a quantidade de farmaco em cada amostra de microesferas de PCL, apds a
sua dissolugdo em diclorometano, procedeu-se a dissolugdo do AAS precipitado em agua
destilada. Cada solu¢do aquosa resultante foi analisada por espectroscopia UV-visivel. Dos
espectros resultantes extraiu-se o valor da absorvancia para o comprimento de onda de 296nm
e aplicou-se a equacdo Al de forma a obter o valor da concentracdo de AAS. Conhecido o
volume da amostra usado, determinou-se a massa de AAS encapsulado e comparou-se com o
valor usado na solucéo inicial.
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Anexo B: Reta de Calibracdo para estudo da Libertacdo do Farmaco em

SBF

Por espectroscopia UV-visivel obtiveram-se os espectros de absorvancia das amostras padrao
de AAS em SBF e apurou-se o comprimento de onda correspondente a absorgdo maxima do
AAS e que melhor permitisse verificar a linearidade da Lei de Lambert-Beer. A relagéo entre a
concentracdo do AAS em cada amostra e respetiva absorvancia foi entdo estabelecida para o
comprimento de onda de 296nm.

0,40

Equation y=a+b'x
11 Adj. R-square 0,9972
0,35+ Value  Standard Error
4 | Absorvancia  Intercept 0,00233 0,00378
0,30 -| | Absorvancia  Slople 0,0069 1,21901E-4

0,25

0,20

Absorvancia

0,15 1
0,10

0,05

0,00 ' : . , . , . : . .
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Concentragdo de AAS/SBF ( ug/ml)

Figura B1 — Reta de calibracdo para estudo de libertacéo in vitro. Absorvancia para
comprimento de onda de 296nm em fung¢édo da concentragdo de AAS em SBF (pg/ml).

Pela analise do gréfico apresentado na figura B1 verifica-se uma relagéo de linearidade entre a
concentracdo e a absorvancia do AAS que pode ser descrita pela seguinte expressao:

Absorvéncia = 0,069 X Concentrag¢go + 0,00233 Equacéo B1

Para determinar o perfil de libertagdo de AAS libertado de uma amostra de 50mg de
microesferas de QS num volume de 150ml de SBF, obtiveram-se espectros de amostras de
2,5ml para diferentes intervalos de tempo. De cada espectro extraiu-se o valor da absorvancia
para o comprimento de onda de 296nm e aplicou-se a equacado B1 de forma a obter o valor da
concentracdo de AAS libertado para o meio até esse instante.
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Anexo C: Determinacao do expoente difusional caracteristico do perfil de

libertagcdo de farmaco

O expoente difusional (n) caracteristico do perfil de libertagdo do farmaco incorporado mas
microesferas de quitosano no presente trabalho foi determinado com base na Equacédo 3,
segundo os critérios estabelecidos por Peppas e Ritger:

In(M,/M,,) = In(kgpt™) = In(kgp) + In(t™) = In(kgp) + n X In(t) Equacéo C1
42 Equation y=a+b*x
|| Adj. R-Squar 0,98043
4.0 - Value Standard Err ,,’
| Intercept  3,5530  0,02534 4
3.8 Slope 0,3223 0,01314
1 [ P |
3,6 - ./
3,4 - )
S | y
g 3,2 —- ///
< 30+ /
J e ®
2,8 - ,,/ [ ]
2.6 0/
244 o
2,2 T T T r T T T r T T T r T
-4 -3 -2 -1 0 1 2
In(t)

Figura C1 — Determinagao do expoente difusional através da regressao linear ao grafico obtido da relagdo
logaritmica entre a fragao de farmaco libertado acumulado na solugdo de SBF e o tempo de libertacdo. Equagao
obtida: In(M,/M ) = 3,553 + 0,322 X In(t).

Graficamente representou-se a relacdo obtida através da Equacdo Cl e através de uma

regressao linear deduziu-se o valor de expoente difusional do perfil de libertagdo: n =

0,3223 £ 0,0131.
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