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RESUMO

A hidroxiapatita (HAP) pertence a familia das apatitas de calcio. Em forma
nanométricas (nHAP) podem ser utilizadas como carreador de drogas. O objetivo foi
aperfeicoar nanofibras de PLA com insercdo de nHAP para serem utilizadas na
liberacdo de farmacos. nHAP foram obtidas pelo método de coprecipitacdo e
caracterizada pelas técnicas de DRX e MET. As fibras de PLA (10%) e 5% de nHAP
foram obtidas na distancia de 6 cm e vazéo de 0,1, 0,3 e 0,5 mL h-1, e caracterizadas
por MEV. As nHAP tinham fase Unica com formato de bastonete, ponta arredonda e
diametros de 10 a 20 nm. As fibras obtidas a partir do PLA puro apresentaram-se
mais porosas do que na presenca de HAP. Os diametros variaram de 0.2 a 2.4 pum.

Dentre as fibras obtidas a que apresentou melhor resultado foi a vazéo 0,3 mL h-1,
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INTRODUCAO

O material bioceramico hidroxiapatita (HAP) é um material da familia das
apatitas de calcio Caio(PO4)sX2, com X = OH, CI, F ou Br, e pode ser encontrada na
natureza nas formas hexagonais e monoclinicas®?. A HAP, Caio(PO4)s(OH)2, € o
principal constituinte de ossos e dentes®. A HAP possui a incomum propriedade de
possuir sitios A&cidos, representados pelos cations Ca?*, e sitios basicos,

representados pelos anions PO4%, em uma Unica cela da estrutura cristalina®. HAP
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nanométricas, podem ser utilizadas como um carreador para a entrega de drogas e
outros agentes terapéuticos, pois aumenta a biodisponibilidade, terapéutica, a
eficiéncia e seguranca por ser um material semelhante aos encontrados no
organismo humano®. Os sistemas de transporte tém como funcéo disponibilizar o
principio ativo ao organismo apO0s a administracdo. Atualmente os sistemas de
liberacdo controlada de farmaco tém preenchido vérios requisitos, como o a reducéo
de toxicidade sistémica® o direcionamento especifico ao local alvo(”, a estabilizacédo
e a otimizacdo do seu metabolismo®, para evidenciar o potencial terapéutico de
principios ativos. Entretanto, ha varios outros desafios associados a liberacdo
especifica do principio ativo ao local alvo como a selecdo do polimero utilizado na
preparacdo do sistema de liberacdo, a fim de ultrapassar barreiras quimicas e
bioldgicas do organismo.

A escolha do polimero a ser utilizado no sistema esta relacionada a natureza
quimica do principio ativo. Para a preparacdo de sistemas poliméricos de liberacéo
controlada pode-se empregar tanto a polimeros naturais®, sintéticos®® ou semi-
sintéticos™), Dependendo da aplicagdo terapéutica podem ser requeridos polimeros
biodegradaveis que apresentam vantagens ja que ndo necessitam serem removidos
cirurgicamente apoés o término da liberacdo do principio ativo no organismo, além de
fornecer a liberacao diretamente na circulacéo sistémica e podem ser o polimero e o
principio ativo, combinados de diferentes maneiras fornecendo o melhor sistema
para a aplicacdo desejada*?.

A classe de polimeros poliésteres alifaticos € uma das mais estudadas para a
preparacdo de sistemas poliméricos de transporte de principios ativos e podem ser
representados por pelos poli (acido lactico) (PLA), poli (&cido glicdlico) (PGA) e seus
copolimeros (PLGA), além de diferentes poliésteres alifaticos, como os poli (a-
hidroxiacidos), os poli (B-hidroxiacidos) e a poli (a-caprolactona)®®. O mais
importante poliéster alifatico € o PLA (poli(acido latico)) é um poliéster alifatico,
biocompativel e biodegradavel* que pode ser obtido por fermentacéo bacteriana a
partir da glicose extraida do milho . Por degradacao origina acido lactico, metabdlito
natural do corpo humano sendo, portanto, vantajoso 0 seu UsO uma vez que sua
eliminagdo se da por vias naturais(®,

O PLA é um material termoplastico, o que permite ser utilizado em diversas
areas: médicas®, embalagens de alimentos!”, vestuarios!” e farmacéutica®®,

pois € de facil processamento e possui propriedade Unica que favorecem a sua
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utilizacdo. A literatura demonstra que o recobrimento de nanoparticulas com
polimeros auxilia na obtencédo de sistemas de liberacdo prolongada. Em um estudo
desenvolvido por Kim e colaboradores®® foi desenvolvido um sistema de liberacéo
de vancomicina a partir de HAP revestida com PCL e como resultado foi observado
uma liberacdo de forma altamente prolongada, em comparacdo com a liberacao da
droga diretamente adsorvida em HA puro. Segundo Loca e colaboradores®?),
realizaram estudo de liberacdo de gentamicina utilizando um sistema de HAP
obtendo como resultado 12h de liberacdo. No entanto ao utilizarem revestimentos de
biopolimeros os resultados mostraram uma diminuicdo na taxa de liberacdo de

gentamicina por 70h para PLC, 20h para PLA e 50h para PVA.

MATERIAIS E METODOS

OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA

Para a sintese da hidroxiapatita (HAP) por meio de cooprecipitacdo por via
umida foram utilizados Nitrato de Célcio Tetra-Hidratado (Ca(NO3)2.4H20), Fosfato
de Amonio Bibasico ((NH4)2HPO4) e Hidréxido de Amonio (NH4OH) Sigma-Aldrich®
sendo as solucdes preparadas com agua deionizada. Para a sintese com
rendimento de aproximadamente 1 g do produto foi feita uma solucdo contendo
3,07g de Ca(NOs3)2.4H20 em 300 mL de agua deionizada. Ap6s completa
solubilizac&o, essa solucao foi transferida para um baldo de 3 bocas e pH ajustado
para 11 com adicdo de hidréxido de aménio (NH4OH). Em seguida, borbulhou-se
nessa solucao nitrogénio (N2), para garantir uma atmosfera inerte dentro do baldo e
eliminar os gases solubilizados presentes. Concomitantemente, a solu¢do de
(NH4)2HPO4 foi preparada utilizando 0,79g do reagente em 40 mL de &gua
deionizada. Apés completa dissolucéo, essa solucéo foi transferida para uma bureta
sendo gotejada lentamente sob agitacdo constante e a temperatura ambiente. Em
seguida, o precipitado formado foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos e
lavado com &gua deionizada até atingir o pH neutro. Entdo, o produto foi

ressuspenso em etanol e seco a 50°C em estufa com circulacao ar.
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Caracterizacdo das Nanoparticulas de HAP Coprecipitada.

Difracdo De Raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X foram obtidos no equipamento Shimadzu®,
modelo LabX XRD-6000, utilizando radiacdo Cu-Ka de A= 1 1,5406A, nas condi¢des
de analise de 6-26 com 26 variando de 0 a 80° e velocidade de varredura continua

de 1°min.

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Na microscopia eletrbnica de transmissdo o feixe de elétrons atravessa a
amostra, diferentemente da MEV-FEG, assim é criada a imagem do tipo campo claro
(Bright Field). Ja os elétrons refratados pela amostra apos a sua interagdo com a
mesma dao origem as imagens do tipo campo escuro (Dark Field). As analises
foram feitas a partir de um microscépio FEI TECNAI G? F20 HRTEM localizado na
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) no Laboratério de Caracterizacao
Estrutural (LCE/DEMA).

Obtencdo de Nanofibras

O aparelho de eletrofiacdo é constituido de uma fonte de alta tensdo
(Glassman Higth voltage modelo PSC60P02.0-22), um sistema de injegao
constituido de uma bomba de ejecao (KVS, modelo 100) acoplado a uma seringa de
vidro (Fluran HCA F-5500-A, Ismcatec). O PLA foi obtido comercialmente da
empresa XXX. Foi utilizado solvente cloroférmio e acetona (3:1), tempo de agitacédo
de 21lhoras, overnight em agitador magnético. As variacbes das condicbes de
eletrofiacdo estdo resumidas na Tabela 1. A folha de papel aluminio foi utilizada
como coletor em todos 0s casos.

Tabelal. Condi¢cbes de eletrofiagdo empregadas para obtencdo de nanofibras.

Amostra PLA% HAP Voltagem (kv) Vazao (mLn) Distancia (cm)
1 10 5% 40,0 0,1 6
2 10 5% 40,0 0.3 6
4 0,5 6

10 5% 40,0
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Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV): Caracterizacdo Das
Nanofibras

As amostras foram fixadas no porta-amostras com uma fina camada de tinta de
prata para dar contato elétrico e, em seguida, foram recobertas com ouro. Para esta

analise contou-se com um microscopio eletrénico de varredura JEOL-JSM 6510.

RESULTADOS

DRX

A Fig 1. de mostra o DRX da amostra de hidroxiapatita coprecipitada. Segunda
a ficha cristalografica Joint Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS) de
namero 01-089-4405, € possivel observar os picos caracteristicos da estrutura
hexagonal da hidroxiapatita na amostra estudada, ndo sendo observados picos
referentes a fases secundarias, indicando a pureza do material. Observa-se baixa
cristalinidade na amostra de hidroxiapatita podendo ser verificado mais claramente a
partir dos picos (211), (300), (202) e (203 até o 004) pela baixa iintensidade relativa.
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Fig. 1. Espectros FT-IR obtidos para a amostra de HAP coprecipitada.
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MET

As imagens de TEM de nanoparticulas de hidroxiapatita pura obtidas pelo
método de coprecipitacdo e hidrotermal estdo apresentadas na Fig 2. As figuras
confirmar a formacdo de um p6 nanocristalino. As particulas sdo uniformes e as
suas dimensdes variam entre 10 e 20nm devido a aglomeracgdo para a HAP-Cop.
As amostras apresentaram o formato de bastonete.

Fig 2. Imagens obtidas por MET das amostras HAP-COP (coprecipitada) e HAP-
HIDRO (hidrotermal).

HAP-COP

MEV das Nanofibras de PLA puro e com HAP

Na Fig 3. esta representada as nanofiboras de PLA puro e com HAP
coprecipitada. Pode—se notar que ndo houve grandes alteragcbes na morfologia das
nanofibras com a mudanga no volume de vazao de 0,3mLA para 0,5mLtH como pode
ser visto pelas imagens a, al, b e bl. Os diametros das fibras foram de 0.2 a 2.4 nm.
Observa-se nas imagens (a2 e a3) e (b2 e b3) que independente da vazao utilizada
ha uma perda na porosidade das fibras quando na presenca de 5% de HAP. No
entanto, a estrutura de superficie das nanofibras teve uma pequena vairacao

aparente apos a adicao do HAp.
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a) Pla puro (0:3mih) /-1 a1) Pla + 5%HAP\(0:3ml)

b) Pla f)‘uro {0,5mih) p1) Pla+5%HAP (0,5ml)

Fig 3. Microscopias das condicGes de eletrofiacdo empregadas para obtencdo de

nanofibras.

CONCLUSAO
Os resultados demonstraram que dentre as fibras obtidas a que apresentou
melhor resultado foi a vazdo 0,3 mL h't, podendo ser utilizada para a incorporagéo

de farmacos.
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OPTIMIZATION IN OBTAINING PLA NANOFIBERS/nHAP FOR
PHARMACEUTICALS RELEASE

ABSTRACT

Hydroxyapatite (HAP) belongs to the family of calcium apatites. In nanometric form
(nHAP) can be used as a drug carrier. The objective was to improve PLA nanofibers
with nHAP insert for use in drug delivery. nHAP were obtained by coprecipitation
method and characterized by XRD and TEM techniques. PLA fibers (10%) and 5%
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nHAP were obtained at a distance of 6 cm and flow rate of 0.1, 0.3 and 0.5 ml h-%,
and characterized by SEM. The nHAP were single phase with rod shape, rounded tip
and from 10 to 20 nm in diameter. The fibers obtained from pure PLA had to be more
porous than in the presence of HAP. The diameters ranged from 0.2 to 2.4
micrometers. Among the fibers obtained that showed the best result was to flow 0.3

ml h1.

Key-words: hydroxyapatite, PLA, nanofibers, drugs.
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