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APRESENTACAO

Encerramos nesse quinto volume a colecao “A Produgcao do Conhecimento nas
Ciéncias da Saude”, com um sentimento de gratidao e dever cumprido ao apresentar
uma diversidade de pesquisas solidas e de amplo espectro fomentando o conhecimento
na area das Ciéncias da Saude.

Tendo em vista todo conhecimento apresentado nesta colecéo, finalizamos o
trabalho apresentando de forma mais multidisciplinar possivel trabalhos cientificos na
interface de estudos ligados a saude.

Apresentamos de forma ampla conceitos atuais em pesquisas desenvolvidas com
os temas psico-oncologia, qualidade de vida biopsicosocial, perfis epidemioldgicos,
praticas integrativas, automedicacdo, novos tratamentos, promocéo e educacao em
saude, biotecnologias em saude, diagnostico, sistema de saude publica, fatores de
risco, nanotecnologia, além de revisbes e estudos de caso, que poderdo contribuir
com o publico de graduacgao e p6s graduacao das areas da saude.

O profissional da saude atual precisa cada vez mais estar conectado com as
evolugdes e avancos tecnologicos. Além disso € necessario um comprometimento
com o conhecimento, pois esse avanca a passos largos dentro das pesquisas em
saude, ja que descobertas e publicacbes de alto impacto sao diarias e trazem contetudo
aprimorado e de relevancia, assim a leitura de fontes que possam ir além da area
especifica de atuacédo sdo extremamente importantes. Como objetivo central deste
volume desejamos que o leitor tenha essa possibilidade em um unico volume podendo
transitar de diversas formas nas éareas afins.

Assim, reforcamos a importancia do aprendizado continuo do profissional da
saude, e desejamos fortemente que esse material contribua para isso. O conteudo de
todos os volumes é significante n&o apenas pela teoria bem fundamentada aliada a
resultados promissores, mas também pela capacidade de professores, académicos,
pesquisadores, cientistas e da Atena Editora em produzir conhecimento em salude nas
condicOes ainda inconstantes do contexto brasileiro. Desejamos que este contexto
possa ser transformado a cada dia, e o trabalho aqui presente pode ser um agente
transformador por gerar conhecimento em uma area fundamental do desenvolvimento
como a saude.

Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto
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PREPARACAO DE ESFERAS DE QUITOSANA/
HIDROXIAPATITA ENCAPSULADAS COM DEXAMETASONA

Maria Jucélia Lima Dantas
Universidade Federal de Campina Grande,
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RESUMO: Esferas de quitosana/hidroxiapatita/
dexametasona (CS/HA/DEX) foram preparadas,
pelo método de geleificagédo ionotropica, com o
objetivo de avaliar as interacoes dos materiais
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e possiveis diferencas relacionadas ao pH da
solucdo coagulante. Para tal, uma solucéo de
quitosana contendo HA e DEX foi gotejada em
solucgdes de tripolifosfato de soédio (TPP) - pH
6 e pH 9. As esferas foram caracterizadas por
microscopia 6tica (MO), microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e difratometria de raios X
(DRX). De acordo com os resultados de MO, as
esferas de quitosana, quitosana/hidroxiapatita,
quitosana/dexametasona e quitosana/
hidroxiapatita/dexametasona reticuladas em pH
9 apresentaram diametro de aproximadamente
33 mm; 3,0 mm; 25 mm e 2,0 mm,
respectivamente. O volume e a superficie das
esferas produzidas diminuiram cerca de 20%
conforme a reducéo do pH, como também foram
geradas distribuicdes de tamanho mais estreitas
e esfericidade melhor quando as amostras
foram reticuladas com pH 6. As micrografias
do MEV revelaram que as esferas preparadas
em solucdo de TPP pH 6 apresentaram um
aspecto mais liso e homogéneo comparadas as
preparadas em pH 9. Em relacdo a disperséo do
farmaco, ndo houve aglomeracéo de particulas
dentro da estrutura, o que remete a uma boa
homogeneidade da dexametasona nas esferas.
Os difratogramas de raios X evidenciaram um
aspecto mais amorfo quando da preparacéo
com a solugao de TPP pH 6 e quando o farmaco
DEX foi incorporado. Isto pode levar a uma
liberagdo controlada do farmaco, indicando
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assim, ser promissor no desenvolvimento de scaffolds de quitosana/hidroxiapatita/
dexametasona para liberagdo controlada de farmaco para regeneragéo 0ssea.
PALAVRAS-CHAVE: Esferas, Regeneragao Ossea, Quitosana, Hidroxiapatita,
Dexametasona.

ABSTRACT: Chitosan/hydroxyapatite/dexamethasone beads (CS/HA/DEX) were
prepared by the ionotropic gelation method to evaluate the interactions of the materials
and possible differences related to the pH of the coagulant solution. For this, a
chitosan solution containing HA and DEX was dripped in sodium tripolyphosphate
(TPP) - pH 6 and pH 9 coagulant solutions. The beads were characterized by optical
microscopy (MO), scanning electron microscopy (SEM) and diffraction of X-rays (XRD).
According to the MO results, the beads of chitosan, chitosan/hydroxyapatite, chitosan/
dexamethasone and chitosan/hydroxyapatite/dexamethasone crosslinked at pH 9 had
a diameter of approximately 3.3 mm; 3.0 mm; 2.5 mm and 2.0 mm, respectively. The
volume and surface area of the spheres produced decreased by about 20% as the pH
decreased, but also smaller size distributions and better sphericity were generated
when the samples were crosslinked at pH 6. SEM micrographs revealed that spheres
prepared in solution of TPP pH 6 presented a more smooth and homogeneous
appearance compared to those prepared at pH 9. Regarding the dispersion of the drug,
there was no agglomeration of particles within the structure, which refers to a good
homogeneity of dexamethasone in the spheres. X-ray diffractograms showed a more
amorphous appearance when compared to the preparation with the TPP pH 6 solution
and when the drug DEX was incorporated. This may lead to controlled release of the
drug, thus indicating, to be promising in the development of chitosan / hydroxyapatite /
dexamethasone scaffolds for controlled release of drug for bone regeneration.

KEYWORDS: Beads, Bone Regeneration, Chitosan, Hydroxyapatite, Dexamethasone.

11 INTRODUCAO

Os polimeros compdem uma classe bastante ampla de biomateriais, e na area
biomédica existem varias pesquisas sendo desenvolvidas para o uso de materiais
poliméricos, como por exemplo, na engenharia de tecidos, implantacao de dispositivos
médicos e 6rgdos artificiais, proéteses, oftalmologia, odontologia, reparagao éssea,
sistemas de entrega de farmacos, e muitos outros campos médicos. O material
polimérico adequado para uma aplicagdo biomédica deve ser biocompativel, e
biodegradavel (Banoriya et al., 2017). Embora os polimeros naturais e sintéticos
tenham sido amplamente utilizados, os polimeros naturais estdo sendo preferidos
devido a sua melhor biocompatibilidade e biodegradabilidade. Entre eles, a quitosana
(CS) tem sido extensivamente usada para aplicagcdes de engenharia biomédica (Vyas
et al., 2017).

A versatilidade da quitosana é devida a seus grupos amino ativos que atuam
como o local reativo para uma variedade de novas ligagdes de grupo usando
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condicoes faceis para reacédo, juntamente com o carater catiénico da quitosana, que
também é atribuido aos grupos amino e, portanto, correspondentemente conhecido
como amino polissacarideo (Dash et al., 2011). Inicialmente, a quitosana foi usada em
aplicacbes médicas, tais como curativo para feridas, emagrecimento e engenharia de
tecidos, no entanto, com o passar do tempo e desenvolvimento, a quitosana passou
a ser um proeminente candidato para o sistema de administracdo de farmacos. A
atividade antimicrobiana e a baixa imunogenicidade da quitosana juntamente com sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade excepcional proporcionaram oportunidades
suficientes para o seu progresso em muitos campos. As outras propriedades
bioldgicas, como mucoadesdo, administracdo controlada de farmaco, gelificagédo in
situ, aprimoramento de permeacéo, etc., sdo creditados em seu grupo funcional de
amina primaria. Propriedades como a bio-adesividade fazem com que o polimero
adira a tecidos macios/duros e é aplicado em ortopedia, odontologia, oftalmologia e
em medidas cirargicas (Muxika et al., 2017).

A quitosana pode ser modificada em diferentes formas para controlar a taxa de
liberacédo e eficiéncia do agente bioativo nos sistemas de entrega, como por exemplo
a partir de esferas reticuladas (Muxika et al., 2017). A pratica do sistema de entrega
baseado em esferas permite o controle do perfil de liberacdo do farmaco e do local
alvo especifico, adaptando cuidadosamente a formulacao de varias combinagdes de
farmacos e materiais poliméricos. Este tipo de sistema de entrega proporciona maior
vida util, taxa de liberagcédo controlada e, além disso, direciona 0o medicamento especifico.
Existem diferentes métodos para a formacao de esferas, como por exemplo, interacao
com contra-ions como anions (sulfato, fosfatos, hidrdxidos), reticulacao, evaporacao
de solvente, gelificagao ibnica, secagem por pulverizacao, polimerizacao em emulsao,
precipitacao, etc. (Ali et al., 2018).

Afim de melhorar as propriedades e aumentar o potencial de aplicacédo, vém sendo
investigada a combinacdo de materiais de diferentes caracteristicas na fabricacao de
esferas, como por exemplo, a combinacao de fosfatos de céalcio com polimeros, que
combina boas propriedades mecéanicas com boa biocompatibilidade. A hidroxiapatita
(HA) é uma das ceramicas mais utilizadas para fins de engenharia de tecidos, devido
a sua estreita similaridade com a composi¢cao quimica da parte inorganica do 0sso
natural. Estimula a osteocondutividade e pode integrar-se no osso natural sem causar
qualquer resposta imune. Como a HA é de natureza hidrofébica, sua adigcdo a CS
reduz sua capacidade de inchamento, aumentando assim sua resisténcia mecanica
(Bose e Tarafder, 2012; Dorozhkin, 2012, Meskinfam, 2017, Vyas et al., 2017).

As estratégias alternativas para regeneracdao tecidual baseiam-se na
administracao localizada de farmacos a partir de materiais de suporte concebidos na
forma de arquiteturas biomiméticas 3D (scaffolds), fabricados por exemplo, a partir de
esferas, cuja implantacao proporciona concentracdes locais de farmaco mais elevadas
e reduz o risco de toxicidade sistémica em comparac¢do com as vias de administracéo
tradicionais (Peck e Wang, 2013). Neste contexto, tem-se utilizado como componente
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farmacéutico o dexametasona (DEX), que é um potente glucocorticéide sintético
frequentemente utilizado para tratar um amplo espectro de doencgas autoimunes e
inflamatérias (Das e Subuddhi, 2014; Paun et al., 2017). DEX suprime a resposta
imune, promove o metabolismo das proteinas, gorduras e carboidratos e estimula a
diferenciacao das células osteogénicas. As vias orais tradicionais da administracao do
DEX conduzem frequentemente a efeitos secundarios graves, tais como a osteoporose
induzida por glucocorticoides (Paun et al., 2017).

Tigh et al. (2009), investigaram a eficiéncia anti-inflamatoéria dos scaffolds de
quitosana carregados com dexametasona na reducao dos efeitos colaterais associados
a liberacdo sistémica no desenvolvimento da cartilagem. Duarte et al. (2009)
investigaram scaffolds de quitosana carregados com dexametasona e observaram
gue as concentragdes do farmaco sdo apropriadas para aplicagcdes na engenharia de
tecidos.

Até o momento, poucos estudos analisaram a relacédo entre quitosana,
hidroxiapatita e dexametasona como compoésito aplicavel a engenharia de tecido
0sseo. Gao et al. (2013) prepararam hidrogéis injetaveis de quitosana/p-glicerofosfato
(CS/GP) com nanoparticulas de hidroxiapatita carreadas com dexametasona (DEX),
os resultados revelaram que a combinagcdo desses materiais poderia promover a
proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica, mostrando potencial para aplicagdes
regenerativas ortopédicas. Para nosso conhecimento, ndo foram relatados estudos
sistematicos sobre esferas usando os trés materiais de interesse e a avaliagdo de
suas propriedades mecanicas, fisicas e bioldgicas. Portanto, o objetivo deste estudo
foi preparar esferas de quitosana com hidroxiapatita carreadas com o farmaco
dexametasona pelo método de geleificacdo ionotrépica e avaliar as interagdes dos
materiais e possiveis diferencas relacionadas ao pH, para serem utilizadas como base
na fabricagao de scaffolds em aplicagbes biomédicas, incluindo sistemas de liberagcéo
controlada de farmaco para regeneracéo 0ssea.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Quitosana de massa molar média (174,205 + 836 g/mol) e grau de desacetilacéo
de 92,5, fornecida pelo Laboratdrio de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais
do Nordeste - CERTBIO (Campina Grande, Brasil). Hidroxiapatita sintética (Ca,(OH)
(PO,),), tripolifosfato de sodio (TPP) (Na,P,O,)) (pureza de 98%) e farmaco

5 3710
dexametasona (C,,H,,FO,), adquiridos da Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brasil). Solugao
salina tamponada com fosfato (PBS) (pH 7,4) e acido acético glacial (C,H,O,) (reagente

A.C.S, 99,8%), adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Acido cloridrico (HCI) (98%
de pureza) obtido da Nuclear (Sao Paulo, Brasil) e alcool etilico (pureza de 99,5%) da
Neon Comercial Ltda (Sao Paulo, Brasil). Todos os reagentes foram utilizados como
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recebidos sem purificacéo prévia.

2.2 Preparacao de esferas de quitosana/hidroxiapatita (CS/HA)

Para o preparo de esferas de quitosana/hidroxiapatita seguiu-se o método de
gelificacao ionotropica adaptado da pesquisa de Silva et al. (2016). Resumidamente, a
solucéo de CS foi preparada dissolvendo quitosana (2% m/v) em uma solugéo aquosa
de acido acético glacial (1% v/v). A mistura CS e HA foi preparada dispersando 20%
m/m (com base na massa CS) de HA em solucdo de quitosana e mantida em agitacéo
mecanica a 75 rpm e 23 + 2 ° C até se tornar uma solugcdo homogénea. A solucéo
obtida foi utilizada para preparar as esferas CS/HA. Para a aplicagcdo do método de
gelificacdo ionotrdpica, foi utilizado um sistema constituido por uma bomba de infusdo
marca Vernon Hills, modelo lllinois 60061, com seringa de 20 ml acoplada a uma
agulha de dimensdes 0,7 mm x 25 mm (22G x Y2 “) e um agitador mecanico digital IKA
RW 20. Para avaliar os efeitos do pH nas propriedades das esferas, duas solugbes
de tripolifosfato de sodio (TPP 5% m/v) foram utilizadas como meio de coagulacéo e
reticulacéo, contendo (a) 300 ml de solugdo de TPP pH 9,0 e (b) 300 ml de solucéo
de TPP pH 6,0; neste caso, o pH foi ajustado com &cido cloridrico HCI. As solucbes
foram rotuladas com base no valor de pH (9 e 6) como TPP9 e TPP6, respectivamente,
sendo a seringa preenchida com 20 ml da solucao da mistura CS/HA e gotejada com
o auxilio da bomba de infusdo que exerce pressao sobre a seringa com um fluxo de
25 ml/h nas solugdes TPP9 e TPP6. As esferas foram mantidas imersas nas solucées
de TPP9 e TPP6 cerca de 24 horas a temperatura ambiente e lavadas com solucdo de
PBS (pH 7,4) para remover os residuos de acido acético, TPP e HCI e depois foram
liofilizadas.

2.3 Preparacao de esferas de quitosana/hidroxiapatita/dexametasona (CS/HA/

DEX)

A mesma metodologia descrita no item 2.2 foi usada para preparar as esferas
CS/HA/DEX. Inicialmente, o farmaco dexametasona (DEX) foi dissolvido em etanol
dispersando 10% (com base na massa CS) (10 mg/ml) através de agitacao mecanica
a 75 rpm e 23 + 2°C. O farmaco dissolvido foi adicionado a solucdo de CS/HA e foi
mantido sob agitacdo até ter sido obtida a homogeneidade do sistema. A solugdao CS/
HA/DEX foi gotejada, com vazé&o de 25 ml/h, em solugcbes de TPP9 e TPP6 e mantida
imersa na solugéo por cerca de 24 horas a temperatura ambiente. Subsequentemente,
lavou-se com solug¢ao de PBS (pH 7,4) para remover os residuos de acido acético, TPP
e HCI e posteriormente liofilizadas. A Tabela 1 mostra os constituintes e codificacao
das amostras.
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Meio de reticulacao Constituintes Codificacao das

amostras
CS CS/TPP9
TPPpH 9 CS/HA CS/HA/TPP9
CS/DEX CS/DEX/TPP9
CS/HA/DEX CS/HA/DEX/TPP9
Cs CS/TPP6
TPPpH 6 CS/HA CS/HA/TPP6
CS/DEX CS/DEX/TPP6
CS/HA/DEX CS/HA/DEX/TPP6

Tabela 1 — Constituintes e codificagcdo das amostras.

2.4 Caracterizacoes

As dimensOes das esferas foram determinadas a partir de micrografias adquiridas
com um microscopio optico modelo Hirox- KH 7700 de reflexdo e transmisséo. Cerca
de 10 esferas secas foram colocadas em uma lamina de vidro limpa que foi posicionada
na base do microscopio e as imagens obtidas foram analisadas usando o software
Pixcavator 6. O diametro, volume e area de superficie, bem como o desvio padrao
das esferas nas micrografias foram analisados. A topografia da superficie e a parte
central das esferas foram examinadas em um microscopio eletrénico de varredura
(MEV) PRO X Phenon, com ampliacéo de até 40000 x, profundidade de foco de 1 mm,
resolucao de 30 nm e tensao de 15 kV, baixa vacuo e pressao variada (1 a 270 Pa). Um
suporte de aluminio contendo 10 esferas secas foi colocado na base do microscopio e
as imagens foram obtidas. Para analisar a parte central, as esferas foram seccionadas
e 0 mesmo procedimento realizado para esferas inteiras foi seguido. A identificacéo
da fase e cristalinidade dos materiais obtidos em p6 foi verificada por um DRX em
difratdbmetro XRD-7000 Shimadzu, utilizando radiacédo Ka do cobre (1,5418 A), com
varredura angular de 2°<26<60°, tensdo 40 kV e corrente 30mA.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Microscopia Otica

A partir das imagens de microscopia o6tica das esferas de CS/TPP9, CS/TPPG6,
CS/HA/TPP9, CS/HA/TPP6, CS/DEX/TPP9, CS/DEX/TPP6, CS/HA/DEX/TPP9 e
CS/HA/DEX/TPP6 (Figura 1), € possivel observar que houve diferenca em relacéo
a esfericidade na medida em que se mudou o pH. Foi observada a predominancia
de particulas de formato esférico (razdo de aspecto =1), quando reticuladas com o
TPP6. A esfericidade depende de alguns fatores como: viscosidade da solugao, altura
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e velocidade do gotejamento e também do didmetro da agulha. Nesse caso, com a
diminuicdo do pH s&o geradas superficies mais lisas, como pode ser observado na
secao 3.2 que ilustra a superficie das esferas.

()
CS/TPP9

()
CS/HATPPY

(e)
CS/DEX/TPP9

(b)
CS/TPP6

(d)
CS/HA/TPP6

(f)
CS/DEX/TPP6

(h)
CS/HA/DEX/TPP6

(9)
CS/HA/DEX/TPP9

Figura 1 — MO das esferas de CS, CS/HA, CS/HA/DEX preparadas em solucéo coagulante de
TPP com TPP9 e TPP6.

Codificacao da Diametro

Volume Superficie Esfericidade

amostra (mm)
CS/TPP9 3,3+04 3,4 34,2 1,7
CS/HA/TPP9 3,0+0,3 6,3 28,3 1,3
CS/DEX/TPP9 25+0,2 4,3 19,1 1,2
CS/HA/DEX/TPP9 2,0+0,2 1,2 12,4 1,5
CS/TPP6 2,1+0,1 3,6 13,5 1,1
CS/HA/TPP6 2,4+0,1 5,1 17,7 1,1
CS/DEX/TPP6 1,9+0,1 2,9 12,0 1,0
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CS/HA/DEX/TPP6 23+0,1 4,4 16,3 1,1

Tabela 2 — Dados das esferas obtidas por MO.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2 e na Figura 1 o diametro
médio, o volume e a superficie das esferas produzidas diminuiram conforme a reducéo
do pH, como também foram geradas distribuicdes de tamanho mais estreitas.

Moeini et al. (2018) investigaram em seu trabalho a influéncia do pH na solugao
reticulante de TPP e constataram que, ao adicionar acido acético a solucéo de TPP, o
pH foi reduzido, passando por pH = 7 até pH = 6,1. A concentracdo de ions hidroxila
foi drasticamente reduzida e um mecanismo de cura in-liquid ocorreu, envolvendo a
protonacéo dos grupos amina da quitosana, a repulsdo de carga positiva forte e o
processo de reticulagao idnica entre os grupos P,O, > e NH%*. Portanto, as esferas
formadas eram mais esféricas, homogéneas e estaveis ao longo do tempo. Além
disso, elas eram menores em relagdo aos obtidos em pH basico.

Pode-se observar que com a inser¢cao do dexametasona ocorre a diminuicao no
tamanho das esferas, devido a presenca do solvente organico (etanol) no processo
de preparacéo. Em comparacé&o com a agua, os solventes orgénicos geram goticulas
ligeiramente menores devido a sua menor tensao superficial, viscosidade e densidade
da solucdo (Suryaprakash et al., 2014). Como por exemplo na composicao CS/DEX/
TPP6 (Figura 1f), a area superficial das esferas é diminuida. Logo, maior a area
de contato com o meio, 0 que podera resultar em diferentes taxas de liberacdo do
farmaco. Por exemplo, se o farmaco estiver fortemente ligado a superficie do material
a liberacédo ocorrera de maneira mais rapida. Além disso, a viscosidade da solucéo
aumenta com a adicao do DEX, o que, por sua vez, reduz a difusédo de agua dos
cristais em crescimento. Este fendbmeno, evita a formacao de cristais de gelo e leva a
uma reducéo do tamanho das particulas.

Verifica-se também que a inser¢do da hidroxiapatita ocasionou um leve aumento
no didmetro das particulas, especificamente as esferas reticuladas em TPP6. As
esferas de CS/TPP6 apresentam particulas com didametro médio de 2,1 + 0,1 mm, as
composicoes CS/HA/TPP6 e CS/HA/DEX/TPP6 apresentam particulas com diametro
médio de 2,4 + 0,1 mm e 2,3 + 0,1 mm, respectivamente como pode ser observado
na Tabela 2. Resultados semelhantes foram obtidos por Dantas et al. (2016) que
produziu esferas de quitosana/hidroxiapatita pelo método de geleficacdo ionotrdpica
com diametro médio de 2 — 3 mm, utilizando uma agulha hipodérmica (0,7 x 25 mm?),
onde as goticulas foram gotejadas em uma solucédo de TPP (5%m/v) e pH~9. Esse
aumento médio de didmetro entre as esferas de CS e CS/HA se da devido ao processo
de liofilizacdo, onde a agua presente na quitosana é eliminada, logo, quanto menor o
teor de quitosana na esfera, menos agua sera liberada, menos contracao ocorrera e
maior sera o tamanho da particula. De acordo com Silva et al. (2016) a incorporacao
de substancias ativas pode influenciar na estrutura superficial e interna dos materiais
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devido a diversos fatores como, tamanho, peso molecular, interagbes com a matriz
polimérica, dentre outros.

3.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Analisando as micrografias mostradas na Figura 2, observa-se que a superficie
das esferas preparadas com hidroxiapatita se apresentaram mais rugosas e porosas,
devido as particulas de HA incorporadas na superficie. Resultados semelhantes
foram encontrados por Uswatta et al. (2016), que avaliaram a superficie de esferas
de quitosana/nano-hidroxiapatita reticuladas com TPP para regeneragcao 6ssea, e por
Sharma et al. (2016) que desenvolveram scaffolds de quitosana, gelatina, alginato e
nano-hidroxiapatita observando que a superficie dos scaffolds tornou-se mais rugosa
devido as particulas de nano-hidroxiapatita depositadas exteriormente.

(@) (b)
CS/TPP9 CS/TPP6

(c) (d)
CS/HA/TPP9 CS/HA/TPP6

(e) (f)
CS/DEX/TPP9 CS/DEX/TPP6

Y

(9) (h)
CS/HA/DEX/TPP9 CS/HA/DEX/TPP6
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Figura 2 — MEV das esferas de CS, CS/HA, CS/HA/DEX com TPP9 e TPP6.

Analisando a influéncia do meio reticulante na morfologia das esferas fica
evidenciado que a presenca do acido cloridrico, adicionado para corrigir o pH do meio
deixando-o mais acido (pH ~6), resultou em esferas com aspecto superficial mais liso
e homogéneo, devido ao fato de favorecer maior protonacao das cadeias da quitosana
contribuindo para uma melhor interacéo i6nica entre CS e TPP. O efeito de agentes de
reticulacéo ibnica e covalente nas propriedades morfologicas de esferas de quitosana
foi estudado por Jozwiak et al. (2017). Neste estudo os autores concluiram que quanto
mais acido o meio (pH de até ~3), maior o favorecimento da reticulagéo ibnica, sorcéo
da quitosana, como também maior a estabilidade entre os componentes.

Os cristais observados nas imagens das superficies das esferas CS/TPP6 e
CS/HA/DEX/TPP6 (Figuras 2b e h), conforme indicado nas imagens, se devem a
presenca do HCI. O HCI, como mencionado anteriormente, foi usado para corrigir o
pH da solugao reticulante para estudo da liberagdo controlada do farmaco, devido a
quitosana possuir grupos que alteram a sua conformacgéao espacial em funcéao do pH,
ou seja, em pH basico se torna mais enovelada e em pH acido tem conformacao mais
estendida (Souza et al., 2016).

A micrografia da Figura 3 mostra um corte lateral das esferas com de CS/HA/
DEX e CS/DEX. Com a insercéao da hidroxiapatita e a dexametasona, a viscosidade
da solucédo aumenta, o0 que, por sua vez, reduz a difusdo de agua dos cristais em
crescimento. Este fendmeno, evita a formacao de cristais de gelo e leva a uma redugéo
do tamanho dos poros. Além disso, com um aumento da concentragdo da solugao,
0S poros tornam-se mais compactos e menos interconectados. O pré-congelamento
a uma temperatura predeterminada de -18 °C por 24 h (passo antes da liofilizagao)
também ajuda a homogeneidade dos poros no passo de nucleacao. Além disso, a
ligacdo cruzada hidrotermal estabiliza e melhora as propriedades mecéanicas das
esferas (Shamekhi et al., 2017).

(a) (b)
Figura 3 — MEV do corte lateral das esferas de (a) CS/DEX e (b) CS/HA/DEX em TPP6

Emrelacéo adispersao do farmaco, pode-se observar que nao houve aglomeracgéao
de particulas dentro da estrutura, o que remete a uma boa homogeneidade do
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dexametasona nas esferas. Além disso, nas Figuras 2 e, f, g e h pode-se observar que
o farmaco n&o se encontra na superficie da matriz, devido ao fato de que manchas
escuras caracteristicas da dexamtasona apareceriam, como foi constatado por Chiang
et al. (2012) que estudou a preparacao e caracterizacdo de scaffolds de quitosana
imobilizados com dexametasona e observou que quando a dexametasona é imobilizada
na quitosana, as micrografias exibem manchas negras na superficie. Como indicado
na Figura 3b ocorre o surgimento de vazios que séo originarios da morfologia cristalina
da agua desenvolvida durante o congelamento das esferas, além do comportamento
irregular dos poros que é tipico de compostos ceramicos, e também consequéncia
da etapa de congelamento, onde os cristais de gelo crescem e solidificam na direcao
do gradiente de temperatura, isto €, das extremidades para o centro(Tsiourvas et al.,
2016).

3.3 Difratometria de Raios X

O difratograma das esferas de quitosana (Figura 4) apresenta regides
caracteristicas de polimeros semicristalinos, sendo uma discreta banda em torno de
20 = 10°, representando a fase amorfa do material e um pico agudo em 20 =20°
que evidencia a parte mais cristalina da quitosana, que pode ser confirmado quando
comparado na JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) arquivo N°.
039-1894. As fortes interagdes intra e intermolecular devido as liga¢des de hidrogénio
entre os grupos amina, alcool e amida presentes na molécula de quitosana, fazem
com que esse material apresente certa cristalinidade.

Segundo Shamekhi et al. (2017) a cristalinidade e a estrutura da quitosana
estéo relacionadas a ligacao de hidrogénio inter e intra-molecular. Sempre que as
moléculas intermoleculares (CO-HN) e intra-moleculares (CO-HOCH,) forem maiores,
a quitosana mostrara maior cristalinidade e estrutura mais ordenada. Com a introdugéo
das reticulagdes nas macromoléculas de quitosana, a estrutura cristalina restante se
destrdi como é observado a partir da Figura 4, com a adi¢cao do &cido cloridrico na
solucdo. De fato, 0 empacotamento e a orientagdo, das macromoléculas de quitosana
s&o enfraquecidos com a reticulagéo.
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Figura 4 — Difratogramas da quitosana/TPP9 (CS/TT9), da quitosana-TPP6 (CS/TPP6), da
hidroxiapatita (HA), das composi¢des quitosana/hidroxiapatita com TPP9 e TPP6 (CS/TPP9/HA
e CS/TPP6/HA) (A) e, dexametasona (DEX), das composi¢cbes quitosana/dexametasona (CS/
TPP9/DEX e CS/TPP6/DEX) e das comppsi¢des quitosana/hidroxiapatita/dexametasona com
TPP9 e TPP6 (CS/TPP9/HA/DEX e CS/TPP6/HA/DEX) (B).

Com a insercao da hidroxiapatita (Figura 4), observa-se trés novos picos de
difracéo 20 =26,2°, 20 =31,9° e 20 = 34,0° referentes a incorporacao da fase ceramica
nas esferas (Pangon et al., 2016). De acordo com o padrao de DRX da HA JCPDS
arquivo N°. 76-0694, os picos de hidroxiapatita devem estar localizados a 26=25,8° e
32,9°, respectivamente. Aligeira mudanca de picos pode ser causada pela formacgéo de
pequena quantidade de outros fosfatos de calcio (Liu e Man, 2017). Além disso, existem
diversos tipos de hidroxiapatita diferentes, em razdo da relacédo Ca e P, e durante o
processo da fabricacdo das esferas, pode ser produzida uma quantidade de traco de
outros tipos de fosfato de calcio com uma composicao e estrutura semelhantes, o que
também contribuiu para uma pequena mudanca nos picos caracteristicos da HA (Yu
et al., 2018). Os difratrogramas da Figura 4 apresentam picos com maior intensidade
referentes a hidroxiapatita, com a identificacdo da ficha cristalografica 01-072-1243-
ICSD retiradas do banco de dados Inorganic Crystal Structure (ICSD), onde estao de
acordo com a norma BS ISO 13779-3:2008, observamos também a presenca de uma
porcentagem de amorfo na amostra.

E possivel observar pelo difratograma da dexametasona, Figura 4 os picos de
difracdo caracteristicos como sendo: 26= 6,19°, 26= 8,34°, 26= 10,3° 20= 12,4°,
20=13,6°, 26= 14,39°, 20= 15,1°, 20= 15,6°, 20= 16,2°, 26= 17,8°, 20= 18,4°, 20=
22,6°, 20= 23,8°, 20= 26,3°, 20= 27,0°, 20= 29,6°, 26= 31,4°, 20= 33,8°, 20= 37,2°,
206= 41,2°. Verifica-se que os picos de difracéo das fases cristalinas sao similares ao
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do padrao, obtido na biblioteca de dados do difratbmetro, e apresentam-se préximos
aos relatados por (Oliveira et al., 2015). A Tabela 3 apresenta os dados cristalograficos
referentes as amostras de hidroxiapatita e dexametasona identificadas com o auxilio
do software X’Pert HighScore Plus da Philips.

Hidroxiapatita Dexametasona
Sistema Cristalino Hexagonal Ortorrébmbica
Grupo Espacial P 63/m P212121
Volume da célula Unitaria [A%] 529.584 3885.9
Pgrémetros de Rede a, b, ¢ a=10.3640
(A ea.B.v() b= 16.1570
a=b 2.95109
c 4.70272 23.2060
a=p 90.0 90
Y 120.0 90
Fase Cristalina Monofasica Monofasica

Tabela 3 — Parédmetros Cristalograficos da hidroxiapatita e dexametasona.

Observando os difratogramas das esferas contendo dexametasona, Figura 4,
€ possivel afirmar que a presenca do farmaco, ndo ocasionou de forma significativa
aumento da cristalinidade do material, pois no difratograma das amostras CS/HA/DEX
0s picos caracteristicos da dexametasona 26= 13,6 °; 206= 15,1° e 206=31,4° estao
presentes em menor intensidade. De acordo com Khan et al. (2015) isto pode ser
devido a diferencgas no tamanho da particula ou na cristalinidade das amostras, logo se
indica uma provavel obten¢do de uma estrutura amorfa. A obtencéo de uma estrutura
amorfa sugere que a dexametasona foi dispersa molecularmente na quitosana. De
acordo com Song et al. (2014), isto é benéfico para a difuséo de moléculas do farmaco
através da matriz polimérica, o que pode levar a uma liberacédo controlada do farmaco
encapsulado. Com isso, de acordo com Oliveira et al. (2015) espera-se que o farmaco
se difunda a uma taxa mais rapida, pois a estrutura amorfa apresenta poros com uma
area de superficie maior de troca, em compara¢cado com materiais cristalinos.

Comparando os difratrogramas das esferas reticuladas com TPP9 e TPP6
observa-se que o acido cloridrico imprime um aspecto mais amorfo as amostras, tendo
em vista que uma maior absorcéao de HClI leva as cadeias do polimero a interagir mais
com a molécula do cloro do que com os grupos intramoleculares na matriz polimérica,
favorecendo a movimentagéo das cadeias e logo indica-se uma provavel obtencéo de
uma estrutura amorfa.
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4|1 CONCLUSOES

Esferas de quitosana/hidroxiapatita/dexametasona (CS/HA/DEX) foram
preparadas, pelo método de geleificacao ionotrépica. A modificacdo no pH da solucéo
coagluante com a adicao do HCI, afetou suas dimensdes (diametro, volume e area
de superficie), foram geradas distribuicbes de tamanho mais estreitas e esfericidade
melhor, como também, projetou nas esferas um aspecto mais liso e homogéneo em
relacdo quando reticuladas apenas com TPP. Em geral, a dispersividade do farmaco
dexametasona foi homogénea, ndo apresentando aglomeracdo de particulas dentro
da estrutura. Além disso, houve efetiva interacdo entre quitosana, hidroxiapatita e
dexametasona. O sistema polimero/ceramica/farmaco mostrou interacdo cristalina,
imprimindo um aspecto mais amorfo quando ha modificacao para o pH mais acido e
insercao do dexametasona. Com isso, pode ser que haja uma liberacao controlada
do farmaco encapsulado se difundindo a uma taxa mais rapida, indicando assim,
ser promissor a utilizacdo das esferas de quitosana/hidroxiapatita/dexametasona no
desenvolvimento de scaffolds para aplicagdes biomédicas, incluindo engenharia de
tecidos e liberagcao controlada de farmaco para regeneragao éssea.
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