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Resumo

Este trabalho teve como propdsito proceder a preparagao de sistemas de
libertacdo de antibidticos com recurso a matriz dssea de origem bovina, por forma a
conferir aos enxertos &sseos, utilizados rotineiramente em cirurgias ortopédicas
reconstrutivas, a capacidade de prevenir e combater infec¢des bacterianas.

A Ceftriaxona, uma cefalosporina de terceira geracao, foi o antibiético utilizado
neste trabalho.

Inicialmente, procedeu-se a imobilizacdo quimica do antibiético a superficie do
osso. Esta imobilizacdo foi feita através da reac¢do dos grupos carboxilicos presentes a
superficie do osso (provenientes do colagénio) com o grupo amina disponivel na
estrutura do antibidtico. Os resultados obtidos nesta fase ndo foram conclusivos, uma
vez que nao foi possivel inferir se existia, ou ndo, essa ligacdo entre o antibidtico e o
0ss0, quer através da andlise dos espectros FTIR-ATR, quer pelos mapas de enxofre
obtidos pela técnica de caracterizagao EPMA.

Numa outra situacdo foi ainda feita a imobilizacdo prévia de cadeias de pectina
a superficie do osso e posterior ligacdo da Ceftriaxona a essas mesmas cadeias, mas
também neste caso ndo foi possivel concluir nada acerca da imobilizacdo do
antibidtico.

Seguindo uma outra estratégia, a Ceftriaxona foi impregnada em placas de
matriz éssea e essa matriz revestida posteriormente com um filme formado por
camadas alternadas de pectina e quitosano. Os perfis de libertacdo in vitro da
Ceftriaxona a partir destas placas revestidas revelaram que o revestimento da
superficie do osso ndo tem um efeito muito significativo no perfil de libertacdo do
antibiotico. Verificou-se igualmente que apenas cerca de 15% do farmaco impregnado
foi libertado durante o ensaio de libertacao in vitro, o que sugere que o antibiético
interage fortemente com a matriz 6ssea, podendo estar fisicamente adsorvido a
superficie desta.

Numa segunda fase deste trabalho optou-se por utilizar a matriz éssea na

forma de particulas e mistura-la com uma fase polimérica, de forma a obter matrizes
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porosas. Neste caso, e ao contrario das estratégias anteriores, o antibidtico foi
imobilizado na fase polimérica, recorrendo a diferentes métodos

A fase polimérica, na forma de gel, foi preparada através da complexacdo
polielectrolitica da pectina e quitosano numa solu¢do aquosa. Aos géis de pectina e
quitosano assim formados adicionou-se e misturou-se as particulas de osso.
Procedendo-se a liofilizagao dessa mistura, obtiveram as matrizes porosas (esponjas).

O antibidtico foi imobilizado nas matrizes, durante a sua preparacdo, de trés
formas diferentes.

i) Por simples dispersao fisica;

ii) Imobilizado covalentemente, por ligacdo com a pectina;

iii) Encapsulado em microparticulas de poli(acido lactico), que por sua vez

foram incorporadas na matriz-compdsito.

A utilizacdo destas esponjas enquanto sistemas de libertagdo controlada de
antibidticos foi testada através de um estudo de libertacdo in vitro da Ceftriaxona. Os
ensaios de libertacdo in vitro mostraram que o antibidtico incorporado nos sistemas i)
e ii) é libertado praticamente todo durante o primeiro dia.

Este perfil de libertacdo seria expectdvel para o primeiro sistema, onde o
farmaco foi incorporado por uma simples dispersdo fisica. Pelo contrario, para o
sistema onde o antibiético foi encapsulado nas particulas de PLA, esperava-se uma
libertacdo gradual do antibiético ao longo de vdrias semanas (ou até meses),
controlada pela difusdo deste através da matriz de PLA e pela biodegradacdo desta
mesma matriz.

O sistema onde a Ceftriaxona foi imobilizada por uma ligacdo quimica as
cadeias de pectina apresentou o perfil de libertacao do antibidtico mais sustentado ao
longo do tempo.

Apesar de ndo se ter obtido nenhum sistema de libertacdo com a capacidade
de libertar a Ceftriaxona de uma forma controlada pelo periodo de tempo desejado
(entre quatro a seis semanas), em cada um dos sistemas de libertacdo desenvolvidos e
apresentados neste trabalho foi possivel obter algumas conclusdes, que poderao ser

utilizadas como bases para a continuacdo do trabalho no futuro.



Abstract

The main purpose of this work was the preparation of antibiotic local delivery
systems based on bone matrix, in order to grant to this material, usually use in
reconstructive orthopedic surgeries, the power to actively prevent and fight bacterial
infections.

Ceftriaxone, a third generation cephalosporin, was the antibiotic chosen to try
to immobilize on or in the bone matrix.

Initially, the chemical immobilization of the antibiotic to the bone matrix
surface was tempted. This immobilization was performed through the reaction of the
carboxylic groups present on the surface of the bone (from collagen) with the amine
group available in the antibiotic structure. The results were not conclusive at this
stage, since it was not possible to confirm, with the available characterization
techniques (FTIR-ATR and EPMA), the formation of a chemical bound between the
antibiotic and the functional groups on the bone surface.

In another approach, pectin polymeric chains were first chemical immobilized
on to the bone surface and then the ceftriaxone was chemically bound to those chains.
Unfortunately, also in this case was not possible to conclude anything about the
antibiotic immobilization.

Following another strategy, ceftriaxone was impregnated in bone matrix slabs
and the surfaces of those matrices were subsequently coated with thin films formed by
alternating layers of pectin and chitosan. The results of the in vitro release studies of
ceftriaxone from these slabs lead to the conclusion that the film coating had a small
impact in the release profile of the antibiotic. It was also noted that only 15% of the
impregnated drug was released during the in vitro tests, which suggests that the
antibiotic molecules interact strongly with the bone matrix and can be physically
adsorbed to its surface.

In a second phase of this project the bone matrix was used in the form of

particles and mixed with a polymeric phase, in order to obtain porous composite
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matrices. In this case, and unlike the previous strategies, the antibiotic was
immobilized in the polymeric phase, using different methods.

The polymeric phase, in gel form before drying, was prepared through the
polyelectrolyte complexation of pectin and chitosan in an aqueous solution. The pectin
and chitosan gel thus formed was added and mixed to the bone particles. This mixture
was then freeze—dried to get the porous composite matrices (sponges).

The antibiotic was immobilized in the composite matrices, during its
preparation, through three different methods:

i) By simple physical dispersion

i) Covalently immobilized to pectin

iii) Encapsulated in microparticles of poly (lactic acid), which in turn were

incorporated in the matrix composite.

The ability of the produced sponges to act as ceftriaxone delivery systems was
tested through in vitro release assays. The obtained in vitro release profiles showed
that, for systems i) and iii), the incorporated antibiotic was released almost entirely
during the first day.

This kind of release profile was expected for the first system, where the drug
was incorporated by a simple physical dispersion. On the contrary, for the system in
which the antibiotic was encapsulated in the PLA microparticles, it was expected a
gradual release of the antibiotic during the course of several weeks, controlled by the
antibiotic diffusion through the PLA matrix and by its biodegradation.

The system in which ceftriaxone was chemically immobilized to pectin
presented the most prolonged and sustained ceftriaxone release.

Despite the non obtainment of any delivery system with the ability to release
Ceftriaxone in a controlled manner for the aimed period of time (four to six weeks), in
each delivery system developed and presented in this work it was possible to get some

conclusions that can be used as the basis for further work in the future.

VI



Indice de Figuras

Figura 1.1 - Representagdo esquematica da estrutura do 0sso 10Ngo [3]. c..eevvvcveeeivciieeiiciieennnns 1
Figura 1.2- Representacdo esquematica da estrutura do osso compacto e esponjoso [5].......... 3
Figura 1.3 - Comparagdo entre a administracao de farmacos por métodos convencionais de
multidosagem (a) e sistemas de libertacao controlada (b), sendo A a administra¢do do farmaco
[imagem retirada de [L1]]. oot e e e e bae e e e eabe e e e e eabaee e enbeeeeennees 7
Figura 1.4 - Esquema da formacdo dos complexos polielectroliticos (PECs) entre a pectina e o
quitosano [imagem retirada de [14]]. ..o e 12
Figura 1.5 - Representacdo esquematica das etapas que levam a formacao dos PECs [imagem

Y u = Te ETe LI 1 7 | PR UPRR 13
Figura 1.6 - Esquema da formacdo de um filme de multicamadas de polielectrdlitos [Imagem
T Te N L3 53 | T 14
Figura 1.7 - Técnica de Spin Coating [imagem retirada de [38]). .cceccvreeeiireeeeeiiieee e, 15

Figura 1.8 - Esquema representativo do método extrac¢do / evaporagdo do solvente numa
emulsdo dleo / agua [Imagem retirada de [14]]. oo eieieie et et e 16

Figura 2.1 - Esquema dos diferentes sistemas de libertagdo local do antibidtico desenvolvidos
NO Presente trabaliNo.... ..o i aae e s 19
Figura 2.2 - Amostras de osso bovino preparadas no laboratério na forma de a) particulas de
0SS0 esponjoso; b) placas de 0SSO COtICAl.......uiiiiiiiiiiiieeeccee e e e e 21
Figura 2.3 - Espectros FTIR-ATR do osso desmineralizado a superficie e do o0sso ndo

(o LT 0 Y10 1=T = | 2= o o TSRS 21
Figura 2.4 - Estrutura geral das cefalosporinas [imagem retirada de [51]]. ..ccccovveveviiveeeninnenn. 22
Figura 2.5 - Estrutura da Ceftriaxona [Imagem retirada de [54]]. ccccocveeeviiieiieiiieee e, 23
Figura 2.6 - Espectro FTIR da Ceftriaxona através de pastilhas de KBr..........ccccccvveeeeviveeeeinnnnn. 24
Figura 2.7- Estrutura quimica da pectina [imagem retirada de [55]]. cceeevvvriveeriiieeeniiiee e, 26
Figura 2.8 - Espectro FTIR-ATR obtido para a pecting. ........cccceecvieeeeciiieeeciiee e e 26
Figura 2.9 - Estrutura quimica do quitosano (n>60) [imagem retirada de [14]........cccuveeeunnennn. 27
Figura 2.10 - Espectro FTIR-ATR obtido para o qUitoSano. ......cccccueeeeciieeeeciiee e 28
Figura 2.11 - Férmula quimica do poli(acidolatico) ou poli(lactideo) [Imagem retirada de [60]].
..................................................................................................................................................... 28
Figura 2.12 - Bifuncionalidade do acido lactico [Imagem retirada de [64]]. ....cccovevevvrvveerinnenn. 29
Figura 2.13 - Estereoisémeros do acido lactico [Imagem retirada de [63]]......ccccvveviireeerinnnnn. 29
Figura 2.14 - Sistema ATR [imagem retirada de [72]]....ccoccoiiieeciiee e 31
Figura 2.15 - Sinais emitidos da amostra apds interaccdo com o feixe de electrdes [adaptado
(o L= 171 1 S 33
Figura 3.1 - Activacao dos grupos carboxilicos, em solugdo tampao MES, pH 5.5...................... 37
Figura 3.2 - Acoplamento do antibiético, em solugdo tampdo PBS, pH 7.4. ...cccvvvveecivveeeinenn, 37

Vil


file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478052
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478053
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478055
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478055
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478059
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478059
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478031
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478031
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478039
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478045
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302478045
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302479753
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302479754

Figura 3.3 - Espectro FTIR-ATR das amostras desmineralizadas com(osso desmineralizado _CFX)
e sem antibidtico (osso desmineralizado _controlo) e do antibidtico (CFX). ....ccceevveeeveveesveennee. 39
Figura 3.4 - Espectro FTIR-ATR das amostras ndo-desmineralizadas com (osso ndo-
desmineralizado _CFX) e sem antibidtico (osso ndo-desmineralizado _controlo) e do
] g Y] o1 To ] HTelo J (124 TR 39
Figura 3.5 - Comparagdo entre os Espectros FTIR-ATR do osso desmineralizado e ndo

desmineralizado, ambos com antibidtico ligado (CFX), e da Ceftriaxona.........cccccccueeeecrveeennnen. 40
Figura 3.6 - Mapas de enxofre a superficie das amostras desmineralizadas sem (a esquerda) e
com (a direita) imobilizagdo do antibidtico (CFX) (Area: 100 X 1001M). ....veveveveveveeeeereeerereeennns 41
Figura 3.7 - a) Imobilizagdo da pectina; b) Ligacdo do antibiotico.......ccceecvveevceeicieeciee e, 43

Figura 3.8 - Espectro FTIR-ATR da superficie do osso desmineralizado, do osso desmineralizado
com cadeias de pectina ligadas a superficie e do osso desmineralizado com cadeias de pectina

ligadas a superficie e posterior ligacdo do antibiotiCo.......cceeeeeciieieeciiii e 45
Figura 3.9 - Massa de Ceftriaxona impregnada nas varias placas de 0SS0. .......ccccceeeevveeeecnnnennn. 47
Figura 3.10 - Perfis de libertagdo in vitro do antibidtico a partir das placas de osso. ................ 48
Figura 4.1 -Esquema de formagdo das esponjas: PECS +0SSO+CFX.......cccoevuviiiriiieeesiiieee e, 52

Figura 4.2 - Espectros FTIR-ATR da pectina, quitosano e PECs e ampliacdo da zona de interesse.

Figura 4.3 - a) Aspecto do PEC (pectina/quitosano); b)Ligagcdo do PEC ao 0sso; c) e d) Ampliacdo

(o - [T=¢-Tor=To Xe [ I o sl Ol To X o 1Y-Yo JAu SRR 54
Figura 4.4 - Perfis da libertagdo in vitro da CFX incorporada nas esponjas de PECs com e sem
adicdo de osso de diferentes granuUlomMEetrias. .....ccueeeeciieie e e e 55
Figura 4.5 - Esquema da ligacdo do antibidtico Ceftriaxona a pectina.......ccccceeevveeeeiiveeeecineenn, 56
Figura 4.7 - Esquema de formacgdo das esponjas: PEC(CFX) + 0SSO0. ...cccceeevuveerreesiieeenreeeveeeennenn 58
Figura 4.6 - Esquema da formagdo dos complexos polielectroliticos entre a pectina-CFX e o
(o [U 1) {0 F-] 4T OO PP PPPR PP 58
Figura 4.8 - Espectros FTIR-ATR da pectina e da pectina-CFX........ccccceeeeiieicciiieeeee e 59
Figura 4.9 - Espectros FTIR-ATR da pectina-CFX, quitosano € PEC(CFX).....cccccceeevveeeccrieeeecnennnn. 60
Figura 4.10 - Perfis da libertagdo in vitro da CFX presente nas esponjas de PEC(CFX)............... 61
Figura 4.11 - Esquema de formagdo das esponjas: PECs + 0550 + MP(CFX). ...ccccecvveevveeecreeennen. 62
Figura 4.12 - Esquema da preparagdo das microparticulas de PLA com CFX pelo método da
extrac¢do/evaporacdo do solvente numa dupla emulsdo agua/éleo/agua. .......ccceeevvereenneennen. 64
Figura 4.13 - Aspecto da esponja obtida no trabalho de laboratorio........ccccceeeciveeeeciieeeccinen, 65
Figura 4.14 - Esquema de formacdo das esponjas: PECS +0sso + MP(CFX) + CFX. .......cccceeuueeen. 66
Figura 4.15 - Imagens de SEM das microparticulas de PLA com CFX encapsulado. ................... 67

Figura 4.16 - a) e b) Microparticulas de PLA-CFX aprisionadas na matriz polimérica formada
pelos PECs de pectina e quitosano; c) e d) Particula de osso envolta na matriz polimérica e
microparticulas; e) e f) Ampliacdo de duas zonas apresentada em d). .......cccceeeecveeiieencieeenen. 69
Figura 4.17 - Perfis de libertagdo in vitro da Ceftriaxona encapsulada nas microparticulas...... 70


file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302479758
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302479758
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Inês%20Fonseca/Ambiente%20de%20trabalho/Tese-Nova%20versão_Dia30.docx%23_Toc302479759
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573939
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573939
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573940
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573940
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573942
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573944
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573944
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573948
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573949
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573949
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573952
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573953
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573953
file:///F:/Tese/Tese-Última%20versão(1).docx%23_Toc302573953

Indice de Tabelas

Tabela 1.1 - Classes de materiais utilizados como substitutos dsseos: alguns exemplos de
materiais e principais propriedades constituindo vantagens ou inconvenientes para
determinadas aplicagdes [Adaptado de [8]]:..cccccciiirieiieiiciiieeee e e 6
Tabela 1.2 - Exemplos de alguns sistemas de libertacdo local de antibidticos para aplicagGes
em ortopedia referidos na literatura [Adaptado [13]].....cceeeiiiieeiiieieecee e e 10

Tabela 2.1 - Exemplos da estabilidade de solu¢des de Ceftriaxona sddica [Adaptado [54]]. .... 23
Tabela 2.2 - Atribuicdo das bandas nos espectros de FTIR da Ceftriaxona [Adaptado [54]]...... 24

Tabela 4.1 - Atribuicdo das bandas nos espectros de FTIR-ATR da pectina, quitosano e PECs.. 53
Tabela 4.2- Resultados da analise elementar a pectina modificada (Pectina-CFX) e pectina ndo
aqToTe [1iTor- Yo I (2d=Tor4 o T- ) S 60
Tabela 4.3 - Quantidade de cada um dos constituintes dos diferentes sistemas de libertagdo.66

Tabela 4.4 - Eficiéncia de encapsulamento do antibiético (média * desvio padrao; n =3). ...... 68
Tabela A.1 - Lista de reagentes Utilizados...........cooeciiiieiiei et eecrrree e e e e e 77
Tabela A.2 - Lista de equipamentos Utilizados. .......ccuvveeeiiieccciiieieee e e 78



Acr(’)nimos

SLC Sistemas de libertacdo controlada
HA Hidroxiapatite
TCP Fosfato de cdlcio

(Tricalcium phosphate)

PLA Poli (acido lactico)

PGA Poli (acido glicdlico)

PLGA Poli (acido lactico — co - acido glicélico)

PCL Poli (¢-Caprolactona)

PMMA Polimetacrilato de metilo

PE Polietileno

PLLA Poli — L — (acido lactico)

PDLA Poli — D — (acido lactico)

SLLA Sistemas de libertacdo localizada de antibidticos
GE Grau de esterificacdo

GD Grau de desacetilacao

CFX Ceftriaxona

uv Luz Ultravioleta

v Infravermelho

VIS Luz visivel

FTIR-ATR Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

com reflexao total atenuada
SEM Microscopia electrdnica de varrimento
EPMA Microanalise por sonda electrdnica

(Electron probe micronalysis)

PELs Polielectrdlitos
PECs Complexos polielectroliticos
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Motivagﬁo

Uma das complicagdes mais comuns apds uma cirurgia ortopédica é o
aparecimento de infec¢Oes. No tratamento de infecgdes a nivel dos tecidos dsseos, a
utilizacdo de sistemas de libertacdo controlada (SLC) e localizada de antibidticos pode
colmatar as varias limitacbes apresentadas por um tratamento com base na
administracdo sistémica de antibidticos, uma vez que a conduc¢do do farmaco até ao
local especifico em que deve actuar maximiza o seu beneficio clinico e diminui os
efeitos adversos.

Desta forma varios sistemas de libertacdo controlada e localizada de
antibioticos, para aplicacdes ortopédicas, tém sido propostos e desenvolvidos. Estes
tém como base, normalmente, materiais poliméricos ou inorganicos.

Este trabalho tem como propdsito proceder a preparacdo de sistemas de
libertacdo de antibidticos com recurso a enxertos de osso alégeno. Com esta
modificacdo pretende-se conferir aos enxertos alégenos, utilizados rotineiramente em
cirurgias ortopédicas reconstrutivas, a capacidade de prevenir e combater infeccdes

bacterianas.

Xl



apitulo 1
Fundamentos tedricos

1.1. Tecido 6sseo

O tecido dsseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo constituido por

uma matriz fortemente mineralizada, na qual se encontram vasos sanguineos, nervos e

diversos tipos de células, nomeadamente osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.

Dependendo da sua posicdo anatémica,

o tecido Osseo apresenta,

a nivel

macroscopico, diferentes configuragdes. Assim sendo, os 0ssos podem apresentar

diferentes tamanhos e morfologias, sendo por isso classificados de longos, curtos,

chatos e irregulares. No seu conjunto, constituem o esqueleto dos seres vertebrados e

desempenham importantes funcdes mecanicas
(suporte, mobilidade do organismo e protecc¢do de
orgdos internos) e metabdlicas (reservatodrio de
formacdo de células

minerais, sanguineas e

equilibrio hormonal) [1,2].

Relativamente a sua estrutura e tomando
como exemplo um osso longo (como o fémur,
objecto de estudo neste trabalho), podem
identificar-se duas regides distintas: a didfise,
constituindo um longo corpo central de forma
aproximadamente cilindrica e, nas suas
extremidades, as epifises (formato mais alargado).
A pequena regido de transicdo entre a diafise e
cada epifise designa-se por metdfise. Em corte

longitudinal (Figura 1.1), observa-se que a diéfise
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proximal R 5 P
o Linha espifisaria
IMetafise »
Osso esponjoso
&
|"‘.‘
Endostzo
Osso compacto
Periosteo
d Cavidade medular
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IMetafise
_
Epifise

P »
distal

TSl Cartilagem articular

Figura 1.1 - Representagdo esquematica da
estrutura do osso longo [3].
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ndo é macica, constituindo um cilindro de paredes ndo muito espessas, porém muito
densas e resistentes. Trata-se de tecido dsseo compacto (ou cortical). O interior da
diafise encontra-se preenchido com um tecido mole: a medula dssea. Observa-se ainda
que as paredes das epifises também possuem uma periferia densa de osso compacto
mas, no seu interior, o tecido ésseo possui uma estrutura porosa, semelhante a uma
esponja. Por este motivo, este tecido é designado por esponjoso, ou trabecular. Nesta
estrutura de porosidade intercomunicante, os poros encontram-se igualmente
ocupados por medula dssea. Para concluir, verifica-se que a excep¢do da restrita zona
da superficie da epifise revestida por cartilagem, ambas as superficies interna e
externa do osso estdo revestidas por membranas, sendo respectivamente designadas
por enddsteo e peridsteo. Estas membranas fornecem continuamente células
osteoprogenitoras, envolvidas no crescimento e reparacao do tecido ésseo [1,2].

A este propdsito, torna-se conveniente referir que, no tecido dsseo, existem
trés tipos fundamentais de células: os osteoblastos e os ostedcitos, que derivam de
células mesenquimatosas pluripotentes; e os osteoclastos, que derivam do sistema
hemotopoiético. Os osteoblastos produzem a matriz éssea, enquanto os osteoclastos
reabsorvem a mesma. Por seu lado, os ostedcitos resultam da diferenciacdo dos
osteoblastos que, apds atingirem a sua maturidade, ficam numa forma latente,
alojados em lacunas na matriz extracelular. Os ostedcitos comunicam entre si através
da emissdao de numerosos prolongamentos citoplasmaticos inseridos em redes de
canaliculos. A accdo concertada destes trés tipos de células permite o crescimento do
0sso desde o embrido a fase adulta e a sua manutengao, a partir dessa altura. Com
efeito, os processos dindmicos de remodelacdo dssea ocorrem durante toda a vida,
permitindo ligeiros ajustes na composicao e estrutura do osso, de acordo com as
solicitacbes a que este é submetido [1-5].

A compreens3ao destes mecanismos de ajuste exige uma analise muito mais
pormenorizada do osso, além dos aspectos macro-estruturais referidos. De facto, a
estrutura compacta ou trabecular do osso é muito complexa, sendo habitualmente
descrita como construida a partir de diferentes niveis de organiza¢do. No osso cortical,
toda essa hierarquia na organizacdo é mais facilmente observada, podendo ser

descrita a partir da constituicdo basica da matriz extracelular.



A matriz 6ssea, normalmente considerada como um material compdsito, é
essencialmente constituida por uma fase mineral (65 %) a base de hidroxiapatite
[Ca10(PO4)6 (OH),], uma fase organica (25 %) onde predomina o colagénio tipo |, e dgua
(10 %). Estes componentes encontram-se associados de forma a constituirem fibrilhas
mineralizadas que se agrupam formando fibras e estas, por sua vez, formam lamelas
de tecido dsseo. A disposicao de diversas camadas de lamelas, com orienta¢des
alternadas, em torno de canais que contém vasos sanguineos e nervos (0s canais de
Havers), origina uma densa estrutura de multicamadas aproximadamente cilindrica.
Esta estrutura, designada de Sistema de Havers, é considerada como a unidade
multifuncional do tecido d&sseo. Além dos canais de Havers, dispostos
longitudinalmente no osso, existem também os chamados canais de Volkman,
aproximadamente perpendiculares aos primeiros. Assinala-se ainda a existéncia de
pequenos espac¢os entre lamelas, os quais constituem as lacunas que contém
ostedcitos. Estas lacunas encontram-se ligadas por finos canaliculos que atravessam as
sucessivas lamelas dsseas, permitindo a difusdo de nutrientes e comunicagao celular.
Observando o corte de uma sec¢do de osso cortical, constata-se a existéncia de
numerosos Sistemas de Havers (aparéncia de anéis concéntricos) em torno do canal

medular ao centro (Figura 1.2) [1-5].

Lacuna contendo ostedcitos
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Figura 1.2- Representagao esquematica da estrutura do osso compacto e esponjoso [5].



1.2. Substitutos 0sseos

Os substitutos dsseos podem ser definidos como materiais de origem natural
(animal ou vegetal) ou sintética, que ao serem implantados no organismo poderdo
servir para reconstituicao e refor¢co da estrutura dssea (através de préteses) ou para o
preenchimento de defeitos dsseos, normalmente através de enxertos. Com efeito, nos
casos em que o tecido 6sseo perde a capacidade de auto-reparagdo, o recurso a
enxertos ésseos tem-se mostrado particularmente eficaz no restauro dos defeitos
dsseos — expressao que designa pequenas regides onde ocorreu uma perda de massa
Ossea devido a causa traumatica ou ortopédica [6].

Como facilmente se compreende, o tecido ésseo representa o melhor material
para aplicar como enxerto dsseo, sobretudo se provier do préprio individuo (para
evitar problemas de imunogenicidade). No entanto, dado que tal nem sempre é
possivel ou adequado, podem considerar-se outras alternativas. Efectivamente, existe
na actualidade uma grande diversidade de enxertos dsseos, incluindo os que sdo
baseados em tecido 6sseo (autoenxertos, aloenxertos e xenoenxertos) e outros que
resultam de materiais naturais ou de materiais sintéticos, ou mesmo de diferentes
combinagbes entre os tipos de enxerto referidos. Evidentemente, cada um deles
apresenta as suas vantagens e os seus inconvenientes [7, 8].

Os autoenxertos referem-se ao transplante de tecidos entre diferentes locais
do préprio individuo. Apesar destes enxertos ndo provocarem problemas de rejeicao,
apresentam a limitacdo da quantidade disponivel e estdo associados a uma elevada
morbilidade, pois exigem cirurgias adicionais. No Homem, é frequente utilizar tecido
dsseo da crista iliaca para reparar um defeito dsseo com outra localizagdo no mesmo
individuo.

As limitacOes associadas a quantidade de tecido a transplantar podem ser
ultrapassadas utilizando aloenxertos ou xenoenxertos. Nos aloenxertos, o transplante
ocorre entre dadores da mesma espécie e no caso dos xenoenxertos, entre espécies
diferentes [8]. Além dos problemas de imunogenicidade, a principal desvantagem
destes dois tipos de enxertos (principalmente com os xendgenos) prende-se com o
risco de transmissdo de doencas. Os aloenxertos humanos s3o habitualmente

preparados em ambiente hospitalar e preservados em bancos de ossos. Tal como estes



enxertos alégenos, os xendgenos também requerem uma preparagdo preliminar que
envolve o processamento, conservagdo e esterilizagdo destes tecidos. Embora estes
tratamentos reduzam o risco de transmissdo de elementos patogénicos, podem
enfraquecer significativamente as propriedades bioldgicas e mecanicas dos materiais
[7,9].

Em alternativa a estes tipos de enxerto, as opgdes baseadas em materiais, quer
de origem natural, quer sintética, deverdo ser criteriosamente seleccionadas de acordo
com a sua aplicacdo. Neste contexto, as propriedades mecanicas dos materiais
constituem factores de escolha muito relevantes. Verifica-se que é bastante frequente
encontrar combinac¢ées de materiais que tentam mimetizar as caracteristicas da matriz
dssea, tanto no aspecto da composicao quimica, como relativamente a varios niveis de
organizacdo estrutural. No entanto, essa semelhanca ndo é um requisito
imprescindivel para que os materiais possam servir como enxerto ésseo, como se
demonstra com os exemplos apresentados na tabela 1.1.

Com efeito, para que se considere como adequado para enxertos 6sseos, o
material tem que ser biocompativel e osteocondutor e, preferencialmente, deverd
poder ser reabsorvido e possuir propriedades osteoindutivas. Esta capacidade de
induzir a formacdo de novo tecido dsseo constitui um grande desafio que, no
desenvolvimento de novos materiais, tem levado a crescente introducdo de
modificacbes que potenciem a interaccdo do enxerto com o meio bioldgico
circundante, melhorando a capacidade de osteointegracdo. Estas modificacOes
incluem alteragbes na composicao e estrutura do material e, em especial, da sua
superficie. Também é comum o recurso a introducdao de células e de factores de
crescimento especificos. A melhoria dos métodos de aplicacdo dos enxertos, que se
pretende que seja cada vez menos invasiva, tem também contribuido para o
surgimento de diversas alternativas aos “tradicionais” blocos de tecido ésseo. Assim,
hoje em dia ja é possivel ter acesso a enxertos na forma de particulas sélidas e fibras,
assim como na forma de pastas moldaveis e produtos injectaveis [6,10]. Importa ainda
referir que os materiais de origem sintética sdao frequentemente preferidos
relativamente aos de origem natural, sobretudo por motivos de controlo de qualidade

e por geralmente possuirem uma melhor relagdo custo/beneficio.



Tabela 1.1 - Classes de materiais utilizados como substitutos dsseos: alguns exemplos de materiais e principais
propriedades constituindo vantagens ou inconvenientes para determinadas aplicagées [Adaptado de [8]]:

Material Vantagens Desvantagens AplicagOes Exemplos

- Muito forte; Placas dsseas, implantes Titanio, aco
L . - Dz de osso sujeitos a carga,  inoxidavel, ligas

Metais e ligas - Resistente; .
arcos e braquetes de Titanio e
- Pode corroer.
- DUctil. dentais Cobalto-Créomio
- Fragil; . .
- Bioactivos; Engenharia de tecido

AL - Reabsorvivel;
Ceramicos

- Alta resisténcia ao
desgaste.

- Flexivel;
- Resiliente;

- Superficies
modificaveis;

Polimeros

- Selecgdo de
grupos funcionais.

- Forte;

Compositos - Flexibilidade de

design.

- Maior area de
superficie;

- Reactividade
elevada a

g superficie;
Nanocompadsitos P !

- Forte ligagdo-
interfacial;

- Flexibilidade de
design.

- Tracgdo pobre;
- Resisténcia baixa;

- Falta de
resiliéncia.

- N3o é forte;

- Alguns produtos
de degradacao
podem ser toxicos.

Propriedades
podem ser
alteradas
consoante a
metodologia de
fabricagdo

Nenhuma técnica

optimizado para o

processamento do
material

dsseo, reconstrugao
maxilo-facial,
preenchimento ésseo,
revestimento de bio-
implantes

Scaffolds de tecido
6sseo, placas dsseas,
preenchimento dsseo e
dentario, libertacdo de
farmacos no osso

Substitutos dsseos,
scaffolds de tecido
6sseo, membranas de
regeneracgdo dssea,
libertagao de farmacos
Nno 0sso

Principais areas de
ortopedia,
engenharia de tecidos,
e entrega de farmacos

Alumina,
zircdnia, HA,
Vidros
bioactivos, TCP

PLA, PGA, PLGA,
PCL, PMMA, PE,
colagénio,
gelatina,
quitosano,
alginato.

HA/colagénio,
HA/gelatina,
HA/quitosano,
HA/alginato,
HA/PLGA,
HA/PLLA, HA/PE

Nano-
HA/colagénio

Nano-
HA/gelatina

Nano-
HA/quitosano

Nano-HA/PLLA




1.3. Sistemas de libertacao controlada de farmacos

Para administrar um farmaco, as formulacdes comummente usadas sdo os
comprimidos, capsulas ou injeccdes. No entanto, estas formulagdes convencionais
implicam uma elevada concentra¢cdo do fdrmaco no momento da libertagdo e apenas
uma pequena dose do farmaco alcanca o local pretendido, sendo por isso necessaria a
administracdao de dosagens maiores do que as requeridas para que se atinja o efeito
terapéutico desejado. Ao invés das formulagdes tradicionais, os sistemas de libertacao
controlada (SLC) permitem a libertagdo gradual e prolongada do farmaco e / ou a
entrega deste no local especifico em que deve actuar, maximizando desta forma o seu

beneficio clinico e diminuindo simultaneamente o seus efeitos adversos.

A maior vantagem inerente ao desenvolvimento de sistemas de libertagao
controlada de farmacos pode ser perceptivel pela visualizacdo da Figura 1.3, uma vez
que ilustra as alteracdes nos niveis de plasma sanguineo por métodos convencionais

de multidosagem e com um SLC [11,12].

Nivel toxico

Nivel Plasmatico

Nivel sub-terapéutico

1‘ 1‘ 1‘ * Tempo (dia)

A1 A2 A3 Ad

Figura 1.3 - Comparacdo entre a administracdo de farmacos por métodos convencionais de multidosagem (a) e
sistemas de libertagdo controlada (b), sendo A a administragdo do farmaco [imagem retirada de [11]].

Nos SLC podemos verificar que a libertacdo do fdrmaco é prolongada, nao
sendo necessarias administracbes tdo frequentes comparativamente as formas
convencionais, onde se visualiza um pico maximo seguido de um decréscimo quando o

farmaco é excretado e /ou metabolizado. Também é possivel visualizar que acima de



uma determinada concentracdo os feitos do farmaco sdo indesejaveis, podendo ser
uma fonte de toxicidade, e que abaixo de determinadas concentragdes nao é eficaz. A
diferenca entre estas duas concentracbes é conhecido como indice terapéutico
[11,12].

Varios sistemas de libertacdo controlada de farmacos tém sido propostos e
desenvolvidos. Estes tém como base, normalmente, materiais poliméricos, inorganicos
ou lipidicos.

Os polimeros, pela sua composicdo e propriedades que apresentam, sdo a
classe de materiais mais explorada para o desenvolvimento de SLC. No entanto, para
gue se possa recorrer ao uso destes materiais na drea da biomedicina é necessario que
satisfacam alguns requisitos.

Assim, os materiais poliméricos devem ser biocompativeis, ndo devem produzir
produtos toxicos nem induzir reacgdes alérgicas, e as suas propriedades hidrofilicas e
hidrofébicas, bem como a forma como se degradam (biodegradavel / ndo

biodegraddvel), sdo importantes aquando da sua selecgao.

Uma das formas de classificar os SLC preparados a partir de materiais
poliméricos é a divisdo em sistemas ndo-biodegradaveis ou biodegradaveis

O mecanismo que gere a libertacdo do farmaco é uma outra forma de os
classificar, surgindo assim trés categorias. Os mais comuns sdo os sistemas de
libertagao por difusdao, que podem ser subdivididos em sistemas de reservatoério e
sistemas matriciais. Existem também os sistemas de libertacao activados pelo solvente,
também estes subdivididos em sistemas de libertacdo controlados pela pressdo
osmética e sistemas controlados pela absorcao de agua. E por ultimo, os sistemas de
libertacdo controlados quimicamente, podendo ser sistemas de cadeias pendentes e

sistemas biodegradaveis [14,15].

Tanto os polimeros naturais e seus derivados, bem como os polimeros
sintéticos, sdo muito utilizados na producdo de SLC. E se por um lado, nos polimeros
sintéticos facilmente se controlam as propriedades fisico-quimicas, dos polimeros
naturais temos conhecimento da sua alta biodegradabilidade e biocompatibilidade

[14].



A pectina e o quitosano sdo exemplos de dois polimeros naturais, pertencentes
a classe dos polissacarideos, que foram usados neste estudo. A capacidade de gelificar
em certas condicoes fisicas e quimicas, a facilidade de processamento destes nas mais
diversas formas, a nao toxicidade, a mucoadesividade, a disponibilidade de um grande
numero de grupos funcionais, entre outras caracteristicas, tornam estes polimeros

bastante atractivos para o desenvolvimento de um grande nimero de SLC [16].

1.4. Sistemas de libertacao local de antibidticos para

aplicacoes em ortopedia

1.4.1. Estado da arte

Sendo o o0sso j& por si um Orgdo pobremente perfundido, em condicoes
normais, uma situacdo de infec¢do implica uma diminui¢do da circulagdo sanguinea na
area afectada. Isto faz com que a biodisponibilidade de um antibidtico no local do osso
infectado seja muito diminuta, quando o antibidtico é administrado por uma via
sistémica. Como tal, e para atingir concentracdes terapéuticas na regido Ossea
afectada, é necessaria a administragao sistémica de doses elevadas de antibiético, por
periodos prolongados, o que pode culminar em efeitos colaterais graves. Por exemplo,
para o tratamento da osteomeolite com o antibiético Ceftriaxona é aconselhada a
administracdo de 2g didrias deste antibidtico por via intravenosa, por um periodo de 4

a 6 semanas [13,17].

O recurso a sistemas de libertagao localizada de antibidticos (SLLA) tem
demonstrado eficacia e inumeras vantagens que colmatam as desvantagens dos
métodos tradicionais da administracdo sistémica de antibidticos. Estes, por
propiciarem uma libertacdo local e controlada do antibidtico apresentam uma maior
eficicia terapéutica ao mesmo tempo que eliminam os riscos de uma toxicidade
sistémica provocada pela administracdo de elevadas doses de antibidtico [15,18]. Na
Tabela 1.2 é possivel ver alguns exemplos de SLLA para aplicacGes ortopédicas ja

desenvolvidos.



Tabela 1.2 - Exemplos de alguns sistemas de libertagdo local de antibidticos para aplicagbes em ortopedia referidos
na literatura [Adaptado [13]].

Sistema Transportador Antibidtico Libertado

N3o - Biodegradavel
Acrylic bone cement Oxacilina,cefazolina, gentamicina, cefalosporinas
Cement of BIS-GMA / TEGDMA resin  Cefalexina
Polymethylmethacrylate (PMMA) Gentamicina, Vancomicina, tazocin
beads Vancomicina

Polymethylmethacrylate (PMMA)

cement
Biodegradavel
Collagen-gentamicin sponge Gentamicina
Hydroxyapatite blocks Vancomicina, gentamicina, arbecacina
Hydroxyapatite cement Vancomicina
Nano-HA-PHBV/PEG-GM Gentamicina
microsphere Ciprofloxacina
Bone cement Gentamicina
Hydroxyapatite-p- Cefazolina

tricalciumphospate composite

Bioglass reinforced plaster of Paris, Gentamicina,ciprofloxacina,vancomicina,tobramicina,fusidatede
hydroxyapatite and sodium alginate  sddio

Polylactide and / or polyglycolide

implants

Em ortopedia, e a nivel clinico, o polimetacrilato de metilo (PMMA) é o material
mais utilizado como SLLA. O PMMA ¢é um polimero sintético, biocompativel e nao
biodegraddvel. Este ficou famoso em ortopedia devido aos irmaos Judet que foram
pioneiros em proteses da anca, que eram feitas com PMMA tratado termicamente
[19].

A incorporagao de antibidticos em cimentos de PMMA tem sido amplamente
utilizada na profilaxia e tratamento de infec¢des dsseas. O inconveniente do seu uso
recai na necessidade de utilizar antibidticos que se mantenham estaveis com o calor e
no facto de ser necessdria a sua remocao [20,21]. A gentamicina é um exemplo de um

antibidtico que tem sido incorporado com sucesso em cimentos de PMMA [22].
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Apesar do esforgo feito para desenvolver sistemas de libertacdao local de
antibioticos com materiais biodegraddveis, estes ainda ndo substituem, ao nivel da

pratica clinica, o uso de SLLA a base de PMMA.

A utilizacdo de enxertos derivados de tecido dsseo, que actuem
simultaneamente como substitutos dsseos e SLLA, é uma estratégia muito promissora
mas ainda pouco explorada.

Na literatura, ainda sdo escassos os estudos que utilizam enxertos de osso
impregnados com antibidticos para prevencdo e tratamento de infecgdes. Em geral,
nos estudos disponiveis, verifica-se que o antibidtico impregnado no enxerto é
libertado mais rapidamente do que idealmente se pretende [21,23-28].

Mathijssen et al. investigaram a impregnacdo de enxertos ésseos e o efeito de
diferentes temperaturas no seu armazenamento, mostraram que estes podem ser
impregnados com antibidticos antes de serem armazenados num banco dsseo. Desta
forma, tornam uma possivel cirurgia mais facil, mais segura e menos demorada, uma

vez que ndo ha necessidade de adicionar os antibidticos durante o procedimento [27].

Com este trabalho, e tal como ja foi referido, pretende-se colmatar a rapida
libertacdo do antibidtico, prolongando dessa forma o seu efeito por um maior periodo
de tempo. Para isso é necessario testar outros meios de imobilizar o antibiético no
0SSO sem ser por mera impregna¢ao, como por exemplo, a ligagdo covalente do
antibidtico ao osso e o recurso a microparticulas impregnadas com antibidtico.

Jd no decorrer do desenvolvimento deste trabalho, foram publicados dois
trabalhos de Ketonis C. et al. que promoveram a ligacdo covalente do antibiético ao
0sso, apresentando resultados promissores para evitar a formacdo de camada

bacteriana a superficie do enxerto dsseo [29,30].

1.4.2. Estratégias

Existem diversas técnicas que permitem a imobilizacdo dos farmacos nos SLC,
podendo estes ser imobilizados quimicamente ou através de métodos fisicos. No

decorrer deste trabalho recorreu-se essencialmente a ligacdo covalente dos
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antibidticos a grupos funcionais disponiveis a superficie do osso, uma vez que,
teoricamente, esta estratégia pode proporcionar a estes enxertos propriedades
bactericidas por maiores periodos de tempo. Utilizou-se também o encapsulamento,
onde o antibidtico é imobilizado por oclusdo no interior de uma matriz polimérica [18].

Seguidamente, apresenta-se uma explicacdo sucinta das técnicas seleccionadas
para serem efectuadas no decorrer do trabalho. Esta seleccdao teve como base a
experiéncia acumulada pelo grupo de investigacdo do Departamento de Engenharia

Quimica da Universidade de Coimbra.

1.4.2.1. Polielectrolitos e complexos polielectroliticos

Os polielectrélitos sdo macromoléculas ou polimeros soliveis em agua com
uma grande quantidade de grupos ionizaveis. Dois polielectrdlitos com grupos
ionizaveis de carga oposta, quando em solugdo, e em condi¢bes que permitam a
ionizacdo parcial ou total, interagem entre si, formando os chamados complexos
polielectroliticos (PECs). Um exemplo de dois polielectrdlitos de carga oposta que
interagem entre si sdo os polissacarideos quitosano (um policatido), que possui grupos
amina, e a pectina (um polianido), com grupos carboxilicos (Figura 1.4). Numa gama de
pHs situada entre o pka da pectina e o pka do quitosano, a maioria dos grupos amina
do quitosano e dos grupos carboxilicos da pectina encontram-se ionizados, levando a
que, devido as interac¢des electrostaticas, os dois polissacarideos complexem entre si,

formando os designados PECs.

Pectina
pKa ~35-4. 5

T—

COOH COOH COOH

|
COOH COO COO
pKa Pectina < pHuisurs < pKa Quitosano —p» : .

NHZ NH3+ NH3

/ NHs* NH5* L L

|
COOH COO™ COO°

NH, NH,

PEC

Quitosano
pKa~6.2-7.0

Figura 1.4 - Esquema da formagdo dos complexos polielectroliticos (PECs) entre a pectina e o quitosano [imagem
retirada de [14]].
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De um modo geral, e quando se misturam os dois polielectrélitos numa
solucdo, a formagdo dos PECs pode ser dividida em trés etapas, esquematizadas na
Figura 1.5 [14]:

(i) Primeiramente, ha a formagao de um complexo primdrio desordenado
apos a formacdo de complexos entre as cadeias de um polianido e de um policatido,
determinada por forgas electrostaticas de Coulomb (Figura 1.5 a));

(ii) Seguidamente, pode ocorrer uma reestruturacdo do complexo primario
desordenado surgindo assim um complexo secundario ordenado (Figurado 1.5 b));

(iii) Por ultimo ocorre a agregacao entre os complexos. Nesta etapa estao

envolvidas interacgdes intermoleculares (Figura 1.5 c)).

e mistura reestrututacao

@ _— >

o

© (@) (b)
Polianido  Policatido Complexo primario Complexo secundario

desordenado / / ordenado

Agregacao entre complexos

,z//m /

K

Emaranhados Redes Fibras
| | |

Agregados de complexos

Figura 1.5 - Representa¢do esquematica das etapas que levam a formacgao dos PECs [imagem retirada de [14]].

A interaccdo entre dois polielectrélitos em solucdo resulta normalmente na
formacdo de particulas, que poderdo ser isoladas da fase aquosa através de um
processo de separac¢do, como a centrifugacao ou a filtracao.

Actualmente existe um grande interesse na utilizacdo de polielectrélitos no
revestimento de superficies: através da deposicdo alternada de camadas de
polielectrdlitos de carga oposta sobre um substrato, é possivel formar com base nas

interaccdes electrostaticas, filmes de espessura ultra fina e com propriedades muito
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especificas. Um esquema da formacdo destes filmes, designados por filmes de
multicamadas de polielectrdlitos (polyelectrolyte multilayer films) é apresentado na

Figura 1.6.

Polycation

= S . G_- 1
= 5 Polyanion

Figura 1.6 - Esquema da formagdo de um filme de multicamadas de polielectrdlitos [Imagem retirada de [31]].

Existem duas técnicas que permitem a construcdo de filmes de multicamadas
de polielectrélitos. A mais utilizada consiste em mergulhar o substrato a revestir,
alternadamente, em duas solu¢des: uma contendo o policatido e outra o polianido.

Na outra técnica, utilizada neste trabalho, recorre-se a um aparelho de spin
coating para a deposicdo das camadas de polielectrélitos. Esta técnica envolve a
deposicdo, sobre a superficie de um substrato plano, de algumas gotas da solucdo de
um dos polielectrdlitos. O substrato é entdo girado no aparelho de spin coating a uma
velocidade elevada e, devido a forca centrifuga, a solucdo do polielectrélito é
espalhada pela superficie (Figura 1.7). Repetindo este processo utilizando as solugées
do policatido e do polianido alternadamente, forma-se o filme de multicamadas de
polielectrdlitos [38].

Nestes tipos de filmes é possivel incorporar, durante a sua formacdo ou
posteriormente, varios agentes bioactivos, construindo-se assim revestimentos com a
capacidade de actuarem como sistemas de libertacdo controlada. Esta estratégia tem
sido investigada para criar revestimentos bioactivos em préteses metalicas destinadas

a aplicacdes ortopédicas. Analgésicos, anti-inflamatérios, antibidticos e factores de
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crescimento sdao exemplos de alguns tipos de agentes bioactivos ja incorporados neste

tipo de revestimentos [31-37].

Figura 1.7 - Técnica de Spin Coating [imagem retirada de [38]).

1.4.2.2. Microparticulas

A utilizacdo de particulas enquanto veiculos para a libertagcdo controlada de
farmacos, especialmente nano e microparticulas poliméricas, é e tem sido alvo de
muita investigacao.

As microparticulas (MP) sdo particulas com dimensdes compreendidas entre 1 a
1000um, sélidas e comummente esféricas. Podem ser constituidas por uma matriz
polimérica macica na qual o farmaco estd incorporado (microesferas) ou por uma
membrana polimérica com farmaco encapsulado no seu interior (microcapsulas) [14,
15, 39].

Existem caracteristicas muito importantes nas microparticulas que as tornam
aplicadveis no tratamento de diversas patologias, nhomeadamente o facto de ser
possivel obter uma libertacdo controlada de agentes bioactivos, estando inerente uma
baixa toxicidade e a actuagcdao em locais especificos [39,40]. As microparticulas sdo
preferiveis em algumas aplicacGes porque permanecem maioritariamente
concentradas no local de administragdo. O mesmo nao acontece por exemplo com as
nanoparticulas, que facilmente conseguem penetrar na corrente sanguinea [14].

A técnica de extrac¢do /evaporacdo do solvente numa emulsdo dleo/agua é
comummente usada para imobilizar compostos em nano e microparticulas, sendo
possivel utilizar vérios tipos de emulsGes consoante a natureza hidrofébica ou
hidrofilica do agente bioactivo a imobilizar. A escolha do método ideal tem portanto
como base as caracteristicas de solubilidade do farmaco, para que desta forma haja

uma maximizacdo da eficiéncia de encapsulacdo [14, 41].
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Para agentes bioactivos hidrofébicos, insolUveis ou pouco soluveis em agua, o
método mais utilizado é uma emulsdo dleo-agua (O/W). Este método é composto por

quatro grandes etapas (Figura 1.8) [42,43]:

Fase organica
& Evaporagao do
solvente orgdnico

Composto

bioactivo Polimero
» Isolamento e
secagem das
C) gerces | ) i,
microparticulas

Solvente organico y
volatil Fase aquosa Difusdo do solvente organico para a
fase aquosa (extracgio)

(1 (2) (3) (4)

Figura 1.8 - Esquema representativo do método extracgdo / evaporagdo do solvente numa emuls3o dleo / dgua [Imagem
retirada de [14]].

(1) Dissolugdao do agente bioactivo hidrofébico e do polimero num solvente
organico;

(2) Emulsificacdo da fase organica (fase dispersa), numa fase aquosa (fase
continua);

(3) Extraccdo do solvente organico da fase dispersa para a fase continua,
acompanhado por evapora¢ao do solvente, transformando goticulas da fase dispersa
em particulas sélidas;

(4) Recuperacdo e secagem das microesferas para eliminar o solvente residual.

Relativamente aos agentes bioactivos hidrofilicos, ha outros métodos para
fazer o encapsulamento eficazmente, uma vez que estes agentes bioactivos hidrofilicos
ndo podem ser dissolvidos no solvente organico para evitar que se difundam para a
fase continua durante a emulsao [43].

Existem quatro métodos alternativos que tornam possivel a encapsulacdo, sdo
eles [43,44]:

- Dupla emulsdo (W/0O/W): a solucdo aquosa do agente bioactivo hidrofilico é
emulsionada numa fase organica que contém o polimero dissolvido (emulsdo W/O).

Esta emulsdo é entdo dispersa numa segunda solucdo aquosa formando uma segunda
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emulsdo (dupla emulsdo — W/O/W). Aquando da evaporacdo do solvente organico
formam-se as microparticulas;

- Co-solvente (O/W): quando o agente bioactivo ndo é solivel no principal
solvente organico, um segundo solvente, chamado co-solvente, é necessario para o
dissolver;

- Emulsdo sédlido-6leo-agua (S/O/W): o agente bioactivo estd disperso na
forma de pd sélido na solucdo de polimero e solvente organico;

- Emulsdo 6leo-6leo (0O/0): a fase aquosa é substituida por dleo.

No nosso trabalho o método escolhido para encapsular a Ceftriaxona em
microparticulas de poli(acido lactico) foi o método da extracgdo/evaporagdo do

solvente numa dupla emulsdo agua/dleo/agua.

No inicio do proximo capitulo (Capitulo 2) introduz-se, de forma sucinta, todas
as diferentes estratégias adoptadas para desenvolver os sistemas de libertacdo de
antibidticos apresentados neste trabalho. Ainda nesta seccdo, sdo apresentados os
materiais utilizados na construcdo dos sistemas de libertacdo preparados (matriz
dssea, pectina, quitosano e poli(acido lactico) e o antibidtico imobilizado (Ceftriaxona).
Este Capitulo termina com uma pequena apresentacdo das varias técnicas e métodos
analiticos utilizados para caracterizar os varios sistemas desenvolvidos.

Nos Capitulos 3 e 4 descrevem-se os diferentes procedimentos experimentais
utilizados para preparar os varios sistemas de libertagdao e apresentam-se e discutem-
se os resultados obtidos.

Finalmente, no Capitulo 5, apresentam-se as conclusdes sobre o trabalho

realizado.

17



Capitulo 2

Materiais e Métodos

Este capitulo inicia-se pela apresentacdo de um resumo das diferentes
estratégias adoptadas para a imobilizagdo do antibidtico nas amostras de osso.
Seguidamente apresentam-se as caracteristicas dos materiais utilizados
designadamente a matéria-prima de base - matriz dssea bovina - e sua preparagao, os
diversos compostos usados na producdo dos sistemas de libertacdo estudados,
incluindo o antibidtico, a Ceftriaxona. As técnicas usadas na caracterizacdo das
amostras produzidas bem como as condi¢des de operagdo serdo também aqui
abordadas.

De salientar que a metodologia de preparacao dos varios sistemas de libertagao
produzidos sera descrita nos capitulos subsequentes, aguando da apresentacdo dos
respectivos resultados. Com efeito, dado que foram utilizadas estratégias muito
diferentes que, por sua vez, implicam distintos procedimentos, julgou-se ser mais
conveniente apresentar em capitulos separados (Capitulos 3 e 4), tantos os resultados

como a correspondente parte experimental.

2.1. Estratégia experimental

Como se referiu, o objectivo ultimo deste trabalho foi preparar um sistema de
libertagcdo controlada baseado na matriz dssea. Idealmente um sistema de libertagao
local de antibidticos para aplicacdes ortopédicas devera ter a capacidade de libertar,
imediatamente apds ser colocado no local de ac¢do, uma elevada quantidade de
antibiético, de forma a contrariar o risco acrescido de infeccdo que se segue apds a
cirurgia. A esta fase inicial deve seguir-se uma libertacdo gradual, por um periodo de
varias semanas (4 a 6 semanas), a uma taxa que assegure que a concentracdo do

antibidtico nos tecidos alvo seja permanentemente superior a concentracao inibitdria
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minima do antibidtico. No final, todo o antibiético imobilizado no sistema deverd ter
sido libertado.
Para tal foram exploradas e adoptadas distintas metodologias de imobilizacdo

do antibidtico, apresentadas de forma resumida na Figura 2.1.

~
Matriz
dssea bovina
1
1 ) 1 1
\.
/ N\ 4 N 4 N
Revestimento de placas
Imobilizagdo do de matriz dssea, . -
N . . Matrizes compdsitos de
antibidtico a superficie do impregnadas de olimeros com particulas
0SS0 por meio de uma antibiético com multiplas P P
o de osso
ligagcdo covalente camadas alternadas de
\ \ pectina e quitosano \
- ! J - J - ! J
| 1 | 1 1
- |
Ligaca t ibioti
Igacao covaiente Antibidtico Antibidtico ligado Antibiético
I da pectina a . X encapsulado em
Imobilizagdo superficie do 0sso disperso covalentemente a e e
directa fisicamente na fase polimérica -

e posterior ligagao
do antibidtico

matriz compdsito

(pectina)

PLA, incorporadas na
matriz compdsito

Figura 2.1 - Esquema dos diferentes sistemas de libertagdo local do antibiético desenvolvidos no presente trabalho.

Numa primeira abordagem tentou ligar-se a Ceftriaxona covalentemente a
superficie do osso: primeiro directamente e depois através da pectina, que se ligou
primeiramente a matriz dssea, ligando-se posteriormente o antibidtico a pectina.

Seguidamente, e com o intuito de prolongar a libertacao do farmaco, utilizou-se
uma metodologia alternativa, que consistiu no revestimento da superficie do osso com
camadas alternadas de pectina e quitosano, que ja haviam sido impregnadas com
antibidtico. Estes polissacarideos (pectina e quitosano) foram seleccionados pelas
caracteristicas que apresentam, nomeadamente na formacdo de complexos
polielectroliticos.

Um Jdltimo conjunto de experiéncias consistiu na formacdo de matrizes

compdsitas de polimeros com particulas de osso, onde o antibiético foi incorporado de

diferentes formas: disperso fisicamente na matriz-compdsito; ligado covalentemente a
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um dos polimeros da fase polimérica; e encapsulado em microparticulas de poli(acido-
l[actico). Esta ultima estratégia pretendeu utilizar o know-how acumulado nesta area

pelo grupo de investigacdo onde se insere este trabalho.

2.2. Matéria-prima: matriz 6ssea de origem bovina

No presente trabalho foi utilizada matriz 6ssea de origem bovina, neste caso
um fémur de vaca, com as epifises parcialmente cortadas, o qual foi fornecido por um
talhante local. O osso foi fervido durante cerca de uma hora de forma a facilitar a
remocgao dos restos de tecidos moles e a medula éssea. Depois de limpo, o osso foi
mergulhado numa solucdo de 0,1M de hidréxido de sddio durante cerca de quinze dias
e, em seguida, em etanol a 96% durante mais quinze dias. Apds este primeiro
tratamento foram preparadas placas do osso cortical e a parte esponjosa foi reduzida a
granulos.

Para obter amostras na forma de placas, a diafise foi cortada transversalmente,
com uma serra manual, de modo a obter ldminas com uma espessura de cerca de 3
mm. Estas foram posteriormente polidas com papel de polimento e cortadas em
pequenos quadrados de 1 cm x 1cm com uma espessura de aproximadamente 2,5 mm
(Figura 2.2 b)). O polimento foi efectuado para obter uma superficie lisa, de forma a
ser possivel obter os espectros de FTIR-ATR (nesta técnica, o cristal reflector tem de
contactar intimamente com a superficie da amostra. No caso de uma amostra rigida,
como é o caso do 0sso, s6 uma superficie lisa permitird esse bom contacto).

Algumas destas placas foram sujeitas a um processo de desmineralizacao
superficial (remocdo superficial da parte inorganica) na tentativa de melhor expor os
grupos funcionais do colagénio o que, em principio, facilitaria a ligacao do antibiético.
Para isso, mergulharam-se as placas de osso numa solucdo 1,2M de &cido cloridrico
durante um curto espaco de tempo (cerca de 10 minutos), uma vez que sO se
pretendia a desmineralizacdo da superficie. No final as placas foram lavadas

abundantemente com agua destilada e secas a temperatura ambiente.
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Figura 2.2 - Amostras de 0sso bovino preparadas no laboratério na forma de a) particulas de osso esponjoso; b)
placas de osso cortical.

Na Figura 2.3 sdo apresentados os espectros FTIR-ATR (obtidos em condig¢des
que se descrevem mais adiante) dos dois tipos de amostras: desmineralizada

superficialmente e ndo desmineralizada.

x . . 3-
0550 ndo desmineralizado Amida | Amida Il PO,
0ss0 desmineralizado a superficie \|

C\I’O32-

3800 3300 2800 2300 1800 1300 800

Niumero de onda (cm-1)

Figura 2.3 - Espectros FTIR-ATR do osso desmineralizado a superficie e do osso ndo desmineralizado.

Para o osso “tal qual”, ou seja, ndo desmineralizado, é possivel, de acordo com

. . . . . , . -1
a literatura, identificar os picos de Amida | e Il do colagénio, por volta dos 1660 cm™ e
1550 cm™, e os picos correspondentes aos ides PO3~ e CO%~ da hidroxiapatite por

volta dos 1200-900 cm™ e 873 cm™ respectivamente [46,47].
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As diferengas nos dois espectros confirmam a desmineralizagdo do osso a
superficie, uma vez que no espectro do osso ndao desmineralizado é possivel observar
os picos a cerca de 1004cm™ (fosfato) e 861cm™ (carbonato) que correspondem as
vibracdes dos ides fosfato e carbonato, os quais ndo sdo visiveis no espectro do osso
desmineralizado. Além disso, as bandas amida, a 1662 cm™ e 1538 cm™, no espectro
do osso desmineralizado tornaram-se mais intensas pois o colagénio é dominante.

Quanto as particulas de osso esponjoso, estas foram obtidas com a ajuda de
um escopro e martelo, o que permitiu retirar pequenas lascas as quais foram moidas
num moinho de café. As particulas assim obtidas foram em seguida mergulhadas em
acetona durante um dia, de forma a extrair a gordura que ainda se encontrava nos
poros, e em seguida secas ao ar. Finalmente, foram separadas por tamanhos (d < 0,5
mm; 0,5mm<d<1mm; 1mm<d<25mm; d> 2,5mm) através da peneiracdo

(Figura 2.2 a)).

2.3. Antibiotico: Ceftriaxona

Como ja foi referido anteriormente, o antibidtico utilizado neste trabalho é a
Ceftriaxona na forma sddica (CFX). A Ceftriaxona é um antibiético beta-lactamico, do
grupo das cefalosporinas de terceira geracdo, que apresenta um espectro de
actividade muito mais alargado para bactérias gram negativas quando comparada com
as cefalosporinas de primeira e segunda geracao, embora muito menos activo que as
de quarta geracdao [48-51]. Existem varios tipos de cefalosporinas, residindo a sua
diferenca nos radicais R1 e R2 (Figura 2.4) [51]. A sua ac¢do bactericida é atribuida

principalmente a inibicdo dos mucopeptideos na parede celular bacteriana [48,52].

1w
RI—C—n N J
j;'/j/\Rz.

O
COOH

Figura 2.4 - Estrutura geral das cefalosporinas [imagem retirada de [51]].
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Este antibidtico é utilizado com regularidade a nivel clinico na profilaxia e
tratamento de infecgdes dsseas [53].

A férmula quimica da molécula de Ceftriaxona é CigH1sNgO7S3, o que lhe
confere um peso molecular de aproximadamente 554.53 g mol™ (Figura 2.5) [54].

O pH de uma solugdo de Ceftriaxona sédica (10mg/ml) em soro fisioldgico foi
considerado 5.7 e, o valor deste podera influenciar a solubilidade do antibidtico. A
temperatura ambiente, 252C, a Ceftriaxona é facilmente solivel em dgua, frugalmente

solivel em metanol e pouco soluvel em etanol [54].

o O
I S O
| |
o) NI
OCHj I |
COOH CHs

Figura 2.5 - Estrutura da Ceftriaxona [Imagem retirada de [54]].

A Ceftriaxona, na forma de pd, deve ser armazenada a uma temperatura igual
ou inferior a temperatura ambiente (259C) e protegida da luz. A Ceftriaxona, como a
grande parte das cefalosporinas, degrada-se rapidamente quando em solu¢do. Assim
esta é normalmente comercializada em forma de pd em conjunto com uma solucdo
diluente, sendo a solugdo de Ceftriaxona preparada imediatamente antes de ser
injectada [54]. Na Tabela 2.1 é possivel ver alguns exemplos da estabilidade de

solucdes de Ceftriaxona sddica para uso intramuscular.

Tabela 2.1 - Exemplos da estabilidade de solugdes de Ceftriaxona sédica [Adaptado [54]].

Condi¢Ges de armazenamento

Concentragdo Temperatura
Diluente usado No frigorifico (42C)
(mg/mL) ambiente (252C)
Agua esterilizada

100 3 Dias 10 Dias

para injeccao
0,9 % deNaCl 250 24 Horas 3 Dias
5% Solug¢ao dextrose 100 3 Dias 10 Dias
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Seguidamente, na Figura 2.6, é apresentado o espectro FTIR obtido para a
Ceftriaxona através de pastilhas de KBr. E na Tabela 2.2 sdo indicadas as atribui¢Ges

das respectivas bandas publicadas na literatura [54].

Absorvancia

3700 3200 2700 2200 1700 1200 TO0
numerode onda {cm-1})

Figura 2.6 - Espectro FTIR da Ceftriaxona através de pastilhas de KBr.

Tabela 2.2 - Atribui¢do das bandas nos espectros de FTIR da Ceftriaxona [Adaptado [54]].

Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™) Atribuicao

publicado na literatura

3530-3570 3454-3294 U N-H no grupo amida
5948 2927 v do grupo CH no anel B-
lactamico
1772 1740 v C=0 no anel B-lactamico
1670 1621 U C=0 no grupo Amida
1650-1550 1600 U, do carboxilato
1570-1515 1534 v da amida aciclica
1460 1498 6 CHs3 no grupo CH30
1096 1031 v C-O no grupo CH30

v — elongamento; 6§ — deformacdo; s — simétrico; as — assimétrico

No espectro FTIR obtido para a Ceftriaxona é possivel identificar algumas
bandas e alguns picos:

- A banda situada na zona dos 3454cm™ e 3294cm™ corresponde as vibragBes
de elongamento no grupo amida;

- As vibragdes de elongamento do grupo CH no anel B-lactdmico tém o seu pico

a cerca de 2927cm™;

24



- A 1740cm™ encontra-se a vibracao de elongamento C=0 no anel B-lactamico;

- O pico situado a 1621cm™ corresponderd a vibragdes de elongamento C=0 no
grupo amida;

- No pico a 1600cm™ encontram-se as vibracdes de elongamento assimétricas
do carboxilato;

-A 1534cm™ estd a vibracdao de elongamento da amida aciclica;

- A 1498 cm™ estd a vibracdo de deformacdo CH; no grupo CHsO;

- Por ultimo a cerca de 1031 cm ™ estd a vibragdo de elongamento C-O no grupo
CHs0.

Comparados os valores reportados na literatura (Tabela 2.2) com os observados
no espectro obtido experimentalmente, verifica-se haver ligeiras diferencas, as quais
se devem ao facto de, normalmente, os valores tabelados se referirem ao intervalo
onde a banda é encontrada e ndo a sua posi¢ao central. Algumas divergéncias que se
observam podem também ser atribuidas a limitacdes experimentais, designadamente
pelas diferencas de contacto da amostra com o diamante na aquisi¢cao dos espectros,
ou por discrepancias na propria superficie da amostra. Deve ainda ter-se em conta que

espectros obtidos por equipamentos diferentes também ndo sdo coincidentes.

2.4. Polimeros

2.4.1. Pectina

A pectina é um polissacarideo que estd presente na parede celular da maioria
das plantas, desempenhando varias fungdes estruturais e funcionais. As moléculas de
pectina sdo constituidas maioritariamente por residuos de dacido D-galacturdnico
ligados entre si por uma ligagdo glicosidica a(1->4) [14,16].

Na estrutura quimica da pectina (Figura 2.7), é possivel visualizar alguns grupos
funcionais - grupos carboxilicos (COOH), sendo que alguns deles estdo parcialmente
esterificados com o grupo metilo (COOCHs) [14,16].

O grau de esterificacdo (GE) das pectinas, que corresponde a percentagem de

grupos metilo, influencia muito as suas propriedades funcionais [14,16].
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Comercialmente existem duas categorias de pectinas, baseadas no valor do grau de
esterificagcdo: as altamente metiladas (HMP) ( GE>50%) e as pouco metiladas (LMP)

(GE<50%) [55].

Figura 2.7- Estrutura quimica da pectina [imagem retirada de [55]].

No espectro FTIR-ATR obtido para a pectina e apresentado na Figura 2.8 é
possivel observar a cerca de 1725cm™, a vibragdo de elongamento do grupo C=0 nos
grupos carboxilicos ndo ionizados e esterificados com o grupo metilo, e ainda a
vibracdo de elongamento assimétrica do grupo C=0 nos grupos carboxilicos ionizados

a 1601cm™[14,56].

Cc=0
(COOH, COOCH,) C=0

(CO0)
Nyl

~ T T T T T 1

3800 3300 2800 2300 1800 1300 800

Nimerode onda (cm-1)

Figura 2.8 - Espectro FTIR-ATR obtido para a pectina.

26



2.4.2. Quitosano

A quitina, o polissacarideo a partir do qual se obtém o quitosano, apesar de ter
muitas potencialidades tem uma reduzida aplica¢do, devido a sua baixa solubilidade,
guer em solventes aquosos quer em solventes organicos. Pelo contrdrio, o quitosano,
obtido a partir da desacetilagdo da quitina em meio alcalino, é solivel em solugdes
acidas, sendo por isso muito mais utilizado do que a quitina [14,57].

O quitosano (Figura 2.9) é um polissacarideo composto por duas subunidades:
a D-glucosamina (unidade desacetilada) e a N-acetil-D-glucosamina (unidade acetilada)
ligadas por ligacdes glicosidicas B(1-2>4) [16]. No quitosano, a frac¢do de grupos amina,

ou grau de desacetilagdo (GD) é superior a 60% [14,58].

CH,OH CH,OH
H Ol o H O |©°
H A H N
JKOH H \ OH H AN
H H
H  NH, H  NHCOCH,
u Jn L m

Figura 2.9 - Estrutura quimica do quitosano (n>60) [imagem retirada de [14].

No espectro FTIR-ATR do quitosano (Figura 2.10) sdo visiveis as duas bandas
mais representativas. A primeira a cerca de 1629cm™ devida 3 vibracio de
elongamento do grupo carbonilo dos grupos amida (Amida 1), presentes nas unidades
acetiladas deste polimero e, a segunda a 1570cm™, resultante da sobreposicao das
vibracGes das ligacoes N-H e C-N do grupo amida (Amida IlI) e da vibracdo de
deformacdo da aminas primarias nas unidades

ligacdo N-H das presentes

desacetiladas[14,59].
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Figura 2.10 - Espectro FTIR-ATR obtido para o quitosano.

2.4.3. Poli(acido lactico)

No que diz respeito a categoria dos polimeros biocompativeis, o grupo dos
polimeros poli(a-hidréxi acidos) é bastante promissor, sendo o poli(acido lactico), PLA,
um exemplo desses polimeros [60].

O PLA é um poliéster alifatico cuja estrutura quimica se encontra representada
na Figura 2.11 [60]. Sendo um dos polimeros mais usados na preparacao de
microparticulas, foi um dos seleccionados para a execucdo deste trabalho [61].

A sua larga utilizacdo a escala nano e micrométrica em sistemas de libertacao
controlada de principios activos, deve-se essencialmente a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, uma vez que os produtos resultantes da degradacdo sao
biocompativeis e metabolizados através do ciclo do acido citrico, sendo

posteriormente filtrados e excretados do corpo [62].

@)

[
+CH-C-0+
I
CH,

Figura 2.11 - Férmula quimica do poli(acido lactico) ou poli(lactideo) [Imagem retirada de [60]].
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O PLA pode ser sintetizado a partir de dois mondmeros, o acido lactico e o
lactideo, dependendo do peso molecular. O acido lactico, produzido por animais, nas
plantas ,e por microorganismos, € uma molécula bifuncional (Figura 2.12) que possui
uma fungao alcool e outra acido carboxilico, podendo ser transformado em polimero
de diferentes formas. O lactideo é um éster ciclico do acido lactico, sendo obtido a

partir de reacgOes de esterificagao do acido lactico [60, 63, 64].

Ha - CH,

L4

HO OH

Grupo
hidroxil
0

Grupo acido carboxilico

Figura 2.12 - Bifuncionalidade do acido lactico [Imagem retirada de [64]].

O PLA possui dois estereoisomeros, o Poli(L-acido lactico), PLLA e o Poli(D-

acido lactico), PDLA [63,65].

0 D(R)-lactic acid  R;:H
HO_ _C . .| D-lactic acid + L-lactic acid
RY .| L($)-hctic acid ] (rac-lactic acid)

Figura 2.13 - Estereoisémeros do 4cido lactico [Imagem retirada de [63]].

O poli(acido lactico) de baixo peso molecular é produzido por condensacdo
directa do acido lactico. No entanto, para obter o de elevado peso molecular é usado
como mondmero de partida o lactideo, que pode ser polimerizado por abertura do
anel, chamando-se neste caso poli(lactideo) [60,63].

Os polimeros de PLA, geralmente, apesar de sollveis em solventes organicos,
por exemplo o cloroférmio e o diclorometano, sdo insolUveis em &alcoois e em agua

[66,67].
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2.5. Teécnicas de Caracterizac¢do

Na caracterizacdo das amostras preparadas foram utilizadas diversas técnicas.
Nomeadamente a Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR); Espectrofotometria; Microscopia Electrdnica
de Varrimento (SEM); Microandlise por sonda electrénica (EPMA) e Andlise Elementar,

que passamos a descrever sucintamente.

2.5.1. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de

Fourier com Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

A espectroscopia de infravermelho (IV) é uma técnica amplamente utilizada que
permite caracterizar processos quimicos e estruturas moleculares das amostras em
estudo, uma vez que os seus espectros sdo caracteristicos [68].

Como a radiagdo IV ndo tem energia suficiente para excitar os electrdes, apenas
se consegue que as ligacdes dos grupos funcionais vibrem com uma frequéncia
caracteristica, o que faz com que quando se expde uma determinada amostra a
radiacdo infravermelha, ela absorva essa luz a frequéncias que sdo caracteristicas das
ligacGes quimicas presentes nas amostras [69].

Neste trabalho damos realce as técnicas de analise por FTIR de transmissdo
(pastilhas de KBr) e reflexao.

O modo de transmissao, em que o feixe IV atravessa a amostra, foi utilizado
apenas para analisar o antibiotico (que se encontra em forma de pd). Dentre as
técnicas de transmissao, a utilizacdo de pastilha de KBr é a mais aconselhada para
analise de sélidos, nomeadamente sob a forma de p6 [70,71].

A combinacdo de espectroscopia de infravermelho com as teorias de reflexao
tem feito avancos na analise da superficie. A técnica de FTIR pode entdo ser
complementada com o ATR (Attenuated Total Reflectance), onde um feixe de IV incide
num cristal (com alto indice de refrac¢do) com um determinado angulo de incidéncia,
atinge a superficie a analisar e o ocorre o fendmeno de reflexao total que se propaga
ao longo da superficie do cristal até sair na extremidade oposta (Figura 2.14) [72].

Neste modo o feixe IV penetra apenas algumas centenas de nandmetros abaixo da
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superficie da amostra, o que permite a caracteriza¢do das ligacGes quimicas presentes

apenas a superficie da amostra.

Sample in contact with evanescent wave

To Detector

v

ATR
Crystal

Infrared
Beam

Figura 2.14 - Sistema ATR [imagem retirada de [72]].

Todas as amostras foram analisadas por esta técnica, FTIR-ATR, onde foi usada
uma resolugdo espectral de 4 cm?, sendo feitas 32 acumulagdes a temperatura
ambiente na regidao de 4000 a 500 cm™. Relativamente ao antibiético foi feita uma
excepgao, uma vez que se utilizou o modo de transmitancia. Neste caso o pé do
antibiotico foi diluido, através da mistura com um sal de brometo de potdssio (KBr) na
proporc¢do de cerca de 1:100 (m/m). Esta mistura foi depois prensada na forma de uma

pastilha que foi entdo analisada.

2.5.2. Espectrofotometria

Para fazer a quantificacdo do farmaco que é libertado com o decorrer do
tempo, pode ser feita uma analise espectrofotométrica UV / Vis da solu¢do onde estdo
imersos os sistemas de liberta¢do controlada dos farmacos preparados.

A espectrofotometria baseia-se na absor¢do e / ou emissdo de radiagdo nos
comprimentos de onda entre o UV e o infravermelho, quando os electrdes se
movimentam entre niveis energéticos [73,74].

Num espectrofotdmetro, um feixe de luz monocromatica atravessa a cuvette
gue tem a solucdo que se pretende quantificar, e mede a quantidade de luz que foi
absorvida por essa mesma solucdo, recorrendo-se entdo a um prisma, a luz é separada
em feixes com diferentes comprimentos de onda, e é possivel saber a quantidade de

luz que é absorvida em cada comprimento de onda [73,74].
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A lei de Beer-Lambert da-nos a relagdo entre a intensidade da luz que incide na

solugdo (lo) e a que sai (1) [73,74]:
Log $= A=¢.ClL

Sendo:

A= Absorvancia (num determinado comprimento de onda)

¢= Constante (num determinado comprimento de onda)

C= concentragdo da solugao

L= espessura da cuvette

Por norma as cuvettes tém 1 cm de comprimento pelo que a equacao fica [73]:
Ay=¢€,.C

Para se obter os valores da concentragdo de um determinado farmaco é
necessario usar uma solucao padrao (com diferentes concentragdes conhecidas) desse
mesmo farmaco para que se possa tracar um grafico da curva-padrao, e a partir deste

e dos valores de absorvancia é entdo possivel saber a concentragao.

2.5.3. Microscopia Electronica de Varrimento (SEM)

O microscopio electrénico de varrimento (SEM — Scanning Electronic
Microscope) em vez de usar luz, usa electrées para obter a imagem ampliada da
superficie de um objecto. Este tipo de microscépios, relativamente aos convencionais,
tem uma grande profundidade de campo (possibilitando a existéncia de uma grande
quantidade de amostra em foco ao mesmo tempo) e uma resolu¢do muito maior [75].

No SEM a superficie do objecto a analisar, previamente revestida com um
metal, é irradiada com um feixe de electrées. Todo este processo ocorre em vacuo
para que nado haja dispersdo ou atenuagdo dos electrdes. Apds esta interacgao entre os
electrées e a superficie é gerado um sinal que é recolhido e analisado por um
dispositivo electrénico.

Os sinais mais importantes para gerar imagens SEM sdo os electrbes
secundarios e os retrodispersados, sendo ainda produzidos durante a interacgdo
electrbes Auger, raios — X caracteristicos e outros fotdes de varias energias (Figura

2.15) [75,76].
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Figura 2.15 - Sinais emitidos da amostra apds interacgdo com o feixe de electrGes [adaptado de [76]].

As amostras a analisar foram imobilizadas numa fita de grafite colada a um
suporte de metal e revestidas a ouro. As observacées foram registadas a 20kV num
microscopio electrénico de varrimento.

A morfologia da superficie das microparticulas de PLA com farmaco
encapsulado; as esponjas constituidas por PECs, osso e antibidtico disperso; e as
esponjas constituidas por PECs, osso e microparticulas com CFX encapsulado foram

analisadas por esta técnica.

2.5.4. Microanalise por sonda electronica (EPMA)

7

A microandlise por sonda electronica é uma combinacdo da microscopia
electronica de varrimentos (SEM) e a microanalise de raios X, tendo a capacidade
adicional de fazer uma analise quimica [77].

Esta técnica foi utilizada em amostras de osso desmineralizadas e nao
desmineralizadas, que ndo foram modificadas e em superficies onde se procedeu a
imobilizagdo do antibidtico CFX. Com esta técnica foi feito o mapeamento de enxofre

presente a superficie das amostras.
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A EPMA difere da maioria das outras técnicas utilizadas para analisar os
materiais, na medida em que envolve a excitacdo e analise quimica de volumes
seleccionados com diametro e profundidade na ordem de alguns micrémetros perto
da superficie.

Na EPMA ha uma identificacdo e medicdo de elementos baseada no facto dos
raios X emitidos por um elemento excitado por um feixe de electrdes, geralmente na
faixa de 1 a 30 KeV, ter um comprimento de onda caracteristico daquele elemento e

uma intensidade relacionada com a sua concentracado [78].

2.5.5. Analise Elementar

Através desta técnica é possivel determinar quantitativamente a presenca de
carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio e enxofre em compostos organicos. E
calculada a percentagem de peso de cada um em relacdo ao peso total da amostra.

O método consiste em submeter a amostra a uma reac¢do de combustdo,
sendo feita uma analise aos gases resultantes deste processo, o que permite
guantificar os elementos acima referidos.

As amostras analisadas foram a pectina modificada (Pectina-CFX) e a pectina
ndao modificada (PEC). A quantidade de hidrogénio, Carbono, Nitrogénio e Enxofre

presentes nas amostras foi entdo determinada.

2.5.6. Libertacao in vitro

Esta técnica de caracterizacdo pretende estudar o perfil de libertagao in vitro do
antibidtico, tendo sido testada em alguns sistemas de libertacdo diferentes.

Para colocar em pratica esta técnica comecgou por ser feita a curva padrao
correspondente a Ceftriaxona. Para tal foram preparadas cinco solu¢des de PBS com
diferentes quantidades de Ceftriaxona (20, 15, 10, 5, 2 pug/mL).

Através do espectrofotdmetro foi feita a leitura da absorvancia a 272 nm
(comprimento de onda caracteristico da Ceftriaxona) para cada solucgdo. Sabidos os
valores da concentracao de farmaco e os valores de absorvancia, foi entdo construida

a curva padrao do farmaco.
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As amostras que se pretendia analisar foram imersas numa determinada
quantidade de tampao fosfato salino (PBS) com pH=7,4 e colocadas na estufa a uma
temperatura de 379C. Em intervalos de tempo determinados, era recolhida a solucao
de PBS onde as amostras estavam imersas e substituida, posteriormente, pelo mesmo
volume de uma nova solucdo de PBS. A solucdo que havia sido recolhida era analisada
no espectrofotometro num comprimento de onda de 272 nm.

Para todos os casos os valores de absorvancia obtidos permitiram calcular a
concentracdo do farmaco em cada solugdo, a partir da curva padrdao determinada no

inicio.
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Capitulo 3

Imobilizacao do antibiotico a superficie do

0SSO.

Neste capitulo apresentam-se e discutem-se os resultados referentes a trés
metodologias distintas: imobilizacdo directa do antibidtico a superficie do osso, ligacao
da pectina a superficie do osso seguida da ligacdo do antibidtico a este polimero e,
finalmente, revestimento com camadas alternadas de pectina e quitosano apds
impregnagao do osso com antibidtico. Conforme se referiu, para cada metodologia

apresenta-se o respectivo procedimento experimental.

3.1. Imobilizacao directa por meio da carbodiimida

Numa primeira abordagem tentou ligar-se covalentemente o antibidtico,
através do seu grupo amina (NH,), aos grupos carboxilicos presentes a superficie do
osso tendo-se utilizado quer osso desmineralizado quer ndao desmineralizado. Como
agente de acoplamento usou-se a carbodiimida (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) HCI
(EDC), ocorrendo a reac¢do, esquematizada nas Figuras 3.1 e 3.2, em dois passos

distintos:

(i) Activagao dos grupos carboxilicos a superficie do 0sso;

(ii) Acoplamento do antibidtico.

O procedimento experimental adoptado baseou-se em protocolos
estabelecidos para a conjugacdo, por meio da carbodiimida EDC, de proteinas ou
peptideos a substratos sélidos com superficies funcionalizadas com grupos carboxilicos
[79,80].

Para que a carbodiimida reaja com os grupos carboxilicos do osso é necessario

um meio &acido, a fim de que a carbodiimida reaja com um protdo em solucdo
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formando um carbocatido. Os grupos carboxilicos existentes na superficie do osso tém
de estar ionizados para que o carbocatido reaja ficando entdo o 0sso com os grupos
carboxilicos activados. Assim, o passo (i) ocorre no meio acido, solucdo tampao MES
pH 5.5. O passo (ii), que corresponde a liga¢ao dos grupos carboxilicos activados com

os grupos NH, do antibiético, ocorre em meio ligeiramente bdsico, solugdo tampao

PBS pH 7.4.
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Figura 3.1 - Activagdo dos grupos carboxilicos, em solugdo tampao MES, pH 5.5.
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Figura 3.2 - Acoplamento do antibiético, em solugao tampao PBS, pH 7.4.

3.1.1. Procedimento Experimental

(i) Activacao dos grupos carboxilicos
Nesta primeira fase mergulharam-se as placas de osso, preparadas conforme

descrito na seccdo 2.1, em b5ml de solugdo tampdo MES (Tampdo
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morfolinoetanosulfdnico) (pH 5.5) e adicionou-se de seguida 1 ml de solucdo EDC, de
forma a que concentragdo final de EDC na solugdo de activagdo fosse de 10mg/ml. A
solucdo de EDC, em agua destilada, com a concentracdo de 60mg/ml, foi preparada
imediatamente antes da sua utilizacdo, uma vez que a EDC é instavel em solugdo.

Durante duas horas, as placas de osso foram incubadas na solucdo de EDC, sob
agitacdo magnética, a uma temperatura de cerca de 42 C, apds o qual foram retiradas
da solucdo de activacao e lavadas com solucdo tampao MES.

De acordo com o mecanismo proposto na Figura 3.1, apds este tratamento a
superficie do osso deverd ter os grupos carboxilicos activados, ou seja, a carbodiimida
deverd ter reagido com os grupos carboxilicos e formado um complexo intermediario
instavel (intermedidrio O-acilisoureia) e altamente reactivo com grupos nucledfilos

(como os grupos amina primdria do antibiético).

(ii) Acoplamento do antibidtico

Para o acoplamento do antibidtico, mergulharam-se as placas de osso em 5 ml
de uma solugdo de Ceftriaxona em solugdo tampdo fosfato (pH 7.4) com uma
concentra¢do de 10 mg/ml, durante cerca de 20 horas, sob agitacdo e a temperatura
ambiente. No final, as placas foram por vdrias vezes lavadas com PBS e posteriormente
com agua destilada. Apds estas lavagens, procedeu-se a secagem dos 0ssos numa

estufa de vacuo a temperatura ambiente e guardados ao abrigo da luz.

Este procedimento foi realizado tanto para as placas de osso nao
desmineralizadas como para as placas superficialmente desmineralizadas. Controlos de
reaccao foram preparados substituindo no segundo passo, a solucdo de antibidtico por

apenas solucao tampao.

3.1.2. Resultados e Discussao

Nas Figuras 3.3 e 3.4 apresentam-se os espectros FTIR-ATR das placas sujeitas
ao processo de imobilizacdo covalente do antibidtico: amostra desmineralizada (Figura
3.3) e amostra ndo-desmineralizada (Figura 3.4). Estes espectros sdo comparados com

os espectros dos respectivos controlos.
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Figura 3.3 - Espectro FTIR-ATR das amostras desmineralizadas com(osso desmineralizado _CFX) e sem antibidtico
(osso desmineralizado _controlo) e do antibidtico (CFX).

——0ss0 ndo desmineralizado_controlo
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Figura 3.4 - Espectro FTIR-ATR das amostras ndo-desmineralizadas com (0sso ndo-desmineralizado _CFX) e sem
antibidtico (osso ndo-desmineralizado _controlo) e do antibiético (CFX).
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Em ambas as Figuras (Figura 3.3 e 3.4) ndo é detectdvel nenhuma evidéncia
acerca da ligagdo, ou ndo, do antibidtico, uma vez que os espectros obtidos para o
controlo, onde nao existe antibidtico, e o para o osso modificado, com o antibidtico,
sao idénticos quer para a amostra desmineralizada quer para a amostra “tal qual”.

Na Figura 3.5 podem comparar-se os espectros FTIR-ATR obtidos para o osso

nao desmineralizado e desmineralizado com o espectro do antibidtico.

—CFX

osso desmineralizado_CFX

0sso ndo desmineralizado_CFX

3800.0 3300.0 2800.0 2300.0 1800.0 1300.0 800.0

Numero de onda (cm™)

Figura 3.5 - Comparagdo entre os Espectros FTIR-ATR do osso desmineralizado e ndo desmineralizado, ambos com
antibiético ligado (CFX), e da Ceftriaxona.

Como se pode ver nesta Figura (e também na Tabela 2.2), as bandas de maior
intensidade de absorcdo do antibidtico situam-se em regides onde também existem
bandas de absorcao do osso, o que dificulta a deteccdo da Ceftriaxona. Além disso,
como o antibidtico, supostamente ligado a superficie, existe numa concentragao muito
pequena, as suas bandas caracteristicas serdo completamente mascaradas pelas
bandas relativas aos componentes do osso (colagénio e hidroxiapatite). Isto explica de
algum modo porque ndo se detecta qualquer melhoria nas amostras desmineralizadas,
as quais, em principio, deveriam ter mais grupos carboxilicos livres a superficie

disponiveis para reagirem com a Ceftriaxona.
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Como através da andlise FTIR-ATR nado foi possivel identificar nenhum grupo
quimico especifico do antibiético, teve de recorrer-se a técnicas alternativas para
tentar confirmar a presenca do antibidtico a superficie do osso. Optou-se entdo pela
utilizacdo da técnica de microanalise por sonda electrénica (EPMA), disponivel no
Departamento de Engenharia Mecanica da FCTUC, que permite determinar a
composi¢ao da superficie da amostra em termos de elementos. Neste caso procedeu-
se ao mapeamento da distribuicdo do elemento enxofre a superficie do osso (porque o
antibidtico contém enxofre na sua composicdo e o 0sso apenas contém enxofre em

quantidades residuais). Estes resultados estdo apresentados na Figura 3.6.

Escala de cores

M S-Ka(Sp2) O] x|

100 %S

Osso nao desmineralizado 0sso nao desmineralizado-CFX

S-Ka(Sp2)

0%S

0sso desmineralizado Osso desmineralizado-CFX

Figura 3.6 - Mapas de enxofre a superficie das amostras desmineralizadas sem (a esquerda) e com (a direita) imobilizagdo
do antibiético (CFX) (Area: 100 x 100pum).
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Os mapas de enxofre revelam que a imobilizagdo do antibidtico ocorreu
efectivamente, uma vez que as amostras com antibidtico apresentam uma maior
guantidade de enxofre na sua superficie. No entanto nada se pode concluir acerca da
natureza dessa imobilizacdo, isto é, ndo se pode afirmar que as moléculas de
antibidtico se encontram imobilizadas a superficie do osso por uma ligacdo quimica,
pois estas também podem estar imobilizadas apenas por interacgées fisicas. De facto,
se as moléculas estiverem apenas fisicamente adsorvidas a superficie do osso, irdo
libertar-se mais facilmente do que se estiverem imobilizadas covalentemente, pois
neste Ultimo caso a libertagdo sé serd possivel através da hidrélise da ligagdo amida
estabelecida entre a molécula de antibidtico e os grupos carboxilicos da superficie do
0Ss0.

Por outro lado, da Figura 3.6. constatou-se ainda que ndo existem diferencas
significativas na quantidade de enxofre no osso ndo desmineralizado e no osso
desmineralizado, ao contrario do que se estava a espera, pois supostamente, o 0sso
desmineralizado terd a superficie mais grupos carboxilicos livres disponiveis para

reagirem com a Ceftriaxona.

Uma possibilidade alternativa seria o estudo da libertagao do farmaco, contudo
depressa se constatou que este estudo ndo era vidvel dado que a quantidade de
farmaco supostamente ligada é demasiado pequena para ser detectada pelo
espectrofotémetro. Além disso, varias outras substdncias se libertam do osso que
absorvem na mesma zona do espectro (regido ultravioleta), o que adultera os
resultados.

Fez-se, por isso, outra tentativa de ligacdo do antibidtico ao osso
desmineralizado, usando pectina, com o intuito de poder acoplar maior quantidade de

antibidtico e assim facilitar a sua detec¢ao com os meios disponiveis.
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3.2. Ligacdo covalente da pectina a superficie do osso e

posterior ligacao do antibiodtico

Nesta abordagem, a pectina foi imobilizada a superficie do osso
desmineralizado por ligacdo covalente ligando-se posteriormente a Ceftriaxona as
cadeias de pectina. Neste caso, o antibidtico é imobilizado as cadeias de pectina, e ndo
directamente aos grupos carboxilicos do colagénio a superficie do osso. Nesta
situacdo, teoricamente, as moléculas de antibiético imobilizadas tém mais liberdade
de movimentos, visto que as cadeias de pectina sao estruturas flexiveis. Este aspecto
poderd influenciar a actividade do antibiético imobilizado.

Neste processo, ilustrado esquematicamente na Figura 3.7,é também possivel a
identificacdo de duas etapas distintas:

(i) Imobilizagdo, por ligagcdo quimica, da pectina a superficie do osso.

(ii) Ligacao do antibidtico CFX as cadeias de pectina previamente imobilizadas a

superficie do osso.

12 Etapa

- °
® 5 . i o N
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EDC
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CFX CFX
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Grupo amina (NHy)

Grupo acido carboxilico (COOH)
CEX' Ceftriaxona
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Figura 3.7 - a) Imobilizagdo da pectina; b) Ligagdo do antibidtico.
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3.2.1. Procedimento Experimental

(i) Imobilizagdo da pectina a superficie do osso

Nesta primeira etapa preparou-se uma solu¢do de 1% (m/v) de pectina em
agua destilada, e colocaram-se 10ml desta solucdo num copo, o que corresponde a
cerca de 100mg de pectina. Posteriormente ajustou-se o pH com uma solugdo de
NaOH 0,1M para 4,3, sendo inicialmente de 3,75.

Adicionou-se 100 mg de EDC dissolvidas em cerca de 2 ml de agua destilada, e
deixou-se reagir com a pectina sobre agitacdo magnética e a temperatura ambiente,
durante cerca de 45 minutos. No decorrer desse periodo de tempo o pH da mistura
reaccional foi mantido entre 4,5 e 5,3 através da adicdo de uma solu¢do 0,1M de HCI.
Esta gama de pH é considerada gama de pH dptima para a reaccdo de activacdo dos
grupos carboxilicos com a carbodiimida EDC.

Em seguida, para reagir os grupos carboxilicos activados da pectina aos grupos
NH, do colagénio a superficie do osso, elevou-se o pH para 7.9 com 0,1M NaOH e
adicionaram-se duas placas de osso superficialmente desmineralizadas. A mistura foi
deixada a reagir, com agitacdo magnética, durante 20 horas a temperatura ambiente.
Apds este tempo, as placas supostamente com a pectina imobilizada foram lavadas,

abundantemente com agua destilada, e seguidamente congeladas e liofilizadas.

(ii) Ligagao do antibiotico as cadeias de pectina

Uma das amostras de osso-pectina foi mergulhada em 5 ml de solugdao tampao
MES (pH 5.5). Em 1ml de agua destilada dissolveram-se 60 mg de EDC e adicionou-se
esta solucdo a anterior para que se obtivesse uma concentragdo de EDC de 10mg/ ml.
Deixou-se a solugdo a agitar durante 1 hora.

Teoricamente, os grupos carboxilicos activados reagiram todos com os grupos
NH, do colagénio. Espera-se, no entanto, que sé uma frac¢do dos grupos COOH tenha
sido activada na primeira etapa. Assim, ainda existirdo grupos COOH da pectina (ja
ligada ao osso) que poderdo ser activados para ligar, desta vez, o antibidtico, através
dos grupos amina deste.

Prepararam-se 5 ml de solucdo de CFX em PBS (pH 7.4) com a concentracdo de

10 mg/ml e mergulhou-se a placa de osso revestido com pectina, durante cerca de
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24horas sob agitacdo magnética. No final, a placa foi lavada com PBS e dgua destilada,

e posteriormente congelada e liofilizada.

3.2.2. Resultados e Discussao

Na Figura 3.8 sdo apresentados os espectros FTIR-ATR da superficie do osso
desmineralizado usado como controlo, da superficie do osso com cadeias de pectina
imobilizadas e da superficie do osso com as cadeias de pectina imobilizadas e com a

Ceftriaxona ligada a essas mesmas cadeias.

——0ss0 desmineralizado_pectina

osso desmineralizado

o0sso desmineralizado_pectina-CFX

pectina

3700 3200 2700 2200 1700 1200 700
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Figura 3.8 - Espectro FTIR-ATR da superficie do osso desmineralizado, do osso desmineralizado com cadeias de
pectina ligadas a superficie e do osso desmineralizado com cadeias de pectina ligadas a superficie e posterior
ligagdo do antibidtico.

Como se vé nesta figura, também ndo é possivel concluir nada acerca desta
metodologia pois os espectros sao praticamente coincidentes, tal como ja tinha sido
detectado aquando da ligacdo directa do antibidtico por meio da carbodiimida EDC.

Mais uma vez se conclui que as quantidades quer de pectina quer de antibidtico sdo
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demasiado pequenas para serem detectadas por FTIR. Dado que a técnica de
mapeamento do enxofre nem sempre estava disponivel, decidiu-se adoptar outras

abordagens para o acoplamento do antibidtico como se descreve de seguida.

3.3. Impregnacao da amostra com antibiotico seguida de

revestimento com camadas alternadas de pectina e quitosano

Nesta metodologia, e ao invés do que foi feito anteriormente, o osso foi apenas
impregnado com antibidtico (e ndo imobilizado), procedendo-se de seguida ao seu
revestimento com um filme formado por multicamadas de pectina e quitosano.

Tendo em conta os estudos presentes na literatura acerca da impregnacao de
matrizes ésseas com antibidticos, esperava-se que o antibidtico impregnado fosse todo
libertado rapidamente. Assim pensou-se revestir a matriz dssea, depois de impregnada
com a Ceftriaxona, com um filme de multicamadas de polielectrélitos que,

teoricamente, poderia modelar/retardar a libertacdo do antibidtico.

3.3.1. Procedimento experimental

Trés placas de osso foram mergulhadas em solu¢des de antibiético com a
concentra¢do inicial de 4 mg/ml durante 24 horas. As placas foram de seguida
retiradas da solucdo e secas numa estufa de vacuo.

Utilizando um aparelho de spin coating duas das trés placas de osso
impregnadas foram revestidas, nas duas faces, com camadas alternadas de pectina e
quitosano. Para isso preparou-se uma solucdo de pectina e outra de quitosano em
solucdo tamp3o acetato (pH 5; C= 0,1M; 1=0,1M), na concentracdo de 0,5% m/v.

Antes do primeiro ciclo de revestimento as placas foram mergulhadas, cerca de
um minuto, numa solucdo HCl 0,1M, de forma a permitir a protona¢do dos grupos
amina do colagénio (ou seja, obter uma superficie com carga positiva).

Cada camada de polielectrdlito era produzida colocando, na superficie da

amostra, algumas gotas de solucdo do polielectrolitico (pectina ou quitosano). A placa
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de o0sso, segura por vacuo, girava entdo durante 30s a 3000 rpm, de forma a espalhar a
solugdo de polielectrélito.

A primeira camada de revestimento foi efectuada com a solucdo de pectina.
Alternando entre pectina e quitosano revestiu-se desta forma uma placa com 5
bicamadas (cada bicamada corresponde a uma camada de pectina e outra de
quitosano) e outra placa com 15 bicamadas.

As placas de osso cortical impregnadas com o antibidtico e revestidas com
camadas alternadas de pectina e quitosano, depois de secas numa estufa de vacuo a

temperatura ambiente, foram sujeitas a testes de libertagdo in vitro.

3.3.2. Resultados e Discussao

A massa de Ceftriaxona impregnada nas trés placas de osso foi determinada
realizando um balangco massico (massa de CFX na solugdo inicial — massa de CFX na
solucdo final) estando expressa na Figura 3.9. Para obter o valor da massa de CFX final
foi necessario calcular o valor da concentracdo do antibidtico na solucdo de
impregnacdo remanescente, a qual foi determinada por espectroscopia UV/Vis a 272

nm.
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Figura 3.9 - Massa de Ceftriaxona impregnada nas varias placas de osso.
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Para as placas de osso 1 (ndo revestido), 5 (revestido com 5 bicamadas) e 6
(revestido com 15 bicamadas) foi obtida, respectivamente, uma massa de 3mg,
3,30mg e 2,46mg de Ceftriaxona impregnada.

Uma das variaveis que ndo foi possivel controlar foi a quantidade de antibidtico
impregnada. Apenas se pode alterar a concentracao da solu¢do de impregnacao e, em
principio, quanto mais elevada a concentra¢do da solu¢dao de impregnacao maior a
quantidade de antibidtico impregnada.

No entanto, e como as amostras tém aproximadamente as mesmas dimensdes,
a diferenga na quantidade de antibiético impregnada em cada uma delas ndao é muito
significativa.

Apds a impregnacao das trés placas com antibidtico, apenas duas foram entao
revestidas com multicamadas de pectina e quitosano deixando-se a restante para
controlo. Depois de secas, estas placas foram guardadas e postas a libertar
posteriormente. Os perfis de libertacdo in vitro do antibidtico das trés placas de osso
sdo apresentados na Figura 3.10, que foram obtidos em solucdo tampao fosfato salino

(PBS) a 372C, conforme descrito na sec¢do 2.5.6.
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Figura 3.10 - Perfis de libertagao in vitro do antibidtico a partir das placas de osso.
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O objectivo desta tentativa também nao foi conseguido, uma vez que, talvez
devido a secagem, o antibidtico interagiu fortemente com osso e ficou imobilizado
(provavelmente adsorvido fisicamente) e assim ndo se libertou.

Observou-se que, nas primeiras 10 horas se libertou cerca de 12% do farmaco
impregnado. Nos dois dias seguintes praticamente nenhum farmaco foi libertado. No
final do ensaio apenas cerca de 14% do farmaco tinha sido libertado. Nao foi possivel
continuar o ensaio de libertacdo por mais tempo e quantificar a eventual libertacdo de
mais antibidtico porque a libertacdo de outros compostos (proteinas, residuos de
proteinas) interfere com o espectro UV/VIS do antibidtico.

Aparentemente o 0sso ndo revestido terd apresentado resultados ligeiramente
melhores, no entanto ndao ha muitas diferencas no perfil de libertacdao, tal como se
pode observar na Figura 3.10.

O que é constatado desde logo é que apenas pequenas quantidades de
antibidtico sdo libertadas, correspondendo a placa sem revestimento, uma libertacdao
relativamente mais elevada mas mesmo assim baixa, em termos absolutos (16 % em
80 horas). Conclui-se portanto que o antibidtico interage fortemente com a matriz
dssea, através de interacgdes fisicas. O facto de as placas revestidas libertarem ainda
menores quantidades, era esperado, sugerindo os resultados um efeito diminuto das
camadas de revestimento.

Estes resultados levam a concluir que numa futura continuagdo deste trabalho
em vez de impregnar o 0sso com o antibidtico, o antibidtico devera estar impregnado
no revestimento polielectrolitico, com o intuito de obter uma maior libertagao.

Uma outra solucdo passara também por utilizar o osso que tem a pectina ligada

ja com a Ceftriaxona (Pectina-CFX) e revestir de seguida com o quitosano.
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Capitulo 4

Matrizes de polimeros com particulas de osso

Neste capitulo apresenta-se uma nova metodologia que consistiu na produgdo
de géis de pectina e quitosano formados pela complexacdo polielectrolitica, aos quais
se adicionou particulas de osso com diferentes granulometrias e o antibiético. Estas
formulagdes no fim de secas tém o aspecto de esponjas. Produziram-se diferentes
tipos de esponjas que diferem essencialmente na forma como o antibidtico se
encontra nelas imobilizado: primeiramente o antibiético foi apenas misturado no gel
(ligagao fisica), depois foi imobilizado covalentemente e, por fim, foi encapsulado em
microparticulas de poli(acido lactico).

A ideia neste Capitulo era ter um sistema em que se pudesse incorporar uma
quantidade grande de antibidtico, e que uma parte (mais de 50%) se libertasse
rapidamente e outra parte do antibiético fosse libertada de forma gradual ao longo de
4 a 6 semanas. Teoricamente, um sistema onde uma parte do antibidtico estivesse
apenas disperso fisicamente, numa matriz polimérica hidrofilica, e outra parte do
antibiético imobilizada, covalentemente, ou por oclusdo em microparticulas, poderia

proporcionar o perfil de libertacao pretendido.

4.1. Esponjas de pectina / quitosano misturadas com

particulas de osso e antibidtico

Neste sistema escolheu-se para matriz polimérica hidrofilica, um gel formado
pela complexacdo polielectrolitica entre a pectina e o quitosano. Como se referiu na
introducdo, quando ionizados, ou parcialmente ionizados, estes dois polissacarideos

reagem entre si formando complexos insoluveis.
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Os géis de PECs podem ser vistos como hidrogéis fisicos que sdao formados
devido as ligagdes idnicas estabelecidas entre cadeias de polianides e policatides, e
onde outras interac¢bes fisicas (como pontes de hidrogénio e hidrofébicas)
desempenham um papel cooperativo na estabilizagdao dos complexos.

Uma das vantagens destas matrizes é que a sua formacdo é realizada apenas
em solugdes aquosas, nao requerendo nem a adi¢do de iniciadores, catalisadores, ou a
utilizacdo de solventes organicos, os quais sdo normalmente necessdrios para produzir

estruturas hidrofilicas covalentemente reticuladas.

4.1.1. Procedimento Experimental

(i) Preparacdo do gel de pectina / quitosano por complexagdo
polielectrolitica

Uma solucdo de pectina e outra de quitosano, ambas de concentracdo 1%
(m/v), foram preparadas em solugdo tampao acetato (pH 5; C= 0,1M; 1=0,1M).

A 200 ml da solucdo de quitosano foram adicionados 200 ml de solucdo de
pectina, sob agitacdo mecanica. A mistura foi deixada a agitar, a cerca de 6000 rpm,
durante 5 minutos.

A reaccdo de complexagdo entre a pectina e o quitosano deu origem a uma
suspensdo de particulas. Essas particulas foram entdo isoladas do sobrenadante por
centrifugacdo (4000 rpm, 5 minutos) e lavadas por duas vezes com agua destilada.
Devido a centrifugacao, as particulas sofreram um processo de agregacao, formando,
depois de isoladas e lavadas, um material com a consisténcia de um gel e com uma
grande percentagem de agua. Esse gel foi entdo deixado ao ar durante dois dias a
temperatura ambiente para perder, por evaporagao, uma parte da agua. Nas secgdes
seguintes este gel é designado por gel de pectina/quitosano ou, simplesmente, por

PECs.

(ii)Preparagdo de esponjas com pectina/quitosano com particulas de osso e
com o antibiético disperso

Num empendorf foram colocados cerca de 2,0 ml de gel pectina/quitosano

(PECs). Em seguida adicionou-se e misturou-se com ajuda de uma espatula cerca de 50
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mg de Ceftriaxona. Como o gel estd no estado hidratado (possui uma grande
quantidade de agua), quando se mistura o p6 do antibidtico este dissolve-se na dgua. A
algumas amostras adicionou-se ainda cerca de 250 mg de particulas de osso de
diferentes granulometrias: num caso utilizaram-se particulas de osso com um diametro
inferior a 0,5mm, noutro caso com um didmetero entre 0,5mm e 1mm e, noutro caso
com um diametro entre 1mm e 5mm, todas elas foram obtidas por peneirac¢do.

As misturas assim preparadas (PECs + osso + CFX) foram congeladas com azoto
liquido e liofilizadas. Depois de secas, as amostras apresentavam uma forma cilindrica
e uma consisténcia esponjosa. Na figura 4.1 apresenta-se um esquema da preparac¢ao

deste sistema.

CFX (po) Particulas de osso

e o
8%%
" R Esponja
W PECs + osso + CFX
R >
. Congelamento
mistura ;i\;E: com N, liquido
- Liofilizagéo
t\q
Gel de pectina/ U -
quitosano (PECs) .

Figura 4.1 -Esquema de formagdo das esponjas: PECs +0sso+CFX.

4.1.2. Resultados e Discussao

Os espectros FTIR-ATR da pectina, do quitosano, e dos PECs por eles formados
estdo representados na Figura 4.2. A regido mais informativa destes espectros
encontra-se na gama entre os 1800 e 1400 cm'l, pois é nela que aparecem algumas
das vibracdes atribuidas aos grupos carboxilicos e amina.

No espectro dos PECs de pectina/quitosano é possivel observar uma banda com
um pico a 1580 cm™, podendo esta vibrac3o ser atribuida a deformac3o assimétrica da
ligacdo N-H dos grupos amina protonados, a qual de acordo com as referéncias

bibliograficas estd situada entre 1625 e 1560cm™ [14]. Esta vibracdo encontra-se
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sobreposta com a vibracdo u,sC=0 dos grupos COO" da pectina e a vibracao Amida | do

quitosano. A Tabela 4.1 lista também a localiza¢do das principais bandas.

pectina
quitosano
— PECS

Absorvancia

<

T
3600 3100 2600 2100 | 1600, 1100 600 1600

Numero de onda (cm-1)

Figura 4.2 - Espectros FTIR-ATR da pectina, quitosano e PECs e ampliagdo da zona de interesse.

Devido a grande sobreposicdo de bandas nesta zona do espectro é impossivel
identificar o aparecimento de novas bandas que poderiam indicar o estabelecimento
de ligacOes idnicas entre os grupos ionizaveis dos dois polissacarideos, nomeadamente
o aparecimento de bandas associadas as vibra¢des dos grupos COO™ e NH;".

Por andlise FTIR ndo é possivel identificar evidéncias da formacao dos PECs.

Tabela 4.1 - Atribui¢do das bandas nos espectros de FTIR-ATR da pectina, quitosano e PECs.

Numero de onda (cm™) Atribuicao
Pectina
1725 u C=0 (COOH e COOCH3)
1601 U,s C=0 (COO0-)
Quitosano
1629 v C=0 grupo amida (Amida l)
1570 6(N-H) + u(C-N) grupo amida (Amida Il)
6(N-H) grupos amina (NH,)
PECs
1580 8.5(N-H) grupos amina protonados (NH;")

v — elongamento; & — deformacdo; s — simétrico; as — assimétrico
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O aspecto das esponjas de pectina/quitosano com particulas de osso e com
antibidtico disperso na matriz estd ilustrado nas imagens de SEM apresentadas na

Figura 4.3.

-~

iy
2éku ‘Px 150
b o | L

Figura 4.3- a) Aspecto do PEC G)ectina/quitosaho); b)Ligacdo do PEC ao 0sso; c) e d) Ampliagdo da ligagdo do PEC ao
0S50.

Da imagem da Figura 4.3 a) pode constatar-se que os complexos
polielectroliticos (PECs) formados entre os polissacarideos de pectina e quitosano,
depois de liofilizados, tém uma estrutura bastante porosa e regular, e nas restantes
Figuras, é possivel distinguir uma particula de osso integrada na matriz polimérica
liofilizada. Nas Figuras 4.3 c) e d), de uma ampliacdo maior, pode observar-se o
aspecto da interface entre a matriz polimérica e a matriz éssea.

N3o é possivel visualizar particulas de farmaco, o que indica que este se
encontra disperso a nivel molecular, ou seja, o farmaco ndo precipitou em particulas
mas encontra-se dissolvido na estrutura polimérica.

Na Figura 4.4 é possivel visualizar os perfis de libertagao in vitro da Ceftriaxona

incorporada nas esponjas de PECs com particulas de osso, de diferentes
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granulometrias. Estes perfis de libertacdo foram obtidos em solucdao tampao fosfato

salino (PBS) a 372C, conforme descrito na sec¢do 2.5.6.

80
70 —a— O —0
—Q— —0— —0
60
[}
]
£ 50
(]
2
— 40 -
2
g 30 - ——5. Gel + CFX
R0 —#—6. Gel com 0ss0 < 0,5mm + CFX
7. Gel com 0sso 0,5mm < d < Imm + CFX
10 -
—8—38. Gel com 0sso Imm < d <5 mm + CFX
O ‘ T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (dias)

Figura 4.4 - Perfis da libertagdo in vitro da CFX incorporada nas esponjas de PECs com e sem adi¢do de osso de
diferentes granulometrias.

Da analise do grafico podemos concluir que em todos os ensaios se verifica
uma libertagdo muito rapida do antibidtico nas primeiras horas: cerca de 60 % no caso
das amostras que incorporam particulas de osso e cerca de 75 % no caso das amostras
constituidas apenas pela esponja de PEC ao qual se misturou antibiético. Além disso é
ainda possivel constatar que a diferenca de tamanho das particulas de osso nao afecta

a libertacdo do antibidtico pois os trés perfis de libertacdo sdo idénticos.

Estes elevados valores contrastam com os resultados obtidos no capitulo
anterior e estdo certamente relacionados com o facto do antibidtico se encontrar
apenas disperso fisicamente nas esponjas. Embora ndo se tenha alcancado uma
libertacdo gradual, esta metodologia permitiu obter uma libertacdo rapida que
contrasta com a ndo libertacdo do antibidtico quando este se encontra ligado
covalentemente ao 0sso, o que incentiva a procura de outras solugdes que

apresentem um comportamento intermédio.
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4.2. Esponjas de pectina/quitosano com particulas de osso e

com o antibiotico imobilizado covalentemente

Com o intuito de tentar aprisionar o farmaco de uma forma mais eficaz na
esponja imobilizou-se o antibidtico covalentemente na matriz polimérica, mais
propriamente a pectina e ndo ao quitosano pois este ndo tem grupos carboxilicos para
activar. Para tal, foi necessario recorrer a uma carbodiimida, pois como ja foi descrito
esta promove a ligacdo covalente entre os grupos carboxilicos da pectina e os grupos
amina do antibidtico. Na Figura 4.5 encontram-se esquematizados os passos que
levaram a ligagao covalente entre a pectina e o antibidtico.

Para que a carbodiimida reaja com a pectina é necessdrio um meio acido, a fim
de que a carbodiimida reaja com um protdo em solucdo formando um carbocatido. Os
grupos carboxilicos existentes na pectina tém de estar ionizados para que o
carbocatido reaja ficando entdo a pectina com os grupos carboxilicos activados. Com

um valor de pH basico ocorrera a reaccdo para ligar o antibiético covalentemente.

N
carbodiimida N

Pectina -

OH - /—/N\

g Y he
O)\OH 4<pH <6
o} o
"":\50
F '-{I\\N-"i\ /_/—\1 - N
. BN o \ .
o Lo NH
Crdle T e
Il o ©°
N"\\\) Q O 0. fo)
a8 T T
- p.
pH=8 0
Pectina-CFX pectina com os grupos carboxilicos activados

Figura 4.5 - Esquema da ligagdo do antibidtico Ceftriaxona a pectina.
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4.2.1. Procedimento Experimental

O protocolo utilizado para ligar quimicamente o antibiético a pectina foi

baseado no trabalho publicado na literatura por Araujo et al. [81].

(i) Ligacdao quimica do antibiotico a pectina

Dissolveu-se 1,0 g de pectina em 50 ml de agua destilada de forma a obter uma
solugdo de pectina a 2% (m/v). O pH inicial da solugdo preparada (3,79) foi ajustado,
com 0,1M de NaOH, para cerca de 4,2.

Seguidamente, adicionou-se a solu¢do de pectina 300 mg de EDC dissolvida em
cerca de 10 ml de 34gua destilada (esta solucdo foi preparada e imediatamente
adicionada a solucdo de pectina). Durante 1 hora deixou-se a solucdo a agitar,
controlando-se o pH com 0,1 M de HCI, de forma a manter o pH entre 4,2 e 5.

Dissolveu-se cerca de 950 mg de CFX em cerca de 20 ml de agua destilada,
solucdo que também se adicionou a solugado de pectina, tendo-se de seguida ajustado
o pH para 8,0 com 0,1M de NaOH. Deixou-se a solucdo resultante a agitar durante 24
horas.

No final desse tempo, a solucdo foi colocada em membranas de celulose (cut-
off de aproximadamente 12 000 Da) e dialisada contra agua destilada durante trés

dias. Finalmente a solucdo foi congelada com azoto liquido e liofilizada.

(ii) Prepara¢do do gel de pectina — CFX / quitosano por complexacgdo
polielectrdlitica

Seguindo um protocolo idéntico ao utilizado para preparar o gel de pectina /
quitosano (PECs) (seccdo 4.1.1), preparou-se um gel com o antibidtico ja ligado a
pectina (abreviadamente designado por pectina-CFX) e quitosano, o qual se designou

por PEC(CFX)), de acordo o mecanismo esquematizado na Figura 4.6.
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Pectina_CFX

CFX CooH COOH M
CFX COoO COO B
COO COO

pKa Pectina_ CFX < pH, i < pKa Quitosano =—ps

H3 NH3
/ NH,* A\/
NH: g, NH A_\J/

PEC(CFX)

Quitosano

Figura 4.6 - Esquema da formacgdo dos complexos polielectroliticos entre a pectina-CFX e o quitosano.

(iii) Preparagdo das esponjas de pectina — CFX / quitosano e particulas de osso

Num empendorf foram colocados cerca de 2,0 ml de gel pectina-CFX/quitosano.
Numa amostra foram adicionadas e misturadas, com o auxilio de uma espatula, cerca
de 250 mg de particulas de osso com um diametro entre 0,5mm e 1mm.

As misturas resultantes foram congeladas com azoto liquido e liofilizadas.
Depois de secas, as amostras apresentavam uma forma cilindrica e uma consisténcia
esponjosa.

Na Figura 4.7 é possivel visualizar o esquema representativo da preparacao

destas esponjas.

Particulas de osso

RR Esponja
== PEC(CFX) + osso
T
¥ D ’
\ "' . - s\~ | Congelamento /
'-.’ . - mistura Rx? com N; liquido ’
s Liofilizacdo
s ‘:% ¢ ’
v * r
Gel de pectina-CFX/ b @ )
quitosano (PEC(CFX)) L

Figura 4.7 - Esquema de formagdo das esponjas: PEC(CFX) + osso.
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4.2.2. Resultados e Discussao
Para confirmar a ligacdo quimica do antibiético a pectina, esta foi analisada por
FTIR-ATR, obtendo-se o gréfico ilustrado na Figura 4.8, o qual pode ser comparado

com o espectro da pectina pura.

pectina pectina-CFX

Absorvancia

3600 2600 | 1600, 600 1600

Numero de onda (cm-1)

Figura 4.8 - Espectros FTIR-ATR da pectina e da pectina-CFX.

A comparacao dos espectros FTIR-ATR das duas amostras revela diferencas que
evidenciam a ligacdao covalente do antibidtico a pectina por meio da forma¢ao de uma
ligacdo amida entre os grupos COOH da pectina e os grupos NH, do antibidtico.
Nomeadamente verifica-se, na pectina-CFX, uma diminui¢do da intensidade do pico a
cerca de 1725 cm™, o que indica a diminuicdo dos grupos COOH livres na pectina, e um
aumento da intensidade e alargamento da banda a cerca de 1550-1450 em?, o que
indica a presenca das vibragcdes amida | e amida Il da ligacdo amida sobrepostas com

outras vibragdes especificas da pectina.

Também através dos dados obtidos por andlise elementar, Tabela 4.2,
nomeadamente a partir da percentagem de enxofre presente é possivel confirmar que
a pectina modificada (Pectina-CFX) apresenta uma percentagem madssica de enxofre

muito superior a pectina n3ao modificada, cuja percentagem de enxofre é
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negligencidvel (< 100 ppm). A partir da percentagem de enxofre presente na pectina
modificada, estimou-se que a quantidade de Ceftriaxona ligada covalentemente a
pectina seria de 18,3 mg CFX/100 mg Pectina-CFX, o que é uma quantidade bastante

significativa.

Tabela 4.2- Resultados da andlise elementar a pectina modificada (Pectina-CFX) e pectina ndo modificada (Pectina).

Técnica Utilizada Analise Elementar
Amostra % N (p/p) % C (p/p) % H (p/p) %S (p/p)
Pectina-CFX 4,857 38,105 6,366 3,168
Pectina 0,531 37,031 6,150 <100 ppm

Na Figura 4.9, para além do espectro da pectina com a Ceftriaxona ligada
(pectina-CFX), apresentam-se ainda o do gel de pectina com CFX/ quitosano (PECs-CFX)

e o do quitosano.

pectina-CFX

quitosano

——PECs-CFX

-/ f\\&mm :

3600 3100 2600 2100 1600 1100 600

Numero de onda (cm-1)

Figura 4.9 - Espectros FTIR-ATR da pectina-CFX, quitosano e PEC(CFX).
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As esponjas PEC(CFX) com e sem particulas de osso, foram sujeitas a ensaios de
libertagdo in vitro em solugdo tampao fosfato salino (PBS) a 372C, conforme descrito
na secgao 2.5.6.

Os resultados desses ensaios sdao apresentados na Figura 4.10. Contudo, e ao
contrdrio dos perfis apresentados na Figura 4.4, estes resultados ndo podem ser
expressos em percentagem de massa libertada, porque neste caso, ndao é possivel
determinar a quantidade total de CFX presente nas esponjas mesmo tendo-se tentado
fazer essa quantificacdo por andlise elementar. Assim, o perfil de libertacdo vem

expresso em quantidade de massa libertada acumulada ao longo do tempo e ndo em

percentagem.
1.2 -
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1
0.8 o

—@— PECS(CFX) + osso

Massa libertada acumulada (mg)
o
(o)}

—&— PECS(CFX)
0.4
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0 ‘ T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Tempo (dias)

Figura 4.10 - Perfis da libertagdo in vitro da CFX presente nas esponjas de PEC(CFX).

Como se pode observar, a massa de CFX libertada no final do ensaio (apds 22
dias) é cerca de 1 mg. Ao contrdrio dos outros sistemas, em que é possivel incorporar a
guantidade de CFX desejada, aqui a quantidade de CFX é determinada pela quantidade
de moléculas de antibidtico covalentemente ligadas as cadeias de pectina e pela

percentagem de pectina-CFX presente nos complexos.

61



Tal como nas esponjas anteriormente produzidas, também aqui mais de
metade da totalidade do farmaco é libertada no primeiro dia. Provavelmente esta
facilidade de libertacdo serd o resultado da dissociacdo e dissolucdo das cadeias de
pectina-CFX mais fracamente complexadas com o quitosano.

Contudo, e ao contrdrio do que aconteceu nos outros sistemas, depois do
primeiro dia, observa-se uma libertacdo continua e praticamente constante do
antibidtico até ao final do ensaio. Este perfil resulta provavelmente da dissolucao
progressiva das cadeias de pectina_CFX e da hidrdlise da ligacdo amida que liga

covalentemente o antibidtico a pectina.

4.3. Matrizes de pectina/quitosano com particulas de osso e

com antibiotico encapsulado em microparticulas de PLA.

Como ultima tentativa, encapsulou-se a Ceftriaxona em microparticulas de
poli(acido lactico), as quais se integraram nas esponjas de pectina/quitosano .

Tratando-se a Ceftriaxona de um composto bioactivo hidrofilico, para evitar a
sua difusdo para a fase aquosa da emulsdo durante o processo de solidificacdo das
particulas, escolheu-se o método da dupla emulsdo 4dgua / d6leo / 4gua, usando o
diclorometano como solvente orgénico volatil e o PVA como surfactante [14].

Apds a obtencado das microparticulas de PLA com CFX encapsulado, estas foram
integradas, conjuntamente com particulas de osso em matrizes de pectina/quitosano,

conforme indicado esquematicamente na Figura 4.11.

Microparticulas Particulas de osso
de PLA com CFX ®
encapsulado :“ s& Esponja
(MP(CFX)) ){7{ P PECs + osso + MP(CFX)
N2 N
Congelamento
S 4 ®©® e com N, liquido
e ¢| Liofilizagdo

S
]

Gel de pectina/ % e
quitosano (PECs) u

Figura 4.11 - Esquema de formagao das esponjas: PECs + 0sso + MP(CFX).
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4.3.1. Procedimento Experimental

(i) Encapsulagdo do antibiético em microparticulas de PLA preparadas pelo

método extrac¢do / evaporacdo do solvente numa dupla emulsio agua / 6leo / agua.

O antibidtico CFX foi encapsulado em microparticulas de poli (acido lactico) por
meio do método da extraccdo / evaporacdo do solvente numa dupla emulsdo agua /
6leo / agua (W1/0/W2) (Figura 4.12).

O procedimento experimental utilizado foi adaptado do proposto para a
preparacao de microesferas de PLGA com colistina por Meng Shi et al. [82]. Este
procedimento engloba a preparacdo das duas fases aquosas e da fase organica. A

preparacao e a composicdo dessas fases foi a seguinte:

(i) Preparagdo da primeira fase aquosa (W1):
Preparou-se uma solugdo aquosa de gelatina de 0.2% (m/v). Retirou-se 2,5 ml

dessa solugao e dissolveu-se nesse volume 500 mg de CFX.

(ii) Preparagdo da fase organica (0):

Dissolveu-se 2,5g de PLA em 25 ml de diclorometano.

(iii) Preparagdo da segunda fase aquosa (W2):

Preparou-se 250 ml de uma solugdao 1% de PVA em agua destilada.

Para preparar a dupla emulsdo os 2,5 ml da fase aquosa W1 foram adicionados
gota a gota a fase organica sob agitacdo mecanica de 7000 rom. Manteve-se a agitacao
durante cerca de 2 minutos.

A emulsdo formada anteriormente (W1/0) foi de seguida adicionada aos 250
ml da segunda fase aquosa (W2), também sob agitacdo mecanica (4000 rpm) durante
dois minutos, formando-se assim a dupla emulsdo (W1/0/W?2). Esta dupla emulsdo foi
adicionada seguidamente a 250 ml de outra solucdo de PVA (0,1%, 0,1M NaCl), de
forma a aumentar o volume da segunda fase aquosa e, desta forma promover a

extraccdo do solvente organico volatil.
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A dupla emulsao foi entdo deixada com agitacdo magnética durante cerca de 4
horas, de forma a evaporar o solvente organico volatil (diclorometano), e endurecer as
microparticulas. Passado esse tempo, a mistura foi centrifugada de forma a isolar as
microparticulas.

As microparticulas isoladas foram lavadas por duas vezes com dgua destilada,

sendo centrifugadas entre cada lavagem e, por fim, secas ao ar.

Solugio Ceftriaxona [CFX)
gelatina 0.2 % (m/v)

M~ ] Isolamento e

l
Diclorometano .
‘ 2 J secagem das
© © d microparticulas

PLA
- I 3 4
' Emulsao Y A
agualéleo (WA1/0) ya . &y
Dupla emulsio ~ =

agualdleo/agua
Fase organica (0) ‘ (W1ro/wz2) S[’l"ﬁ“g‘;‘[‘fé’_‘fg (m/v) Extracgaolevaporagéo do
AR solvente organico volatil
(diclorometano)

|

Solugdo de PVA 1% (m/v)
22 fase aquosa (W2)

Figura 4.12 - Esquema da preparac¢do das microparticulas de PLA com CFX pelo método da extracgdo/evaporacdo do solvente numa
dupla emulsdo agua/dleo/agua.

(ii) Determinagao da eficiéncia de encapsulamento do antibidtico.

Cerca de 50 mg de microparticulas com o farmaco encapsulado (PLA-CFX)
foram colocadas num tubo de ensaio e dissolvidas com a adicdo de 2ml de
diclorometano. Seguidamente, adicionou-se 8ml de PBS, de forma a extrair o
antibidtico. A mistura foi vigorosamente agitada e em seguida centrifugada. A fase
aquosa foi entdo recolhida e analisada por espectrofotometria a 272 nm, de forma a
quantificar o farmaco.

A quantidade experimental de farmaco encapsulado (imobilizado) nas

microparticulas foi calculada da seguinte forma:

Quantidade experimental de fdrmaco encapsulado(%)

_ massa de farmaco quantificada « 100(%
a massa (PLA CFX) (%)
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A quantidade tedrica de farmaco encapsulado corresponde a percentagem de
farmaco que as microparticulas teriam se nenhum farmaco fosse perdido durante o

processo da sua formacdo. Esta quantidade é definida da seguinte forma:

Quantidade tedrica de farmaco encapsulado(%)

massa de farmaco adicionado

= x 1009
massa de farmaco adicionado + massa de PLA adicionado %

A eficiéncia da encapsulacdo (EE %) expressa a razdo entre a quantidade
farmaco efectivamente imobilizado (quantidade experimental de farmaco

encapsulado) e a quantidade de farmaco adicionada inicialmente:

Quantidade experimental de farmaco encapsulado

EE (%) = X 100%

Quantidade teorica de farmaco encapsulado

(iii) Preparagdao das matrizes de pectina/quitosano, particulas de osso e
microparticulas de PLA — CFX

Num empendorf foram colocados cerca de 5ml de gel pectina/quitosano (PECs).
Em seguida adicionou-se e misturou-se cerca de 100 mg de microparticulas com CFX
incorporado MP(CFX), correspondente a 6mg de CFX. Adicionou-se ainda cerca de 250
mg de particulas de osso com um tamanho entre 1 mm e 2,5 mm.

As misturas de PECs + osso + MP(CFX) foram congeladas com azoto liquido e
liofilizadas. Depois de secas, as amostras apresentavam uma forma cilindrica e uma

consisténcia esponjosa (Figura 4.13).

Figura 4.13 - Aspecto da esponja obtida no trabalho de laboratério.
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Adicionalmente foram preparadas outras esponjas em que o antibidtico foi
adicionado a matriz polimérica de diferentes maneiras:

a) Preparou-se uma esponja onde metade do CFX se encontrava disperso na
matriz de pectina/quitosano e outra metade encapsulado nas microparticulas de PLA:
PECs + 0sso + MP(CFX) + CFX (Figura 4.14).

b) Preparou-se ainda outra esponja onde o antibidtico foi disperso fisicamente
no gel de pectina / quitosano tal como se fez na secgdo 4.1.

Em cada um destes casos a quantidade total do CFX incorporado foi de 6 mg.

Microparticulas CFX (p()) Particulas de osso

A Esponja
de PLA com CFX HY RR PECs + 0sso +
encapsulado =, MP(CFX) + CFX
(MP(CFX)) “5%)\\\ T
e A M~
Congelamento
mistura @@ @ com N, liquido
— LI -\ _

Liofilizagdo
e

L) ..
Gel de pectina/ tt!;! e
quitosano (PECs) 5.0

Figura 4.14 - Esquema de formacgdo das esponjas: PECS +osso + MP(CFX) + CFX.

Na Tabela 4.3 sdo apresentadas as quantidades de cada um dos constituintes

dos sistemas de libertacao preparados:

Tabela 4.3 - Quantidade de cada um dos constituintes dos diferentes sistemas de libertagdo.

Sistema de Gel de pectina / Particulas de Microparticulas Farmaco
libertagao quitosano (PEC) 0SS0 MP (CFX) disperso (CFX)
PECs + Osso + CFX 5ml 250mg -- 6mg
100mg (6m
MP (CFX) - - g (6mg -
CFX)
PECs + Osso + MP 100mg (6mg
5ml 250mg --
(CFX) CFX)
PECs + Osso + MP 50mg (3mg
5ml 250mg 3mg
(CFX) + CFX CFX)
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Procedeu-se a libertacdo in vitro dos sistemas descritos na tabela 4.3.
A libertagdo in vitro foi realizada com os diferentes sistemas colocados numa
membrana de didlise (cut-off de aproximadamente 12000 Da) que estava imersa numa

solucdo de 280 ml de PBS a cerca de 37°C.

4.3.2. Resultados e Discussao

A morfologia das microparticulas de PLA produzidas pode ser observada nas
imagens de SEM apresentadas na Figura 4.15. Facilmente se infere que as
microparticulas apresentam grande diversidade de tamanhos, sdao bastantes porosas e

algumas delas evidenciam ser ocas.

i
4

iepm B68002

Figura 4.15 - Imagens de SEM das microparticulas de PLA com CFX encapsulado.

Na Tabela 4.4 sdo apresentados os valores obtidos para a quantidade
experimental de antibidtico encapsulado e a eficiéncia de encapsulamento (EE) do

antibidtico.
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Tabela 4.4 - Eficiéncia de encapsulamento do antibidtico (média + desvio padrdo; n = 3).

Eficiéncia de

Quantidade tedrica de antibiético Quantidade experimental de
. encapsulamento
encapsulado (%, m/m) antibiético encapsulado (%, m/m) EE (%)
(1)
16,7 6,11 + 0,24 36,6 +1,4

Como se vé, a eficiéncia de encapsulamento é cerca de 37%, o que significa que
mais de metade do antibidtico adicionado a fase organica é perdido para a fase aquosa
externa durante o processo de solidificacdo das microparticulas poliméricas. Esta
relativa baixa eficiéncia do processo de encapsulamento deve-se, essencialmente, a
elevada hidrofilicidade do antibidtico, que origina que este se distribua
preferencialmente na fase aquosa.

Para melhorar a eficiéncia de encapsulagdo poderia utilizar-se outro método
para a producdo de microparticulas, ou tentar optimizar as varidveis operacionais do

processo utilizado de forma de forma a maximizar a eficiéncia de encapsulamento.

O aspecto das matrizes de pectina/quitosano com particulas de osso e
microparticulas de PLA-CFX esta ilustrado nas imagens de SEM apresentadas na Figura
4.16.

Os trés constituintes das matrizes sdo facilmente identificaveis. Com efeito, nas
Figuras 4.16 a) e b) é possivel visualizar as microparticulas de PLA-CFX aprisionadas na
matriz de pectina/quitosano. Enquanto nas Figuras 4.16 c) e d) sdo visiveis particulas
de osso com a matriz polimérica e as microparticulas aderentes a sua superficie. Nas

Figuras 4.16 e) e f) destacam-se duas zonas assinaladas na Figura 4.16 d).
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Figura 4.16- a) e b) Microparticulas de PLA-CFX aprisionadas na matriz polimérica formada pelos PECs de pectina e quitosano; c) e
d) Particula de osso envolta na matriz polimérica e microparticulas; e) e f) Ampliagdo de duas zonas apresentada em d).

Na Figura 4.17 sdo apresentados os perfis de libertacdo in vitro da Ceftriaxona:

(i) A partir das microparticulas de PLA-CFX por si s6 (MP(CFX));

(ii) A partir da esponja de pectina/quitosano com particulas de o0sso,
microparticulas (PECs + Osso + MP (CFX));

(iii) A partir da esponja de pectina/quitosano com particulas de o0sso,
microparticulas com antibidtico incorporado e antibiético disperso (PECs + Osso + MP

(CFX) + CFX);
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(iv) E para comparacdo, da esponja de pectina/quitosano com particulas de

0sso e antibidtico disperso (PECs + osso + CFX).

120.0 -

100.0 -

80.0

!

60.0 —o—MP(6,1 CFX)

== PECs + 0sso+MP(6,11)
40.0

PECs + osso+ MP(3) +CFX
(3)
=@=PECs + 0sso +CFX (6,1)

% massa libertada acumulada

20.0

0.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8
tempo (dias)

Figura 4.17 - Perfis de libertagdo in vitro da Ceftriaxona encapsulada nas microparticulas.

Similarmente ao que acontece nos outros casos, por andlise do grafico
podemos concluir que a encapsulagao do antibidtico nas microparticulas nao torna a
libertagdo mais gradual.

Em todos os sistemas de libertacdo preparados, a libertacdo de praticamente
todo o farmaco libertado durante o ensaio da-se nos dois primeiros dias, ndo existindo
diferencgas significativas entre os sistemas onde a Ceftriaxona estd encapsulada nas
microparticulas de PLA e no sistema em que a Ceftriaxona esta apenas dispersa na
matriz polimérica. Isto indica que a Ceftriaxona encapsulada nas microparticulas ndo
se encontra efectivamente aprisionada nestas. A morfologia das microparticulas,
porosas e ocas, podera justificar o ndo aprisionamento do antibidtico.

Devido a marcada natureza hidrofilica do antibidtico, o encapsulamento numa
matriz hidrofébica, como é o caso do PLA, é uma tarefa dificil e que requer a
optimizacdo do processo de encapsulamento e fabricacdo das microparticulas. Assim,

esta tarefa tera de ser feita em futuros trabalhos.
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Capitulo 5

Conclusao e sugestoes para trabalho futuro

Ao longo deste trabalho, foram preparados e caracterizados diversos sistemas
de libertacdo local de um antibidtico. Em todos estes sistemas foi utilizada matriz
dssea bovina, como suporte para a imobilizacdo do antibidtico, ou apenas como um
dos constituintes do sistema.

Numa primeira fase investigou-se a imobilizagdo covalente do antibidtico a
superficie do osso na forma de placas. Os resultados experimentais permitem-nos
concluir que existe antibidtico imobilizado a superficie do osso, mas nao foi possivel
concluir nada acerca da natureza dessa imobilizacdo, ou seja, se a imobilizacdo é de
natureza quimica ou fisica. Para esclarecer esta questdo sera necessario recorrer a
outros métodos experimentais e técnicas de caracterizagdo. Seguidamente revestiram-
se as placas de osso com pectina sendo o antibidtico posteriormente ligado a pectina,

verificando-se a mesma dificuldade em detectar o antibidtico.

Posteriormente, tentou ligar-se o antibidtico apenas fisicamente a superficie
das placas (por simples impregnacdo) revestindo-se seguidamente as placas com
bicamadas de polielectrélito pectina/quitosano. Os resultados obtidos através dos
perfis de libertacdao in vitro de amostras revestidas com varias bicamadas e sem
nenhum revestimento (isto é, apenas impregnadas com antibidtico) revelaram que o

antibidtico interage fortemente com a matriz 6ssea impedindo a sua libertacao.

Adoptou-se entdo outro tipo de estratégia, designadamente a de utilizar a
matriz 6ssea na forma de particulas, as quais eram combinadas com uma fase
polimérica, constituida por complexos polielectroliticos (PECs) formados entre a
pectina e o quitosano. A liofilizacdo das particulas de osso envolvidas no gel de PECs
deu origem a uma matriz-compdsito com uma elevada porosidade (esponja). O

antibidtico foi imobilizado nesta matriz base, durante a sua preparacgao, de diferentes
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formas: por simples dispersao fisica, ligado covalentemente a um dos polimeros da
fase polimérica, ou encapsulado em microparticulas de PLA, que por sua vez foram
dispersas na matriz-compdsito. Os ensaios de libertacdo in vitro mostraram que o
antibidtico incorporado nestes sistemas é libertado praticamente todo durante o
primeiro dia.

Este perfil de libertagdo seria expectavel para o primeiro sistema, onde o
farmaco foi incorporado por uma simples dispersdo fisica. Pelo contrdrio, para o
sistema onde o antibidtico foi encapsulado nas particulas de PLA, esperava-se uma
libertacdo gradual do antibiético ao longo de vdrias semanas (ou até meses),
controlada pela difusdo deste através da matriz de PLA e pela biodegradacdo desta
mesma matriz. A rapida libertacdo do antibidtico, e a morfologia das microparticulas
de PLA obtidas, observada por analise SEM, indicam que o antibidtico ndo foi
encapsulado como era desejado nas microparticulas de PLA. Assim, serd necessaria a
optimizacdo do processo de formacdo das microparticulas de forma a encontrar os
parametros operacionais que conduzam a uma imobilizacdo efectiva do farmaco nas
microparticulas.

Contudo, o sistema onde a Ceftriaxona foi imobilizada por uma ligacdo quimica
as cadeias de pectina, apresentou o perfil de libertagcdo do antibidtico mais sustentado
ao longo do tempo. Assim, este tipo de imobilizacdo tem potencial para ser explorado
para preparar um sistema com uma libertagdo mais prolongada. No entanto, com esta
estratégia a quantidade de antibidtico incorporada no sistema é limitada, o que
impede a sua identificacdao por técnicas rotineiramente utilizadas como o FTIR. Assim,
propde-se por exemplo, que se avalie a capacidade destes sistemas, ao longo do
tempo, para eliminar e prevenir o crescimento de coldnias de certas bactérias
patogénicas através de testes in vitro com uma estirpe de um microrganismo sensivel
ao antibidtico imobilizado.

De qualquer modo, com este trabalho demonstrou-se que é possivel a
combinacdo de matriz éssea e materiais poliméricos na preparacdao de sistemas de
libertacdo controlada de antibidticos. Os varios sistemas preparados, e as diferentes
estratégias utilizadas para a imobilizacdo do antibidtico, poderdo ser explorados no

futuro no desenvolvimento de sistemas de libertacdo de antibiéticos eficazes.

72



Bibliografia

[1] Rodrigues FC. O Corpo Humano e a Saude. Didacta Enciclopédia Tematica llustrada Fernando. Lisboa.
1995.

[2] Seeley RR, Stephens TD, Tate P. Anatomia&Fisiologia. Lusodidacta. 3.2 edi¢do.

[3] http://www.auladeanatomia.com/osteologia/generalidades.htm [acedido em 20.05.2011]

[4] Nather Aziz, Ong HIJC, Aziz Zameer. Structure of Bone. Bone grafts and bone substitutes - Basic
Science and Clinical Applications. [http://www.worldscibooks.com/medsci/5695.html]

[5] http://www.infoescola.com/histologia/tecido-osseo/ [acedido em 20.05.2011]

[6] Gutierres M, Lopes MA, Hussain NS, Cabral AT, Almeida L, Santos JD. Susbtitutos dsseos. Arquivos
de Medicina. 2006; 19.

[7] Giannoudis PV, Dinopoulos H, Tsiridis E. Bone substitutes: an update. Injury. 2005;36 Suppl 3:520-7.
[8] Murugan R, Ramakrishna S. Development of nanocomposites for bone grafting. Composites Science
and Technology. 2005;65:2385-406.

[9] Delloye C, Cornu O, Druez V, Barbier O. Bone allografts - What they can offer and what they cannot.
Journal of Bone and Joint Surgery-British Volume. 2007;89B:574-9.

[10] llan DI, Ladd AL. Bone Graft Substitutes. Operative Techniques in Plastic and Reconstructive
Surgery. 2003; 9, No 4:151-160

[11] Lyra MAM etal. Sistemas Matriciais Hidrofilicos e Mucoadesivos para Liberagdo Controlada de
Farmacos. Latin American Journal of Pharmacy. 2007; 26(5):784-93

[12] Ratner BD, Hoffman AS, Schoen FJ, Lemons JE. Biomaterials Science.An Introduction to Materials in
Medicine ed. A. Press. 1996; 346

[13] Nandi SK, Mukherjee P, Roy S, Kundu B, De DK, Basu D. Local antibiotic delivery systems for the
treatment of osteomyelitis - A review. Materials Science & Engineering C-Materials for Biological
Applications. 2009;29:2478-85.

[14] Coimbra PMA. Preparacgdo e caracterizagdo de sistemas de libertagao controlada de farmacos com
base em polimeros de origem natural. Tese de doutoramento. Faculdade Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra. 2010

[15] Azevedo MMM. Nanoesferas e a liberagdo controlada de farmacos. Laboratdrio de Quimica do
Estado Sélido, Instituto de Quimica.

[16] Reis R et al.Natural-based polymers for biomedical applications. Cambridge, Woodhead Publishing
Limited. 2008.

[17] Soundrapandian C, Sa B, Datta S. Organic-Inorganic Composites for Bone Drug Delivery. Aaps
Pharmscitech. 2009;10:1158-71.

[18] Rouxinol FS. Preparacdo de nanoparticulas para sistemas de libertacdo controlada de substancias
activas usadas no tratamento de doencgas oftalmoldgicas. Tese de mestrado. Faculdade Ciéncias e
Tecnologia da Universidade de Coimbra. 2009

[19] Hendriks JGE, van Horn JR, van der Mei HC, Busscher HJ. Backgrounds of antibiotic-loaded bone
cement and prosthesis-related infection. Biomaterials. 2004;25:545-56.

[20] Rhyu KH, Jung MH, Yoo JJ, Lee MC, Seong SC, Kim HJ. In vitro release of vancomycin from
vancomycin-loaded blood coated demineralised bone. International Orthopaedics. 2003;27:53-5

[21] Kazimoglu C, Karapinar H, Sener M, Afsar |, Sener AGK, Akgun U. In vitro evaluation of gentamicin
and teicoplanin release from cancellous human bone. Acta Orthopaedica Et Traumatologica Turcica.
2008;42:64-9.

73


http://www.auladeanatomia.com/osteologia/generalidades.htm
http://www.infoescola.com/histologia/tecido-osseo/

[22] Zalavras CG, Patzakis MJ, Holtom P. Local antibiotic therapy in the treatment of open fractures and
osteomyelitis. Clinical Orthopaedics and Related Research. 2004:86-93.

[23] Witso E, Persen L, Loseth K, Benum P, Bergh K. Cancellous bone as an antibiotic carrier.
Department of Orthopaedic Surgery, University Hospital, Trondheim, Norway. 2000 Feb;71(1):80-4.

[24] Witso E, Persen L, Benum P, Bergh K. Cortical allograft as a vehicle for antibiotic delivery.
Department of Orthopaedic Surgery, Norwegian University of Science and Technology, Trondheim.2005
Aug;76(4):481-6.

[25] Witso E, Persen L, Benum P, Bergh K: Release of netilmicin and vancomycin from cancellous bone.
ActaOrthopScand2002, 73(2):199-205.

[26] Winkler H, Janata O, Berger C, Wein W, Georgopoulos A. In vitro release of vancomycin and
tobramycin from impregnated human and bovine

[27] Mathijssen NMC, Petit PLC, Pilot P, Schreurs BW, Buma P, Bloem RM. Impregnation of bone chips
with antibiotics and storage of antibiotics at different temperatures: an in vitro study. Bmc
Musculoskeletal Disorders. 2010;11.

[28] calig S, Sayin B, Atilla B, Sargon MF, Hincal AA. Evaluation of vancomycin impregnated bone grafts
and vancomycin loaded poly(lactideco-glycolide) (PLGA (75:25)) microspheres-bone grafts blend for the
treatment of surgical bone infections.

[29] Ketonis C, Barr S, Shapiro IM, Parvizi J, Adams CS, Hickok NJ. Antibacterial activity of bone
allografts: Comparison of a new vancomycin-tethered allograft with allograft loaded with adsorbed
vancomycin. Bone. 2011;48:631-8.

[30] Ketonis C, Barr S, Adams CS, Shapiro IM, Parvizi J, Hickok NJ. Vancomycin Bonded to Bone Grafts
Prevents Bacterial Colonization. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2011;55:487-94.

[31] Ai H, Jones SA, Lvov YM. Biomedical applications of electrostatic layer-by-layer nano-assembly of
polymers, enzymes, and nanoparticles. Cell Biochemistry and Biophysics. 2003;39:23-43.

[32] Jiang B, Barnett JB, Li B. Advances in polyelectrolyte multilayer nanofilms as tunable drug delivery
systems. Nanotechnology, Science and Applications 2009:2 21-27.

[33] Jiang B, Li B. Polypeptide Nanocoatings for Preventing Dental and Orthopaedic Device-Associated
Infection: pH-Induced Antibiotic Capture, Release, and Antibiotic Efficacy. Journal of Biomedical
Materials Research Part B-Applied Biomaterials. 2009;88B:332-8.

[34] LiH, Ogle H, Jiang B, Hagar M, Li B. Cefazolin Embedded Biodegradable Polypeptide Nanofilms
Promising for Infection Prevention: A Preliminary Study on Cell Responses. Journal of Orthopaedic
Research. 2010;28:992-9.

[35] Moskowitz JS, Blaisse MR, Samuel RE, Hsu H-P, Harris MB, Martin SD, Lee JC, Spector M,
Hammond PT. The effectiveness of the controlled release of gentamicin from polyelectrolyte multilayers
in the treatment of Staphylococcus aureus infection in a rabbit bone model. Biomaterials. 2010;31:6019-
30.

[36] Chiarelli PA, Johal MS, Holmes DJ, Casson JL, Robinson JM, Wang HL. Polyelectrolyte spin-
assembly. Langmuir. 2002;18:168-73.

[37] Johal MS, Casson JL, Chiarelli PA, Liu DG, Shaw JA, Robinson JM, Wang HL. Polyelectrolyte Trilayer
Combinations Using Spin-Assembly and lonic Self-Assembly. 2003; 19.

[38] Spin Coating: http://home.wanadoo.nl/tom.peeters/Subpaginas/spin%20coating.htm [acedido em
29.07.2011]

[39] Tan ML, Choong PFM, Dass CR. Recent developments in liposomes, microparticles and
nanoparticles for protein and peptide drug delivery. Peptides. 2010; 31, (1), 184-193.

[40] Freiberg S, Zhu X. Polymer microspheres for controlled drug release. International Journal of
Pharmaceutics. 2004;282:1-18.

[41] Elkharraz k, Ahmed AR, Dashevsky A, Bodmeier R. Encapsulation of water-soluble drugs by an
o/o/o-solvent extraction microencapsulation method. International Journal of Pharmaceutics 409. 2011;
89-95

74



[42] Freitas S, Merkle HP, Gander B. Microencapsulation by solvent extraction/evaporation: reviewing
the state of the art of microsphere preparation process technology. Journal of Controlled Release. 2005,
102, (2), 313-332.

[43] Li M, Rouaud O, Poncelet D. Microencapsulation by solvent evaporation: State of the art for
process engineering approaches. International Journal of Pharmaceutics. 2008; 363, (1-2), 26-39.

[44] Wischke C, Schwendeman SP. Principles of encapsulating hydrophobic drugs in PLA/PLGA
microparticles. International Journal of Pharmaceutics. 2008;364:298-327.

[45] Figueiredo M, Cunha S, Martins G, Freitas J, Judas F, Figueiredo H. Influence oh hydrochloric acid
concentration on the demineralization of cortical bone. Chemical Engineering Research and Design.
2010.

[46] Kimura-Suda H, Kajiwara M, Matsumoto N, Murayama H, Yamato H. Characterization of Apatite
and Collagen in Bone with FTIR Imaging. Molecular Crystals and Liquid Crystals. 2009;505:302-7.

[47] Chang MC, Tanaka J. FT-IR study for hydroxyapatite/collagen nanocomposite cross-linked by
glutaraldehyde. Biomaterials. 2002;23:4811-8.

[48] Zhao W, Zhang Y, Li QM. Indirect spectrophotometric determination of sodium ceftriaxone with n-
propyl alcohol-ammonium sulfate-water system by extraction flotation of copper(ll). Clinica Chimica
Acta. 2008;391:80-4.

[49] Anacona JR, Rodriguez A. Synthesis and antibacterial activity of ceftriaxone metal complexes.
Transition Metal Chemistry. 2005;30:897-901.

[50] Cho SW, Lee JS, Choi SH. Enhanced oral bioavailability of poorly absorbed drugs. |. Screening of
absorption carrier for the ceftriaxone complex. Journal of Pharmaceutical Sciences. 2004;93:612-20.

[51] Ferreira BLA. Identificacdo da atividade antibidtica e relagdo estrutura-atividade de moléculas de
origem sintética e animal. Universidade federal Fluminense. 2007.

[52] Glaria MD, Moscciati GG, Ramos RG, Riquelme MM.Stability of ceftriaxone in water and
cerebrospinal fluid determined by high-performance liquid chromatography. Journal of Separation
Science. 2003;26:939-42.

[53] Esposito S, Mittelkotter U. Ceftriaxone prophylaxis in abdominal, cardiovascular, thoracic,
orthopaedic, neurosurgical and general surgery: A review of practice 1996-2003. Journal of
Chemotherapy. 2005;17:17-32.

[54] Owens HM, Dash AK. Profiles of Drug Substances. Department of Pharmacy Sciences
Omaha.2003;30:21-28.

[55] Brandao EM, Andrade CT. Influéncia de Fatores Estruturais no Processo de Gelificacdo de Pectinas
de Alto Grau de Metoxilagdo. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia. 1999; 9:38-44

[56] Purcell JM, Fishman ML. Dissociation of dissolved pectins: Fourier-transform infrared spectroscopy.
Carbohydrate Research. 1987; 159:185-190

[57] Pinto LFMS. Sintese e estudo de derivados do quitosano com potencial interesse bioldgico e
ambiental. Tese de mestrado. Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto. 2005

[58] Monteiro NS. Caracterizagdo de matrizes de Quitosano para a regenerac¢do de tecidos produzidas
pela técnica de TIPS. Tese de mestrado. Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova
Lisboa.2008

[59] Paulino AT, Simionato JI, Garcia JC, Nozaki J. Characterization of chitosan and chitin produced from
silkworm crysalides. Carbohydrate Polymers. 2006;64:98-103.

[60] Simbes MS. Desenvolvimento e estudo in vitro de implante biorreabsorvivel em poli(L-lactideo)
(PLLA) para artrodese de coluna lombar. Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul.

[61] Wen Y, Gallego MR, Nielsen LF, Jorgensen L, Everland H, Mgller EH, Nielsen HM. Biodegradable
nanocomposite microparticles as drug delivering injectable cell scaffolds. Journal of Controlled Release.
2011.

[62] Hans ML, Lowman AM. Biodegradable nanoparticles for drug delivery and targeting. Current
Opinion in Solid State and Materials Science. 2002. 6(4): p. 319-327.

75



[63] Sodergard A, Stolt M. Properties of lactic acid based polymers and theircorrelation with
composition. Progress in Polymer Science, 2002. 27(6): p. 1123-1163.

[64] Jahno VD, Ligabue R, Einloft S, Ribeiro GBM, Santos LA, Ferreira MRWF, Bombonato-Prado KF.
Sintese e caracterizacdo do poli(Acido L-Lactico) e sua avaliagdo em culturas de osteoblastos humanos.
172 CBECIMat - Congresso Brasileiro de Engenharia e Ciéncia dos Materiais. 2006

[65] Middleton JC, Tipton AJ. Synthetic biodegradable polymers as orthopedic devices. Biomaterials.
2000; 21(23):2335-2346.

[66] Schliecker G, et al. Characterization of a homologous series of lactic acidoligomers; a mechanistic
study on the degradation kinetics in vitro. Biomaterials. 2003; 24(21):3835-3844.

[67] Park TG. Degradation of poly(D,L-lactic acid) microspheres - Effect ofmolecular-weight. Journal of
Controlled Release. 1994; 30(2):161-173.

[68] FTIR: http://scholar.lib.vt.edu/theses/available/etd7149894026/unrestricted/ETD_CHAPTER_4.PDF
[acedido em 02.06.2011]

[69] FTIR: http://www.siliconfareast.com/FTIR.htm [acedido em 02.06.2011]

[70] FTIR: http://www.shimadzu.com.br/analitica/aplicacoes/espectrofotometros/ftir/NT-FTIR-011-
Prep_pastilhas_KBr_para_FTIR.pdf [acedido em 02.08.2011]

[71] FTIR: http://br.monografias.com/trabalhos/aplicacao-metodolgias-ftir/aplicacao-metodolgias-
ftir.shtml [acedido em 02.08.2011]

[72] FTIR: http://shop.perkinelmer.com/content/Technicallnfo/TCH_FTIRATR.pdf [acedido em
02.06.2011]

[73] Espectrofotometria: http://www.anaseca.uac.pt/pdf_bioquimica/introd_espectrof.pdf [acedido em
02.06.2011]

[74] Espectrofotometria: http://plato.if.usp.br/~fap0181d/texts/espectro-2006.pdf [acedido em
02.06.2011]

[75] SEM: http://home.utad.pt/~ume/Fundamentos%20Te%F3ricos.pdf [acedido em 02.06.2011]

[76] SEM: http://www.purdue.edu/rem/rs/sem.htm [acedido em 02.06.2011]

[77] EPMA: http://eps.berkeley.edu/department/facilities/epml/intro.pdf [acedido em 06.07.2011]

[78] EPMA: http://www1.tu-darmstadt.de/fb/ms/studium/lab_course_EPMA.pdf [acedido em
06.07.2011]

[79] Carbodimides (EDAC): Heterobifunctionnal cross-linkers:
http://www.interchim.fr/ft/5/52005A.pdf [acedido em 06.08.2011]

[80] Covalent Coupling of Proteins to Carboxylated PolystyreneMicroparticles by the “Carbodiimide”
Method:
http://www.polysciences.com/SiteData/docs/TDS%20238C/d45dc260ae457216da32c7fadf8da780/TDS
%20238C.pdf [acedidoem 06.08.2011]

[81] Aradjo PM, et al. Sulfated fucan as support for antibiotic Immobilization. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research (2004) 37: 301-305.

[82] Shi M, Kretlow JD, Nguyen A, Young S, Scott Baggett L, Wong ME, Kasper FK, Mikos AG. Antibiotic
releasing porous polymethylmethacrylate constructs for osseous space maintenance and infection
control. Biomaterials. 2010. 31(14):4146-56.

76


http://scholar.lib.vt.edu/theses/available/etd7149894026/unrestricted/ETD_CHAPTER_4.PDF
http://www.siliconfareast.com/FTIR.htm
http://www.shimadzu.com.br/analitica/aplicacoes/espectrofotometros/ftir/NT-FTIR-011-Prep_pastilhas_KBr_para_FTIR.pdf
http://www.shimadzu.com.br/analitica/aplicacoes/espectrofotometros/ftir/NT-FTIR-011-Prep_pastilhas_KBr_para_FTIR.pdf
http://br.monografias.com/trabalhos/aplicacao-metodolgias-ftir/aplicacao-metodolgias-ftir.shtml
http://br.monografias.com/trabalhos/aplicacao-metodolgias-ftir/aplicacao-metodolgias-ftir.shtml
http://shop.perkinelmer.com/content/TechnicalInfo/TCH_FTIRATR.pdf
http://www.anaseca.uac.pt/pdf_bioquimica/introd_espectrof.pdf
http://plato.if.usp.br/~fap0181d/texts/espectro-2006.pdf
http://home.utad.pt/~ume/Fundamentos%20Te%F3ricos.pdf
http://www.purdue.edu/rem/rs/sem.htm
http://eps.berkeley.edu/department/facilities/epml/intro.pdf
http://www1.tu-darmstadt.de/fb/ms/studium/lab_course_EPMA.pdf
http://www.interchim.fr/ft/5/52005A.pdf
http://www.polysciences.com/SiteData/docs/TDS%20238C/d45dc260ae457216da32c7fadf8da780/TDS%20238C.pdf
http://www.polysciences.com/SiteData/docs/TDS%20238C/d45dc260ae457216da32c7fadf8da780/TDS%20238C.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shi%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kretlow%20JD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nguyen%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Young%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Scott%20Baggett%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wong%20ME%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kasper%20FK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mikos%20AG%22%5BAuthor%5D

AHEXOS

Reagentes

Na Tabela A.1 s3o apresentados os reagentes utilizados, bem como o grau de

pureza, fornecedor e nimero de registo no Chemical Abstracts Service (CAS).

Tabela A.1 - Lista de reagentes utilizados.

Reagente Pureza Marca CAS

Quitosano de baixa viscosidade - Fluka 9012-76-4
Pectina de citrinos (91,0 % AGal; 8,9% -

Sigma 900-69-5
OCH3)
Poli(acido L-latico) (Ingeo2002D) - NatureWorks 26100-51-6
Gelatina do tipo A de origem porcina ? Sigma 9000-70-8
Poli(alcoolvinilico) (PVA), hidrolizado a ?

Sigma 9002-89-5
98%, Mw 13000-23000
Ceftriaxona sodica ?

Mepha 74578-69-1
(CeftriaxonaMesporin®)
Hidréxido de sodio ? PRONALAB 1310-73-2
Acido cloridrico 37% - PRONALAB 7647-01-0
Tampao fosfato salino (tablets) (PBS) - Sigma -
Cloreto de sodio 99,8% Riedel-deHaen  7647-14-15
Acetato de sédio >99% SigmaUltra 127-09-3
Acido acético 96% Merk 64-19-7
Acido 2-N- ? Boehringer
(morfolino)etanosulféonico (MES) Mannheim 4432-31-9

GmbH
2-N-[morfolino] etano sulfonato de >99%

Sigma 71119-23-8
sodio (MESNa)
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) >98.0% Fluka 25952-53-8
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carbodiimida HCL (EDC)
Diclorometano 99,5% Sigma 75-09-2
Etanol de lavagem 96% Vaz Pereira 64-17-5

Equipamentos utilizados
Na Tabela A.2 s3o apresentados os equipamentos utilizados, bem como a

técnica que os utiliza, marca, modelo e origem.

Tabela A.2 - Lista de equipamentos utilizados.

Equipamento Técnica Marca Modelo Origem
- Espectrofotometro FT/IR — 4200 Mk

JASCO Inglaterra

Il Golden

FTIR-ATR GateTM com

- Acessorio ATR cristais de
SPECAC Inglaterra

diamante

- Microscépio

electrénico de SEM JEOL JSM - 5310 Japdo
varrimento
- Analisador Andlise FISSONS

EA1108 CHNS-O

elementar Elementar Instruments

- Espectrofotometro  Libertagdo in
JASCO JASCO 550
UV/Vis vitro

- Microsonda EPMA CAMECA CAMECA 5 x 50
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