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RESUMO

A utilizacdo de bioceramicas a base de fosfato de célcio encontra grande aceitacio clinica
na substituicdo de tecidos dsseos, € mesmo no preenchimento dérmico, devido a sua similaridade
quimica com parte mineral de ossos e dentes. Em func¢do desta similaridade, os fosfatos de célcio
apresentam, dentre outras propriedades importantes, elevada biocompatibilidade, e na maioria das
vezes exibem bioatividade e/ou osteoconducdo. Estes materiais ndo induzem reacoes
inflamatdrias ou imunolégicas, agudas ou cronicas, ou seja, causam minima irritagdo, limitada ao
local de contato, e minimas reacdes alérgicas. Dentre os fosfatos de célcio, as apatitas formam a
maior parte das ceramicas de interesse bioldgico e podem ser constituidas de hidroxiapatita e
beta-fosfato tricalcico, mistura chamada de fosfato de calcio bifasico. Classicamente, este
material se encontra disponivel em blocos cerdmicos, densos ou porosos, ou na forma de
materiais particulados (granulos, pds e coldides). Na forma de granulos ou pds, o formato
esférico € preferido por se conformar melhor em locais de implantacdo irregulares, além de
apresentarem propriedades reoldgicas mais satisfatérias em produtos injetdveis. Varios métodos
de producdo de microparticulas tém sido relatados, alguns empregando equipamentos e matérias-
primas de custos elevados, e outros apresentando o inconveniente de utilizar solventes organicos
altamente toxicos, em pelo menos uma etapa do processamento, que devem ser removidos. Neste
estudo, foi desenvolvida uma rota de produgdo de bioceramicas particuladas de fosfato de célcio
bifasico, com forma esférica, eliminando a utilizagdo de equipamentos e matérias-primas de
custos elevados, e de substancias toxicas, reduzindo, assim, o nimero de etapas e o custo do
processo. O processamento foi baseado na imiscibilidade de liquidos, com formacdo de uma
emulsdo dgua/dleo, utilizando uma mistura de solugdo de gelatina e fosfato de calcio bifésico
(fase dispersa) e Oleo de canola alimenticio (fase continua). As microparticulas obtidas foram
caracterizadas fisica, quimica e biologicamente, e foram avaliadas quanto ao potencial de
incorporacdo e de liberacdo de medicamentos. Os resultados mostraram que o método
aprimorado produziu microparticulas polidispersas, sem residuos das substincias quimicas
utilizadas no processamento, com morfologia esférica e estrutura porosa. As microesferas
produzidas ndo apresentaram efeitos citotdxicos para a linhagem celular estudada e apresentaram

potencial para incorporacgao e liberagdao do antibiético gentamicina.
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ABSTRACT

The biphasic calcium phosphate is greatly applied in the replacement of osseous tissues and
as dermal fillers due to its chemical similarity with the mineral part of bone and teeth. Due to this
similarity, the calcium phosphates present, among other important properties, high
biocompatibility, bioactivity and/or osteoconduction. They do not induce inflammatory or
immune reaction, acute or chronic, causing minimal irritation that is limited to the local contact,
and cause minimal allergies. Among the calcium phosphates, the apatites form the major part of
the ceramics of biological interest, and can be composed of hydroxyapatite and beta-tricalcium
phosphate, namely biphasic calcium phosphate. This material is classically available in ceramic
blocks, dense or porous, or in particulate form (granules, powders and colloids). Granules and
powders with spherical shape are preferred because they conform better in irregular implantation
sites, and offer more satisfactory rheological properties when used in injectable products. Several
methods for microparticles production have been reported, some employing expensive
equipments and raw materials, and other presents the disadvantage of using highly toxic organic
solvents, in at least one processing step, which need to be removed. In this study a production
route of particulate biphasic calcium phosphate bioceramics with spherical shape was developed,
eliminating the use of equipment and raw materials of high cost and toxic substances, thereby
reducing the number of process steps and cost. The process was based on liquid immiscibility,
generating a water/oil emulsion, using a mixture of gelatin solution and biphasic calcium
phosphate (dispersed phase) and food grade canola oil (continuous phase). The microparticles
obtained were physically, chemically and biologically characterized, and their incorporation and
drugs release potential was also evaluated. The results showed that the improved method
produced polydisperse microparticles without residues of chemicals used in processing, spherical
shape and porous structure. The microspheres produced showed no cytotoxic effects for the cell

line studied and showed potential for drugs incorporation and release of the antibiotic gentamicin.

Key words: Microspheres. BCP. HA+[-TCP granules. Drug release. Ceramic microspheres.
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1 INTRODUCAO

O aumento no nimero de doengas e traumas relacionados a estrutura dssea e articular tem
relacdo direta com a expectativa de vida da populagdo mundial, atividades fisicas de alto impacto,
acidentes de trabalho e rodovidrios, dentre outros. Por conseguinte, a busca por uma melhor
qualidade de vida, e por uma melhoria na aparéncia estética tem revolucionado os novos
biomateriais de ministracdo injetdveis (minimamente invasivos) de uso ortopédico ou

dermatolégico.

As clinicas médicas e odontoldgicas, todos os anos apresentam indmeros casos de defeitos
Osseos complexos que necessitam de intervengdes cirdrgicas para proporcionar corre¢des e/ou
regeneracdo terapéutica destes defeitos, muitas vezes com o uso de biomateriais. Em boa parte
destes casos ou procedimentos, é imprescindivel o uso de enxertos (autélogos, homdlogos,
xendlogos) que apresentam inconvenientes. Se retirados de outro osso do paciente, causam
morbidade do local e s@o dificeis de serem obtidos na forma e tamanho necessarios. Se forem
utilizados enxertos de outros individuos, inclusive animais, apresentam a desvantagem de poder
causar reagdes imunes e a possibilidade de transmissdo de agentes patdgenos. Assim, uma
alternativa € a substituicdo de enxertos 6sseos por materiais sintéticos (HSU; CHUEH; WANG,

1999; PATEL et al, 2008).

Muitos biomateriais t€ém sido propostos para reparar ou restaurar defeitos Osseos, das
articulacoes e da pele. (GAUTHIER et al, 1999; COSTA, 2009). Bioceramicas a base de fosfatos
de cdlcio encontraram grande aceitacdo na substituicdo de enxertos 6sseos devido a sua
similaridade quimica com a hidroxiapatita da parte mineral destes tecidos e também com o
esmalte dentdrio e/ou com o complexo dentino-pulpar. Devido a esta similaridade, estes materiais
apresentam alto grau de biocompatibilidade, ndo causam reagdes inflamatdrias, imunoldgicas, de
corpo estranho ou irritacdes. Eles apresentam ainda, na maioria das vezes, bioatividade /ou
osteocondu¢do, possuem habilidade de suportar o crescimento tecidual e a formacdo Ossea,
podendo, em muitos casos, ser misturados a enxertos autégenos para aumentar o comportamento

osteogénico (GAUTHIER et al, 1999; COSTA et al, 2009; PAUL; SHARMA, 1997; CONZ;
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GRANIJEIRO; SOARES, 2005). A hidroxiapatita sintética em pH fisioldégico ¢
termodinamicamente estavel, participando ativamente das ligagdes 6sseas, formando forte ligacdo

quimica com o tecido 6sseo (FOOK, A.; APARECIDA; FOOK, M., 2010).

Devido a todas estas propriedades, estas bioceramicas baseadas na familia das apatitas vém
sendo bastante investigadas para confec¢do de matrizes sintéticas para implantacdo, liberacdo de
medicamentos, engenharia de tecidos, preenchedores dérmicos, e para reparo articular

(LACERDA; LAMEIRAS; SILVA, 2009; GAUTHIER et al, 1999; COSTA et al, 2009).

Estudos realizados para verificar a biodegradaciao de implantes de hidroxiapatita mostraram
que este material apresenta uma lenta dissolu¢do, mostrando que sua reabsorcdo comecga,
geralmente, apds um periodo de até cinco anos de implantagdo. Sendo a reabsorcdo uma
caracteristica desejada nos biomateriais onde se deseja um processo de degradagdo concomitante
com a reposicao dssea, a utilizacdo do beta-fosfato triclcico juntamente com a hidroxiapatita tem
sido uma alternativa para aumentar a velocidade de absor¢do, pois combina uma fase estdvel, a
hidroxiapatita, com uma fase reabsorvivel, o fosfato tricdlcico, formando o material chamado de
fosfato de célcio bifasico (BCP). O desenvolvimento destas biocerdmicas permitiu um controle
da bioatividade através da associacdo de quantidades adequadas de cada uma das fases (fracdo ou
percentual), oferecendo uma combinacdo de estabilidade e biodegradabilidade. (GAUTHIER et
al, 1999; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Com o desenvolvimento de novas técnicas para realizacdo de cirurgias ortopédicas menos
invasivas, utilizando instrumentacdo especifica para acesso as estruturas danificadas sem abertura
de grandes extensodes de pele, tornou-se necessario o desenvolvimento de biomateriais adequados
a estas novas indicagdes, como por exemplo, os substitutos Osseos injetaveis (TEMENOFF;
MIKOS, 2000; RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 2004). Esses materiais injetaveis consistem
de particulas suspensas em veiculos apropriados, geralmente uma bioceramica em um material
polimérico. A forma das particulas nestes sistemas determina suas caracteristicas, sendo as
esféricas mais adequadas para implantacdo, pois sao mais bem conformadas em locais irregulares
e apresentam propriedades de fluxo mais previsiveis durante a injecio (RIBEIRO; BARRIAS;
BARBOSA, 2006). Estas particulas podem, ainda, apresentar potencial de incorporar
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medicamentos, como por exemplo, antibidticos, que podem ser aplicados in situ, na quantidade
necessdria, evitando que maiores quantidades sejam administradas para garantir que a dose

adequada chegue ao local afetado (SIVAKUMAR; RAO, 2003).

Existem muitos métodos para a produciao de micro e/ou nanoparticulas. Alguns necessitam
do uso de equipamentos e matérias-primas de custos elevados, e outros, mais utilizados, sd@o
baseados na obtencdo de emulsdes entre fases organica e aquosa, que apresentam o inconveniente
de necessitar do uso de solventes organicos, altamente téxicos, em pelo menos uma etapa da
producdo. As desvantagens do uso destas substancias residem no longo tempo de processamento
para suas remogdes e na possibilidade de deixarem residuos (SILVA; DUCHEYNE; REIS,
2007).

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma rota de producdo de
microesferas de fosfato de cdlcio bifasico sem uso de equipamentos e matérias-primas de custos

elevados e de substancias toxicas, assim como a caracterizagdo das particulas produzidas.



2 OBJETIVOS

- Desenvolver uma rota de produgdo de bioceramicas particuladas de fosfato de cdlcio
bifasico (BCP), de formato esférico, com porosidade e rugosidade elevadas, eliminando a
necessidade de utilizacdo de equipamentos e matérias-primas de custos elevados e de substancias
toxicas;

- caracterizar fisica e quimicamente as particulas produzidas;

- avaliar o potencial de citotoxicidade in vitro destas particulas; e

- avaliar seu potencial de incorporagdo e liberagdo de farmacos.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos gerais

O aumento da expectativa de vida da populacdo mundial tornou as doencas relacionadas a
estrutura 6ssea um problema de satde publico, levando a ONU a declarar, em 1999, a década de
2000 a 2010 como a “década dos ossos e das articulagdes”. Os segmentos da ortopedia e da
odontologia sdo dois setores de maior demanda, onde diversos autores alertam para a priorizacao
de politicas publicas voltadas aos problemas maxilofaciais, osteoarticulares e decorrentes de
traumatismos. Alertam, também, para a necessidade de aprimoramento de dispositivos existentes
e desenvolvimento de novos materiais para a corre¢do de lesdes ou defeitos, possibilitando assim

melhorar a qualidade de vida das pessoas (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

A cada ano, centenas de milhares de casos de grandes defeitos Osseos ocorrem como
resultado de cura deficiente, inadequada ou mesmo de sua ndo ocorréncia. Muitas razdes sao
responsdveis pela inabilidade de regeneracdo, incluindo vascularizagdo inadequada, infeccoes,
micromovimentos e instabilidade no local do defeito. Em todos estes casos, intervengdes
cirirgicas, frequentemente, sdo requeridas para proporcionar a cicatrizacdo do defeito. As
técnicas cirdrgicas mais drasticas sdo baseadas em autoenxertos, aloenxertos, xenoenxertos, todos
apresentando seus inconvenientes. Os autoenxertos, retirados de outro osso do hospedeiro, sdo os
mais adequados para regeneracdo dssea, porém causam morbidade do local doador e sao dificeis
de serem obtidos na forma e quantidade necessdrias. Por outro lado, os aloenxertos e os
xenoenxertos tém as desvantagens de causarem reacdes imunes e apresentarem a possibilidade de
transmissdo de agentes patégenos (HSU; CHUEH; WANG, 1999; PATEL et al, 2008). Assim,

uma alternativa para a utiliza¢do de enxertos 6sseos € sua substitui¢ao por materiais sintéticos.

Muitos biomateriais, como por exemplo, polimetil metacrilato, polidcido glicdlico,
hidroxiapatita, coldgeno, biovidros, t€ém sido propostos para reparar ou restaurar defeitos 6sseos,
das articulagdes e da pele. Nas ultimas décadas, um enorme avango foi conseguido devido as

pesquisas intensivas com biomateriais como, por exemplo, bioceramicas de fosfatos de cdlcio,
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com o intuito de substituir o enxerto dsseo autégeno em cirurgias ortopédicas. (GAUTHIER et al,

1999; COSTA, 2009).

O inicio dos estudos sobre a utilizagao de materiais ceramicos como biomateriais ocorreu
em 1930, quando foi utilizada uma ceramica de fosfato triclcico para regeneracdo de um defeito
dsseo, porém somente 50 anos depois € que comegaram a aparecer diferentes tipos de ceramicas
de fosfato de cdlcio como materiais implantdveis para aplicacdo na medicina e na odontologia. A
grande aceitacdo destas bioceramicas se deve ao seu alto grau de biocompatibilidade relacionada
com sua similaridade quimica com os materiais normalmente encontrados no tecido Osseo,
apresentando na maioria das vezes bioatividade e/ou osteoconduc¢do. Em alguns casos também
apresenta biodegradabilidade no meio fisiologico. Assim, encontram aplicacdes como, por
exemplo, na ortopedia como revestimento de proteses metdlicas para promover uma ligacao
interfacial estdvel entre o implante e o tecido vivo, no tratamento de tumores como suporte de
acdo prolongada com liberacdo gradual do medicamento no organismo, na odontologia para
evitar a perda dssea apds extracdes de elementos dentdrios e também para a recuperacdo de areas
com reabsor¢do Ossea, como preenchedor dérmico e no reparo de articulacdes (GAUTHIER et al,
1999; COSTA et al, 2009). O uso de biomateriais para substituicdo de tecidos duros tem crescido
como consequéncia do aumento de cirurgias reconstrutivas realizadas que requerem, na maioria
dos casos, enxertos adjuvantes. De acordo com o Ministério da Satde, o nimero de

procedimentos cirargicos utilizando enxertos 0sseos, no Brasil, mais que dobrou entre 2002 e

2003 (CONZ; GRANJEIRO; SOARES, 2005).

A hidroxiapatita, HA, Ca;o(PO4)s(OH),, principal constituinte dos tecidos Osseos e
dentarios, vem sendo bastante investigada para a confeccdo de matrizes sintéticas, devido ao seu
potencial de uso em implantes, liberacdo de medicamentos, engenharia de tecidos, dentre outros.
(LACERDA; LAMEIRAS; SILVA, 2009). A similaridade quimica com a hidroxiapatita da parte
mineral de ossos sugere uma intrinseca biocompatibilidade (GROSS; BERNDT, 2002). Usar
hidroxiapatita € vantajoso, uma vez que ndo causa reacdes inflamatdrias, reacdes imunoldgicas,
de corpo estranho ou irritacdo (PAUL; SHARMA, 1997). Enxertos sintéticos de HA podem ser
escolhidos, especialmente quando grandes defeitos devem ser preenchidos. Esta biocerdmica é

geralmente aceita por ser considerada osteocondutiva, por possuir habilidade de suportar o
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crescimento tecidual e a formacdo Ossea, podendo em muitos casos, ser misturada ao enxerto
autégeno para aumentar o comportamento osteogénico (CONZ; GRANJEIRO; SOARES, 2005).
E termodinamicamente estiavel em pH fisiolégico e participa ativamente das ligacdes dsseas,
formando forte ligacdo quimica com o tecido 6sseo (FOOK, A.; APARECIDA; FOOK, M.,
2010).

O material para enxerto Osseo pode ser reabsorvivel ou ndo reabsorvivel, sendo esta
classificacdo relacionada a extensdao de dissolu¢do dos materiais de fosfato de cdlcio. Os fatores
que afetam as propriedades de dissolu¢@o dos fosfatos de cdlcio sdo semelhantes aos que afetam a
biodegradac¢do ou biorreabsor¢do. Quanto maior a taxa de solubilidade do material ceramico,
mais pronunciado € o efeito do crescimento do tecido dsseo. Dentre varios fatores, a composi¢ao
quimica, o tamanho das particulas e a cristalinidade sdo susceptiveis de afetar a solubilidade da
ceramica, e podem ser ajustados para a proposta desejada, pois diferentes aplicacdes requerem
materiais com diferentes taxas de reabsorcdo, que podem ser reguladas pela mistura de diversas

fases de fosfato de cdlcio (CONZ; GRANJEIRO; SOARES, 2005).

Durante as duas ultimas décadas, a hidroxiapatita foi o principal material escolhido para a
reposi¢do sintética de tecido 6sseo, devido a sua similaridade quimica e estrutural com a fase
mineral de ossos e dentes. Este material ndo apresenta toxicidade local e sistémica, respostas
inflamatdrias e tem habilidade de se ligar ao tecido hospedeiro (tecidos duros, musculos e pele)
(QIU; XTAO; LIU, 2008; GUASTALDI; APARECIDA, 2010). Porém, apesar das propriedades
bioldgicas promissoras, seu baixo indice de bioatividade e taxa de degradagao lenta, tornaram sua
utilizacdo clinica limitada. Estudos efetuados por longos periodos de tempo t€ém mostrado que a
HA comeca a ser reabsorvida, gradualmente, apds 4 a 5 anos de implantacio. A reabsor¢do ¢ uma
caracteristica desejada para biomateriais nos quais o processo de degradacdo € concomitante com
a reposi¢cao do osso em formagdo. Assim, surgiu o interesse no conhecimento de propriedades e
comportamentos bioldgicos de outros fosfatos de célcio para serem empregados como
biomateriais para reposi¢ao 0ssea. A utilizagdo de fosfato tricalcico (TCP) juntamente com a HA
tem sido uma alternativa viavel para aumentar a velocidade de reabsor¢do (RAMAY; ZHANG,

2004; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).



A maior parte das bioceramicas comerciais de fosfatos de célcio utilizada é constituida de
uma fase estavel, HA, e uma fase reabsorvivel, o beta fosfato tricdlcico - f-TCP, formando assim
os chamados fosfatos de célcio bifasico - BCP. (GAUTHIER et al, 1999). A presenca de 3-TCP
promove a osteointegragdo mais rapida dos fosfatos de cilcio (BEHNAMGHADER et al, 2008).
Assim, o desenvolvimento de bioceramicas de BCP forneceu materiais cujas bioatividades
podem ser determinadas pela associacdo de quantidades adequadas (fragdes ou percentual) das
fases HA e B-TCP, controlando, assim, a degradacdo no meio fisioldgico e, portanto, a taxa de

liberacdo de célcio, oferecendo uma combinacdo de estabilidade e biodegradabilidade

(GAUTHIER et al, 1999).

A HA e o B-TCP sdo materiais particularmente atrativos para implantes de tecidos duros
em cirurgias orais e pldsticas ou para uso como preenchedores 6sseos na forma de pds para
preencher defeitos durante o reajuste de fraturas 6sseas complicadas, com considerdvel perda de
material dsseo, ou em caso de vazios formados devido a remoc¢ao de grandes tumores, etc. Assim,
ha uma grande necessidade de producao destes fosfatos de cdlcio em formas apropriadas para uso

clinico (RAO; ROOPA; KANNAN, 1997).

Biomateriais de fosfato de calcio sdo classicamente disponiveis em blocos ou granulos de
ceramica densa ou porosa. Blocos macroporosos sdo frageis e dificeis de conformar
mecanicamente (por desbaste ou outros processos de obtencdo), e muitas vezes ndo se encaixam
adequadamente a superficie dos defeitos Osseos, 0 que pode ser inconveniente, uma vez que O
contato pré-existente é considerado a principal exigéncia para osteoconducdo. Também os
granulos destes biomateriais se mostraram dificeis de manusear no local de enxertia e de se
manterem no local apés implantacdo, sendo lixiviados para outras partes do corpo (GAUTHIER
et al, 1999). Outra limitacdo destes materiais na forma de p6, granulos ou blocos esta relacionada
com o local dos defeitos, quando ndo sdo facilmente acessiveis ou quando € preferivel uma

cirurgia percutanea (WEISS et al, 2005).

Cirurgias ortopédicas frequentemente sdo cirurgias muito invasivas, com abertura de
grandes extensOes da pele para acesso as estruturas danificadas, mas o aprimoramento de

instrumentacdo especifica e o uso de implantes biorreabsorviveis para a regeneracao de fraturas,
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contribuiram para o desenvolvimento de técnicas ndo invasivas (percutaneas e laparoscopias) que
levaram ao desenvolvimento de biomateriais adequados a estas indicagdes como os substitutos
dsseos injetaveis proporcionando uma alternativa para o preenchimento de defeitos com menor
desconforto para os pacientes (TEMENOFF; MIKOS, 2000; RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA,
2004).

Uma variedade de materiais injetaveis compostos de materiais poliméricos e ceramicos tem
sido desenvolvida para varias aplicagcdes ortopédicas. A combinacdo de particulas ceramicas com
matrizes poliméricas também tem sido pesquisada, numa tentativa de imitar o tecido 6sseo que
pode ser visto como um material complexo formado por componentes organicos e inorganicos.
Diferentes fases ceramicas t€m sido usadas, sendo a hidroxiapatita e o fosfato tricdlcico as mais
comuns, assim como muitas matrizes poliméricas de origem sintética ou natural, estas ultimas
incluindo coldgeno, quitosana, gelatina e alginato, dentre outras. (RIBEIRO; BARRIAS;
BARBOSA, 2004). A maioria desses materiais injetdveis consiste de micro ou nanoparticulas
suspensas em veiculos apropriados. A forma das microparticulas em tais sistemas determina suas
caracteristicas de empacotamento, sendo as particulas esféricas mais adequadas para implantacio
que os granulos irregulares, uma vez que elas preenchem melhor os locais de implante
irregulares. Além disso, particulas uniformes apresentam propriedades de fluxo mais previsiveis
durante a injecdo (RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 2006). Estes materiais apresentam
propriedades reoldgicas controladas, e tém a vantagem de combinar bioatividade, possibilidade
de controle da degradacdo e algumas propriedades mecénicas. Além disso, microparticulas
apresentam flexibilidade para preencher diversos tipos de defeitos com empacotamento
adequado, permitindo o crescimento e a revascularizacdo (angiogénese) através dos poros

interconectados formados pelos espacos entre elas (SILVA; DUCHEYNE; REIS, 2007).

A eficiéncia de materiais usados na engenharia de tecidos 6sseos pode ser muito melhorada
se eles puderem, simultaneamente, atuar como sistema de liberacdo de medicamentos.
Dependendo da especificidade da doencga, agentes bioativos como, por exemplo, fatores de
crescimento e outras proteinas, podem ser liberados e potencialmente acelerar o processo de
regeneracdo (RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 2004). Apresentar potencial de incorporar

medicamentos € outra vantagem dos materiais particulados. Podem incorporar, por exemplo,

9



antibidticos, que podem ser aplicados in situ para o tratamento ou preven¢do de infec¢do dssea, o
que é uma importante alternativa, pois devido a pouca circulagio sanguinea nestes tecidos, torna-
se necessdrio o uso de grandes quantidades deste medicamento para garantir que a dose adequada
chegue ao local afetado (SIVAKUMAR; RAO, 2003). A liberagdo de antibidticos no local do
implante mostra ser uma forma apropriada de terapia antimicrobiana, que mantém a concentracao
do medicamento na quantidade desejada. Além disso, a liberacdo prolongada pelo compdsito
evita a toxicidade e efeitos sist€émicos adversos causados pela alta concentracao de antibidticos no
sangue, como ocorre na administracdo intravenosa (PAUL, SHARMA, 1997). Neste sentido,
materiais porosos sao vantajosos, uma vez que apresentam adicional drea superficial, um
importante parametro que influencia fortemente a capacidade de carregamento e a taxa de
liberacdo que podem ser obtidas (RIBEIRO, BARRIAS, BARBOSA, 2006). Sendo a HA porosa
mais reabsorvivel e mais osteocondutiva do que a densa, existe grande interesse no
desenvolvimento de materiais de hidroxiapatita sintética porosa para preenchimento de defeitos

osseos (FOOK, A.; APARECIDA; FOOK,M., 2010).

Ainda visando uma melhor qualidade de vida, deve ser lembrado que além de problemas
osteoarticulares existem também os relacionados aos tecidos moles, pois muitas pessoas sofrem
desfiguracdes resultantes de ferimentos, fendmenos congénitos, patologias ou efeitos pos-
operatérios como, por exemplo, a remo¢do de tumores. Assim, a correcdo de defeitos e
deficiéncias nos tecidos moles € um problema encontrado em cirurgias reconstrutivas e

cosméticas (SOFT..., 2009).

Preenchedores dérmicos sdo parte integrante da restauracdo nio cirtrgica. Eles podem ser
classificados como bioestimuladores do preenchimento e preenchedores. Um exemplo de
preenchedor combinado, que é um bioestimulador e preenchedor de espacos € a hidroxiapatita
sintética na forma de esferas em suspensdo em um gel aquoso, usado para corre¢io de sinais de
lipoatrofia em pessoas com o virus da imonodeficiéncia humana (HIV), assim como para a

correcdo estética de rugas (NARURKAR; LIZZUL, 2010).

Sabe-se que a textura superficial e a forma do implante afetam a resposta tecidual.

Particulas mais lisas e arredondadas apresentam reacdes menores que particulas rugosas e
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angulares. Verifica-se que um crescimento Osseo significativamente mais rapido ocorre em
materiais com particulas arredondadas do que com particulas poligonais. Particulas esféricas sdo
preferidas devido a sua caracteristica tnica de empacotamento, pois quando juntas, formam uma
matriz com poros uniformes entre elas e esta configuracio promove uma eficiente conducio

Ossea de particula a particula sem reacdes inflamatérias (PAUL; SHARMA, 1997, 1999).

Granulos irregulares ou densamente empacotados frequentemente causam reagdes
inflamatodrias ou atrasam a formacao 6ssea. Particulas esféricas uniformemente empacotadas com
distribuicao uniforme de poros aumentam a taxa de crescimento 6sseo (SIVAKUMAR; RAO,

2003).

As técnicas de producdo de bioceramicas dependem muito da aplicacdo do biomaterial, se €
para substitui¢do de tecidos duros ou para integragdo com o tecido circunvizinho. Em geral, trés
tecnologias de processamento sdo empregadas: (1) emprego de um lubrificante ou liquido
“colante” com os pds cerdmicos para conformacgdo e subsequente queima; (2) aplicacdo de
propriedades de autocura e autoendurecimento de pos moldados com dgua (cimentos); (3) fusdo
de materiais para formarem um liquido e obterem forma durante o resfriamento e solidificacao.
No caso dos fosfatos de célcio, uma vez que sdo termicamente instaveis (fosfato monocdlcico
monoidratado - MCPM, fosfato monocalcico anidro -MCPA, fosfato dicédlcico anidro — DCPA
(monetita), fosfato dicdlcico di-hidratado — DCPD (brushita), fosfato octacalcico - OCP, fosfato
de calcio amorfo - ACP, hidroxiapatita deficiente de célcio - CDHA) ou possuem um ponto de
fusdo a temperaturas que ultrapassam 1400 °C (alfa fosfato tricdlcico - a-TCP, beta fosfato
triclcico - B-TCP, hidroxiapatita - HA, fluorapatita - FA, fosfato tetracdlcico - TTCP), apenas as
duas primeiras formas sdo utilizadas. (DOROZHKIN, 2010).

Existem muitos métodos para a producdo de micro e nanoparticulas, mas os mais
amplamente utilizados sdo baseados em emulsdes, como polimerizacdo por suspensao,
evaporacao de solvente e, em uma menor extensao, separacdo de fase organica (coacervacio) e

spray-drying (SILVA; DUCHEYNE; REIS, 2007).

A maioria dos métodos de producdo de particulas baseados na criagdo de emulsdes entre
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fases orgénicas e aquosas, apresenta o inconveniente de necessitar de solventes organicos, como
por exemplo, cloroférmio, em pelo menos uma etapa da produgdo. O teor residual deste solvente
nas microparticulas deve ser removido apds a preparagdo, 0 que consome muito tempo, € na
maioria das vezes a presenga destas substancias pode levar a perda da atividade de medicamentos

que podem ser incorporados ao sistema (SILVA; DUCHEYNE; REIS, 2007).

Deve-se ter cuidado na escolha do método de producdo e avaliar cuidadosamente o risco do
uso de um solvente orginico ou usar condi¢des com temperaturas elevadas, dois dos principais
parametros que influenciam a atividade biologica de medicamentos utilizados (SILVA;

DUCHEYNE; REIS, 2007).

Embora micro e nanoparticulas possam ser produzidas usando um vasto arranjo de técnicas
possiveis, algumas varidveis devem ser levadas em conta na escolha do material e método e
incluem:

e tipo e quantidade do material usado;

e taxa de degradagdo do polimero;

e tipo e carga util do agente bioativo a ser incorporado (no caso de aplicacdes de liberagcdao de
drogas);

e solvente organico a ser volatilizado;

e tipo e quantidade de surfactante dissolvido na fase aquosa;

e temperatura;

e pressdo durante a evaporagdo do solvente;

e fracdo de volume do solvente organico/volume da fase aquosa.

Pela combinacdo desses parametros, pode ser usado um grande nimero de arranjos de
materiais e métodos para vdrias aplicacdes. Alguns exemplos sdo mostrados na tabela 1. (SILVA;

DUCHEYNE; REIS, 2007).

Aplicagdes dos fosfatos de cdlcio, no caso a hidroxiapatita, ndo sdo restritas a drea
biomédica. Devido a sua grande afinidade por proteinas, a HA tem sido utilizada como

adsorvente na cromatografia liquida, estando esta capacidade de adsor¢do relacionada a estrutura
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do poro e a natureza fisico-quimica da superficie do sélido. Na drea ambiental, a HA vem sendo
estudada como catalisador na decomposicdo de compostos organicos clorados, poluentes
provenientes da inddstria metaldrgica e da incineracdo do lixo industrial. Esta bioceramica,
também € um catalisador efetivo para desidratacdo e desidrogenacdo de alcodis primdrios para
aldeidos e cetonas a altas temperaturas. Ainda na drea ambiental, a hidroxiapatita apresenta uma
alta capacidade em remover metais pesados, ndo s6 de 4guas e solos contaminados, como

também de dejetos industriais (COSTA et al, 2009).

Tabela 1 — Arranjos de materiais € métodos de producdo para aplicacdo de material particulado.

Material Tipo Método Aplicacao Descricao
Potencial para liberacdo de
Nio Adsor¢do agentes bioativos de 0sso
determinado liberacao (citocroma c, por exemplo)
Granulos
esféricos Plasma spray para recobrimentos
Meétodos . de  scaffolds ara  inducdo
e Recobrimentos c e i P ¢
uimidos bioativa
. . . Potencial para liberacdo de
Hidroxiapatita A ~ ~ S
P Granulos Nao Adsor¢ao agentes bioativos de 0sso
determinado liberacdo (citocroma c, por exemplo)
. ~ ~ Liberacdo de hormoénio de
Particulas Nao Adsor¢do a o
. . - crescimento, tetraciclina
determinado liberagao
~ Liberagaio de BSA (bovine
- Processos  In | Adsorc¢do ¢ . (bovi
Nanocristais . . . ~ serum albumin) (como modelo)
situ e ex situ liberagao
-fosfat .
B. ostato ~ Aumento dos ossos maxilo-
ricdleico (B- Particulas Ndo . Preenchimentos faciais.
TCP) determinado

Fonte: SILVA; DUCHEYNE; REIS, 2007.

3.2 Fosfatos de calcio

Os fosfatos de célcio, que sdo de interesse da drea médica e odontoldgica, compdem a
classe das apatitas e sdo o fosfato de célcio amorfo (ACP), o fosfato dicélcico di-hidratado ou

brushita (DCPD — CaHPO4.2H,0), o fosfato dicalcico anidro ou monetita (DCP — CaHPQ,), o
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fosfato octacdlcico (OCP—CagH, (PO4)6.5H,0), o fosfato de calcio ou “whitlockita” (Caz(POs)),,
sendo que este fosfato normalmente apresenta magnésio associado (B-TCP) — (Ca,Mg)3(PO4),), e

a hidroxiapatita — HA (Ca;o(PO4)s(OH),) (MENDES FILHO, 2006).

Materiais a base de fosfatos de cdlcio podem ser encontrados na natureza, como a
hidroxiapatita de corais, ou sintetizados por métodos utilizando reagentes quimicos (CONZ;

GRANIJEIRO; SOARES, 2005).

Uma das propriedades mais importantes dos fosfatos de célcio, a qual € explorada nas
diversas aplicacdes e que pode predizer seu comportamento in vivo, € a solubilidade em dgua. De
forma geral, quanto maior a razdo Ca/P, menor serd a solubilidade. Dessa forma, em pH
fisiolégico, a solubilidade dos fosfatos de célcio e, consequentemente, sua degradacio in vivo, €
dada pela seguinte ordem: fosfato monocélcico mono-hidratado - MCPM > alfa fosfato tricalcico
- a-TCP > mono-hidrogénio fosfato de célcio di-hidratado - DCPD > mono-hidrogénio fosfato de
cdlcio -DCP > fosfato octacdlcico - OCP > beta-fosfato tricdlcico - B-TCP > hidroxiapatita - HA
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010; RAMAY, ZHANG, 2004; ).

A absorcdo ou biodegradacdo dos fosfatos de cdlcio depende basicamente de trés fatores:
dissolugdo fisico-quimica, desintegracdo fisica e fatores biologicos (OLIVEIRA, S.V. et al,
2009). E, a biodegradabilidade dessas ceramicas € funcdo das condi¢des do meio fisiolégico, da
sua composi¢do, dos tipos de fases agregadas, do grau de cristalinidade e de caracteristicas
microestruturais (LACERDA; LAMEIRAS; SILVA, 2009). Em meio 4cido, a taxa de dissolu¢do
aumenta da hidroxiapatita cristalina para a apatita amorfa, com o fosfato tricélcico apresentando
solubilidade média. A presenca de magnésio ou carbonato na HA causa redu¢do no tamanho do
cristal e assim aumenta a dissolucdo das apatitas sintéticas. Para a mesma composicao, a taxa de
reabsor¢do aumenta com a diminui¢do da cristalinidade e do tamanho dos graos e com o aumento
da area superficial, ou seja, a reabsor¢do € funcdo da composicdo, da porosidade (presenca de
micro e/ou macroporosidade) e da cristalinidade (considerando o tamanho dos cristais quando o
tamanho das particulas € idéntico) (LEGEROS, 1988; OLIVEIRA, S.V. et al, 2009). A
cristalinidade € altamente dependente da temperatura de sinteriza¢do, quanto maior a temperatura
mais perfeito € o cristal e entdo, menor a taxa de degradacdo (CONZ; GRANJEIRO; SOARES,
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2005).

As bioceramicas de fosfatos de célcio podem, também, ser classificadas de acordo com a
sua reabsor¢do, ou seja, a taxa de degradacdo in vivo. Assim, a hidroxiapatita € descrita como nao

reabsorvivel e o B-TCP como reabsorvivel (LEGEROS, 1988).

Com o intuito de aumentar a degradabilidade em fluidos bioldgicos, uma mistura bifasica
de hidroxiapatita e fosfato tricdlcico € usada em vez de se usar hidroxiapatita pura. Outra forma
de aumentar a taxa de reabsor¢do pelo aumento da drea superficial € produzir granulos porosos

(CONZ; GRANJEIRO; SOARES, 2005).

As ceramicas de fosfato de cédlcio podem ser densas ou porosas, de acordo com a presenca
de micro ou macroporosidades. Um material € microporoso em consequéncia das condi¢des de
sinterizacdo (temperatura e tempo) e € macroporoso devido ao processamento utilizado, por
exemplo, adicdo de um componente organico, que € eliminado antes da sinterizagdo (LEGEROS,

1988).

Apesar das limitagdes mecanicas, as biocerdmicas de ortofosfatos de cdlcio estdo
disponiveis em vdrias formas como p6s, particulas, granulos, blocos densos, scaffolds (pecas de
bioceramica porosa com elevada conectividade), formulagdes injetdveis, cimentos autocurdveis e
concretos, revestimentos de implantes e compdsitos de diferentes origens (natural, bioldgica ou
sintética), frequentemente com formas especificas, como implantes, proteses ou dispositivos

protéticos (DOROZHKIN, 2010).

3.3 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita natural € o constituinte mineral encontrado nos tecidos duros e representa
de 30 a 70% da massa de ossos e dentes de todos os animais vertebrados. Nos 0ssos representa
55% da composi¢do, nos dentes, 96% do esmalte dentdrio e 70% da dentina, representando 5%
do peso total de um individuo adulto. A hidroxiapatita natural utilizada para implantes pode ser
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obtida por desproteinizacdo de tecidos 6sseos ou por tratamento hidrotérmico de corais (COSTA

et al, 2009; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

A hidroxiapatita sintética pode ser obtida por varios métodos, como precipitacdo de
solucdes aquosas (via imida), reagdes no estado sélido (via seca), hidrotérmica e sol-gel, mas o
método de precipitagdo por via imida € o preferido, devido ao material produzido apresentar
caracteristicas semelhantes as dos tecidos 6sseo e dentdrio. A escolha do método de sintese e seu
posterior tratamento podem levar ao aparecimento de outras fases de fosfato de célcio, que devem
ser controladas em funcdo do que se pretende obter. Isto se deve ao fato de cada fase possuir
propriedades diferentes da hidroxiapatita, como resisténcia mecanica e solubiliza¢ido, podendo

comprometer suas caracteristicas de osteocondugdao (OLIVEIRA, F.P.,2008; COSTA et al, 2009).

A hidroxiapatita apresenta féormula quimica Cas(PO4);OH que também pode ser escrita
como Ca;o(PO4)s(OH),, indicando que existem duas unidades da férmula em uma célula unitéria.
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010). Trata-se de um duplo sal de fosfato tricdlcio e do

hidréxido de célcio, formada conforme a equacao:
3 Ca3(POy)2 + Ca(OH), — Cai9(PO4)s(OH), (D

Em meio fisioldgico, a dissolu¢do parcial da hidroxiapatita resulta na liberacdo de ions
Ca®, PO, HPO,” e COs” e na supersaturagdo do meio com respeito aos ions de cdlcio e
fosforo (LACERDA; LAMEIRAS; SILVA, 2009). A hidroxiapatita estequiométrica apresenta
fracdo Ca/P igual a 1,67 e é o fosfato de cdlcio mais estdvel depois da fluorapatita (FA) e menos
solivel de todos, mas a razdo estavel pode ser estendida a aproximadamente 1,5 (COSTA et al,
2009). A fracdo atdomica de Ca/P nos fosfatos de célcio pode variar entre 1,5 e 2 para produzir
compostos variando do tetrafosfato de cédlcio CasP,0y, hidroxiapatita (HA) - Ca;o(PO4)s(OH),, a0
fosfato tricalcico (TCP) - Caz(POy),.

Outra propriedade apresentada pela hidroxiapatita é de adsorver proteinas em sua
superficie. Proteinas com ponto isoelétrico superior a 8 sdao adsorvidas em sua superficie devido a

interacdes elétricas entre os grupos PO, (fosfatos) da hidroxiapatita com os grupos NH4*
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(amina) da proteina. No caso de proteinas dcidas a adsor¢do ocorre pela formagdo do complexo

HA-Ca™... “OO0C-proteina (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

A hidroxiapatita pura se cristaliza na estrutura monoclinica, mas em temperaturas
superiores a 250°C existe uma transi¢do da estrutura monoclinica para hexagonal. A estrutura
hexagonal, a temperatura ambiente, é obtida com a presenca de algumas impurezas, como em
substitui¢des parciais de hidroxilas por fluoretos ou cloretos. Assim, s6 alguns cristais de HA
sempre exibem o grupo espacial hexagonal que € a mais comum para aplicacdes biomédicas

(KOUTSOPOULOS, 2002).

A hidroxiapatita pode ser apresentada em diferentes formas e com diferentes porosidades,
tamanho de cristal, cristalinidade e defeitos cristalinos que interferem na biodegradabilidade e
reabsor¢do do material pelo organismo. As propriedades mecanicas de ceramicas a base de
hidroxiapatita podem ser melhoradas através da modificacdo das técnicas de processamento dos
pos, composicdo e condi¢des experimentais, para a obten¢do de particulas com morfologias
definidas. Verifica-se que as propriedades dependem do processamento, temperatura e tempo de

sinterizacdo (OLIVEIRA, F.P., 2008).

Na obten¢do de produtos de hidroxiapatita, outras fases de fosfato de célcio podem estar
presentes e os fatores que afetam o tipo e quantidade destas fases sdo a pureza, composicao e

tamanho de particulas e as condi¢des de calcinacgdo e sinterizacdo (MENDES FILHO, 2006).

Recentemente, o rapido desenvolvimento na pesquisa de materiais nanométricos de HA,
tem levado a um maior entendimento das caracteristicas desse material e tem desenvolvido
muitas novas formas de usd-lo, como na ortopedia, liberacio de medicamentos, separacdo de
biomoléculas, etc. A forma do cristal de HA pode afetar muitas de suas caracteristicas, como as
superficiais e bioatividade. Assim, se for possivel controlar a forma dos cristais da HA
nanométrica, como forma acicular, esférica ou em placas, etc., serd possivel expandir a sua

aplicagdo (QIU; XIAO; LIU, 2008).
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Uma alternativa para otimizar as caracteristicas mecanicas da hidroxiapatita consiste na
combinacdo desta cerdmica com outros materiais bioativos utilizados como recobrimento ou na
preparacdo de materiais compositos. Biopolimeros como coldgeno, gelatina, quitosana e alginato,
tém sido utilizados junto com a hidroxiapatita para melhorar suas caracteristicas (OLIVEIRA,

F.P., 2008).

A partir dos diferentes pds € possivel a obtencdo de diversas morfologias e formatos de
materiais, de densos a porosos, por diversas técnicas de processamento tradicionais e avangadas.
A hidroxiapatita na forma de granulos pode ser obtida por diferentes métodos, o que permite
prever comportamentos bioldgicos diferenciados. O grande interesse nesta morfologia € devido a
sua ampla utilizacdo na drea ortopédica e traumatolégica, medicina e odontologia. No entanto nao
existem materiais disponiveis no mercado nacional com qualidade e custo vantajosos (COSTA et

al, 2009).

3.4 Beta fosfato tricalcico - B-TCP

O beta-fosfato tricdlcico (B-TCP, B-Ca3(POs),), cujo nome quimicamente correto € beta-
fosfato de célcio tribdsico, ndo pode ser precipitado de solugdes aquosas. E uma fase formada em
alta temperatura, obtido a 800°C pela decomposi¢do térmica da hidroxiapatita deficiente em
calcio ou pela reacdo em estado s6lido de ortofosfatos de célcio dcidos, por exemplo, o fosfato
dicélcico ndo hidratado com 6xido de cédlcio. Além das rotas de preparacdo quimica, o 3-TCP

substituido ionicamente pode ser preparado pela calcinacdo de ossos, sendo ocasionalmente

chamado de “cinza de ossos” (FERREIRA, 2009).

Atualmente, fosfato tricdlcico (Ca3(POs),, identificado por TCP, é um dos mais importantes
biomateriais a base de fosfatos de cdlcio devido a sua biocompatibilidade, bioatividade in vivo,
por ser biorreabsorvivel e osteocondutivo. (CARRODEGUAS et al, 2008). Na forma de
implantes porosos ou materiais particulados, vem demonstrando ser um material adequado para

recolocagdes de tecidos 6sseos quando estes estdo submetidos apenas a pequenas solicitagdes
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mecanicas. Estes materiais, quando se degradam, formam sais de célcio e fosfato, sendo muito

utilizados como cimento para preenchimento de cavidades ¢sseas (OLIVEIRA, S.V. et al, 2009).

O fosfato tricdlcico apresenta trés fases polimorficas, a saber: a fase beta (B-TCP) estdvel
até temperaturas proximas de 1180°C, com estrutura cristalina romboédrica, a fase alfa (a-TCP)
estavel na faixa de temperatura entre 1180 e 1430°C, com estrutura monoclinica, e uma fase de
alta temperatura, acima de 1430°C, chamada de fase super-alfa ou alfa’ (o’-TCP) (ELLIOT, 1984
apud OLIVEIRA, S.V. et al, 2009; RYU; YOUN; HONG; CHANG; LEE; CHUNG, 2002; RYU;
YOUN; HONG; KIM; LEE; CHANG; LEE; CHUNG, 2002). Esta ultima nido desperta muito
interesse, pois s existe em temperaturas superiores a, aproximadamente, 1430°C e é revertida a
o-TCP ao ser resfriada abaixo da temperatura de transi¢do e que permanece até a temperatura
ambiente. Existem divergéncias quanto a temperatura de transformacdo da fase beta para a fase
alfa TCP, que segundo Carrodeguas et al (2008) ocorre em aproximadamente 1115+10°C.
Oliveira, S. V. et al (2009), em sinterizacdo a 1300°C, encontraram as fases o e P, e em
temperaturas inferiores a esta, apenas a fase B-TCP, mostrando a influéncia da temperatura de
transicdo na obtenc¢do de fosfato tricdlcico utilizado na drea biomédica. Estas divergéncias
ocorrem porque a temperatura exata da transformacado da hidroxiapatita em outras fases depende

de fatores como, por exemplo, técnica de sintese empregada, impurezas presentes, atmosfera de

sinterizacdo (KHON, 2002; BERNACHE-ASSOLLANT, 2003; WEINAND et al, 2006).

Guastaldi e Aparecida (2010) afirmam que o fosfato tricdlcico pode ocorrer em quatro
formas alotrépicas: fase beta (B-TCP) até 1120-1180°C, quando se transforma em alfa (a-TCP),
sendo estavel até 1430-1470°C e a partir desta temperatura aparece a fase o’-TCP. A quarta
forma alotrépica, a gama (y-TCP) s6 ocorre em altas pressdes. As fases B-TCP e y-TCP
apresentam estrutura cristalina romboédrica, a fase a-TCP estrutura monoclinica e a estrutura
cristalina da fase o’-TCP ndo € conhecida, devido a dificuldade de preparacdo. As fases o e -
TCP apresentam a mesma habilidade de osteoconducdo, porém a fase o-TCP apresenta maior
bioatividade, sendo este fato atribuido ao arranjo estrutural desta fase que possibilita que uma

. . L, 2 .. . 1, .
maior quantidade de fons Ca™" e PO’ sejam trocados com o meio bioldgico.
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Dentre estas fases, a que desperta maior interesse para utilizacio em implantes
bioceramicos é o B-TCP, pois € o que apresenta maior estabilidade quimica, resisténcia mecanica
e taxa de bioabsor¢do mais adequada a este tipo de aplicagdes (ELLIOT, 1984 apud OLIVEIRA,
S.V. et al, 2009; RYU; YOUN; HONG; CHANG:; LEE; CHUNG, 2002; RYU; YOUN; HONG:;
KIM; LEE; CHANG; LEE; CHUNG, 2002). Porém, ambas as formas sdo de uso normal em
muitas aplicacdes clinicas na odontologia, ortopedia e cirurgias maxilo-facial, sendo o B-TCP o
componente de vdrias bioceramicas comerciais mono e bifdsicas e o o-TCP o maior constituinte

de varios cimentos dsseos (CARRODEGUAS et al, 2008).

Durante a transformacgdo polimorfica da fase beta para a fase alfa ocorre uma expansao da
estrutura devido a mudancga da estrutura romboédrica de densidade aproximadamente 3,07g/c:m3
para a estrutura monoclinica de densidade 2,87g/cm3. Esta diferenca de volume gera tensdes na
estrutura do material que podem ocasionar microtrincas na estrutura. Uma alternativa para evitar
tal problema € sinterizar o B-TCP a temperaturas inferiores a transformacao B-o, porém nestas

temperaturas obtém-se corpos ceramicos com baixa resisténcia mecanica (OLIVEIRA, S.V. et al,

2009).

O alfa fosfato tricdlcico, a-TCP (a-Caz(POs),), quimicamente denominado de alfa-fosfato
tricdlcico tribdsico, normalmente é preparado a partir do B-TCP pelo aquecimento acima de
1125°C, e pode ser considerada uma fase de alta temperatura do 3-TCP. Embora o o.-TCP e o -
TCP tenham exatamente a mesma composi¢do quimica, eles diferem na estrutura cristalina e

solubilidade. A fase o-TCP € mais reativa em sistemas aquosos € tem maior energia especifica

(FERREIRA, 2009).

3.5 Fosfato de calcio bifasico - BCP

Bioceramicas de fosfato de calcio bifasico (BCP) consistem de uma mistura de
hidroxiapatita e beta-fosfato tricdlcico com fragdo varidvel de HA/B-TCP. A hidroxiapatita

praticamente ndo se degrada sob as condi¢des fisiologicas e permanece dentro do tecido 6sseo
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regenerado. Por outro lado, o B-TCP, comparado com a hidroxiapatita, é vantajoso do ponto de
vista da degradabilidade, mas sua alta taxa de biodegradacdo pode levar a insuficiente
estabilidade bioldgica in vivo, além de ser, também, mais fragil (TAKAHASHI; YAMAMOTO;
TABATA, 2005; TANIMOTO et al, 2009). Assim, os BCPs sdo os mais utilizados devido ao fato
destas ceramicas serem mais efetivas no reparo ou regeneracdo dssea que a hidroxiapatita e o 3-
TCP puros, e apresentarem uma taxa de degrada¢do controlada pela quantidade de TCP utilizada
(RAMAY; ZHANG, 2004; TANIMOTO et al, 2009; GUASTALDI; APARECIDA, 2010). O
interesse na utilizacdo do BCP € devido a esta dissolu¢@o controlada e devido a sua estrutura, que
favorece o crescimento Osseo a custa da bioceramica (DACULSI et al, 2003). Ramay e Zhang
(2004) mostraram que implantes de fosfato de cdlcio bifasico (BCP) apresentaram novos tecidos

Osseos poucas semanas depois da implantacdo nos locais (RAMAY; ZHANG, 2004).

O BCP ¢ obtido quando uma apatita, sintética ou bioldgica, deficiente de célcio €
sinterizada acima de 700°C. A extensdo da deficiéncia de cdlcio (Ca/P < 1,67) depende do
método de preparacdo do material (precipitacdo, hidrélise ou mistura mecanica), do pH da reacdo
e da temperatura de preparacdo da hidroxiapatita ndo sinterizada. A deficiéncia em célcio
determina a fracio HA/B-TCP no BCP, e esta fracdo determina a reatividade do material: quanto
menor a fracdo, maior a reatividade (expressa como a extensdo da dissolug@o in vitro em uma
solucdo tampdo 4cida). Porém, o controle preciso desta relacdo € dificil de ser obtido
(TANIMOTO et al, 2009). O tamanho das particulas, as macro e microporosidades também sao

fatores que afetam a reatividade do BCP e sdo afetados pelas condigdes de sinterizagdao

(DACULSI et al, 2003).

O BCP, utilizando o fosfato tricdlcico, nas formas a e P, juntamente com a hidroxiapatita

encontra aplicacdes na ortopedia e odontologia, como material de preenchimento de cavidades e

defeitos 6sseos e de fixagao de tecidos moles.

3.6 Producao de microesferas

H4 muitos relatos sobre recobrimentos e materiais compoésitos com HA. Entretanto ha
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poucos relatos sobre microesferas de HA, especialmente microesferas ocas. A hidroxiapatita
nesta condi¢do apresenta propriedades incomuns, como grande drea superficial e boa fluidez, e
tem recebido muita atencdo devido a sua estrutura especial, propriedades mutdveis e ampla gama

de aplicacdes (SUN; LU; CHEN, 2009).

Microesferas com farmacos incorporados tém sido propostas para o tratamento de doencgas
que necessitam de concentracdo constante de medicamento na corrente sanguinea possibilitando a
redu¢do de multiplas administra¢des ou a atuacao direta em células ou 6rgaos especificos. Assim,
consegue-se uma alta concentracio do medicamento no local, como por exemplo, agentes
antitumorais aplicados diretamente na lesdo. A respeito disto, uma relacdo direta entre a rota de
administracio do farmaco e o tamanho da particula deve ser considerada (ESPOSITO;
CORTESI; NASTRUZZI, 1996; CORTESI et al, 1999; PRADEESH et al, 2005). Dependendo do
tamanho, as particulas encontram aplicacdo em procedimentos cirtrgicos dentais, periodontais,
maxilo-faciais, ortopédicos, incluindo preenchimentos, reparos e aumento de tecidos (KOMLEV;
BARINOV, KOPLIK, 2002). Por exemplo, microesferas com didmetros na faixa de 20 a 100um
podem ser utilizadas para administracdo subcutianea ou intramuscular, uma vez que sdo retidas no
tecido intersticial atuando como depdsito para liberacdo controlada. Particulas menores tém sido
propostas para o tratamento de infeccdes, alergias e artrite, devido a capacidade de serem
utilizadas em locais mais delicados como olhos, pulmdes e articulacdes (ESPOSITO; CORTESI;
NASTRUZZI, 1996). Na odontologia granulos com diametro médio de 425-600um sdo
recomendados para aplicagdes periodontais, com didmetros entre 425-1000um para cirurgias
orais e entre 300-400um para aumento do rebordo alveolar (PAUL; SHARMA, 1999). Gauthier
et al (1999) relatam o uso de microesferas com didmetros de 20-40um e 200-500um em
substitutos 6sseos injetaveis. Narurkar e Lizzul (2010) citam a utilizagdo de microesferas de
hidroxiapatita na faixa granulométrica de 25-45um, suspensas em um gel aquoso para

preenchimentos dérmicos.

Sistemas particulados para liberagdo e aplicagdo de medicamentos devem apresentar
melhor biodisponibilidade, resposta terapéutica previsivel, maior eficicia e seguranga, e tempo de
liberacdo controlada e/ou prolongada. Para esta finalidade, encapsulamento de firmacos em uma

matriz biodegraddvel e sistemas baseados em ceramicas porosas tém sido propostos, com
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particular atencdo no uso da hidroxiapatita como uma ceramica constituinte do sistema, por ser
largamente empregada na reparagdo de ossos, ser ndo toxica e osteocondutiva. O
desenvolvimento de sistemas particulados HA-medicamento, por exemplo, antibidticos, com
liberagdo controlada, ¢ um importante tendo em vista a taxa de infeccdo em cirurgias dsseas. Isto
€ especialmente importante no caso de uma distribuicdo deficiente do farmaco no local da
infeccdo devido a limitada circulagdo sanguinea do tecido 6sseo (KOMLEV; BARINOV;
KOPLIK, 2002).

O comportamento das particulas no organismo depende de sua morfologia e microestrutura.
Sabe-se que particulas com morfologia irregular causam reacdes inflamatérias, assim, granulos
arredondados e mais lisos sdo preferidos para preenchimento de defeitos teciduais. Sabe-se,
também, que a cinética de liberagcdo do medicamento € afetada pelo tamanho, quantidade e

distribuicao dos poros (KOMLEV; BARINOV; KOPLIK, 2002).

Uma estrutura porosa promove adesdo celular, proliferacdo e diferenciacdo, e apresenta
vias para transporte de fluidos biolégicos. Consequentemente, uma alta porosidade, com estrutura
de poros interconectados, geralmente favorece a regeneracao tecidual (RAMAY; ZHANG, 2004).

Muitos métodos t€m sido desenvolvidos para produzir microesferas de HA, com dimensdes
variando de submicrométricas a micrométricas, para o uso em sistemas de liberacdo de
medicamentos. As microesferas produzidas podem apresentar morfologia esférica s6lida ou oca,
densas ou porosas, particulas em forma de anéis, ou ainda, vazadas no centro (ESPOSITO;
CORTESI; NASTRUZZI, 1996; SUN; LU; CHEN, 2009). A maioria destes métodos apresenta a
desvantagem de usar solventes organicos ou 6leos, necessitando entdo de vdrios estdgios de

lavagem para eliminéd-los (RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 20006).

Para a obten¢do de formas particuladas, os primeiros registros de tentativas de aplicacao da
técnica de microencapsulamento datam de 1930. Desde entdo, técnicas vém sendo estudadas e
aplicadas em diversos setores industriais como o farmacéutico, permitindo o desenvolvimento de
formulas de liberacdo controlada de medicamentos e apresentando a capacidade de liberar o
agente ativo apenas no local ou 6rgao onde este deve agir. Estas técnicas encontram aplicacao,

também, no setor de agrotéxicos, diminuindo a toxicidade e contaminacdo ambiental com a
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liberacdo controlada de defensivos agricolas, além dos setores alimenticios, de cosméticos,

pigmentos, adesivos, encapsulamento de células vivas, dentre outros (SUAVE et al, 2006).

Um aspecto de grande importancia no micro encapsulamento de um produto € a escolha do
material encapsulante, que deve ser selecionado em funcdo das propriedades fisico-quimicas do
agente ativo, da aplicacdo pretendida e do método de formacdo das microparticulas.
Microparticulas sdo subdivididas em microesferas e microcdpsulas, segundo a sua estrutura. Sao
denominadas microesferas quando constituidas por particulas compactadas, onde a substincia
ativa se encontra distribuida no seu estado sélido ou molecular. As microcdpsulas sdo
constituidas por um nucleo contendo o agente ativo recoberto por uma camada de espessura

variavel (SUAVE et al, 2006).

Na preparacdo de microesferas microestruturadas de hidroxiapatita pardmetros como
quantidade de hidroxiapatita, tipo e concentracdo do estabilizador, velocidade de agitacdo e
temperatura de preparacdo tém efeito sobre o tamanho e a forma das particulas obtidas, que por
sua vez, influenciam na microestrutura sinterizada (PRADEESH et al, 2005). Medeiros (2009)
acrescenta que o didmetro médio das particulas depende, ainda, do tipo de equipamento
empregado e da concentracdo do polimero. Em relacdo a utilizacdo de polimeros, vérios estudos
tém sido realizados utilizando, por exemplo, gelatina, coldgeno e quitosana para a preparacao de
microesferas de HA, como os apresentados por Paul e Sharma (1997, 1999), Hsu, Chueh e Wang
(1999), Qiu, Ducheyne e Ayyaswamy (2000), Borden et al (2002), Komlev, Barinov e Koplik
(2002), Krylova et al (2002), Sivakumar; Manjubala e Rao (2002), Sunny, Ramesh e Varma
(2002), Sivakumar e Rao (2003), Wu et al (2004), Qiu, Xiao e Liu (2008), entre outros.

3.6.1 Processos

A formagdo de microparticulas é muito semelhante a formacado de microcépsulas, assim o

estudo da formacao das segundas pode ser aplicado na producdo das primeiras.

Existem vérios métodos para producdo de microcdpsulas. A escolha do mais adequado €
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feita dependendo da solubilidade do material do nicleo e do constituinte da casca; do tamanho de
capsula desejado; da espessura e da permeabilidade ideal da membrana, bem como da taxa e
forma ideais de liberagdao. Os processos de microencapsulamento podem ser classificados em
quimicos e mecanicos, a saber:

* processos quimicos: coacervagdo, incompatibilidade polimero-polimero, polimerizacao
interfacial em interfaces liquido-liquido, polimerizagdo in situ, evaporacdo de solvente, extrusdao
com bocal submergido;

* processos mecanicos: spray drying, leito fluidizado, polimerizagdo interfacial em
interfaces solido-gas ou liquido-gds, extrusao com centrifugacdo, extrusao ou gotejamento em um

banho de dessolvatagdo, separacio por suspensdo rotacional (spinning disk).

A coacervagdo pode ser controlada de modo a produzir vérios diametros de
microcdpsulas/microparticulas e/ou espessuras de revestimento diferentes. O didmetro da
capsula/particula é funcdo do tamanho do material a ser encapsulado. No caso de liquidos, o
tamanho das gotas determina o tamanho das cédpsulas. Os demais fatores que afetam o tamanho
sdo:

* velocidade de agitacao;

* teor de solidos da fase organica;

» viscosidade da fase aquosa;

* viscosidade da fase organica;

* concentragdo e tipo de tensoativo;

* configuracao do vaso e do agitador;

* quantidade de organicos e fase aquosa;

* perfil de temperatura durante a produgdo (SOUZA, 2010).
Segundo Jyothi et al (2009) existem vérias técnicas para o encapsulamento de materiais.

Basicamente os métodos podem ser divididos em trés tipos: quimicos, fisico-quimicos e fisico-

mecanicos, mostrados na tabela 2 a seguir.

25



Tabela 2 - Técnicas utilizadas para microencapsulamento

Processos fisico-
Processos quimicos Processos fisico-quimicos .
mecanicos

Polimerizacgao interfacial Coacervagdo e separacdo | Spray drying e

de fases congelamento
Polimerizacao in situ Encapsulamento por sol- | Recobrimento por leito

gel fluidizado
Policondensagao Microencapsulamento Pan coating

assistido por CO,

Evaporacdo de solvente

Fonte: JYOTHI et al, 2009.

A eficiéncia de encapsulamento de microparticulas ou microesferas ou microcdpsulas
depende de vdrios fatores distintos como concentra¢do do polimero, solubilidade do polimero no
solvente, taxa de remogdo do solvente, solubilidade do solvente organico na agua, etc. (JYOTHI

et al, 2009).

Cortesi, Nastruzzi e Davis (1998) e Cortesi et al (1999) na preparacdo de microesferas de
gelatina utilizaram um misturador mecanico para formar uma emulsdo agua/dleo sob condic¢ao
laminar de agitacdo, e utilizaram acetona para desidratar e flocular as gotas coacervadas. A
remog¢ao do dleo residual foi realizada por lavagem das microesferas com acetona. Cortesi,
Nastruzzi e Davis (1998) relataram que bons resultados foram obtidos usando recipientes com

50mm de diametro e misturador tipo rotor de turbina com trés hélices de 35mm de diametro.

Quando o tamanho das particulas € inferior a lum s3o chamadas nanoparticulas,
nanocdpsulas ou nanoesferas e particulas apresentando diametros entre 3 e 800um sao chamadas
de microparticulas, microcdpsulas ou microesferas e particulas maiores que 1000um sdo

conhecidas por macroparticulas (JYOTHI et al, 2009).

As microparticulas produzidas podem ser estabilizadas por reticulacdo do polimero,
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desolvatacdo ou tratamento térmico. Reticulacio é a formacao de ligagdes quimicas entre cadeias
moleculares para formar uma rede tridimensional de moléculas conectadas, tornando, assim, as

microparticulas insoludveis.

Segundo Jyothi et al (2009) diferentes parametros afetam a efici€éncia de encapsulamento de
microparticulas/microcapsulas/microesferas. Fatores como alta solubilidade do polimero no
solvente orgénico, baixa solubilidade do solvente orginico na dgua, baixa concentracdo do
polimero, elevada fracio fase dispersa/fase continua e baixa taxa de remog¢do do solvente, levam
a uma solidificacdo lenta de microparticulas, que levam a uma baixa eficiéncia de
encapsulamento. Por outro lado, uma alta eficiéncia de encapsulamento € obtida quando ocorre
rapida solidificacdo de microparticulas, o que € devido a baixa solubilidade do polimero no
solvente orgénico, alta solubilidade do solvente organico na dgua, alta concentragdo do polimero,

baixa fragdo fase dispersa/fase continua e taxa de remog¢ao do solvente rapida.

Yeom et al (2000) caracterizando o microencapsulamento descrevem que o tamanho das
microcdpsulas € dependente das seguintes condi¢des de processamento: concentracdo do
polimero na solugdo, teor do emulsificante, velocidade de agitacdo, teor do agente reticulante,

solvente organico utilizado, etc.

Em relacdo ao processamento de materiais ceramicos, a maioria envolve, em pelo menos
uma de suas etapas, a obten¢do de um fluido constituido por uma mistura de pds e liquidos. Estas
misturas podem ser submetidas a processos de agitacdo, filtragem, bombeamento, dentre outros, e
assim o controle das propriedades que influenciam a reologia do sistema se torna uma ferramenta
indispensavel. Dentre os fatores que influenciam a reologia do sistema podem ser destacados:
concentracdo volumétrica de sélidos; caracteristicas do meio liquido (como densidade);
temperatura; caracteristicas fisicas das particulas (como distribui¢do granulométrica, densidade,
morfologia, drea superficial especifica, etc.); tipo de interagdo entre as particulas (repulsiao,
atracdo); e quando utilizados dispersantes e aditivos, a concentracdo de moléculas de dispersante
no meio liquido; peso molecular e conformacgdo espacial da molécula de aditivos; espessura da
camada de moléculas de dispersante adsorvidas em torno das particulas (BRITO; GOUVEA;

GANZELLA, 2007).
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Existem muitos relatos sobre técnicas de desenvolvimento de granulos de hidroxiapatita
com geometria irregular ou esférica. Para a producdo de granulos esféricos e porosos de HA,
Komlev, Barinov e Koplik, (2002) citaram uma producdo por dispersdao de uma mistura de
HA/quitosana em um meio de dispersao composto de parafina liquida, com adi¢do de
glutaraldeido para reticulacdo e endurecimento das esferas, com aquecimento posterior para
queima da quitosana. Porém, o exemplo citado apresenta o inconveniente de usar parafina e
glutaraldeido. Assim, estes autores propuseram um método, para preparar granulos porosos, que é
simples, versatil e limpo, comparado com o descrito anteriormente, uma vez que ndo usa
substancias toxicas para reticulagdo e usa 6leo alimenticio como meio de dispersdo. O método
proposto é baseado na imiscibilidade de liquidos. No estudo apresentado foi utilizada uma
suspensao de hidroxiapatita/solucdo de gelatina dispersa em 6leo, e produzidas microesferas com
diametros na faixa de 50 a 2000um, sendo o didmetro médio e a distribuicdo de tamanho

dependentes da velocidade de agitacdo e da fracdo HA/gelatina na suspensao inicial.

3.6.2 Formacao de microcapsulas por processo baseado em imiscibilidade de liquidos

Quando dois liquidos imisciveis sd@o misturados, sob agitacdo, € formada uma dispersao
onde simultaneamente ocorre um continuo rompimento e coalescéncia de gotas formadas.
Segundo Shinnar (1961 apud PINTO, 2006), o tamanho médio das gotas € dependente das
condi¢des de agitacdo que afetam a dispersdo das seguintes formas: ocorre o rompimento das
gotas em regides de alto cisalhamento perto do agitador, a velocidade turbulenta e as variacdes de
pressdao ao longo da superficie de uma Unica gota podem causar o seu rompimento e, O
escoamento turbulento pode acelerar ou diminuir a coalescéncia das gotas. A figura 1 mostra,
esquematicamente, o mecanismo de rompimento de uma particula deformada sob o efeito das
forcas de cisalhamento, e o mecanismo de coalescimento de particulas devido a colisdo entre

elas.
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Figura 1 — Esquema dos mecanismos de rompimento (a) e coalescimento (b) de particulas.

Fonte: PINTO, 2006, p.13, 15.

Em uma dispersdo os trés processos ocorrem simultaneamente e o tamanho médio da gota
da dispersdo € determinado pelo que acontece no pequeno volume de fluido em torno de cada
gota. Neste volume, a gota fica exposta as forcas inerciais devido a flutuacdes da velocidade, e a
forcas viscosas de cisalhamento, ocorrendo uma deformacdo. Quando a deformacgdo é grande, as
gotas se tornam instdveis e se rompem em dois ou mais fragmentos. Mas para se tornar instavel, a
energia cinética de oscilacdo deve ser suficiente para prover o ganho na energia superficial

devido ao rompimento. (PINTO, 2006).

De acordo com Narshiman et al (1980 apud PINTO, 2006), o rompimento das particulas pode

ser classificado em:

a) rompimento erosivo, em que sdo geradas uma ou mais particulas filhas e uma ou mais
particulas satélites, sendo que o volume de cada uma destas particulas satélites € muito
menor que o da particula filha;

b) rompimento completo, em que sdo geradas vdrias particulas filhas; e

¢) rompimento bindrio, em que sdo geradas duas particulas, mas que raramente t€ém o mesmo

volume.

Segundo Kumar et al (1992 apud PINTO, 2006) o rompimento de gotas ndo ocorre de uma s
vez e sim em multiplos estdgios. Em um recipiente agitado, o rompimento € confinado em uma

pequena regido muito préxima ao agitador e no resto do recipiente ocorrem ndo somente
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coalescéncia, mas também a recirculacdo de uma gota novamente para a regido do agitador. Uma
gota deformada pode relaxar na zona de circulagdo apenas parcialmente e entrar na zona do
agitador em um estado deformado. Este processo pode continuar por muitos ciclos antes que a
gota finalmente se quebre. Desta forma, para que ocorra o rompimento da gota, o recipiente com
a dispersdo, sob agitacdo, deve ser dividido em duas zonas, a zona de deformacgdo e a zona de

relaxamento.

Na zona de deformacdo, localizada na proximidade do agitador, a gota se deforma sobre a
influéncia da tensdo turbulenta, ocorrendo uma resisténcia a deformacdo devido a tensdo
interfacial e a tensdo viscosa. A gota parcialmente deformada entra na zona de relaxamento, onde
a tensdo turbulenta € nula, e neste momento, a gota relaxa devido a tensao interfacial, a0 mesmo
tempo em que o relaxamento estd sendo retardado pela tensdo viscosa. O relaxamento continua
durante o tempo de permanéncia da gota na zona de relaxamento e a gota parcialmente relaxada
entra novamente na zona de deformacao. Assim, hd uma continua recirculacdo das gotas entre as
zonas de deformacdo e relaxamento. Este processo pode ocorrer por muitos ciclos antes que a
gota se divida ou atinja uma situacdo onde a sua elongacdo em um ciclo seja exatamente
balanceada por sua retra¢do. Desta forma, o didmetro maximo de uma particula pode ser definido
como o maior didmetro da gota que entra na zona de deformac¢ao, sem deformaciao no comego do

primeiro ciclo, e pode subsequentemente passar por infinitos ciclos de deformacdo e relaxamento

sem se romper (PINTO, 2006).

Durante a agitacdo da dispersdo, flutuacdes na velocidade local aumentam a taxa de colisdao
entre as gotas e a possibilidade de ocorrer de coalescéncia Porém, nem todas as colisdes resultam
em imediata coalescéncia, somente um pequeno numero. Isto porque o filme liquido existente
entre as gotas age como um eldstico amortecedor. Quando duas gotas aderem uma a outra, a
espessura deste filme decresce gradualmente devido a difus@o. Entretanto, as flutuacdes de
velocidade turbulenta podem dar energia suficiente para causar a separacao das duas gotas antes

da ocorréncia da coalescéncia (PINTO, 2006).

Segundo Lowry et al (1986 apud PINTO, 2006)) a coalescéncia de particulas em uma

dispersdo pode ocorrer devido a trés fatores:
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a) movimento Browniano - com coalescéncia induzida pela energia térmica contida nas
particulas coloidais, onde a intensidade de movimento é diretamente proporcional a
temperatura e inversamente proporcional ao tamanho de particula;

b)  agitacio do fluido pelo agitador — o movimento do fluido forma gradientes de
velocidade que podem aumentar a forga e frequéncia das colisoes;

C) coagulacdo na interface ar-liquido - ocorre quando as particulas sao adsorvidas nesta
interface, mas este tipo de coagulagdo pode ser minimizado pelo controle da area

superficial gas-liquido.

Um dos principais fatores que afetam a estabilidade de uma suspensdo eletricamente
carregada € a presenca ou auséncia da camada elétrica em torno das particulas suspensas. Durante
a colisdo de duas particulas suas camadas elétricas se sobrepdem. Se forem de mesmo sinal, estas
tendem a se repelir, evitando a coalescéncia. A intensidade da inibicdo da coalescéncia é dada
pela espessura das camadas elétricas. A espessura desta camada elétrica € muito sensivel a forca
16nica da soluc@o. Assim, a forca idnica e o pH da reacdo tém de ser bem controlados, pois se
esta precaucdo ndo for tomada, a estabilidade da emulsdo € completamente destruida (PINTO,

2006).

Yeom et al (2000) afirmam que tamanho das cdpsulas produzidas € determinado pelo
tamanho das gotas formadas na emulsdo e estd associado com as forgas cisalhantes viscosas
desenvolvidas no sistema, e ndo € afetado pela cinética de reticulacdo. Assim, o tamanho das
capsulas é uma funcdo direta da concentracio do polimero, da quantidade do agente
emulsificante e da velocidade de agitacdo. No trabalho desenvolvido, quando foram utilizadas
baixa concentra¢do de polimero e baixa velocidade de agita¢do, foram encontrados residuos do
polimero e capsulas partidas, observados por microscopia eletronica de varredura. Isto pode ser
explicado em termos do balanco entre o tamanho das cdpsulas produzidas e a espessura das suas
paredes. As paredes das cdpsulas formadas com baixa concentra¢do de polimero podem ser mais
finas enquanto que as de capsulas formadas com baixa velocidade de agitacdo tendem a ser
maiores. Portanto, as microcdpsulas formadas com baixa concentracdo e baixa velocidade de
agitacdo apresentam paredes tdo finas que ndo podem manter a forma da cépsula e se rompem

devido as forgas cisalhantes do processo, por causa da baixa resisténcia mecanica. Entretanto,
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quando a velocidade de agitacdo € suficientemente alta, as cdpsulas podem ser formadas mesmo
com baixa concentragdo de polimero, pois mesmo as cdpsulas apresentando paredes finas, os
diametros pequenos compensam o balanc¢o entre tamanho e espessura das paredes, assim capsulas

menores podem ser obtidas nestas condicoes.

No trabalho de Pradeesh et al (2005) estudos da morfologia da fratura de microesferas
contendo 50% de HA mostraram esferas densas e ocas, enquanto que microesferas preparadas
com um teor maior de HA mostraram apenas esferas densas. No caso das microesferas
preparadas com teor de HA até 50%, a maioria das microesferas maiores € oca, enquanto que as
menores sdo densas. A formacdo das microesferas ocas, no caso das maiores, ocorre,
principalmente, devido ao fato dos granulos hidrofilicos de HA nas gotas terem a tendéncia de se
mover em direcdo a superficie, enquanto que o polimero hidrofébico se move da superficie para o
centro. Assim, o centro das gotas apresenta uma concentracdo de polimero relativamente alta.
Durante a retirada no polimero por tratamento térmico, o polimero é queimado e o centro das
microesferas se torna um vazio. A superficie de cada gota se torna resistente apresentando uma
alta concentracdo de HA. Porém, no caso de microesferas pequenas, a solidificacdo € répida,
restringindo o tempo de migracdo da HA para a superficie, mantendo assim uma distribui¢cdo
uniforme na matriz polimérica. O polimero removido durante a sinterizacdo deixa apenas oS
granulos de HA uniformemente distribuidos pelas particulas, reduzindo as chances de formacao

de microesferas ocas.

3.6.3 Fatores de influéncia na produgdo de microesferas pelo processo baseado na imiscibilidade

de fases

3.6.3.1 Particulas sélidas
A fracdo fase ceramica/solu¢dao do polimero é um parametro critico para as microesferas
sinterizadas, devendo ser cuidadosamente selecionado. Microesferas com diferentes porosidades

podem ser produzidas por este método, variando a granulometria e quantidade do pé cerdmico

(RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 2006).
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A reologia de uma suspensao depende do estado de dispersdo, ou seja, da concentracdo de
sOlidos e da distribuicdo de tamanho das particulas que a compdem. Em uma suspensdo, pode-se
considerar que parte do liquido presente seja utilizada para recobrir a superficie das particulas e
ocupar os intersticios entre elas e parte fica disponivel para promover a separagdo, formando uma

camada de liquido entre as mesmas (ORTEGA; PILEGGI; PANDOLFELLI, 1999).

A andlise da influéncia da distribui¢dao granulométrica sobre a densidade de empacotamento
e o grau de hidratagdo do sistema mostra que uma distribui¢do continua de particulas leva a um
melhor empacotamento, enquanto que uma distribuicdo heterogénea apresenta maior taxa de
hidratacdo. Uma maior densidade de empacotamento, onde o grau de hidratacdo € menor, leva a

formacdo de materiais com menor porosidade (CASTRO; PANDOLFELLI, 2009).

Para a obten¢do de microestruturas homogéneas, puras e finas, pés puros com tamanhos
pequeno, médio e grande devem ser usados. Entretanto, para um médximo empacotamento e
minima contracdo apds a queima, uma mistura de aproximadamente 70% de particulas grosseiras

e 30% de finas sdo sugeridas (DOROZHKIN, 2010).

Pradeesh et al (2005) citam que aumentando a quantidade de particulas s6lidas de HA
aumenta-se o diametro das microesferas, sendo este aumento do diametro devido, principalmente,
a maior viscosidade da fase dispersa. E, devido a esta alta viscosidade, a quebra das gotas
maiores em menores € dificil em velocidades mais baixas. Observaram, também, que a
porosidade das microesferas decresce com o aumento da quantidade de HA, devido ao aumento
na fracdo HA/polimero da fase dispersa. Aumentando o teor de HA aumenta o empacotamento
dos granulos nas microesferas o que por sua vez aumenta a sinteriza¢ao e reduz o tamanho de

poros/volume.

3.6.3.2 Concentragdo do polimero (ligante das particulas sélidas)
A eficiéncia do encapsulamento aumenta com o aumento da concentracdo do polimero

(JYOTHI et al 2009).
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Quando a concentracdo do polimero € muito baixa, microcdpsulas ndo sdo obtidas por
causa de uma parede muito fina formada. Por outro lado, quando o teor é muito alto, uma grande
coesdo ocorre e microcdpsulas dispersas ndo sdo obtidas por causa da grande viscosidade das

gotas formadas (YEOM et al, 2000).

O tamanho das microcdpsulas € intensamente afetado pela concentragdao do polimero. Uma
alta concentragdo resulta em cdpsulas maiores e larga distribuicdo de tamanho. Esta tendéncia
estd associada com o aumento da viscosidade da solugdo polimérica devido ao aumento da
concentracdo do polimero. Em geral, liquidos mais viscosos exibem uma maior resisténcia a
quebra e deformacdo que fluidos com baixa viscosidade quando agitados. Consequentemente,
eles formam gotas maiores e mais estdveis na emulsdo comparados com os menos viscosos. E
normal que a medida que a viscosidade da fase polimérica aumente, a distribui¢cdo de tamanho se

torne mais larga e se desloque para didmetros maiores (ESPOSITO; CORTESI; NASTRUZZI,
1996; TABATA, 1999; YEOM et al, 2000; ROKHADE et al, 2006).

Komlev; Barinov; Koplik (2002) produziram microesferas de hidroxiapatita utilizando
gelatina como polimero ligante e observaram que a quantidade de poros abertos nos granulos
sinterizados depende da quantidade de gelatina utilizada na mistura inicial com o p6 de
hidroxiapatita e com a temperatura de sinterizagdo. A porcentagem de contracdo dos granulos
depende da temperatura de sinterizacdo e da quantidade de gelatina utilizada na solucdo. Na
sinterizacdo os ligantes organicos sdo removidos através de aquecimento em ar para oxidar as

fases organicas em di6xido de carbono e 4gua (DOROZHKIN, 2010).

Os polimeros naturais sdo preferidos por sua baixa toxicidade e biocompatibilidade, e
dentre eles a gelatina € considerada uma boa matéria-prima devido a facilidade em formar filmes,
nano e macro particulas, além de estar disponivel em forma ndo pirogénica, um importante
requisito para formulacdes injetaveis, poder ser utilizada em sistemas de liberagdo que requerem
bioadesdo, por ser biodegradavel, ndo carcinogénica, e por apresentar baixo custo (ESPOSITO;

CORTESI; NASTRUZZI, 1996; CORTESI et al, 1999, VANDELLI et al, 2004).

A gelatina é praticamente inodora e insipida. Normalmente é classificada de acordo com
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sua forca de gelificacdo, expressa em termos de bloom, que é a for¢ca em gramas que quando
aplicada com um penetrador de 12,7mm de didmetro produz uma depressio de 4mm de
profundidade na gelatina gelificada contendo 6,66% de gelatina em dgua (% em peso). E
insoldvel em acetona, cloroférmio, etanol (95%), éter e metanol. E solivel em glicerina, 4cidos e
alcalis, embora dcidos fortes ou bases causem sua precipitacdo. Incha e amacia em 4gua,
gradualmente absorvendo 5 a 10 vezes seu préprio peso em dgua. E solubilizada em dgua quente
e no resfriamento a 35-40°C forma um gel. Em temperaturas acima de 40°C o sistema existe
como um sol. Um gel de alta viscosidade é formado em meios alcalinos comparado com os
formados em meios dcidos. Quando reticulada forma uma membrana insolivel em dgua (SINGH

et al, 2002).

A gelatina € incluida na lista de ingredientes inativos pela FDA e no Reino Unido aparece

na lista de farmacos licenciados e € descrita na maioria das farmacopéias (SINGH et al, 2002).

O principal inconveniente do uso da gelatina estd na sua rdpida solubilizacdo em meios
aquosos, o que resulta em perfis rdpidos de liberagdo de medicamentos (CORTESI et al, 1999;
VANDELLI et al, 2001). A solubilidade de proteinas € resultante de interagdes polares com o
solvente aquoso, interacdes iOnicas com os sais presentes e forcas eletrostiticas de atracio e
repulsdo, sendo também determinantes fatores como pH, temperatura e forca idnica (COELHO;
AMARAL, 2012). Este problema foi solucionado principalmente por procedimentos de
reticulagdo. Os fatores que podem influenciar a taxa de reticulacdo da gelatina sdo seu peso
molecular e ponto isoelétrico, as condi¢des de reticulagdo, a temperatura e o pH (CORTESI et al,
1999; VANDELLI et al, 2001). O pH em que a gelatina apresenta carga neutra ¢ definido como
ponto isoelétrico da gelatina (pl), significando que as cargas positivas sdo iguais as cargas
negativas. A gelatina, sendo uma proteina, exibe um comportamento anfétero, devido a presenga
de grupos funcionais de aminodcidos e de grupos terminais. Em meios 4cidos, ou seja, na
presenca de altas concentracdes de fons H', a gelatina é carregada positivamente e em meios
alcalinos, ou seja, na presenca de fons OH’, a gelatina € carregada negativamente. No ponto
isoelétrico as cargas positivas dos radicais NH* igualam-se as cargas negativas dos radicais

COO" (PONTO..., 2010).
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A utilizacdo de di ou polialdeidos como reticulantes aumenta a formacao de produtos pouco
soliveis ou insoliveis que podem retardar a liberacdo do medicamento encapsulado. Porém, a
presenca residual destes agentes de reticulagdo pode levar a efeitos toxicos secunddrios, além de
reacOes indesejdveis com o medicamento, o que pode resultar na formacdo de derivados téxicos
ou inativos. Para eliminar tais inconvenientes t€ém sido propostos outros processos para
reticulacdo como tratamentos térmicos para endurecimento e o uso de agentes reticulantes
naturais, como agticar ou compostos derivados de actcar a fim de conseguir uma liberacdo de

medicamentos em longo prazo (CORTESI et al, 1999; VANDELLI et al, 2001).

Tabata et al (1999) prepararam microesferas de gelatina sem usar qualquer surfactante,
usando a natural gelatinizag¢do da solucdo aquosa de gelatina com o abaixamento da temperatura.
Adicionalmente ao abaixamento da temperatura, uma alta viscosidade do Oleo previne a
aglomeracdo das microesferas durante a preparacdo, sendo também, possivel reticular a gelatina
das microesferas devido a sua baixa solubilidade em 4gua fria. Esta reticulacdo pode também ser

realizada com o uso de substancias quimicas.

3.6.3.3 Fase continua
Em relacdo a frac¢do de fase dispersa/fase continua, a eficiéncia de encapsulamento aumenta

a medida que o volume da fase continua aumenta (JYOTHI et al, 2009).

Tabata et al (1999) sugeriram usar 6leo como uma alternativa para sistema de emulsao para

a preparacao de microesferas devido a sua alta viscosidade que pode prevenir a agregacao.

No caso da utilizacdo de um 6leo como fase continua, o tipo de 6leo utilizado € importante
para as dimensdes das microesferas, para sua recuperacdo e para a prevenciao de formacdo de

aglomerados (ESPOSITO; CORTESI; NASTRUZZI, 1996).

A viscosidade do sistema aumenta com a concentracdo da fase que apresenta sdlidos,
porque com o aumento do teor de sélidos, diminui a distincia média entre as particulas

acelerando a formagdo de aglomerados. Quanto maior o teor de sdlidos, mais dificil é a
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estabilizacdo da suspensdo, uma vez que as forgas repulsivas para superar a atracdo entre as
particulas devem ser maiores que em suspensdes com menor teor de sélidos (OLIVEIRA;

SEPULVEDA; PANDOLFELLI, 1998).

Komlev, Barinov e Koplik (2002) na produg¢do de microesferas encontraram maior
quantidade de granulos maiores com o uso de 6leo em temperatura mais baixa. Na verdade os
parametros envolvidos na determinagdo das dimensdes sdo viscosidade e tensdao superficial do

Oleo, que sdo afetados pela temperatura.

3.6.3.4 Velocidade de agitagcdo

Na producdo de granulos esféricos de hidroxiapatita por um método baseado na
imiscibilidade de liquidos, Komlev, Barinov e Koplik (2002) descrevem que ao ser adicionada a
mistura contendo o material que se deseja conformar em esferas no meio de dispersdo, a agitacao
resulta na formacdo de esferas devido as tensdes superficiais. O método permite a producdo de
granulos em uma larga faixa de dimensdes, dependendo dos parametros utilizados. A distribui¢dao
de tamanho obedece a uma func¢do de distribui¢do normal e a quantidade de granulos grosseiros
aumenta, geralmente, com a diminui¢do da velocidade de agitacdo e da temperatura do meio de
dispersdo. O tamanho médio e a distribui¢do de tamanho dos granulos depende da velocidade de

agitacdo e da fracdo HA/gelatina na suspensao inicial.

Na produ¢do de microesferas Esposito; Cortesi; Nastruzzi, (1996), Tabata et al (1999) e
Pradessh et al (2005), verificaram que um aumento na velocidade de agitacdo causa um
decréscimo no tamanho das microesferas devido a quebra das gotas maiores da fase dispersa em

gotas menores devido ao aumento da velocidade de agitacao.

A taxa de agitagcdo na suspensao ¢ um dos fatores determinantes da distribuicdo do tamanho
de particula, j4 que € a principal causa da dispersdo. A fase a ser dispersa estd sujeita as
flutuagdes turbulentas de pressdo ou forcas de cisalhamento viscosas, que forcam o seu
rompimento em pequenas gotas, que assumem uma forma esférica sobre a influéncia da tensdo

interfacial. Estas gotas colidem com alta frequéncia e algumas destas colisdes resultam em
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coalescéncia. Caso ndo ocorra reagdo, apds um determinado tempo € atingido um equilibrio
dindmico, levando a um tamanho médio de particula estaciondrio. As gotas individuais nao
permaneceriam com o mesmo tamanho, mas ficariam sob uma cinética continua de rompimento e

coalescéncia (PINTO, 20006).

Yeom et al (2000) demonstram que o tamanho médio das microcapsulas é reduzido com o
aumento da velocidade de agitacdo. Demonstram, também, o efeito da taxa de agitacdo no
tamanho das microcdpsulas preparadas na auséncia de emulsificante, que leva a uma distribui¢do
de tamanho mais estreita e a um menor tamanho médio de particulas, estando este fendmeno
diretamente relacionado com forcas de cisalhamento. E postulado que a quebra da gota em
campos turbulentos pode ser causado pelas forcas cisalhantes viscosas, flutuacdes de pressao
turbulenta e/ou flutuacdes da velocidade relativa. Entretanto, acima de certa velocidade, nenhuma
variagdo significante da distribui¢io de tamanho é observada. E evidente que com o aumento da

agitacdo, o tamanho das microcédpsulas diminui acentuadamente até um valor limite.

3.6.3.5 Agente reticulante
A reticulagdo das cadeias poliméricas, também denominado de reacdo de entrecruzamento,
¢ um tipo de modificacdo que visa unir suas cadeias poliméricas, ou ainda, ligar suas cadeias as

de outros polimeros gerando redes poliméricas hibridas (GONSALVES et al, 2011).

A utilizacdo de agentes reticulantes visa principalmente a modificacdo de determinadas
propriedades de um biopolimero, tais como, estabilidade quimica e térmica, rigidez estrutural,
permeabilidade, cor, capacidade de imobilizagdo de proteinas e células. Agentes de reticulagdao
sdo substincias que apresentam baixa massa molar e grupos funcionais reativos capazes de

permitir a formacao de ligacdes inter ou intracadeias poliméricas (GONSALVES et al, 2011).

O processo de reticulacdo sofre influéncia tanto de caracteristicas fisico-quimicas do
polimero quanto das condi¢des reacionais adotadas. Aumentando-se o grau de reticulagdo, reduz-
se a porosidade do material obtido, a permeabilidade a 4gua e a difusdo de possiveis substancias

aprisionadas nas redes poliméricas formadas (GONSALVES et al, 2011).
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A reticulacdo de polimeros pode ser realizada através de métodos fisicos ou quimicos. Na
reticulagcdo fisica a dissolu¢do € prevenida pelas interagdes fisicas (iOnicas) existentes entre
diferentes cadeias poliméricas ou entre regides do polimero e de um agente reticulante. Este tipo
de reticulacdo apresenta um mecanismo reacional simples e o procedimento experimental é
realizado em uma Udnica etapa. Esta reticulacio € sensivel a alteracdes do pH e da forca idnica do
meio, demonstrando menor estabilidade, e € um processo reversivel. A reticulagdo fisica pode
ocorrer por interacdo iOnica, por cristalizacio e por polissacarideos hidrofobizados.
Recentemente tem havido um crescente interesse na reticulagdo fisica. A principal razdo é que o
uso de agentes reticulantes pode ser evitado, pois, estes agentes ndo apenas afetam a integridade
de substancias a serem incorporadas, como, por exemplo, proteinas, células, mas estes agentes

sdo frequentemente compostos toxicos que devem ser removidos antes das microparticulas serem

aplicadas (PATIL, 2010; GONSALVES et al, 2011).

Na reticulagdo quimica, ligacdes covalentes estdo presentes unindo de forma permanente
sitios reativos de cadeias poliméricas diferentes, através de ligacOes intermoleculares, ou regides
distintas de uma mesma cadeia por meio de ligagcdes intramoleculares. A reticulacdo quimica €
um método bastante versatil resultando em materiais com boa estabilidade mecanica. Fatores que
afetam a reticulacdo quimica sdo tipo e concentracdo do agente reticulante, e tempo de
reticulacdo. A alta concentracdo do agente reticulante induz uma rdpida reticulacdo. Esta
reticulacdo pode ocorrer pelos seguintes métodos: reticulagdo por polimerizacdo, por aldeidos,

por reagdo de adigdo e por reagdo de condensacao (PATIL, 2010; GONSALVES et al, 2011).

O formaldeido e o glutaraldeido sdo duas substancias normalmente usadas para a
reticulagdo de microcdpsulas/microparticulas utilizando gelatina, e devido a toxicidade, a
remogdo destas substancias das formulagdes € crucial para aplicacdes médicas. H4 varios
métodos que podem remover esta substadncia, como usar nitrogénio gasoso para neutralizd-la e
posteriormente lavar com dgua. Entretanto, estes tratamentos sdo caros e demorados. Assim como
também sdo caros e demorados os processos de reticulacdo através da utilizagdo de micro-ondas
ou membranas de vidro microporosas. O uso de agentes reticulantes ndo téxicos e/ou naturais

parece ser a melhor alternativa para uso em microcdpsulas/microparticulas alimenticias e

farmacéuticas (HUANG et al, 2007).
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No preparo de microcdpsulas usando gelatina e goma ardbica por coacervagao Huang et al
(2007) utilizaram a glicerina para reticulacdo em vez do agente formaldeido. Os autores
observaram que as microcdpsulas reticuladas com glicerina apresentaram uma parede mais
permedvel que as reticuladas com formaldeido, mas o tamanho das particulas nao foi afetado
pelos diferentes agentes reticulantes. A andlise da distribuicio de tamanho mostrou que as
microcdpsulas s@ao multidispersas. Aumentando a quantidade do agente reticulante aumenta a
capacidade de encapsulamento. Entretanto, resultados indicaram que acima de uma determinada
quantidade esta habilidade diminui com o aumento do reticulante, devido a alteracdo do
mecanismo e a inabilidade de integracdo na rede depois da adicdo de uma quantidade em
excesso. A escolha da glicerina foi devido a sua seguranga, vantagens econdmicas e habilidade de
aumentar a flexibilidade da gelatina pela reducido das interagdes entre as cadeias. A glicerina é
considera um material ndo toxico e ndo irritante e € usada em uma grande variedade de
formulacdes farmacéuticas, como producdo de cépsulas flexiveis de gelatina, solventes em
solugdes orais e topicas. Apesar disso, ndo existem muitas informacdes sobre os efeitos da
glicerina em cdpsulas de gelatina. A estabilidade das microcdpsulas aumenta com o aumento no
tempo de reticulacdo, entretanto apds um tempo critico a estabilidade decresce. Longos periodos
de reticulacdo podem levar ao coalescimento e agregacdo. A determinag¢do da quantidade do
agente reticulante e do tempo de reticulagio € essencial para a producio de

microcdpsulas/microparticulas (HUANG et al, 2007).

Segundo Vandelli et al (2001), a aparéncia superficial e o tamanho das microesferas nao

sao afetados pelas condi¢des de reticulacio, isto é, tempo e concentracdo do agente reticulante.

A adi¢do do agente reticulante s6 deve ser feita apds as cdpsulas estarem completamente
formadas, assim, a quantidade do reticulante pouco afeta o tamanho e a distribui¢do de tamanho
das microcdpsulas, mesmo se adicionado em excesso. Abaixo da quantidade ideal as paredes das
capsulas ndo podem ser formadas, devido a reagdes de reticulacdo insuficientes decorrentes da
baixa quantidade do agente no sistema. Reacoes de reticulacdo lentas podem levar a producao de
microcdpsulas deformadas, ou seja, ndo completamente esféricas. A distribuicdo de tamanho das
particulas pode ser pouco afetada pela cinética da reacdo de reticulacdo, mas é afetada pelas

forcas de cisalhamento viscosas. Portanto, as forcas cisalhantes associadas a velocidade de
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N

agitacdo e a concentracdo do agente dispersante sdo fatores cruciais para a obtencdo de

microcdpsulas de qualidade (YEOM et al, 2000).

Rokhade et al (2006) afirmam que o tamanho das particulas diminui com o aumento da
quantidade do agente reticulante. Tabata et al (1999) explica que ocorre esta diminuicdo de
tamanho devido ao aumento na concentracdo do agente reticulante aumentar a extensdo das
ligacdes cruzadas entre as moléculas do polimero, resultando na reducdo das distancias entre as

cadeias. O tempo de reticulacdo apresenta este mesmo efeito.

3.6.3.6 pH

Para controlar a reologia das suspensdes concentradas hd a necessidade de entender as
forcas entre as particulas e forcas superficiais que ocorrem entre particulas ceramicas vizinhas.
Forcas atrativas de Van der Waals entre particulas estdo sempre presentes e induzem
aglomeracdo. Forcas eletrostiticas e /ou estéricas sdo os principais meios de induzir repulsio
entre particulas. Forcas eletrostaticas surgem de interacOes coulombianas, onde a forgca €
repulsiva se ambas as particulas apresentarem a mesma carga e decresce com a raiz quadrada da
distancia entre particulas. O raciocinio por trds desta repulsdo € que estas particulas carregadas
atraem fons livres da solucdo, criando uma dupla camada elétrica que repele a dupla camada
elétrica de outras particulas carregadas. Forcas estéricas estdo relacionadas com o tamanho das
particulas que interagem onde duas esferas rigidas ndo podem chegar mais perto do que duas

vezes seus raios (STUECKER; CESARANO III, 2011).

Quando se tratam de suspensdes, um problema comum que ocorre € a aglomeragdo que
leva a sedimentacdo. A aglomeracdo ou formacgdo de estruturas tridimensionais de particulas
ocorre pelas forcas de atracdo existentes entre elas, forcas de Van der Waals, originada pela
interacdo entre dipolos elétricos, permanentes ou induzidos, presentes no interior das particulas.
Apesar desta interacdo de dipolos ser bastante fraca, a somatdria das forcas atrativas de todos os
dipolos elétricos das particulas resulta em uma for¢a de atragcdo relativamente alta. Como os

dipolos elétricos s@o inerentes a matéria e as forcas de Van der Waals sdo sempre atuantes, para

evitar a aglomeracdo deve existir uma compensacdo por alguma forca de repulsdao. E como
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durante uma emulsificacdo as particulas movem-se rdpida e aleatoriamente, em decorréncia do
impacto das moléculas do liquido contra sua superficie, a estabilidade da suspensdao depende
entdo, do modo de interagdo das particulas durante a colis@o. Quanto menor o tamanho das
particulas, maior o efeito do impacto e maior a probabilidade de colisao entre elas (OLIVEIRA,

Ivone R. et al, 2000).

A sedimentag¢do € um processo natural que ocorre em misturas de particulas finas com um
solvente decorrentes da instabilidade em funcdo do tempo (MARCOS; CASTRO; GOUVI::A,
2001).

O comportamento na sedimentacio, assim como o comportamento reoldgico, pode dar
indicacOes qualitativas sobre o estado das suspensoes, se floculada, defloculada ou coagulada. A
floculagdo de particulas em uma suspensdo ocorre quando as particulas sdo atraidas uma pelas
outras, entrando em contato e assim permanecendo. Suspensdes estdveis requerem particulas
defloculadas, onde as forcas repulsivas sdo elevadas. E possivel deflocular particulas, entretanto
em sistemas nos quais a dupla camada elétrica se torna comprimida e as particulas efetivamente

se tocam, ocorre coagulacao (STUECKER; CESARANO III, 2011).

Em suspensdes dispersas as forcas repulsivas devem ser maiores que as atrativas. As forcas
repulsivas originam-se através de mecanismos eletrostitico, estérico e eletroestérico. No
mecanismo eletrostatico ocorre o desenvolvimento de cargas elétricas na particula, em
decorréncia da interacdo da superficie com o meio. No mecanismo estérico, a adsorcao
superficial de polimeros de cadeias longas dificulta a aproximacdo das particulas por
impedimento mecanico, € no mecanismo eletroestérico ocorre a adsor¢do especifica de moléculas
com grupos ionizdveis ou polieletrdlitos, na superficie das particulas, na qual os ions
provenientes da dissociacdo desses grupos ionizdveis somam uma barreira eletrostatica ao efeito

estérico (OLIVEIRA, Ivone R. et al, 2000).

As caracteristicas eletrostdticas da superficie das particulas e das cadeias poliméricas
dependem essencialmente do pH e da forca idnica da suspensdo, que determinardo o tipo de

interacdo entre as cadeias e a superficie das particulas (ORTEGA et al, 1997; OLIVEIRA, Ivone
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R. et al, 2000).

A carga de uma particula em suspensdo € dependente do meio circundante e do ponto
isoelétrico da particula (PIE). Em qualquer pH hd sitios positivos, negativos e neutros na
superficie das particulas. Entretanto, se o meio apresentar um pH mais elevado que o ponto
isoelétrico da particula, ela apresentard mais sitios negativos e a superficie da particula ficarg,
relativamente, carregada negativamente. Um aumento no pH cria ainda mais sitios negativos e a
superficie fica mais negativa. Inversamente, a diminui¢cdo do pH para valores inferiores ao ponto
isoelétrico da particula criard uma superficie de particula relativamente positiva. O pH no qual o
nimero de cargas positivas e negativas € igual € denominado ponto de carga zero (PCZ) e resulta
em uma superficie neutra (ORTEGA et al, 1997; STUECKER; CESARANO III, 2011;
OLIVEIRA, Ivone R. et al, 2000). Em sistemas livres de defloculantes, no ponto de carga zero,
ha auséncia de repulsdo eletrostdtica entre as particulas, o que permite que as forcas de Van der
Waals atuem livremente, provocando a floculagdo do sistema, e resultando em viscosidade

maxima (ORTEGA et al, 1997).

A estabilizacdo de suspensdes em dgua é geralmente obtida através do controle do pH e
pela adi¢cdo de macromoléculas organicas ionizadas (polieletrdlitos). Para suspensdes aquosas, o
pH final € funcdo da ionizacdo de grupos hidroxilas superficiais (MARCOS; CASTRO;
GOUVEA, 2001).

Huang et al (2007) escrevem que no processo de coacervagdo, o valor do pH de uma fase
continua com gelatina deve ser ajustado acima do seu ponto isoelétrico para formar gelatina
carregada negativamente e assim ser possivel criar gotas dispersas. Portanto, a distribuicdo de
tamanho de particulas, ou seja, das gotas emulsificadas € afetada por fatores de ajuste de pH,

especialmente pela taxa de adi¢do de agentes acidificantes.

3.6.3.7 Acetona
A adicdo de solventes organicos, como acetona e dlcool, a uma solu¢do aquosa de proteinas

diminui a sua solubilidade, diminuindo a atividade da 4gua e assim aumentando a agregagao por
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interagdes eletrostdticas. Estes solventes devem ser usados somente em baixas temperaturas
(inferiores a 0°C); para evitar a rdpida desnaturacdo da maioria das enzimas. Outro aspecto a ser
observado € que solventes como metanol, etanol e acetona sdo os mais comumente usados € sao
recuperdveis, porém como sdo inflamdveis, aspectos de seguranca devem ser seriamente

considerados (COELHO; AMARAL, 2012).

Na producdo de microesferas de gelatina Cortesi; Nastruzzi; Davis (1998) e Cortesi et al
(1999) utilizaram acetona para desidratar e flocular as gotas do coacervado e também para lavar
as microesferas, eliminando o 6leo residual da fase continua que recobria as microesferas.
Vandelli et al (2001); Vandelli et al (2004) e Kimura et al (2003) também utilizaram esta

substancia para lavar as microesferas produzidas.

3.6.3.8 Resfriamento

Reis et al (2006) resfriaram as gotas emulsificadas de solucdo de gelatina até uma
temperatura inferior ao ponto de gelatinizacdo, através de banho de gelo, para endurecimento das
mesmas, que posteriormente foram reticuladas com formaldeido. Huang et al (2007) resfriaram a
emulsdo para separar as particulas coacervadas e Cortesi; Nastruzzi; Davis (1998), Cortesi et al
(1999), Vandelli et al (2001; 2004) e Patel et al (2008) também baixaram a temperatura da

emulsdo durante o processamento das microparticulas.

3.6.3.9 Secagem, calcinacdo e sinterizacdo
A secagem envolve remog¢do de dgua, subsequente contracdo do produto e variagcdes locais
do teor de dgua, podendo levar ao desenvolvimento de trincas e rachaduras durante este processo

(DOROZHKIN, 2010).
A calcinacdo de microesferas, de materiais cermicos, produzidas por emulsificacdo €
realizada para remocdo, por degradacdo e queima, do material polimérico usado no

processamento (Pradeesh et al 2005).
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A sinterizacdo € o tratamento térmico aplicado a ceramicas verdes onde ocorre progressiva
transicdo de particulas em simples justaposicdo para uma situacdo onde as particulas se
encontram coesas. Durante este processo ocorrem vdrias modificagdes nas ceramicas, como
diminui¢do da 4rea superficial, do volume, aumento da fase cristalina e das propriedades
mecanicas. A diminui¢do do volume é consequéncia da densificacdo da cerimica durante a
sinterizacdo que, por sua vez determina a porosidade do material. P6s mais finos resultam em
materiais com menor porosidade, devido ao melhor empacotamento das particulas, ps mais
grosseiros produzem maior porosidade. Foi observada uma relag@o inversa entre temperatura de
sinterizagdo e porosidade, mas nenhuma correlacdo entre o tempo de sinterizagcdo e porosidade. O
aumento da temperatura de sinterizacdo leva a reducdo da porosidade das amostras (ROSA;

SHAREEF; NOORT, 2000).

A porosidade total € definida como a fracdo de volume de um corpo cerdmico que nao é
ocupado por matéria s6lida. Esta caracteristica ndo fornece informagdes sobre o tamanho de
poros, sua distribuicio e o grau de interconectividade. A porosidade é afetada pelos parametros
microestruturais tamanho de grdo, empacotamento, forma das particulas e distribuicdo de
tamanho dos graos. Quanto maior o tamanho dos graos, menor a porosidade. Graos ndo esféricos
resultam em porosidade maior que grios esféricos. A adicdo de particulas menores reduz a
porosidade do corpo ceramico porque podem preencher os intersticios entre as particulas maiores

(GLOVER, 2011)

Durante o estdgio inicial da sinterizacdo, ocorre formacdo de empescocamento ao longo de
regides de contato entre particulas adjacentes e, além disso, dentro de cada pescog¢o ocorre a
formacdo de um contorno de grio, e cada intersticio entre as particulas se torna um poro. A
medida que o processo de sinterizagdo progride, os poros se tornam menores € adquirem formas
mais esféricas. Este processo € mostrado, esquematicamente, na figura 2, a seguir. Com a

sinterizac@o prolongada a porosidade € reduzida e o tamanho de grao aumentado (OLIVEIRA, F.

P., 2008).
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Figura 2 — Representacido esquematica da sinterizacdo de trés particulas esféricas: (a)

contato inicial, (b) crescimento dos pescocos, (¢) e (d) arredondamento do poro.

Fonte: CHIAVERINI, 2001, p.106.

Segundo Kingery (1976 apud MENDES FILHO, 2006), durante a sinterizagdo ocorrem
mudancas devido a decomposicao ou as transformacdes de fase, podendo-se destacar trés grandes
mudancas na microestrutura: aumento do tamanho de grio, mudanca na forma dos poros e

mudanca de tamanho e nimero de poros e, consequentemente, diminui¢cdo da porosidade.

O tipo de material, tamanho das particulas, densidade inicial do corpo cerdmico
compactado, atmosfera, temperatura, tempo e taxa de aquecimento sdo varidveis que influenciam

o resultado final da sinterizagdo (MENDES FILHO, 2006).

Tem sido relatado que a estrutura da hidroxiapatita aquecida a altas temperaturas pode ser
modificada por varios fatores, incluindo métodos e condi¢des de sintese, quantidade e tipo de
impurezas presentes, atmosfera de aquecimento, aditivos, tamanho da amostra, tamanho de
particulas e taxa de aquecimento da amostra. Sabe-se que a hidroxiapatita apresenta dois tipos de
dgua em sua estrutura, adsorvida e dgua estrutural. A dgua adsorvida tem como caracteristicas
reversibilidade, instabilidade térmica de 23 a 200°C, e perda de peso sem qualquer efeito nos
parametros de rede. J4 a dgua estrutural apresenta perda irreversivel em temperaturas de 200-
400°C, o que causa uma contra¢do no parametro de rede a durante o aquecimento (LIAO et al,

1999).
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Um amplo estudo sobre os efeitos da temperatura e tempo de sinterizagdo nas propriedades
das bioceramicas de hidroxiapatita mostraram uma correlac@o entre estes parametros e densidade,
porosidade, tamanho de grdo e resisténcia. O grau de densificacdo pareceu ser dependente da
temperatura de sinterizacdo, enquanto que o grau de difusdo foi governado pelo tempo de
sinterizagdo (DOROZHKIN, 2010). Isto quer dizer que aumentando a temperatura aumenta-se o
grau de ligacdo entre as particulas, enquanto que um aumento no tempo de sinterizagdo aumenta

a quantidade de material transportado (CHIAVERINI, 2001).

Amostras sinterizadas a temperaturas mais baixas apresentam porosidade maior, porém,
sinterizar HA a temperaturas inferiores a 1100°C resulta em ceramicas ndo completamente
sinterizadas e acima de 1250°C ocorre a decomposi¢do da HA em outros produtos, portanto, a

escolha da temperatura de sinterizagdo deve ser cuidadosamente escolhida (ROSA; SHAREEF;

NOORT, 2000).

Em temperaturas mais altas, a hidroxiapatita gradualmente se desidrata, o que leva a
liberagdo de fons OH e entdo € transforma em oxi-hidroxiapatita (OAP). A desidratacdo da
hidroxiapatita ndo ocorre instantaneamente, mas em uma grande faixa de temperatura, a qual tem
sido descrita como dependente, principalmente, da pressdo parcial de 4gua durante o
aquecimento. Se for aquecida em vacuo, a hidroxiapatita perde seus fons OH  em baixas
temperaturas, aproximadamente 850°C. Se for aquecida em atmosfera com vapor d’dgua sua
estrutura € preservada até 1100°C. Para a existéncia de OAP isto ndo deve ocorrer, além disso,
uma completa desidratacio da HA pode causar destrui¢do da rede cristalina, originando uma

mistura de fosfatos tricalcico e tetracalcico. (LIAO et al, 1999).

A sinterizacdo da hidroxiapatita € complicada devido ao fato de ser uma fase hidratada que
se decompde em fosfatos de célcio anidros como o fosfato tricdlcico (TCP) em 1200-1450°C. A
decomposicdo resulta da desidroxilagdo que ocorre em um ponto critico, ou seja, em uma
determinada temperatura. Abaixo desta temperatura critica a estrutura do cristal da HA € mantida
apesar da desidroxilacdo e a HA re-hidrata durante o resfriamento. Se a temperatura critica for
ultrapassada, ocorre uma completa e irreversivel desidroxilacdo, resultando no colapso da

estrutura da HA e sua decomposicdo. Significante desidroxilagdo ocorre acima de
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aproximadamente 800°C, e de 75-80% do total dos grupos hidroxila podem ser perdidos
reversivelmente. O ponto critico, referido como temperatura de decomposicdo, corresponde a
temperatura na faixa de 1200-1450°C, o valor dependendo das caracteristicas do p6 de HA

(RUYS et al, 1995).

Ruys et al (1995) utilizaram faixa de temperatura de 900-1400°C, uma vez que ela engloba
toda a regido de interesse, do inicio da sinterizacdo (900°C) ao platd da curva sigmoidal de
sinterizacdo (1100-1300°C), e através da decomposicdo da estrutura da HA acima de 1350°C.
Com o aumento da temperatura observa-se uma perda de peso correspondente ao percentual da
dgua perdida pelas células cristalinas da hidroxiapatita. Quando se coloca em um grafico a perda
de peso relativa a perda da agua estrutural versus temperatura de sinterizagcdo podem ser
observadas duas regides lineares, uma de 100-800°C, correspondendo a uma taxa de
desidroxilagdo lenta, e outra de 800-1300°C, correspondendo a uma taxa de desidroxilacdo
acelerada. Assim, a cinética indica que a HA desidroxila em quase todas as temperaturas

elevadas, mas 800°C € um valor razodvel para atribuir um valor nominal a temperatura de

desidroxilagdo.

A temperatura e a atmosfera de sinterizacdo afetam a resisténcia mecanica da HA e a
temperatura elevada pode eliminar o grupo funcional OH, tendo como consequéncia a
decomposicdo da HA em outros fosfatos de calcio e microporos que podem estar associados a

esta eliminagdo (WEINAND et al, 2006; BEHNAMGHADER et al, 2008).

Os resultados do trabalho de Weinand et al (2006) mostraram uma correlagdo direta da
temperatura de sinteriza¢do com diminui¢do da porosidade e aumento da drea de contato entre as
particulas, indicando que as propriedades fisico-quimicas estdo relacionadas a porosidade do
material. A microestrutura foi avaliada por microscopia eletronica de varredura e correlacionada
a densificacdo e porosidade. Foi observado que as temperaturas de 900 e 1000°C nao
proporcionam uma difusdo que permite um crescimento de grao com redugao de porosidade. Para

as temperaturas de 1100 e 1200°C, foi observado que o tratamento térmico possibilitou uma

maior densificacdo do material com consequente decréscimo da porosidade, além da temperatura
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mais elevada produzir um crescimento de grdo. A crescente densificacio do material esta
associada com o crescente aumento dos processos de difusdo e transporte de massa entre as
particulas devido ao aumento da temperatura. Em nenhuma destas temperaturas foi observada

decomposicdo da hidroxiapatita. (WEINAND et al, 2006). Arita et al (1995) também nao

verificaram decomposicao da hidroxiapatita na sinterizacdo a 1200°C.

O processamento da hidroxiapatita em temperaturas mais elevadas pode levar a um
exagerado crescimento de grdo e a decomposicio, devido ao fato da HA se tornar instivel em
temperaturas superiores a 1300°C. A temperatura de decomposicdo de bioceramicas de HA ¢
funcdo da pressdo parcial do vapor de dgua. Além disso, o processamento sob vacuo leva a uma
decomposicdo precoce da HA, enquanto que o processamento sob alta pressdo parcial de dgua
previne a decomposi¢do. Por outro lado, a presenca de dgua na atmosfera de sinterizacdo foi
relatada como fator inibidor para a densificacdo e acelerador para o crescimento de grdo

(DOROZHKIN, 2010).

A sinterizagdo da HA normalmente € realizada em temperatura de 1200£100°C por
periodos de até 3 horas. A taxa de densificacdo depende da atmosfera, decrescendo com a
mudanca do ambiente de vicuo para ar e para ar umido. Em temperaturas elevadas a
decomposicdo para fosfato tricdlcico ou tetracdlcico degrada as propriedades do material
sinterizado. A temperatura exata depende da técnica de sintese empregada e das impurezas
presentes (GROSS; BERNDT, 2002), além disso, o fosfato tricdlcico € considerado pouco
sinterizdvel (BEHNAMGHADER et al, 2008).

Pradeesh et al (2005) realizaram calcina¢c@o do material estudado e observaram que ocorreu
ao redor de 500°C, eliminando o material polimérico e ficando apenas a hidroxiapatita. As
esferas, entdo, foram sinterizadas a temperaturas superiores a 1000°C, ocorrendo a sinterizagao

dos granulos individuais de HA, porém, a forma das microesferas permaneceu intacta.

Paul e Sharma (1999) observaram uma diminuicdo no volume de poros com o aumento da
temperatura de sinterizacdo e com a duragdo do tratamento. Através da anélise por microescopia

eletronica de varredura, ficou evidente que os poros internos ndo sao uniformemente distribuidos
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€ que ndo ocorre uma variacdo significante no volume de poros em esferas com diferentes

didmetros.

No trabalho de Fonseca et al (2011), os resultados das amostras sinterizadas a 1100°C
mostraram uma fraca consolida¢do nio sendo obtidas cerdmicas completamente sinterizadas,
enquanto que as sinterizadas a 1300°C apresentaram uma estrutura densificada, com poros muito
pequenos e ndo interconectados. Entretanto, amostras sinterizadas a 1250°C revelaram uma

estrutura com poros aproximadamente uniformes e interconectados.

3.6.4 Caracterizacio de microesferas

Conz, Granjeiro e Soares (2005) realizaram a seguinte caracterizacdo do material:
morfologia, faixa de tamanho e area superficial dos granulos. Investigaram também a presenca de
outras fases, a cristalinidade e os grupos quimicos presentes. Para avaliar a morfologia e a
porosidade dos granulos, foi utilizada a microscopia eletronica de varredura. A faixa
granulométrica foi determinada por peneiramento. A drea superficial foi determinada por andlise
BET com estimativa da area realizada pela adsor¢do de nitrogé€nio. A identificacdo de fases, além
da hidroxiapatita, e os parametros de célula unitdria foram determinados por difracdo de raios X.

A cristalinidade foi determinada a partir de dados obtidos por difragcdo de raios X.

Oliveira, F.P. (2008) realizou andlise de hidroxiapatita por espectroscopia de infravermelho
(FTIR) para obtencdo de informagdes como identidade, pureza, presenca de grupos funcionais
(HPO43', CO32', PO42', etc.) e efeito da incorporacdo de um elemento sobre a frequéncia de

vibragdo de outro grupo funcional.
Segundo Costa et al (2009) dentre as diversas técnicas de caracterizagdo de materiais as

mais utilizadas para a caracteriza¢io de hidroxiapatita sdo: difracdo de raios X, espectroscopia de

infravermelho por transformada de Fourier e microscopia eletronica de varredura.
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Para a caracterizagdo de pds de hidroxiapatita, Mendes Filho (2006) utilizou difracdo e
fluorescéncia de raios X, espectroscopia de infravermelho, andlise térmica diferencial e
gravimétrica, espectrofotometria de emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado,
microscopia eletronica de varredura, medida de drea superficial pelo método BET (Brunauer-
Emmett-Teller), picnometria a hélio e granulometria. A técnica de difracdo de raios X fornece
informacdes sobre as fases presentes, cristalinidade e para a confirmacdo de auséncia de
impurezas oriundas do processamento. A fluorescéncia de raios X fornece informacdes sobre os
elementos quimicos presentes na amostra, sendo util também para confirmar a auséncia de
residuos presentes. A andlise termogravimétrica foi utilizada para monitorar qualquer reacdo
envolvendo fase gasosa, como oxidacdo ou desidratacdo. A espectroscopia de infravermelho
determina os grupos de atomos presentes em uma amostra. A técnica BET foi realizada para
determinac¢do da drea superficial especifica, e a picnometria para a determinacdo da densidade. A

microscopia eletronica de varredura foi realizada para verificar a morfologia do material.

A determinacdo da porosidade pode ser realizada através do método de absorcdo. Neste
método o material ceramico € imerso € um fluido que o molhe até completa saturacdo. O material
€ pesado antes e apds a imersdo, e se a densidade (p) do fluido utilizado € conhecida, entdo a

diferenca nos pesos € pV; e o volume dos poros V,, podem ser calculados (GLOVER, 2011).

Para medicdo de tamanho de particulas, o método mais comumente utilizado € o
peneiramento através de uma série de telas com aberturas padronizadas, devido a ampla faixa de
tamanhos que esta técnica permite cobrir. (PINTO, 2006). Quando as particulas passam em cada
peneira a amostra € dividida em duas fracdes, uma que atravessa a abertura e outra que fica
retida. A sucessdo deste procedimento ¢ chamada de andlise granulométrica. A distribui¢cdo do
material normalmente, ndo é homogénea dentro das fragdes, desta forma, ndo ha um percentual
do material em cada fracdo com um determinado tamanho, e sim uma distribui¢io aleatdria de
tamanhos que € relacionada as caracteristicas e propriedades do material, dentro daquela faixa. A
andlise granulométrica por peneiramento niao fornece a informacdo do tamanho da maior
particula e nem da menor. A separacdo por tamanhos fornece um valor aproximado para o
tamanho médio de particula entre duas aberturas de peneiras. Esta andlise também nao diferencia
as formas das particulas. Uma particula de forma acicular pode passar através de certa abertura de
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tela, ou ser retida, dependendo de sua orientacdo durante o peneiramento. A ampliacdo da
abertura devido a erosdo do fio de uma tela pode também causar discrepancia. Para particulas
pequenas, a aglomeracdo devido a eletricidade estdtica ou a umidade também pode ocorrer.

(MOTTA, 20009).

ApOs a obtencdo do percentual de massa retido em cada peneira, pode-se calcular o
diametro médio de Sauter que € um diametro médio superficial - volumétrico, que € considerado
um dos mais importantes, por ser diretamente relacionado com a area superficial por unidade de

volume e com a fracdo volumétrica da fase dispersa. E calculado pela através da equagio:

Ds = 1/5(FM/D) 2)
Onde:
Ds é o Didmetro Médio de Sauter;
FM - fragdo méssica = Retencdo(%) / 100.
Retencdo (%) = (Retengao(g) / Total de Retido(g)) x 100;
Retenc¢do (g) — é o peso da amostra que ficou retida em cada peneira;
D - didmetro médio - é a média aritmética entre a abertura de duas peneiras consecutivas

(PINTO, 2006).

3.6.5 Incorporacao e liberacao de medicamentos

A tecnologia de liberacio de medicamentos apresenta um desafio interdisciplinar
interessante para as dareas farmacéutica, médica, de biomateriais e da engenharia quimica

(SIVAKUMAR; RAO, 2003).

Devido a suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, os fosfatos de cdlcio sdo
considerados um material com potencial para serem utilizados em sistemas de liberacdo de
medicamentos para tecidos 6sseos. Este tipo de sistema, usando uma matriz bioativa, pode liberar
um agente terapéutico in situ para produzir uma ag¢do associada a osteocondutividade do material

(SIVAKUMAR; RAO, 2003).
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Osteomielite cronica e infec¢des em préteses sao um problema considerdvel em cirurgias
ortopédicas (VIGUIER et al, 2011). O uso de um sistema de liberacdo de antibidticos para
tratamento e preven¢do de infeccdo dssea € importante, pois a limitada circulagdo sanguinea nos
tecidos Osseos torna necessério o uso de grande quantidade do medicamento, para garantir que a

dose terapéutica adequada chegue a regido afetada (SIVAKUMAR; RAO, 2003).

Para reduzir os riscos de infec¢do, profilaxia € realizada por injecdes intravenosas de um
antibiotico, 1 ou 2 horas antes da cirurgia. O objetivo € saturar os tecidos do paciente com
antibidtico durante o tempo da cirurgia. Entretanto, como o tecido 6sseo € pouco vascularizado e
a cirurgia danifica a vascularizacdo no local operado, a concentragdo local do medicamento é
baixa, e bactérias podem se proliferar. A utilizacdo de antibidticos em doses elevadas por
periodos prolongados, para garantir concentragdo adequada no local necessdrio, pode causar
toxicidade. Além disso, longos tratamentos podem levar ao aparecimento de bactérias resistentes
ao medicamento. Isto € um grande problema em hospitais, e o tratamento deve levar em conta a
preservacdo da eficiéncia dos antibidticos disponiveis. Estes problemas podem ser solucionados
com o uso de sistemas de liberacio local de antibidticos, que apresentam a vantagem de atingir
uma alta concentracdo local do medicamento com baixo risco de toxicidade sistémica (VIGUIER

etal, 2011).

No tratamento de infec¢Oes bacterianas, em cirurgias ortopédicas, um antibidtico eficiente é
a gentamicina, que além de ser um antibidtico de largo espectro, apresenta efeitos sinergéticos na
associa¢do com outros antibidticos. Substitutos 6sseos, impregnados com gentamicina, podem ser
uma opgao profilética eficiente se combinada com inje¢des intravenosas de antibidticos. Injecdes
intravenosas permitem a protecdo de tecidos moles vascularizados desde o inicio do
procedimento cirdrgico e a gentamicina aumenta a eficicia da prote¢dao no local e nos tecidos

0sseos (VIGUIER et al, 2011).

A hidroxiapatita pode ser usada em sistemas de liberacdo, incorporada com medicamentos
anticancer, antibidticos ou proteinas dsseas morfogenéticas, para o tratamento de tumores 6sseos
malignos, osteomielite ou fraturas de dificil recuperacdo (PAUL; SHARMA, 1997). No caso de

tumores, este material fornece suporte de acao prolongada, permitindo que a doenga seja tratada
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com liberacdo gradual do medicamento no organismo, combinando tratamento do tumor com

neoformacgdo de osso (OLIVEIRA, D., 2010).

54



4 FASE INICIAL DO DESENVOLVIMENTO DE MICROESFERAS

Ap6s a escolha do processo de obtencdo de microesferas de BCP, vérias tentativas de
sintese, chamadas de ensaios preliminares, foram realizadas, até que fosse conseguida a producao
de particulas esféricas e dispersas. Nesta etapa, foi realizada a determinacdo das quantidades de
cada uma das matérias-primas necessarias e a escolha dos parametros de processamento. Foram
feitas alteracdes nas concentracdes de gelatina em solugcdo, de glicerina em solugdo e na
quantidade desta solu¢do, na quantidade e temperatura de acetona utilizada durante o processo, na
temperatura da solucdo de gelatina, na utilizacdo ou nio de banho de gelo. Também foi variada a
velocidade de agitagdo da emulsificacdo. Ainda nesta etapa, foram realizados ensaios de
sinterizacdo, para escolha da temperatura e tempo que resultassem em esferas com resisténcia a

manipulagdo.

Conseguida a estabilizacdo do processo, iniciou-se a produgdo das microesferas que deram
origem a chamada fase inicial do trabalho de tese.  Esta fase inicial mostrou duas possibilidades
de producdo, uma de microesferas porosas e outra de fabricacio de scaffolds (pecas de
bioceramicas porosas com elevada conectividade), utilizando o processo de obtencdo de
microesferas com algumas variacdes. As etapas desta fase do trabalho podem ser vistas no

fluxograma mostrado na figura 3.
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Ensaios
preliminares
|
FASE INICIAL
| | - | |
Microesferas Scaffold
I |
Caracterizacio do BCP Estereomicroscopia
(85HA/15B-TCP) moido por
FRX, DRX, FTIR e MEV MEV

Caracterizaciao das demais
matérias-primas por FRX

|
Producao de esferas
1500RPM

Estereomicroscopia =

DRX

v

Separacio granulométrica por
peneiramento: >840, 840-425, ==
425-150, 150-53, 53-38, <38um

Estereomicroscopia, MEV

BET

Citotoxicidade

Incorporacao e liberacao de
gentamicina

Figura 3 — Fluxograma da fase inicial de desenvolvimento de microesferas de BCP.
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4.1 Metodologia

4.1.1 Materiais e equipamentos

Nos ensaios preliminares e nesta primeira fase do trabalho foi utilizado o fosfato de calcio
bifasico (BCP) fabricado e doado pela empresa Inside Materiais Avang¢ados Ltda., com
composicdo 85% de hidroxiapatita e 15% de B-TCP, e relacio Ca/P de 1,65, segundo o

fornecedor.

Foram também utilizados:
- gelatina bovina (Bloom 170-190; pH (10g/1) = 5-6) da Vetec Quimica Fina Ltda.,
- glicerina (P.A.) do laboratério Synth Ltda.,
- acetona (P.A.) dos laboratérios Synth Ltda, Ecibra (Cetus Ind. e Com. de Produtos Quimicos
Ltda.) e Alphatec,
- 6leo de canola alimenticio Purilev da Cargill Agricola S.A..e

- 4gua deionizada - 1,3uS.

Na produg¢do das microesferas foram utilizados os seguintes instrumentos ou acessorios de
laboratorios:

e almofariz de porcelana,

e béqueres de vidro e pléstico — capacidade 1000; 400 e 140mL,

e balancga eletronica Shimadzu Tipo BL3200H — capacidade de 3200g, sensibilidade de
0,01g,

e misturador mecanico: Fisatom 713 (rotacdo até 5000rpm) com agitador tipo hélice
marinha de trés pds,

e ebulidor elétrico,

e termOmetro de mercurio Incoterm — faixa de leitura de -10 a 250°C, sensibilidade 1°C
(CEFET-MQG),

e estufa: Sid Microeletronica Ltda. CDTI/2 Coel,

e cadinhos de porcelana,
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peneiras com tela em ago inoxidavel, caixilho também em aco inoxidavel de dimensdes
87x2”, aberturas de 840, 425, 150, 53 e 38um — Pavitest — Contenco Industria e Comércio
Ltda,

peneirador Pavitest - Contenco Industria e Comércio Ltda, I-1016 (A — base vibratéria e B
— controlador),

condutivimetro PHTEK — CD-203; 0-1999uS; precisao +2% escala completa,

forno tipo mufla: Oga Industria e Comércio Ltda.; modelo 400; poténcia 4400w Coel HW
4900,

forno tipo mufla Brasimet — Tipo EGM 20/30 - 1200°C (CEFET — MG),

forno com resisténcia de siliceto de molibdénio, Analégica Instrumentacdo e Controle
NA-1600, com unidade de controle NA-2312 (CETEC),

forno tubular Lindberg Tpmsx. 1500°C (CETEC),

pHmetro Hanna Instruments, modelo pHep+ HI98108.

Todos os instrumentos pertencentes a empresa Inside foram devidamente calibrados, devido

ao certificado de boas préticas de fabricacdo da empresa.

Na caracterizacdo dos materiais e das microesferas foram utilizados:

estereomicroscopio Wild/Leitz

camera fotografica digital Sony Cyber-Shot, 7,2 Mega Pixels, zoom 6ptico 5x
espectrofotdometro de infravermelho por transformada de Fourier € no modo transmitancia
- Shimadzu

difratdmetro de raios X - Shimadzu

espectrometro de fluorescéncia de raios X - Shimadzu

microscopio eletronico de varredura - Shimadzu

4.1.2 Producao das microesferas

O método utilizado para a producdo baseia-se no processo de imiscibilidade de liquidos,
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onde um liquido é emulsificado em outro, e foi desenvolvido apds estudo dos trabalhos de
Cortesi, Nastruzzi e Davis (1998), Cortesi et al (1999), Paul e Sharma (1999), Yeom et al (2000),
Vandelli et al (2001), Komlev, Barinov e Koplik (2002), Kimura et al (2003), Vandelli et al
(2004), Huanga et al (2007), e Patel et al (2008). A tabela 3 mostra os parametros de
producdo de microesferas utilizados por estes autores, € nos quais 0 processamento desenvolvido

foi baseado.
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Tabela 3 — Parametros de producdo de microesferas utilizados nos artigos estudados.

Artigo
Parametro 4
1 2 3 @ 5 6 7 8 9 10
2mulades)
Tamanho das microesferas 212- 50-
() 80-126 | 80-120 1000 5-55 ~40 2000 60-130 | 15-85 | 0.4-5 | 50-100
Quantidade de HA (g) - - 20 - - 50 - - - -
Solucio de gelatina: quitosana | polimero
. 15% 15% 0,5- e acacia
Gelatina (g) (o/v) (o/v) 2% 10% 6 10 1 9 5-10% 5
Agua (ml) 10 5 ~40 10 20 100 10 30 ? 45
Fracao gelatina/agua - - - - 0,3 0,1 0,1 0,3 - 0,11
Temperatura da solucio (°C) 80 80 - - - 39 40 60 - -
- - semente semente _
Fase continua — 6leo soja parafi- | parafi ? de colza oliva de geree oliva
na na algodio algodio lim
Quantidade (ml) 200 20g 500 100 40 500 375 60 ? 200
Temperatura do éleo (°C) - 80 - - 60 15-30 40 60 65 -
_ _ 0,05
Fracao solucio de 0.21 ? ? 0,1 0,5 02 | 025 | 05 02 | 0225
gelatina/oleo bom
resultado
Emulsnfic.ante SPAN | SPAN polis-
Tipo - - - - - - sorba- -
80 80
to 80
Quantidade (ml) - - 0,4mg | 0,5-15 - - - - 0,1-1 -




19

Tabela 3 (continuacdo) — Parametros de producdo de microesferas utilizados nos artigos estudados.

Artigo
Parametro 4
1 2 3 @ 5 7 9 10
2mulades)
a) fase
continua
(solvente
organico) e@ulsi-
Fracao emulsificante/gelatina - - - 15 - - fg;:(r)lti/ -
b) 0,1
SPAN/
sol.gel. =
150
a) sol. a) sol.
de sol. g de
aquosa sol. de gluta-
sol. de | acetona qde formal- | raldei.
g]ucose gluta' gluta' b luta— deido do10e
Agente reticulador frutose | dextran | raldei- | raldei- ; ) gl def ou sol. 40M
sacarose do do glllge: rad el- de (pernoi-
raldei- 0o fhal te)
259, glice
(25%) | do (25% ol
peso) b)
glicina
a) 60
(40aceto- a) ?
5% 0,5- na/204gua 0,025
uantidade 0,375 ? ’ ’ 6%
Q (p/p) g SmL | vo5;1; mL ¢ b)
2% S(Eév) a 1,125¢g
Fracao reticulador/sol. gel. 0,0025
(g/ml) 0,02 0,075 ? 0,05 ? (mL/mL) ? 0,025
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Tabela 3 (continuag@o) — Pardmetros de produ¢do de microesferas utilizados nos artigos estudados.

Artigo
Parametro
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(2 2mulades)
Adicao de outras substancias
acetona -
Tipo acetona | acetona - - acetona | acetona - i
(5°0C)
. 90
Quantidade (mL) 150 30 - - 60 - 100 (15min) - -
Fracao sol.gel./substancia 0,07 0,17 - - 0,33 - 0,1 0,33 - -
. o~ fluxo fluxo 200- 11000-
F)
Velocidade de agitacao (RPM) laminar | laminar 400 ) 800 500 420 1000 16000 500
o~ . 60 24h 10a
()
Tempo de agitacio (min) 5 5 5 ? 24h 2 (25°C) 10 20 90
5 5
banho de
Resfriamento a (°C) 15 15 - - banho - - gelosob | <10 10
de gelo st
Lavagem
Substancia acetona acetona | a) ace- 2 acetona a) ace- aceto- | aceto- - aceto-
tona (5°C) tona na na na
b) éter b) (5%)
acool
Quantidade (mL) 250 80 (3x) ? ? ? ? ? 25 ? ?
? 30min .
. filtro de | filtro de | %8 cone | ST A
2 2 - 2 2
Tipo de filtragem vidro vidro a;f;(;a(li? ' ’ Buechner fu~ga ’ ’ vécuo
cao
deido




Tabela 3 (continuacdo) — Parametros de produ¢do de microesferas utilizados nos artigos estudados.

Artigo
Parametro 4
1 2 3 @ 5 6 7 8 9 10
2mulades)
Secagem A vécuo fiofili-
Temperatura (°C) ? ? 60 ? rdpida | aoar - (llgmm ? Z;f;;r(;
&) mento)
Tempo (h) ? ? 3 ? ? ? - 2 dias ? ?
Calcinacio da gelatina
Temperatura (°C) - - 500 - - 500 - - - -
Tempo (min) - - 60 - - 30 - - _ -
D
Sinterizacao
1000-
° - - - - - - - -
Temperatura (°C) 1100 1200
Tempo (min) - - 60 - - 120-60 - - - -
- glicina
(100ml de
sol. 1I0mM
contendo
dgua acetona agua | Tween 80
2% Lavagem — substincia - - destila- - (rapida- | destila- | (0,1%p) - - -
da mente) da agitado, a
37°C/1h)
- dgua
bidestila
da (2x)
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Tabela 3 (continuac¢io) — Parametros de producio de microesferas utilizados nos artigos estudados.

Artigo
Parametro 4
1 2 3 @ 5 6 7 8 9
2mulades)
a Centri-
2= Secagem ?(a fugacio
Temperatura (°C) - - 200 - . 180 - - -
vacuo) Freeze-
drying
Tempo (h - - 24 - 24 2 - - -
disse- disse-
cador cador
Estocagem (8% (8% ) ) } ; _ _ -
umida- | umida-
de) de)

1) CC)RTESI; NASTRUZZI; DAVIS (1998); 2) CORTESI et al (1999); 3) PAUL; SHARMA (1999); 4) YEOM; RHIM; LEE (2000); 5)
VANDELLI et al (2001); 6) KOMLEV; BARINOV; KOPLIK (2002); 7) KIMURA (2003); 8) VANDELLI et al (2004); 9) HUANG et al
(2007); 10) PATELet al (2008).



Para a produgdo das microesferas, foi preparada uma solu¢do aquosa de gelatina a 55°C, e a
esta solucdo adicionou-se o fosfato de cdlcio bifdsico (BCP) moido, agitando manual e
suavemente até a formagdo de uma mistura homogénea. Esta pasta foi vertida em um recipiente
contendo 6leo de canola sob agitacdo, formando uma emulsdo e assim as microesferas. Apds a
formacdo das microesferas adicionou-se a mistura uma solu¢do aquosa de glicerina, com a
finalidade de reticular a gelatina e, assim, melhorar a resisténcia das microesferas produzidas e
prevenir a aglomeragdo. Decorrido o tempo necessdrio para a reticulacdo, adicionou-se acetona
resfriada, com o objetivo de desidratar as microesferas. Posteriormente, cubos de gelo foram
adicionados ao redor do recipiente, para o endurecimento da gelatina, devido ao abaixamento da
temperatura. Estes procedimentos foram realizados para evitar a aglomera¢do, uma vez que nao
era desejado o uso de emulsificantes. Foi mantida a agitacdo durante todo o processo, € a
velocidade utilizada foi de 1500RPM. Terminado o processo, o liquido foi escorrido, as
microesferas recolhidas, lavadas com acetona e, deixadas para secagem ao ar, a temperatura
ambiente pelo periodo minimo de 12 horas. As microesferas foram, entdo, calcinadas a 500°C e
resfriadas até a temperatura ambiente, posteriormente foram sinterizadas, e separadas
granulometricamente por peneiramento, utilizando-se peneiras com aberturas de 840, 425, 150,

53 e 38um.

4.1.3 Caracterizagao fisico-quimica dos materiais e das microesferas

Os ensaios de caracterizagdo fisico-quimica foram realizados em laboratérios do Centro
Federal de Educacdo Tecnolégica de Minas Gerais — CEFET/MG, da Fundacdo Centro
Tecnolégico de Minas Gerais — CETEC, da Faculdade de Engenharia Metalirgica e de Minas da
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG e da Inside Materiais Avancados Ltda.

4.1.3.1 Fluorescéncia de raios X (FRX)

Os ensaios de fluorescéncia de raios X foram realizados no Laboratério de Caracterizacao
de Materiais do CEFET-MG em equipamento Shimadzu, modelo EDX-720. Foram analisadas
todas as matérias-primas utilizadas e as microesferas sinterizadas. As andlises das matérias-

65



primas: BCP, gelatina, glicerina, acetona, 6leo de canola e dgua deionizada foram realizadas com
o intuito de verificar a presenca de contaminantes, e a das microesferas para verificar a presenca

de residuos dos materiais utilizados na produgao.

4.1.3.2 Difracdo de raios X (DRX)

Foram realizados ensaios de difracio de raios X no BCP utilizado e nas esferas
sinterizadas. O equipamento utilizado foi da marca Shimadzu, modelo Lab.XRD 6000,
pertencente ao Laboratério de Difratometria de raios X do setor de Andlises Quimicas do
CETEC. Na realizacdo dos ensaios foram utilizadas as seguintes condi¢des: tubo de cobre;
voltagem de 40kV, corrente de 30mA, faixa de varredura de 4-80° (20), velocidade de 2°/min,

passo 0,02°.

Os ensaios foram realizados para identificacdo das fases presentes no BCP e para verificar
se a temperatura de sinterizagdo havia provocado o aparecimento de nova fase além da

hidroxiapatita e do B-TCP.

4.1.3.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Foram realizados ensaios de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) no BCP moido e nas microesferas, em um equipamento Nicolet 380 — Thermo Scientific,
utilizando cristal de seleneto de zinco (ZnSe), com varredura de 500 a 4000cm ™, pertencente a

UFMG.

Estes ensaios foram realizados para confirmar os resultados das andlises de difracdo de
raios X, verificando nas microesferas sinterizadas a presenca de residuos das matérias-primas

utilizadas no processo de obtengao.

4.1.3.4 Estereomicroscopia

A caracterizagdo das microesferas por estereomicroscopia foi realizada na empresa Inside
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Materiais Avancados Ltda., em equipamento da marca Wild Heerbrugg Typ 327615 — com

ampliagdes na faixa de 8 a 62 vezes.

Esta andlise foi realizada sempre apds a obtencdo de microesferas, e apds a sinterizagao e

separacdo granulométrica, para verificar a morfologia e a existéncia de aglomeracao.

4.1.3.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A caracterizacio do BCP moido, das microesferas verdes e sinterizadas nas diferentes
condi¢Oes e faixas granulométricas, por MEV, foi realizada no Laboratério de Caracterizagdo de
Materiais do CEFET-MG, em equipamento da marca Shimadzu, modelo SSX-550, com voltagem
de 15kV.

Durante esta primeira fase do trabalho a caracterizacdo por MEV acompanhou a evolugdo
do processo de obten¢do das microesferas, verificando a morfologia, superficies e a presenca de

poros.

4.1.3.6 Distribuicdo granulométrica

A distribui¢ao granulométrica das microesferas produzidas foi realizada por peneiramento,
utilizando peneiras com aberturas de 840, 425, 150, 53 e 38um. Inicialmente o material foi
peneirado utilizando-se um peneirador com base vibratéria e, em sequéncia, peneiramento

manual, que se mostrou mais rapido e eficiente.

4.1.3.7 Porosidade das microesferas

A determinacdo da porosidade foi realizada no Laboratério de Caracterizacdo de Sélidos
Particulados do Departamento de Engenharia Metaldrgica da Escola de Engenharia da UFMG.
Foram utilizadas microesferas na faixa granulométrica de 150-425um, e volume e diametro
médio dos poros e drea superficial das microesferas foram avaliados através do método BET, em

equipamento Quantachrome — Nova Station A, utilizando o gis nitrogénio.
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Adicionalmente, o volume dos espagos internos das microesferas,ou seja, poros, foi
estimado através de um processo descrito em um trabalho de Paul e Sharma (1999). Para a
determinagdo do volume de poros, foi medida a massa das microesferas secas e, em seguida, as
microesferas foram imersas em dgua deionizada, a temperatura ambiente, durante 24 horas. Apds
este tempo, as microesferas foram removidas, levemente secas com papel filtro, e novamente
foram determinadas suas massas. O volume de 4gua incorporada ou o volume dos poros foi

determinado usando a equagao:

Vo= (wr—wp)iwid 3)
onde:
w; — massa das microesferas secas,
w; — massa das microesferas com 4gua, e

d — densidade da 4gua.

4.1.4 Caracterizacdo bioldgica

Ensaio de citotoxicidade
Ensaios de citotoxicidade in vitro foram realizados em microesferas na faixa granulométrica

de 150 a 450um, previamente esterilizadas.

A esterilizacdo das microesferas de BCP foi realizada no Laboratério de Irradiagdo Gama
do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear — CDTN, classificado como Irradiador
Panoramico Multipropésito de Categoria II, fabricado pela MDS Nordion do Canada,
Modelo/nimero de série IR-214 e tipo GB-127, equipado com uma fonte de Cobalto-60, estocada
a seco, com atividade maxima de 2.200TBq ou 60.000Ci. A dose otimizada para a realizacao da

esterilizacao foi de 15 a 30 kGy, sendo selecionada a dose 25 kGy.

O ensaio de citotoxicidade in vitro foi realizado pelo Laboratério de Anélises Cientificas
MEDLAB, usando o método de difusdao em agar, linhagem celular NCTC Clone 929, células de

tecido conjuntivo de camundongo (ATCC CCL1). As amostras foram testadas em quadruplicatas,
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em placas separadas. Referéncias bibliograficas utilizadas foram ASTM F895-84: 1984-Standard
test method for Agar diffusion cell culture, ISO 10993.5:2009-Biological evaluation for medical
devices test for Cytotoxicity, in vitro methods e US Pharmacopeia 32, 2009, -Biological reactivity
tests in vitro. O controle positivo foi realizado em fragmento de litex t6xico e o controle negativo

em discos de papel de filtro atéxico.

4.1.5 Ensaios de incorporagdo e liberacdo de medicamentos

Visando a utilizacdo das microesferas como carreadores de medicamentos, foi realizado
um estudo para avaliar a capacidade de incorporagdo e o perfil de liberacdo. Foram utilizadas
microesferas com diametros entre 150 e 425um, que é o tamanho mais utilizado no
preenchimento de defeitos dsseos. O medicamento utilizado foi o sulfato de gentamicina, do
fornecedor Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., escolhido por ser um

antibiotico de largo espectro e o mais utilizado em cirurgias dsseas.
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