XI Semindrio de Extensdo e Inovagdo
XXVI Semindrio de Iniciagdo Cientifica e Tecnolégica

08 a 12 de Novembro - Guarapuava/PR
SEI-SICITE 2021 p CAMPUS GUARAPUAVA

Pesquisa e Extensdo para um
mundo em transformagdo

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

Desenvolvimento de Hidroxiapatita esférica porosa a partir de

gelatina e polimeros biodegradaveis PLGA.
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RESUMO

A Hidroxiapatita ¢ um biomaterial muito utilizado como enxerto 6sseo devido seu alto grau de
compatibilidade e osteocondutividade. O presente trabalho tem por objetivo o preparo do encapsulamento
de complexo lipossomal, assim como o preparo da sintese da HAp e tornar a juncdo entre o complexo e a
HAp em um composto de liberagdo controlado. Em relagdo do complexo, foram realizados trés métodos de
encapsulamento do acido zoledronico no lipossoma, sendo alterados algumas variaveis a fim de avaliar a
melhor eficiéncia. Neste trabalho, a sintese de HAp foi realizada por co-precipitagdo, no qual o calcio foi
utilizado como precursor. Apds as etapas iniciais o pé foi colocado em estufa para completa secagem, assim
como realizado um tratamento térmico afim de melhorar as caracteristicas da HAp cristalina, ao final foi
realizado a sinterizag@o. Por meio da analise de difragao de raios X pode-se comprovar a formagao da fase
de hidroxiapatita comparando os picos obtidos com a literatura. Por meio da andlise de porosimetria pode-

se determinar a o didmetro dos poros assim como suas caracteristicas.
Palavras-chave: Encapsulamento, HAp, lipossomas, porosimetria, difracdo de raio x.
ABSTRACT

Hydroxyapatite is a biomaterial widely used as a bone graft due to its high degree of compatibility and
osteoconductive. The present work aims at preparing the encapsulation of the liposomal complex, as well
as preparing the synthesis of HAp and turning the junction between the complex and HAp into a controlled-
release compound. Regarding the complex, three methods of encapsulation of zoledronic acid in the
liposome were carried out, with some variables being changed to assess the best efficiency. In this work,
the synthesis of HAp was performed by co-combination, without which calcium was used as a precursor.
After the initial steps, the powder was placed in an oven for complete drying, as well as a thermal treatment
to improve the characteristics of the crystalline HAp, in the end a sintering was performed. Through X-ray

diffraction analysis, the formation of the hydroxyapatite phase can be verified by comparing the peaks
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obtained with the literature. Through porosimeter analysis it is possible to determine the diameter of the

pores as well as their characteristics.

Keywords: Encapsulation, HAp, liposomes, porosimeter, x-ray diffraction.
1 INTRODUCAO

A engenharia de matérias nos ultimos anos tem se tornado pioneira na pesquisa de biomateriais com
objetivo de substituir tecidos vivos danificados, por tecidos sintéticos ou naturais. Um desses biomateriais € a
Hidroxiapatita (HAP) Cal0(PO4)6(OH)2, que segundo Calasans Maia (2015) é o principal componente
mineral do osso e dos dentes, e tem sido amplamente aplicado como um biomaterial devido a sua bioatividade
¢ osteocondutividade bem conhecidas, mesmo que as ceramicas HAp sejam pouco degradaveis sob condigoes
fisiologicas.

HAP sintetizados embora apresentem similaridades quimicas ao tecido 6sseo, possui também aspectos
estruturais que dificultam a disseminacdo das células jovens, como exemplo a baixa porosidade. “E preciso
que o material enxertado tenha poros interligados para que as células de gerag@o de tecido 6sseo, conhecidas
como osteoblastos, possam infiltrar no material, consumi-lo e crescer na estrutura como um todo (PARSONS
ET AL.,1988).”

HAP porosa também pode ser usada como sistema carreador de farmacos, entretanto, apresenta
desvantagens em fungdo da baixa eficiéncia de encapsulamento ¢ rapida libera¢do (LU ET AL., 2018;
STIGTER ET AL., 2004). Carreadores lipossomas apresentam varias vantagens em relacéo aos ativos livres
devido a bicamada lipidica que impede a rapida absor¢ao pelo organismo, pode controlar a taxa de liberagao e
o local em que o farmaco deve ser liberado (BATISTA ET AL., 2007; BOERMAN ET AL., 2000).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo preparar HAP ou (-TCP porosa utilizando compostos
organicos como geradores de poros e acoplar o complexo lipossomas/bifosfonatos nos poros da HAP (RIGO
ET AL., 2007).

2  METODO E MATERIAIS

2.1 Preparo do Complexo — Lipossoma/Acido Zoledrdnico

O método utilizado para a prepara¢do do lipossoma foi por filme lipidico (HAERI et al., 2013). Foi
utilizado os seguintes componentes: fosfatidilcolina de soja (SPC), colesterol, para realizar a formagdo do
lipossoma na propor¢do de 7:3 em cloroformio. Os componentes foram adicionados em um frasco juntamente
com o bifosfanato acido zoledronico (1 mM) e deixando secar em temperatura ambiente. Apds a formacdo do
filme lipidico (1 mM) esse foi hidratado com solugdo tampao fosfato pH 7,5 (0,05 mM) contendo o farmaco
acido zoledrénico (1 mM). A solucdo foi extrusada em um mini extrusor Avanti Polar com membrana de
policarbonato de 400nm.

Ap6s o preparo do complexo, foram utilizados trés métodos para o encapsulamento do AZ para melhora
do efeito de encapsulagdo.

*  Me¢étodo A: seguiu a metodologia de (Caraglia, 2013) e (Marra, 2012), no qual apds a reidratagado
o complexo com solucdo tampdo de AZ, foi levado ao vortex (Agitador Tipo Vortex
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Multifuncional) com o objetivo de agitar as moléculas e homogeneizar toda solugao, por 1 minuto,
em seguida foi levado ao processador ultrassonico por 30 minutos.

*  M¢étodo B: foi ajustado apenas o periodo de agita¢do do vortex por 5 minutos, mantendo o tempo
de ultrassom conforme o método A.

*  M:¢étodo C: forma seguidos os procedimentos do método A, porém foram adicionados 4 ciclos de
congelamento e descongelamento, no qual a temperatura variou de -50°C & uma temperatura
ambiente de 25°C.

2.2 Encapsulamento

Uma aliquota de 0,8 mL da amostra extrudada foi transferida para uma unidade de filtro e foi
submetida a uma ultracentrifugagao (filtro Millipore, USA, ME Cut-off 10,000Da). O calculo de eficiéncia foi
realizado através da Equagaol:

%AZ encapsulada = (Ci — Cx)/Ci X 100 O

Em que Ci e Cx representam, respectivamente, as concentragdes iniciais e a analisada. Para quantificar a
concentracdo de AZ na solugdo analisada foi utilizado a técnica de espectrofotometria de UV. Foi feito uma
curva de calibragdo prévia do AZ variando a concentragdo 0,08; 0,10; 0,12; 0,14; 0,16; 0,18; 0,20 mM.

2.3 Sintese da Hidroxiapatita com Oleo

Foi utilizado o método por co-precipitagdo consiste em simples etapas: adiciona-se 200 ml agua destilada
em oOxido de calcio (2,79 g) como precursor de calcio. Em seguida uma solugdo de fosfato de potassio (4,06 g)
foi preparada em 10 ml de agua e gotejado lentamente na solugdo de calcio sob agitagdo. Apos a sintese, a
solucdo contendo a hidroxiapatita obtida foi seca em estufa. O pod sintetizado foi submetido a tratamento
térmico para obtencdo de HAP cristalina.

Para o preparo da HAP porosa tem-se a dispersao de 3 mg de HAp em 50 mL de agua sob agitacdo. Em
um segundo recipiente, € feito uma solugdo (100 mL) de acido citrico 27g, e PEG 18g, enquanto em um terceiro
recipiente e feito uma mistura de agua e gelatina 1g a 40°C por 1 hora em banho maria.

Os trés recipientes sdo misturados e agitados até a total homogeneizagdo da solugdo. Em seguida, essa
solugdo € vertida em dleo (50 mL) e agitada levemente. Para obter a ceramica, essa mistura ¢ lavada com etanol
¢ acetona e entdo filtrada em papel de filtro. O material solido retido no papel de filtro passa por um processo
de secagem em estufa a 60°C por um dia. Em seguida, o material foi sinterizado.

3 RESULTADOS

Os resultados da Tabela 1 referem-se a eficiéncia de encapsulamento do AZ em lipossomas.

Tabela 1 - Eficiéncia de encapsulamento.

Percentual de Percentual de Percentual de Valor
Método encapsulamento encapsulamento encapsulamento Meédio (%)
(%) (%) (%)
A 4,78 6,82 10,86 7,48
B 26,51 25,73 25,31 25,85
C 15,20 15,22 10,42 13,04

Fonte: Autoria prépria (2021).

https://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2021 3



SEI-SICITE 2021

Pesquisa e Extensdo para um
mundo em fransformacdo

X1 Semindrio de Extensdo e Inovagdo

XXVI Semindrio de Iniciagdo Cientifica e Tecnolégica

08 a 12 de Novembro - Guarapuava/PR

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

CAMPUS GUARAPUAVA

E possivel analisar que o método B apresenta uma maior eficiéncia de encapsulamento do AZ no
lipossoma, isso mostra que o vortex influéncia no resultado, uma vez que dentre estes métodos houve apenas
a variacao da agitacdo e homogeneizag¢ao do complexo.

Ap6s estes resultados, foi realizado o método C a fim de verificar se a temperatura poderia influenciar na
eficiéncia de encapsulamento. O processo de congelamento e descongelamento diminuiu o percentual de
encapsulamento.

Para analisar a caracteristicas dos poros do material, testes de porosimetria de mercurio foram realizados.
Podemos considerar neste experimento que pressdes até 15 psia sdo pressoes de inclusdo de mercurio baixas
(poros intergranulares). Na amostra de HAP com o6leo, temos que 22,03% de merctrio utilizado no teste foi
introduzido na amostra em pressoes de até 15,98 psia. Pode-se considerar a pressdo de 15,98 baixa, uma vez
que houve apenas os preenchimentos de poros na superficie, com diametro de poro de 11,32 um.

A partir da curva de tamanho de didmetro de poro em fun¢do do incremento de intrusdo de mercurio
apresentada na Fig. (1), pode-se verificar que a maior quantidade de merctrio inserido no material esta na
regido de poros de didmetro de 6,0349 um obtidas com uma pressdo de 29,97 psia, ou seja, a maioria dos poros
encontrados a essa pressdo sdo poros dentro do grdo (poros interconectados), vale ressaltar que neste pico
temos que a quantidade de mercurio preenchido foi de 30,98%.

Figura 1 -Curva de tamanho de didmetro de poro em funcio do incremento de intrusio de mercurio.
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Fonte: Laboratério de Fisica Nuclear Aplicada UEL

Pode-se observar através da Fig. 2A que apresenta DRX da hidroxiapatita pura, sendo obtida pela ICDD,
deste modo e possivel analisar se os picos da sintese de HAp com o6leo sdo compativeis com os picos da

literatura.
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Figura 2 — A) Padriao de DRX de hidroxiapatita (Ca /P =1,67) [ICDD PDF 24-33]. B) DRX da sintese de HAp
com odleo.

300

A

Intensity (a.u.)

| : i | :
20 25 % 35 40 45 50 55 60 7 L l jJ[ o l A JT‘. bt J-_k l..h“L bbb bk
20) x :

;0 0ae en ™0

Fonte: A-The International Centre for Diffraction Data. B- Autoria prépria (2021).

De acordo com a Figura (2B), a sintese de HAp obteve um resultado satisfatorio. Quando comparado a
amostra produzida com a literatura, os picos de DRX sdo compativeis.

4 CONCLUSAO

Através dos dados obtidos experimentalmente e das discussdes abordadas foi possivel concluir:

o A eficiéncia de encapsulamento apresentou o melhor resultado quando o tempo de agitagdo foi
de 1 minuto.

e A temperatura influéncia negativamente na eficiéncia de encapsulamento do complexo.

e  Pode-se observar que o maior incremento de mercurio foi obtido nos poros com didmetro de
6,0349 um.

e  Através das imagens obtidas pelo DRX da HAp com 6leo estdo de acordo com as obtidas pela
literatura.

Ensaios para a analise das amostras ndo pode ser realizados devido ao cenario atual causado pela pandemia
de COVID-19, como ¢ o caso do MEV. Assim como ndo foi possivel a realiza¢do da sintese de HAp com
PLGA devido a dificuldade da compra do polimero PLGA, causado pela pandemia.
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