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RESUMO

Diversos materiais estdo sendo estudados para o desenvolvimento de sistemas
terandsticos, no entanto, fatores como: alto custo, baixo rendimento, estabilidade das
NPs e questdes relacionadas a toxicidade dificultam sua aplicacdo na medicina. Assim
sendo, este estudo propde a sintese do biomaterial hidroxiapatita (HAp) utilizada como
matriz, empregando metodologia simples e de baixo custo, bem como, a andlise do
comportamento desta com a adi¢cdo de substancias capazes de agregar propriedades de
elevado interesse para sua utilizacdo na area médica. Para isso, realizou-se a dopagem
da HAp incorporando diferentes concentracées (0,1 a 5,0%) de ions Eu** na sua rede
cristalina no intuito de avaliar suas propriedades luminescentes (HAp:Eu**). Em uma
etapa posterior, NPs de 6xido de zinco (ZnO) foram adicionadas sobre a superficie de
particulas de HAp com o objetivo de conferir efeito antibacteriano no material. Na
sequéncia, apos definicdo dos melhores parametros da HAp:Eu e HAp@2ZnO, realizou-
se a sintese do sistema multifuncional HAp:Eu@ZnO. Todos o0s materiais
desenvolvidos foram caracterizados por diversas técnicas como: Difratometria de raios
X, Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier, Analise de BET
(Brunauer-Emmett-Teller), Microscopia Eletrénica de Varredura, Fotoluminescéncia e
analise do efeito antibacteriano. Ensaios bioldgicos in vitro avaliando-se a
hemocompatibilidade em células sanguineas de camundongos Swiss e toxicidade em
células de sarcoma 180 (S-180) foram realizados para a HAp multifuncional. De acordo
com os resultados obtidos, o sistema HAp:Eu@ZnO ¢é biocompativel, bioativo,
luminescente e com atividade antibacteriana. A capacidade de utilizacdo deste sistema
como suporte para antineoplasicos foi verificada a partir da incorporacdo de dois
diferentes farmacos modelo, o 5-Fluorouracil e a curcumina, e em seguida, sua cinética
de liberacdo em solucdo tampéo fosfato salina, com pH = 7,4 e T = 37 °C indicou
eficiéncia no prolongamento da dessor¢do dos farmacos em solucdo. O potencial do
sistema como nanocarreador foi verificado a partir da sua capacidade de internalizar os
farmacos em células tumorais (S-180) e para tal, a viabilidade celular foi obtida a partir
de ensaio colorimétrico MTS. Os dados obtidos nesta pesquisa indicam o
desenvolvimento de um novo material com aplicacdo promissora no campo biomédico

com potencial de utilizacdo na teranostica do cancer.

Palavras-chave: Biomaterial luminescente. Atividade Antibacteriana. Terandstica.



ABSTRACT

Several materials are being studied for the development of teranostic systems,
however, factors such as high cost, low yield, stability of NPs and toxicity issues make
it difficult to apply them in medicine. Therefore, this study proposes the synthesis of the
hydroxyapatite (HAp) a biomaterial used as a matrix, using a simple and low cost
methodology, as well as the analysis of its behavior with the addition of substances
capable of adding properties of high interest for its use in the field medical. For this,
HAp doping was performed by incorporating different concentrations (0.1 to 5.0 %) of
Eu®* ions in its crystal lattice in order to evaluate its luminescent properties (HAp:Eu*).
In a later stage, zinc oxide (ZnO) NPs were added to the surface of HAp particles in
order to confer antibacterial effect on the material. After defining the best parameters of
HAp:Eu and HAp@ZnO, the HAp:Eu@ZnO multifunctional system was synthesized.
All developed materials were characterized by various techniques such as: X-ray
diffraction, Fourier Transform Infrared Spectroscopy, BET (Brunauer-Emmett-Teller)
Analysis, Scanning Electron Microscopy, Photoluminescence and antibacterial effect
analysis. In vitro biological assays evaluating hemocompatibility in blood cells of Swiss
mice and toxicity in sarcoma cells 180 (S-180) were performed for multifunctional
HAp. According to the results obtained, the HAp:Eu@ZnO system is biocompatible,
bioactive, luminescent and with antibacterial activity. The ability to use this system as
an antineoplasic support was verified by incorporating two different model drugs,
5-Fluorouracil and curcumin, and then their release kinetics in saline phosphate buffer,
with pH = 7.4. and T = 37 °C indicated efficiency in prolonging drug desorption in
solution. The potential of the nanocarrier system was verified from its ability to
internalize the drugs in tumor cells (S-180) and for this, the cell viability was obtained
from MTS colorimetric assay. The data obtained in this research indicate the
development of a new material with promising application in the biomedical field with

potential use in cancer theranostic.

Keywords: Luminescent Biomaterial. Antibacterial activity. Theranostic.
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1 INTRODUCAO

O céancer € um problema de satde publica que atinge pessoas em todo o mundo.
No Brasil, para o biénio 2018-2019, estima-se a ocorréncia de 600 mil novos casos de
cancer por ano (INCA, 2018). O principal tratamento da doenca é realizado empregando
antineoplasicos por meio da quimioterapia, esta por sua vez, apresenta fatores bastante
negativos, pois os farmacos administrados nao possuem especificidade, e, portanto,
atingem ndo apenas as células cancerosas, mas também, as células sadias, causando
efeitos colaterais graves ao paciente (MOUSA; BHARALI, 2011).

A veiculagdo de antineoplédsicos empregando sistemas formados por
nanoparticulas (NPs) representa um dos meios mais promissores no tratamento do
cancer. A utilizacdo de nanocarreadores promete a reducdo dos efeitos colaterais
causados pelo uso do farmaco livre, levando-o até o local do tumor, melhorando sua
taxa de internalizagdo, biodisponibilidade e eficacia terapéutica (DON SOM; KIM,
2017 e SRIVASTAV et al., 2019). Junto a isso, técnicas de imagens ndo invasivas
podem auxiliar na observacdo de tumores e no acompanhamento de mecanismos
referentes a proliferacdo e invasdo de neoplasias.

Um sistema de veiculagdo de farmacos com a propriedade de geracdo de imagens
se caracteriza como um sistema teranostico. O termo “teranostico” é definido como um
material capaz de vetorizar agentes terapéuticos e agentes de diagnostico de forma
simultanea. A utilizacdo destes sistemas podera facilitar a visualizacdo de tumores e
tecidos doentes, melhorar seu monitoramento e acertar doses de antineoplasicos que
sejam ideais ao tratamento (KELKAR; REINEKE, 2011).

Diversos materiais estdo sendo estudados para o desenvolvimento de sistemas
teranosticos como: NPs de éxido de ferro devido as suas propriedades de interesse para
aplicacdo em sondas de contraste em ressonancia magnética, bem como, transportadores
de agentes terapéuticos (HADJIPANAYIS, 2010; XIE; LEE; CHEN, 2010); NPs de
ouro tém caracteristicas Opticas e eletrbnicas que fornecem habilidade de
direcionamento para tumores e potencial de imagem simultdnea com a terapia
fototérmica (CHOI, 2012; XIE; LEE; CHEN, 2010); Nanotubos de carbono apresentam
alta capacidade de carregamento de drogas e possibilidade de ancoragem de outras NPs,
como Oxido de ferro e NPs de ouro (XIE; LEE; CHEN, 2010; WANG, 2015). No
entanto, muitos fatores dificultam a aplicacdo destes materiais na medicina, como o alto

custo por grama do produto, sinteses com rendimento muito baixo, estabilidade das
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NPs, além dos possiveis efeitos colaterais e questdes de toxicidade dos seus subprodutos
(QUARTA et al., 2019). Neste caso, a busca por novos materiais que possam superar
tais problemas é de grande relevancia para o desenvolvimento de um sistema
terandstico.

NPs a base de fosfato de calcio, como a HAp, Cayo(PO,)s(OH),, tem despertado
interesse para utilizagdo como portador de farmacos, pois trata-se de um componente
natural do corpo humano e possui caracteristicas de biocompatibilidade e ndo toxicidade
(DON SOM; KIM, 2017; SRIVASTAV et al., 2019; ACCESS, 2018). Além disso,
apresenta a possibilidade de incorporacdo de diversos tipos de cations e anions em seu
arranjo, o que permite sua funcionalizacdo (HUGHES; RAKOVAN, 2002). Um
exemplo disso trata-se da adi¢do de ions lantanideos que pode agregar a propriedade de
luminescéncia na matriz transformando-a em uma sonda fluorescente, como verificado
no trabalho de Li, et al. (2008) que desenvolveram um sistema HAp/Tb*" e sugeriram
que este pode ser utilizado como uma sonda biol6gica estavel para pesquisas celulares.

A HAp também € capaz de adsorver substancias hidrofilicas e hidrofobicas, sendo
esta uma particularidade de grande importancia para sua aplicagdo como veiculo de
farmacos devido aos diversos tipos de composicdes quimicas farmacoldgicas existentes
(SRIVASTAV et al., 2019). Ela também se destaca como um biomaterial
extensivamente utilizado em tratamentos 6sseos devido a sua similaridade com a fase
inorganica destes (ACCESS, 2018). Em casos de doencas como o cancer 0sseo,
cirurgias de remocdo do tumor resultam em defeitos que necessitam da insercdo de
préteses ou enxertos, tal procedimento possui riscos de infeccdes bacterianas capazes de
gerar graves complicacdes (INSTITUTO ONCOGUIA, 2018). Deste modo, a
combinacdo de determinados 6xidos metalicos com a HAp, tem sido investigada para a
producdo de um material com propriedade antibacteriana intrinseca (TANK et al., 2014;
MARTINEZ et al., 2015). O 6xido de zinco, ZnO, se apresenta como um candidato
ideal a esta aplicacgdo, pois é considerado um material ndo téxico para os seres humanos,
além de possuir efetiva atividade antibacteriana (LIU et al.,, 2009; NAZOORI;
KARIMINIK, 2018). Inimeros estudos também indicam que o Zn contribui para o
crescimento de tecido dsseo, isto €, aumenta a osseointegracdo e melhora a fixacéo de
implantes (ALVAREZ, FUKUDA; YAMAMOTO, 2010; LI et al., 2011; ZHAO et al.,
2013).

Diante do exposto, o presente trabalho propde a uni&o de fons Eu®** na matriz de

HAp para incorporacdo de propriedades luminescentes tornado-a um sistema com
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potencial de utilizacdo como sonda ou ainda nanotermdmetro, e NPs de ZnO para
agregar atividade antibacteriana ao biomaterial, resultando em uma HAp
multifuncional. Dois farmacos modelos antineoplésicos (5-Fluorouracil) e (Curcumina)
foram utilizados para estudar o emprego do material como nanocarreador, avaliando-se
sua capacidade de carregamento, cinética de liberacdo e eficiéncia frente a células
tumorais a partir de ensaios de viabilidade celular com células do sarcoma-180 de
camundongos. Depois, testes com diferentes bactérias mostraram o potencial
antibacteriano da HAp multifuncional e sua bioatividade foi confirmada a partir de
ensaios com solucdo simuladora de fluidos corporais a 37 °C e pH=7,4.

Deste modo, a partir do estudo realizado verifica-se que o material desenvolvido
se apresenta como um novo sistema com mdultiplas propriedades de interesse para
aplicacBes na area biomédica e, portanto, sugere-se que 0 mesmo possa ter sucesso
quando utilizado como suporte para farmacos, enxertos no tratamento de doencas

0sseas, a exemplo do cancer ou como revestimento de implantes metalicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Desenvolver um sistema multifuncional com o intuito de obter um suporte para

farmacos antineoplésicos com propriedade luminescente e antibacteriana, empregando
um biomaterial a base de hidroxiapatita, visando aplicacdo biomeédica com foco na

teranostica do cancer.

2.1.1 Objetivos Especificos

» Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de hidroxiapatita para sua utilizacdo como

matriz;

» Dopar a hidroxiapatita com diferentes proporcdes de fons Eu** para estudo de suas

propriedades fotofisicas;

» Sintetizar nanoparticulas de Oxido de zinco e adicionar diferentes concentracdes
destas sobre a superficie de particulas de hidroxiapatita para estudo da acdo

antibacteriana do material frente a bactérias gram positivas e gram negativas;

» Sintetizar um biomaterial a base de HAp com propriedade luminescente e
antibacteriana e que apresente capacidade para utilizacdo como suporte para farmacos

antineoplasicos;

» Estudar a incorporagdo de dois diferentes farmacos modelos (5-Fluorouracil e
Curcumina) a HAp multifuncional e realizar estudos da sua liberacdo em meio

fisiolégico simulado;

» Estudar a bioatividade e avaliar o comportamento de citotoxicidade in vitro para HAp
pura e HAp multifuncional;

» Realizar estudo preliminar para investigar a eficiéncia da HAp multifuncional como

suporte para farmacos frente a linhagem de células tumorais.



21

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cancer
A perda do controle da divisao celular, bem como, a habilidade de invadir tecidos

e Orgdos vizinhos, caracteriza a presenca do cancer no corpo humano (JANEIRO;
HELENA; OLIVEIRA, 2011; BELIZARIO, 2002). A palavra “cancer” refere-se a um
grande grupo de doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células
(JANEIRO; HELENA; OLIVEIRA, 2011; OMS, 2018).

Uma proliferacdo anormal do tecido é também denominada de neoplasia, esta
palavra trata-se do nome cientifico para o cancer ou tumor maligno, e significa “novo
crescimento” (BELIZARIO, 2002). Uma neoplasia pode apresentar crescimento
organizado, lento e com limites nitidos, neste caso, se tem uma neoplasia ou tumor
benigno. Por outro lado, uma neoplasia ou tumor maligno é caracterizado por um maior
grau de autonomia, além da capacidade de alastrar-se por tecidos vizinhos provocando
metastase, como mostra a Figura 1 (HEJMADI, 2010; JANEIRO; HELENA,;
OLIVEIRA, 2011).

Figura 1-Esquema representando ocorréncia da metéstase.
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(JANEIRO; HELENA,; OLIVEIRA, 2011).

No primeiro estagio do cancer as células encontram-se localizadas somente na
camada de tecido onde se originaram, sendo classificado como cancer ndo invasivo.

Neste caso, as taxas de cura sdo elevadas se a neoplasia for tratada antes da sua
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evolucdo para outras areas do organismo (JANEIRO; HELENA; OLIVEIRA, 2011).
Em um segundo estagio, as células cancerosas se espalham rapidamente para outras
camadas celulares, entram na corrente sanguinea e se distribuem para outras partes do
corpo, sendo denominado de cancer invasivo ou metastase (JANEIRO; HELENA;
OLIVEIRA, 2011; HEJIMADI, 2010; OMS, 2018).

O céancer é um problema de saude publica que atinge pessoas em todo o mundo.
No entanto, os paises desenvolvidos e em desenvolvimento apresentam maior grau de
incidéncia da doenca. Calcula-se que 14,1 milhGes de novos casos de cancer e
8,2 milhdes de mortes ocorreram no mundo em 2012 (INCA, 2018). No ano de 2018, o
namero de mortes devido ao cancer foi de 9,6 milhdes em todo o mundo, isto significa
que a cada seis mortes, uma foi atribuida a esta doenga (OMS, 2018).

No Brasil, para o biénio 2018-2019, estima-se a ocorréncia de 600 mil novos
casos de cancer por ano. As maiores incidéncias da doenca no pais sdo para 0s canceres
de prostata, pulmao, mama feminina, colon e reto, porém, os canceres do colo do Gtero,
estdbmago e esdfago também tém ocorréncia expressiva (INCA, 2018).

O diagndstico precoce do cancer pode ser um dos fatores determinantes para a sua
cura. Assim, quanto mais cedo o cancer for detectado e tratado, mais efetivo sera o
tratamento, e, portanto, maior a possibilidade de cura e melhor sera a qualidade de vida
do paciente (JANEIRO; HELENA; OLIVEIRA, 2011; OMS, 2018). Muitos avancos
tecnoldgicos estdo sendo desenvolvidos para aprimorar o diagnéstico do cancer, como
por exemplo, sondas de imagem molecular, assinaturas eletromagnéticas, combinacao
de informacgdes anatdbmicas obtidas por técnicas de imagem como a Ressonancia
magnética com dados metabdlicos, moleculares e fisiolégicos da Tomografia por
emissdo de pdsitrons, além de estudos para realiza¢do da biopsia liquida ndo invasiva
baseada em amostras de sangue (AABME, 2019).

Existem trés diferentes formas mais conhecidas de tratamentos para o cancer:
quimioterapia, radioterapia e cirurgia, geralmente utilizadas em conjunto. A
quimioterapia se caracteriza pelo emprego de medicamentos, denominados
“antineoplasicos”, portanto, esta modalidade consiste no tratamento sistémico do
cancer. A radioterapia emprega equipamentos capazes de incidir radiacdo sobre &reas
afetadas do organismo (JANEIRO; HELENA; OLIVEIRA, 2011; OMS, 2018).

O tratamento com a quimioterapia apresenta fatores bastante negativos, pois 0s
farmacos administrados ndo possuem especificidade, e, portanto, atingem nao apenas as

células cancerosas, mas também, as células sadias, causando efeitos colaterais graves ao
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paciente. Diversas pesquisas tém buscado encapsular e direcionar a droga ao local exato
do tumor, diminuindo assim os efeitos adversos e aumentando a eficiéncia do
medicamento (MOUSA; BARALLI, 2011).

Algumas outras formas mais recentes e inovadoras de tratamento contra o cancer

também ja podem ser observadas, como por exemplo, a Hormonioterapia que consiste

em um tratamento sistémico e tem como objetivo a diminuicdo de hormdnios ou o
blogueio destes nas células de tumores malignos que sdo dependentes dos mesmos. A
Terapia Alvo é um tratamento sisttmico que emprega medicamentos com alvos
especificos para a superficie ou o interior das células cancerosas. Imunoterapia utiliza
anticorpos do proprio paciente ou produzidos em laboratério provocando aumento da
resposta imune, fazendo com que o tumor seja reconhecido como um corpo estranho
pelas células de defesa (ONCOGUIA, 2019). A Icecure trata-se do emprego do processo
de crioablacdo que usa o frio extremo para destruir tecidos indesejados, apenas a
utilizacdo de uma sonda e nitrogénio liquido sdo necessarios para eliminar tumores
solidos de mama em estégio inicial (ICECURE, 2019).

Entre os diversos tipos de canceres e as mais variadas pesquisas na area, um tipo
especifico que se destaca € o cancer 0sseo. Isto se deve ao fato de que o tumor 6sseo é
uma das formas mais comuns de cancer no mundo, evento que se atribui a ocorréncia de
metastases para o esqueleto (OUYANG et al., 2011; BUIJS; PLUIIJM, 2009). Desta
forma, o cancer 6Osseo € classificado como: “tumores primarios”, os quais tém origem no
0SS0 e 0s “tumores secundarios” que sdo resultado do espalhamento de cénceres
primarios que possuem preferéncia caracteristica para o tecido 6sseo (OUYANG et al.,
2011). Os canceres de mama e prostata sdo exemplos de neoplasias com predilecdo para
metastase 0ssea, sendo estes responsaveis por mais de 80% dos casos. Canceres de rim,
tireoide e brénquios também sdo exemplos de carcinomas que resultam em metastase
6ssea (BUNS; PLUIIM, 2009).

O tratamento quimioterapico utilizando a entrega especifica do farmaco no 0sso
ainda é bastante limitado, destaca-se que este é constituido principalmente de
hidroxiapatita inorganica. Deste modo, devido a elevada afinidade entre bisfosfonatos e
HAp, estas substancias tém sido empregadas em combinacdo com farmacos para o
direcionamento seletivo ao 0sso, pois quando administrados por via intravenosa ou oral,
séo rapidamente detectados na superficie 6ssea (HIRABAYASHI; FUJISAK, 2003).

De forma geral, os canceres 0sseos resultam em intervengfes cirlrgicas que

geram um defeito 6sseo. A deformidade pode ser preenchida com material de enxerto, e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirabayashi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14674786
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este, pode ser carregado com um farmaco antineoplasico, otimizando assim, o
tratamento quimioterdpico (ANDRONESCU et al., 2010). A Figura 2 ilustra o processo
de aplicacdo de enxerto como material de preenchimento e suporte para droga no

tratamento de doencas 0sseas.

Figura 2-Esquema ilustrando aplicagéo de implante carregado com droga antitumoral e a
recuperacao de defeito 6sseo.
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Adaptado de Andronescu et al. (2010).

Pesquisas empregando HAp como suporte de farmacos para o tratamento de
tumores 6sseos podem ser encontrados na literatura. Itokazu et al. (1996)
desenvolveram um bloco de HAp carregado com o farmaco adriamicina e implantaram
de forma intramuscular em camundongos para o tratamento de sarcoma osteogénico.
Neste caso, foi verificado inibicdo do crescimento tumoral, indicando que o sistema
pode ser atil no tratamento de tumores malignos. lafisco et al. (2009) também
estudaram a utilizacdo de dispositivos a base de HAp para administracdo de farmacos
especificos ao tratamento de tumor dsseo apds implante local obtendo resultados

promissores.

3.2 Nanocarreadores e Liberacdo Controlada de Farmacos

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos, também denominados como
“drug delivery systems” tém como objetivo regular a liberacdo do farmaco mantendo a
faixa terapéutica desejada a partir da administracdo de uma Unica dose e por periodo de
tempo predeterminado (SAFARI; ZARNEGAR, 2014). Estes sistemas sdo altamente
promissores devido aos problemas relacionados a administracdo convencional de
farmacos, os quais necessitam de repetidas doses, ocasionando picos maximos de

concentragdo na corrente sanguinea, e posteriormente, o seu declinio. Desta forma, o
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organismo fica exposto a quantidades que podem ser toxicas, quando atingem niveis
acima do requerido, ou ainda, ineficazes quando nos periodos em que os valores estdo

abaixo da faixa terapéutica, como observado na Figura 3 (GRAHAM, 1978).

Figura 3-Relagdo entre 0 método da terapia convencional (I) e a terapia através de sistemas de

liberacdo controlada (11).
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As diversas formas tradicionais de administracdo de drogas, sendo estas, oral,
nasal, transdérmica e endovenosas (VIEIRA; GAMARRA, 2016), resultam em
variacbes nos niveis plasmaticos, gerando necessidade de altas doses e baixa
biodisponibilidade. Por outro lado, sistemas capazes de transportar (carrear) o farmaco
até o local a ser tratado oferecem inumeros beneficios como:

- Maior tempo de circulacdo da droga devido ao seu prolongamento no
organismo;

- Menores quantidades da droga e consequentemente, menor toxicidade da
dosagem, devido ao seu direcionamento especifico no corpo;

- Possibilidade de utilizacdo de medicamentos téxicos a partir da sua
administracao segura ao local predeterminado;

- Maior protecdo das células e tecidos sadios dos efeitos colaterais graves, devido
a entrega segura de medicamentos toxicos (MUDSHINGE et al., 2011).

Diante do exposto, a nanotecnologia tem contribuido cada vez mais para o

desenvolvimento e aprimoramento de nanocarreadores, 0S quais se apresentam em
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diversas formas e tamanhos, além de terem em sua composicdo diferentes tipos de
materiais (MUDSHINGE et al., 2011). Estes sistemas possuem mecanismos de
liberacdo do farmaco caracteristicos para cada modelo. Em geral, um nanocarreador
bem sucedido deve considerar 0 mecanismo de biodegradacdo do suporte, bem como, a
taxa de liberacdo da droga, sendo esta dependente de fatores como: solubilidade da
droga; dessor¢do do farmaco adsorvido na superficie do nanocarreador; difusdo do
farmaco através da matriz, erosdo ou degradacdo do suporte, bem como,
biocompatibilidade com o organismo visando a ndo toxicidade do material constituinte
do nanocarreador (MUDSHINGE et al., 2011 e SINGH; LILLARD, 2012).

Diversas pesquisas tém projetado nanoestruturas cada vez mais avangadas para
esta aplicagcdo, algumas destas sdo: lipossomas, dendrimeros, micelas poliméricas,
pontos quanticos e nanotubos de carbono, no entanto, de um modo geral, diversos
fatores dificultam a aplicacdo das NPs na medicina, como por exemplo, alto custo por
grama do produto, sinteses com rendimento muito baixo, estabilidade das NPs, além dos
possiveis efeitos colaterais e questdes de toxicidade dos materiais (QUARTA et al.,
2019).

3.3 Teranostica: Terapia e Diagnostico

Como discutido até aqui, diversos sistemas nanocarreadores de farmacos tém sido
desenvolvidos e continuam sendo aprimorados a partir de intensas pesquisas na area da
nanotecnologia. Os avanc¢os referentes aos nanocarreadores estdo diretamente ligados
aos elevados indices de ocorréncias de cancer e grande mortalidade causada por essa
doenga (OMS, 2018). Com base nisso, a nanociéncia tem direcionado esfor¢os para
minimizar ou mesmo solucionar os efeitos adversos gerados por esta enfermidade
(MOUSA; BARALLI, 2011). Deste modo, surge a Terandstica, palavra que combina
terapia e diagndstico de forma simultdnea, em um mesmo sistema carreador, como

mostra o esquema apresentado na Figura 4.
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Figura 4-Esquema mostrando o interligamento entre a terapia e diagnéstico proporcionado pela

nanociéncia, resultando na teranéstica.

Adaptado de Fan et al., (2014).

Sistemas formados por nanoparticulas (NPs) representam um dos meios
promissores para a veiculacdo de antineoplasicos. O emprego de nanocarreadores gera
reducdo dos efeitos colaterais provocados pela quimioterapia em fungdo dos danos nas
celulas normais causados pela utilizagdo do farmaco livre. Também pode proteger o
medicamento até o local do tumor, melhorar sua taxa de internalizacéo,
biodisponibilidade e eficacia terapéutica (DAN SOM; KIM, 2017; SRIVASTAV et al.,
2019).

Por outro lado, técnicas de imagens ndo invasivas podem auxiliar na observacao
de tumores e no acompanhamento de mecanismos referentes a proliferacéo e invasdo de
neoplasias. O imageamento Optico baseia-se no emprego de sondas fluorescentes
usando radiacdo ndo ionizante e tem apresentado imagens de alta eficiéncia em estudos
oncolégicos com modelos de animais (MARTELLI et al., 2016). Deste modo, um
sistema de veiculacdo de farmacos com propriedades luminescentes pode ser
denominado de sistema teranostico. O termo “teranodstico” é definido como um material
capaz de vetorizar agentes terapéuticos e agentes de diagndstico de forma simultanea. A
utilizacdo destes sistemas promete facilitar a visualizacdo de tumores e tecidos doentes,
melhorar seu monitoramento e acertar doses de antineoplasicos que sejam ideais ao
tratamento (KELKAR; REINEKE, 2011).

Na Figura 5 é mostrada a representacdo geral de uma NP multifuncional com
superficie que pode ser modificada por diversas moléculas (peptideos, moléculas

catidnicas e anticorpos) utilizadas para vetorizacdo e liberagdo do farmaco no alvo
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especifico, além de apresentar a funcdo de sonda fluorescente para acompanhamento

por imagem e conter um agente antibacteriano para atuar contra infecgdes.

Figura 5- Esquema representando uma nanoparticula multifuncionalizada com perspectiva de

aplicacdo na nanomedicina teranostica.
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Fonte: A autora, 2020.

O diagnobstico gerado a partir de NPs terandsticas, permite a localizacdo da
doenca, 0 seu estdgio de desenvolvimento e ainda, a resposta da terapia utilizada
(JOKERST; GAMBHIR, 2011). Um sistema teranostico ideal deve apresentar as
seguintes caracteristicas:

- Acumulo répido e seletivo no tumor;

- Fornece dados bioquimicos e morfol6gicos da regido afetada;

- Eficiéncia na terapia;

- Biodegradavel com subprodutos ndo tdxicos para o organismo.

Um sistema capaz de englobar todas as propriedades referidas acima ird permitir
avaliar e adequar o tratamento as necessidades de cada doente, tornando a terapia
personalizada. Tal perspectiva instiga o constante desenvolvimento de nanocarreadores
com funcdes teranosticas (JANIB; MOSES; MACKAY, 2010). Além disso, técnicas
tradicionais de imagem como: Raios X, Tomografia computadorizada, Ressonancia
magnética, entre outras, apresentam limitagdes relacionadas a insuficiente sensibilidade,
baixa penetragdo do sinal através dos tecidos e baixa resolugdo espacial. No entanto,
estas técnicas podem ser bem aproveitadas na imagem diagndstica, quando se utilizam

as sondas de imagem molecular, isto é, as NPs teranosticas. Estes fatores reforgam a
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importancia de estudos para sucessivos avangos dos sistemas multifuncionais
(JOKERST; GAMBHIR, 2011).

Diferentes tipos de sistemas teranosticos estdo sendo constantemente estudados,
principalmente para aplicacbes no tratamento do cancer. Os nanosistemas descritos
(item 3.2) possuem evidéncias que os classificam como bons transportadores de
farmaco, e, portanto, as pesquisas recentes buscam sua reformulagdo incorporando
agentes de imagem ou de contraste, que possibilitam a visualizacdo instantanea de
tecidos especificos, pois aumentam a relacdo sinal-ruido em relacéo aos tecidos vizinhos
(JANIB; MOSES; MACKAY 2010).

Candidatos promissores a NPs teranosticas constituidas por diversos materiais e
com diferentes vias de acdo na vetorizacdo da droga e geracdo de imagem sé&o
apresentados:

NPs de éxido de ferro - S&o nanocristais constituidos de magnetita ou hematita.

Possuem excelentes propriedades magnéticas e biocompatibilidade intrinseca, que as
tornam interessantes em aplicacBes bioldgicas, podendo ser utilizadas na forma de
sondas de contraste para ressonancia magnética, bem como, transportadores de agentes
terapéuticos (XIE; LEE; CHEN, 2010). A deteccdo de células cancerigenas pode ser
realizada a partir do aumento do contraste de imagem de ressonancia magnética a partir
da utilizacdo destas NPs. Assim, NPs de 6xido de ferro estdo sendo estudadas para
terapia e aumento de contraste em tumores cerebrais, visando diagndsticos mais rapidos
e eficientes, pois atualmente o tratamento para este tipo de neoplasia consiste na
remocdo cirurgica do tumor, radioterapia e quimioterapia, isto se deve a ineficacia no
diagnéstico, ndo resultando em bons prognosticos (RICHAR et al., 2016;
HADJIPANAYIS; MACHAIDZE; KALUZOVA, 2010).

Pontos quéanticos — Sdo formados por materiais semicondutores com forma de

nanocristais, apresentando excelentes propriedades de interesse na area da terandstica,
como: bom suporte para agentes terapéuticos e direcionadores, além de um extenso
espectro de absorcdo, emissdo de espectros estreitos e estaveis e fotoestabilidade (XIE;
LEE; CHEN, 2010).

Os pontos quanticos estdo sendo avaliados em diversas pesquisas para sua
utilizacdo na teranoéstica do cancer. Em trabalho realizado empregando pontos quanticos
revestidos com polimero e funcionalizados com peptideo foi verificado a obtencéo de
um nanosensor eficiente na teranostica de glioma cerebral a partir de testes in vitro e in

vivo, o sistema desenvolvido foi capaz de cruzar a barreira hematoencefalica e atingir o
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alvo do tumor (HUANG et al., 2017). Em outra pesquisa, micelas poliméricas
carregadas com pontos quanticos foram inseridas em animais com céancer de mama,
onde foi possivel observar a partir de imagens em tempo real, uma répida distribui¢éo
das NPs in vivo por todo o corpo, incluindo o tumor, além de alta atividade antitumoral
e toxicidade seletiva (NURUNNABI et al., 2010).

NPs de ouro (AuNPs) — Possuem variadas formas, como hastes, cubos, esferas

fios e gaiolas. O tamanho e forma destas NPs exercem grande influéncia sobre suas
excelentes caracteristicas dpticas e eletronicas ajustaveis, que tornam estes nanosistemas
ideais como sondas de imagem (XIE; LEE; CHEN, 2010). Com base nestas
propriedades, nanoparticulas de ouro tém sido investigadas intensivamente para
aplicacbes na teranostica do céancer. Diversos trabalhos apresentam resultados
promissores nesta area. Como por exemplo, um sistema terandstico foi obtido a partir de
AUNPs conjugadas com polietilenoglicol e o anticorpo (cetuximabe), exibindo
excelente habilidade de direcionamento para tumores e um forte potencial de imagem
simultanea e ablacéo fototérmica de celulas de cancer epitelial (CHOI et al., 2012). Em
outra pesquisa, AuNPs conjugadas com anticorpo monoclonal (anti-EGFR) foram
avaliadas in vitro utilizando células epiteliais orais malignas e ndo malignas. Neste caso,
um diagnostico eficiente de células cancerigenas foi obtido, sendo possivel visualizar de
forma distinta as células malignas e ndo malignas, permitindo a aplicacdo da terapia
fototérmica seletiva de maneira simultanea, ocasionando a destruicdo especifica das
células cancerigenas (HUANG et al., 2006).

Nanotubos de carbono - Como ja citado, os nanotubos de carbono possuem

grande potencial como carreadores de farmacos devido suas propriedades intrinsecas,
como alta capacidade de carregamento de drogas e possibilidade de ancoragem de
outras NPs, como Oxido de ferro e AUPNs, tornando este sistema de elevada
importdncia na éarea da terandstica. No entanto, fatores referentes a néo
biodegradabilidade e ndo conhecimento da acdo dos seus residuos no organismo sdo
fatores limitantes para seu uso clinico (XIE; LEE; CHEN, 2010). Estudos tém buscado
avaliar as vantagens e desvantagens dos nanotubos na teranostica, como exemplo, um
trabalho realizado empregando NPs de Oxido de ferro conjugadas a nanotubos de
carbono, modificados com biopolimeros, foi capaz de transportar com sucesso pequenos
fragmentos de RNA para células tumorais, além de possibilitar o seu rastreamento
(WANG et al., 2015). Nanotubos de carbono de parede simples revestidos com

polietilenoglicol, funcionalizados com fosfolipidio e ligados a peptideos apresentaram
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alta acumulacdo em tumor presente em camundongos, sendo sua biodistribuicdo
acompanhada por tomografia por emissdo de positrons in vivo. Neste trabalho, ndo foi
observada toxicidade do sistema durante o periodo de monitoramento (LIU et al., 2007).

NPs de silica — Sua sintese possibilita a formacdo de um material mesoporoso
com controle no tamanho dos poros. A nanoestrutura obtida apresenta alta area de
superficie com muitos espacos vazios, fazendo desta, um excelente suporte para o
carregamento de farmacos. As NPs de silica ndo apresentam funcbes proprias de
imagem, no entanto, sdo suportes adequados para incorporacdo de agentes tanto
terapéuticos, como de imagiologia, como pontos quanticos, NPs de ouro e NPs de 6xido
de ferro, despertando seu interesse para aplicacfes na terandstica do cancer (XIE; LEE;
CHEN, 2010). Em estudo realizado com celulas-tronco, NPs de silica mesoporosa
demonstraram liberacdo controlada a partir da sua biodegradacdo dentro das células no
periodo de um més isto pode ser observado a partir de imagens geradas por ultrassom e
ressonancia magnética. Uma limitacdo verificada para este sistema refere-se ao
constante fornecimento do sinal de imagem, independentemente das células estarem
vivas ou mortas (KEMPEN et al., 2015). Em outra pesquisa, um sistema multifuncional
a base de silica, utilizando corante fluorescente e um peptideo conjugado, possibilitou
entrega da droga a um tumor de cancer de préstata, bem como, a visualizacdo de sua
biodistribuicdo in vivo usando tomografia computadorizada. O ponto negativo do
sistema consistiu no seu rapido reconhecimento e remocdo da circulacdo por células do
sistema reticuloendotelial, necessitando assim, de maiores estudos para 0 Seu
aprimoramento (WANG et al., 2015).

Diante do exposto, se observa claramente que existe uma constante busca pelo
desenvolvimento e aprimoramento de NPs produzidas por diversos materiais com foco
em aplicacGes na terandstica, buscando prioritariamente o0 melhoramento do tratamento
e minimizagdo de mortes devido ao cancer. Deste modo, além das caracteristicas das
NPs apresentadas, as técnicas disponiveis para a geracdo de imagens in vivo destas
também sdo de elevada importancia para o seu emprego adequado e eficiente no
diagnostico, pois estas técnicas possuem vantagens e desvantagens relativas a cada caso,
podendo ser uma ferramenta poderosa para caracterizacdo de processos dentro de
organismos vivos quando associadas com as sondas moleculares ou agentes de contraste
(JANIB; MOSES; MACKAY, 2010). As principais técnicas atualmente empregadas

sdo: Ressonancia magnética (RM); Tomografia computadorizada (TC); Tomografia por
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emissdo de positron (PET); Tomografia computadorizada por emissdo de féton Unico
(SPECT); Ultrassom (US); Imagem 6ptica (10).

Na sequencia sdo descritas resumidamente as caracteristicas de cada uma destas
técnicas, apresentando seus pontos de interesse para formacdo de uma imagem

apropriada.

Ressonancia magnética (RM) — A imagem gerada por esta técnica se deve ao
alinhamento de dipolos magnéticos quando submetidos a um campo magnético.
Diferentes ambientes proporcionam diferentes tempos de relaxamento dos dipolos,
resultando em tipos diversos de sinais de RM, assim, agentes de contraste séo utilizados
para reduzir parametros de relaxamento melhorando a diferenciagéo entre os tecidos,
podendo destacar anormalidades. Esta técnica possui vantagens como boa resolucao
espacial e geracdo simultdnea de informacdes fisiologicas e anatbmicas. Como ponto
negativo, possui baixa sensibilidade em relacdo a outras técnicas, necessitando que
grandes quantidades de sonda molecular sejam mantidas no tumor. Um agente de
contraste normalmente empregado € o gadolinio, no entanto, a utilizacdo de altas doses,
e sua lenta excrecdo e toxicidade devido a acumulacdo de longo prazo sdo fatores
preocupantes (JANIB; MOSES; MACKAY 2010).

Tomografia computadorizada (TC) — Esta ndo consiste em uma técnica de

imagem molecular, no entanto, produz informacdes anatémicas complementares. Na TC
a imagem é resultado da absorcao de raios X que incidem sobre o corpo, 0s quais sdo
absorvidos de forma diferente para cada tipo de tecido, permitindo sua distin¢do. Para
que esta técnica tenha capacidade de gerar imagens moleculares, sondas especificas
deverdo ser iodadas, além disso, o acumulo de elevadas quantidades in situ seriam
necessarias para possibilitar a diferenciacdo do sinal de raios X (JANIB; MOSES;
MACKAY, 2010; OLIVEIRA et al., 2006).

Tomografia por emissdo de poésitron (PET) e Tomografia computadorizada por

emissdo de féton Unico (SPECT) - Ambas as técnicas combinam a medicina nuclear

com a tomografia computadorizada. Para emissdo do sinal, sdo administrados
radiofarmacos no paciente, para que estes passem a emitir a radiagdo (raios y de alta
energia) necessaria a formagdo de imagens. O principio fisico da técnica consiste na
utilizacdo de um radionuclideo (nucleo instavel) que decai para um nucleo mais estavel

emitindo radiagdo o, B~ e B* e . Na técnica PET, um préton (p) do niicleo é convertido


https://pt.wikipedia.org/wiki/Tomografia_computadorizada_por_emiss%C3%A3o_de_f%C3%B3ton_%C3%BAnico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tomografia_computadorizada_por_emiss%C3%A3o_de_f%C3%B3ton_%C3%BAnico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tomografia_computadorizada_por_emiss%C3%A3o_de_f%C3%B3ton_%C3%BAnico
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em um néutron (n) liberando a0 mesmo tempo um poésitron (B*) e um neutrino (v),

equacéo 1.

p=n+p +v (1)

A interacéo dos positrons do radionuclideo com os elétrons existentes na matéria
originam fotons y com energia de 511 keV, estes sdo utilizados na geragdo de imagens.
Na técnica SPECT sdo utilizados radiofarmacos que possuem em sua composi¢ao

radionuclideos emissores de radiagdo vy, equacao 2.
X — 2 Xty (2)
Comparativamente, a técnica por PET possui sensibilidade dez vezes maior que o
SPECT, no entanto, SPECT permite imagem simultanea de multiplos radionuclideos,
além de ter meia vida mais longa (JANIB; MOSES; MACKAY, 2010; OLIVEIRA et

al., 2006).

Ultrassom (US) — Consiste em uma técnica rapida, segura e de baixo custo, onde a

imagem é gerada a partir de ondas sonoras de alta frequéncia emitida por meio de um
transdutor colocado sobre a pele, estas sdo refletidas de volta dos 6rgdos internos para
formacdo de imagens em tempo real. Apresenta desvantagens como baixo contraste e
pouca resolucdo (JANIB, MOSES; MACKAY, 2010).

Imagem Optica (I0) — Utiliza fétons emitidos a partir de sondas luminescentes,

sendo a imagem Optica gerada a partir de radiacdes ndo ionizantes. O sinal obtido pode
ser regulado em resposta a ocorréncias biologicas (HEFFERN; MATOSZIUK;
MEADE, 2014). A imagem de fluorescéncia em camundongos é répida e de baixo
custo. De forma geral, se radiacdo eletromagnética com determinado comprimento de
onda de excitacdo incidir (na faixa de luz visivel de 395-600 nm) sobre a espécie, esta,
emite luz resultante que é coletada por cdmeras ultrassensiveis para formacdo de
imagens. Células tumorais podem ser observadas por esta técnica utilizando-se
marcadores fluorescentes (WEISSLEDER, 2002).

A técnica possui alta sensibilidade necessitando de pequenas quantidades de

sonda para deteccdo do sinal e formagdo de imagens de alto contraste e resolucgéo
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celular e subcelular. Por outro lado, a baixa penetracdo e autofluorescéncia dos tecidos
ndo alvos, bem como, absor¢do de luz por proteinas sao fatores limitantes (HEFFERN;
MATOSZIUK; MEADE, 2014). No entanto, € de conhecimento que sistemas
bioldgicos sdo altamente transparentes para a luz de infravermelho proximo (NIR), na
faixa de 700 a 1100 nm (KAM et al., 2005). Assim, imagens no NRI proporcionam
autofluorescéncia reduzida, diminuigdo na dispersdo de fotons pelo tecido, além de ser
possivel maior profundidade de penetracdo, tornando a técnica mais apropriada para
sistemas vivos (JANIB, MOSES; MACKAY, 2010).

Uma representacdo do emprego da teranostica utilizando técnica de imagem
Optica para acompanhamento de medicamentos administrados ou materiais implantados
no corpo € mostrada na Figura 6. Nesta apresenta-se uma imagem de fotoluminescéncia
in vivo de ratos apoOs injecdo subcutanea de nanocarreador dopado com ions
luminescentes. Comparando-se as Figuras 6-a e 6-b observa-se a eficacia do material

como sonda na realizacdo de exames e obtencdo de diagnosticos.

Figura 6- Imagem de fotoluminescéncia in vivo de ratos apds inje¢do subcutanea de

nanocarreador, a) sem e b) com Eu**/Gd*"; c) Imagens de emisséo fotoluminescente para

nanobastées Eu®*"/Gd** em diferentes concentracdes. O comprimento de onda de excitaco foi de
430 nm.

Epi-fluorescence

Color Scale
Xin = 2500
¥az = 3028

(CHEN et al., 2011).
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3.4 Hidroxiapatita e Sistemas Nanocarreadores
3.4.1 Hidroxiapatita

O mineral apatita, Cas(PO4)3(F,OH,Cl), é o fosfato natural mais abundante da
Terra. Sua estrutura quimica comporta muitas substituicGes, entre cations e anions,
praticamente metade da tabela periddica pode ser incorporada ao seu arranjo atémico,
sendo esta, uma das propriedades mais interessantes das apatitas (HUGHES;
RAKOVAN, 2002). Em sistemas biologicos, a variedade de apatita denominada
hidroxiapatita (HAp), Caio(PO4)s(OH),, consiste no principal componente mineral de
ossos e dentes (PAN; FLEET, 2002). Por apresentar alta semelhanca quimica e
cristalografica com a estrutura 6ssea, a HAp sintética é considerada uma substancia
bioativa, pois se liga fortemente ao tecido 6sseo hospedeiro, além de ser um material
biocompativel, osteocondutor e atoxico (MURUGAN; KAMAKRISHNA, 2005).

A HAp é considerada um biomaterial e, portanto, de acordo com Mirtchi et al.
(1989) pode ser definida como uma substancia de origem natural ou sintética que é utilizada
no reparo ou substituicdo de tecidos ou 6rgdos do corpo. Outras definigdes para algumas das
propriedades apresentadas pela HAp sdo dadas por Hench e Wilson, (1993):

* Bioatividade — O material promove a ligacdo quimica entre o implante e a regido do
organismo onde foi implantado. Esta ocorréncia deve-se a similaridade quimica do

material com os tecidos 6sseos;
* Biocompatibilidade — Trata-se de um material seguro para ser inserido dentro do

corpo humano, pois é bem tolerado e ndo apresenta resposta inflamatoria. No caso de
degradacdo do material, este ndo deve resultar em substancias danosas ao organismo;
* Biorreabsor¢do — Caracteriza-se pela ocorréncia de degradacdo, solubilizagdo ou
fagocitose do material pelo organismo. Essa propriedade permite com que o material do
implante possa ser reaproveitado pelo organismo na reconstituicdo de um novo 0sso.
Em relacdo a sua estrutura cristalina, a HAp cristaliza-se no sistema hexagonal
com grupo espacial P63/m e parametros de rede a = b = 9,43 A e ¢ = 6,88 A. Sua célula
unitaria é formada por dez ions célcio, 0os quais ocupam duas posicOes cristalograficas
distintas, denominadas sitios | e II. Para o sitio (I) quatro fons Ca®* se encontram
alinhados em colunas e localizam-se em volta de seis atomos de oxigénio pertencentes a
diferentes tetraedros dos grupos PO,>. O sitio (1) retine os outros seis fons Ca**
formando dois triangulos equilateros perpendiculares a direcdo ¢ da estrutura. Os grupos
hidroxilas (OH) se localizam de forma desordenada acima e abaixo dos triangulos
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formados pelos ions célcio (HUGHES; RAKOVAN, 2002; ELLIOTT; DOWKER,
2002). A Figura 7 mostra o arranjo estrutural dos atomos célcio, fosforo, hidrogénio e
oxigénio ao longo de um dos eixos da celula da HAp.

Figura 7-Arranjo estrutural dos ions em torno do eixo ¢ da HAp.

Adaptado de Elliott e Dowker, (2002).

A estrutura do cristal da apatita permite uma grande quantidade de substituicoes
de cations e anions, além da formacdo de vacancias e solucdes. Cations metalicos dos
elementos K, Na, Mn, Ni, Cu, Zn, Sr, Ba, Pb, Cd, Y, podem substituir o Ca®*, enquanto
alguns &nions como AsO,>, SO,%, COs” e SiO4* podem substituir o0 PO,*> (HUGHES;
RAKOVAN, 2002; ELLIOTT; DOWKER, 2002). As trocas i6nicas na estrutura das
apatitas podem resultar na alteracdo de suas propriedades, como morfologia, parametros
de rede, cristalinidade e solubilidade (CAZALBOU et al., 2005).

As apatitas bioldgicas, isto &, o mineral constituinte dos 0ssos e dentes trata-se de
uma forma impura da HAp, sua composicio apresenta uma porcentagem de COs” e
H,O. Portanto, as apatitas sintéticas carbonatadas sdo formadas quando grupos COz*
substituem OH™ ou PO,*, obtendo-se, por exemplo, Caio(PO4)s(CO3,0H), ou
CajoxNax(PO4)sx(CO3)x(OH),. A HAp estequiométrica possui  razdo molar
Ca/P = 1,66, semelhantemente a razdo encontrada nos ossos (1,6 a 1,7), (ELLIOTT;
DOWKER, 2002). Por outro lado, muitos outros fosfatos de calcio de interesse
biolégico (Tabela 1) com razdo molar variando de 0,5 a 2,0, também podem ser obtidos

empregando método da precipitacéo e utilizando fontes de célcio e fosforo.
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Tabela 1- Fosfatos de calcio com relevancia na area biologica.

Nome Férmula Quimica Observacao Razéo molar
Ca/P
Fosfato de octacélcio (OCP)  CagH,(PQ4)6.5H,0 Também conhecido como 1,33
fosfato de célcio pentahidratado

Mono-hidrogeno fosfato de CaHPO,.2H,0 Fase mineral denominada 1,00
calcio dihidratado (DCPD) brushita

Mono-hidrogeno fosfato de CaHPOQO, Fase mineral denominada 1,00
calcio anidro (DCPA) monetita

Fosfato tetracélcio (TeCP) Cay(P0Oy),0 Denominado também como 2,00

tetrafosfato de calcio

Fosfato tricalcio (TCP) Ca3(POy), Apresenta trés fases 1,50
polimérficas
Hidroxiapatita (HAp) Cayg(PO4)s(OH), Pode ser estequiométrica ou ndo 1,66
Apatita carbonatada (ACP) Cayp(P0O,)sCO; Pode ocorrer substituicdo dos 1,66
fons PO,> por CO5*
Pirofosfato de célcio (CPP) Ca,P,0; Apresenta trés fases 1,00
polimorficas

Adaptado de Ambrosio et al., (1991).

Apesar da existéncia de grande variedade de cerdmicas a base de fosfatos de
calcio com importancia na area médica, a HAp é a mais estudada devido a sua
similaridade quimica e cristalografica com o tecido dsseo. A HAp apresenta
propriedades como bioatividade e osteocondutividade, as quais consistem na capacidade
do material formar ligacbes quimicas com 0s 0ssos, ocasionando uma melhor adesdo do
implante, bem como, acelerando o crescimento de um novo 0sso ao seu redor. Estas
caracteristicas sdo extremamente atraentes para aplicacdo da HAp na area médica. Além
disso, diferentemente de outros fosfatos de célcio, a HAp é termodinamicamente estavel
em pH fisiolégico e ndo possui toxicidade local ou sistémica (LOPES; OLIVEIRA;
STEVES, 2015).

A estabilidade da HAp sintética em meio fisiolégico proporciona baixa taxa de
degradacdo desta cerdmica e isto dificulta sua reabsorcao pelo organismo, apresentando-
se como um fator limitante para aplicacdes que necessitam de boa degradabilidade do
material. No entanto, a adi¢cdo de uma segunda fase a HAp, como por exemplo, fosfato
tricalcio (B-TCP) ou carbonato de célcio (CaCOs), propiciam um aumento na sua taxa
de degradacdo. Do mesmo modo, a incorporacdo de grupos CO5> resulta em um

aumento de solubilidade da HAp. Os fons COs* podem ser inseridos na estrutura da
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HAp por substituicdo de OH ou PO,>, no entanto, o carbonato substitui de forma
predominante os ions fosfato, pois isto ocorre a baixas temperaturas (50-100 °C),
enquanto para os sitios OH™ temperaturas mais elevadas sdo necessérias. A
hidroxiapatita carbonatada é mais suscetivel a dissolucdo devido as interacBes do
CaCOg3 serem mais fracas que as do CaPO,, alem disso, substituicdes idnicas podem
resultar no crescimento de cristais com desordem atdmica e redes tensionadas,
provocando estado de energia elevado e maior solubilidade (OWEN; DARD;
LARJAVA, 2017).

A menor estabilidade da estrutura cristalina da fase p-TCP comparada a HAp,
resulta em uma maior taxa de degradacdo desta ceramica, assim, muitos estudos
referentes a cermicas bifasicas podem ser vistos na literatura (OWEN; DARD;
LARJAVA, 2017). Ogose et al. (2004) observaram que apds incorporacdo da HAp em
0sso humano, nenhuma biodegradacdo foi detectada, enquanto implantes de B-TCP
foram parcialmente absorvidos e substituidos por um novo 0sso, considerando 0s
mesmos parametros no estudo. ROLDAN et al. (2010) avaliaram a formacdo 6ssea e
degradacdo de ceramicas bifasicas de HAp/B-TCP. Os testes in vivo mostraram a
degradacdo do implante e crescimento ¢sseo atraves do suporte ceramico.

Assim, bioceramicas de HAp com particulas nanométricas, baixa cristalinidade e
substituices idnicas (Na, Mg, K, F, Cl e CO5%) apresentam fatores determinantes para
uma boa solubilidade do material, bem como, propriedades de interesse para aplicacdo
na area médica (LIN; CHANG, 2015).

A HAp pode ser produzida por diferentes rotas de sintese, como, reacGes no
estado sélido, sol-gel, reacdes hidrotérmicas e via Umida. Neste trabalho o método
escolhido foi o via Umida empregando método da precipitacdo. Este apresenta
procedimento simples, permitindo a formacdo de material homogéneo e com
composicdo estequiométrica bem definida. A técnica também possui baixo custo e boa
reprodutibilidade. A sintese ocorre pelo preparo de duas solu¢cbes homogéneas de sais
dos ions precursores da HAp, respectivamente, célcio e fosforo. A mistura das solugdes
extrapola o produto de solubilidade de uma das espécies ocasionando a formagdo de um
precipitado que posteriormente é separado da solucéo por meio da filtragdo (OLIVEIRA
et al., 2010).

A partir das caracteristicas 6timas da HAp e dos diversos métodos de sintese
disponiveis para sua fabricagdo, € possivel verificar um grande numero de pesquisas que

objetivam a utilizacdo da HAp pura ou na forma de compdsitos para as mais diversas
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aplicacdes. A maioria dos trabalhos refere-se ao seu emprego na area de implantes
0sseos, recobrimento de préteses metalicas e enxertos (SCHLIEPHAKE; NEUKAN,
1991; BELLUCCI et al., 2013; FAIG-MARTIA; GIL-MURB, 2008; KUMAR;
VINITHA; FATHIMA, 2013). No entanto, nos ultimos anos, a HAp tem despertado

interesse na area de entrega de farmacos como nanocarreadores, pois além das suas

propriedades como biomaterial, a HAp também possui alta capacidade para adsorcdo de
moléculas, tornando-a capaz de atuar como suporte para farmacos (LOPES;
OLIVEIRA; STEVES, 2015). Junto a isso, a dissolucdo da HAp também é dependente
do pH do meio, a qual é favorecida em pH acido. Esta caracteristica apresenta elevado
interesse em aplicagdes ligadas ao céncer, pois em tecidos normais o pH é de
aproximadamente 7,4, enquanto em tumores sélidos o pH verificado é em torno de 5,0,
isto pode permitir com que o farmaco incorporado a matriz de HAp seja liberado

preferencialmente na regido do tumor (LIN; CHANG, 2015).

3.4.2 Hidroxiapatita como Nanocarreador de Farmacos

Muitos estudos vém sendo realizados no intuito de se avaliar o potencial da HAp
como nanocarreador para farmacos, bem como, entender a sua cinética de liberacdo em
meio fisioldgico, isto porque além da biocompatibilidade e ndo toxicidade desta
bioceramica, a HAp pode ser funcionalizada devido a facilidade de incorporagéo de
diversos ions, possibilitando sua vetorizacdo para locais especificos (HUGHES;
RAKOVAN, 2002). A matriz de HAp também ¢é capaz de adsorver substancias
hidrofilicas e hidrofdbicas, sendo uma caracteristica de grande importancia para sua
aplicacdo como veiculo de farmacos, dado os diversos tipos de composi¢des quimicas
existentes (SRIVASTAV et al., 2019).

Alguns trabalhos ainda relatam sobre a maior especificidade da HAp para células
neoplésicas preferencialmente a células sadias (LIESKE; NORRIS; TOBACK, 1997;
HAN et. al., 2014; HAN et al., 2012), esta observacdo torna o material de grande
interesse para aplicacfes em sistemas de vetorizacdo de medicamentos para o cancer,
tendo em vista as complicagdes resultantes da quimioterapia convencional.

A especificidade relatada € atribuida a maior atracéo eletrostatica entre os sitios
positivos dos cristais de HAp com a elevada carga negativa de superficie em células
cancerosas. A carga superficial negativa em células neoplésicas trata-se de uma
particularidade destas que ndo é observada em células normais. Isto ocorre porque

células cancerigenas metabolizam a glicose (CsH1,0) de uma forma diferente das
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células sadias, resultando na formacéo de elevado nivel de lactato (C3HsO3) (HEIDEN;
CANTLEY; THOMPSON, 2009; SHI; 2017). Estudo com 22 linhagens celulares de
cancer confirmou a relacdo direta entre secrecdo de lactato e a carga elétrica destas.
Assim, a presenca de lactato e a carga elétrica negativa de superficie tornaram-se uma
caracteristica universal e especifica para células neoplasicas (SHI, 2017).

De acordo com Haider et al. (2017) muitos estudos sobre a interacdo entre cristais
de HAp e proteinas podem ser explicados a partir da sua composicdo e sitios de ligacao.
Neste caso, a HAp apresenta dois sitios de ligagdo, denominados sitio “C” (Ca®*) e sitio
“p> (PO4>) (HAN et al., 2012; HAIDER et al., 2017), quando a HAp é suspensa em
agua adquire carga positiva devido a exposigdo dos sitios “C’” e consequente liberacao
de fons OH da superficie do cristal. Com a liberacdo dos fons OH", fons Ca*
carregados positivamente interagem com a superficie negativa de proteinas (HAIDER et
al., 2017). A interacdo da HAp com células epiteliais renais foi constatada por Lieske;
Norris e Toback, (1997) neste trabalho, foi verificado que os cristais de HAp se
comportam como superficies carregadas positivamente e se ligam aos sitios aniénicos
das células. Han et al. (2012) estudaram a hemocompatibilidade da HAp e confirmaram
a existéncia de interacbes eletrostaticas entre 0s grupos negativos presentes na
superficie das hemacias e os locais de ligacdo carregados positivamente nos cristais da
HAp. Corroborando com os dados mencionados, resultados da pesquisa de Han et al.
(2014) demonstraram que NPs de HAp foram capazes de inibir a proliferacdo celular de
células tumorais humanas in vitro e in vivo, além disso, a morte celular foi de 65% para
células cancerosas e menor que 30% para células sadias. Os autores atribuem tal efeito a
maior especificidade da HAp para as células cancerosas além disso, uma maior taxa de
endocitose provocou maior internalizacdo dos cristais do biomaterial nas células
neoplasicas em relacdo as células sadias.

Em funcdo das caracteristicas descritas, a HAp se apresenta como um suporte para
farmacos de elevado interesse cientifico, mais especificamente para antineoplasicos.
No trabalho realizado por Kunieda et al. (1993), a HAp foi utilizada como suporte para
a substancia anticancerigena doxorrubicina (DOX), sendo esta incorporada a matriz
pelo método da adsorcdo. Experimentos in vitro indicaram liberacdo lenta e constante
do medicamento. Geuli et al. (2017), sintetizaram NPs de HAp carregadas com 0s
antibidticos sulfato de gentamicina e ciprofloxacina e as depositaram
eletroforeticamente sobre um substrato de titanio. Foi verificada boa bioatividade do

material e os perfis de liberacdo dos revestimentos indicaram liberacéo prolongada. Em
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estudo feito por Santos et al. (2009), granulos de HAp de tamanho micro foram
produzidos para suporte do farmaco antineoplasico 5-Fluorouracil (5-FU) e como
modelo de regeneracdo 6ssea. Os granulos apresentaram rapida taxa de liberacdo do
5-FU em solugdo tampdo a 37°C. Aghaei et al. (2014), produziram um nanocomposito
de HAp com silica mesoporosa e o farmaco ibuprofeno absorvido. O sistema apresentou
potencial para aplicacfes biomédicas, sendo a taxa de liberagdo da droga maior para o
composito em relagdo a silica mesoporosa pura. Yoon et al. (2015), estudaram a
incorporacdo do 5-FU por adsorcéo a superficie da HAp. Neste trabalho relata-se sobre
a possibilidade de utilizacdo das NPs carregadas com o farmaco para aplicacdo em
células de cancer gastrico e ainda, destacam o potencial do sistema para seu emprego
voltado a terapias de doencas 0sseas, como, osteomielite e osteossarcoma.

A eficiéncia de utilizacdo de HAp como suporte para farmacos foi bem
representada no trabalho de Srivastav et al. (2019) neste, foi observada a maior
concentracdo de DOX internalizado em células quando este foi utilizado em conjunto

com nanoesferas ou nanotubos de HAp, como mostra a Figura 8.

Figura 8-Determinagdo da captacdo de NPs de HAp por células de osteossarcoma usando
imagens de citometria de fluxo. A segunda coluna mostra imagens de fluorescéncia do farmaco.
a) Células de controle, b) Doxorrubicina (DOX), c) Nanoesferas de HAp carregadas com DOX

e d) Nanotubos de HAp carregados com DOX.

Adaptado de Srivastav et al. (2019).

3.4.3 Hidroxiapatita como Sonda

A incorporacdo de elementos com propriedades magnéticas e/ou luminescentes a
matriz de HAp tem atraido a atencdo das pesquisas devido a sua capacidade de
diagnostico por técnicas de imagem molecular (LIN; CHANG, 2015). As propriedades

de luminescéncia sdo superiores quando comparadas as dos fluoroforos orgéanicos




42

classicos. Além disso, um material biocompativel e luminescente € um candidato ideal
para aplicacdes clinicas (QUARTA et al., 2019).

Muitos trabalhos tém empregado os elementos do grupo dos lantanideos como:
eurdpio, gadolinio, térbio, entre outros, como dopantes da HAp com o objetivo de
inserir luminescéncia nesta e melhorar o seu contraste na obtencéo de imagens.

O estudo da luminescéncia da HAp dopada com fons Eu®* foi realizado por Han et
al. (2013). Neste foi verificado que a HAp dopada com o lantanideo apresenta
luminescéncia na regido caracteristica do ion, podendo atuar como sonda fluorescente
para marcacdo celular. Chen et al. (2011), sintetizaram nanobastées de HAp dopados
com Eu** e Gd**, os quais devido a sua elevada fotoluminescéncia sdo aptos a obtencéo
de imagens in vitro e in vivo. O sistema também mostrou elevada capacidade de
adsorcdo de droga e liberagdo controlada, empregando o farmaco ibuprofeno como
modelo. Zhao et al. (2016), prepararam HAp dopada com fons Th** e funcionalizada
com arginina. O material apresentou fase Unica e foram detectados os principais picos
de emissdo de fluorescéncia do térbio. Os autores sugerem aplicacdo do material como
transportador de genes. Um trabalho realizado por Li et al. (2008), mostrou a sintese de
HAp dopada com térbio, a qual foi incubada com células-tronco mesenquimais de
medula dssea de coelho, sendo verificada a luminescéncia do sistema em meio as
celulas vivas utilizando um microscdpio fluorescente. Concluiu-se que o sistema
HAp/Tb®*" pode ser utilizado como uma sonda biolégica estavel para pesquisas
celulares.

A avaliacdo da toxicidade dos lantanideos é de grande importancia dada sua
aplicacdo na area médica, e por isso, muitas pesquisas apresentam testes de toxicidade
in vitro e in vivo para estes, como por exemplo, NPs de HAp dopada com Eu** e Gd**
obtiveram viabilidade celular > 80 % para 100 pg.mL™* do material, indicando sua ndo
toxicidade (CHEN et al., 2011). No trabalho de Wei et al. (2017) foi realizado o estudo
da compatibilidade biolégica de HAp/Tb** in vitro e in vivo e constatou-se que ndo
houve anormalidades histopatoldgicas nos 6rgdos, bem como, ndo se observou
toxicidade aguda ou crénica referente a administracdo do material a curto,
intermediario ou a longo prazo.

Diante do exposto, fica claro que a HAp possui elevado interesse no campo das
pesquisas com foco em aplicacbes médicas, e desta forma, constantes estudos visam
aprimorar cada vez mais este material, no intuito de se extrair todo o potencial oferecido

por esta bioceramica.
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3.5 lons Lantanideos

Na tabela periddica, os elementos denominados lantanideos estdo organizados do
cério (Ce, Z = 58) ao lutécio (Lu, Z = 71) e consiste em um grupo de elementos
quimicos que possuem propriedades quimicas e fisicas muito semelhantes, isto se deve
as suas configuracdes eletrénicas que de forma geral se apresentam como [Xe] 4f " 5d*
6s°com n =1 (Ce) a 14 (Lu) (BUNZLI, 2006).

O estado de oxidacdo termodinamicamente mais estavel para os ions lantanideos é
o trivalente (Ln*"), neste caso, os orbitais 4f encontram-se na parte interna do tomo, de
modo que se tornam protegidos pelos elétrons dos orbitais 5s e 5p. O comportamento
descrito para os orbitais 4f se deve ao fendbmeno denominado contracdo lantanidica, esta
se refere a uma diminuicdo dos raios atdbmicos e idnicos do La ao Lu, que ocorre a partir
da blindagem dos elétrons da camada 4f pelos elétrons das camadas externas 5s e 5p,
provocando 0 aumento da sua carga nuclear efetiva em fungdo do aumento do nimero
atémico, e, consequentemente uma diminuigao do raio (COTTON, 2006).

Todos os fons lantanideos trivalentes sdo luminescentes, exceto La®*" e Lu®". As
linhas de emissdo f-f compreendem todo o espectro, desde ultravioleta (Gd**) até o
visivel (Pr**, sm*, Eu**, Tb*, Dy**, Tm*") e também o infravermelho préximo
(Pr**, Nd**, Ho®*, Er**, Yb®*) (BUNZLI; ELISEEVA, 2010).

Os ions lantanideos apresentam baixa absortividade molar, e, portanto, sua
excitacdo direta € ineficiente para emissdo de luminescéncia, assim, matrizes com
elevado coeficiente de absor¢édo de luz sdo utilizadas para que esta transfira a energia ao
ion lantanideo e este por sua vez, emita a luminescéncia, processo conhecido como
“efeito antena”, Figura 9 (LEHN, 1990).

A observacdo do efeito antena ocorreu a partir da deteccdo do aumento da
intensidade luminescente de ions eurdpio quando ligados a compostos organicos
submetidos a luz ultravioleta (UV), mostrando a ocorréncia de um processo de
transferéncia de energia do ligante para o ion lantanideo. No mesmo estudo também se
afirma que a eficiéncia da transferéncia de energia do ligante para o ion central depende
do tipo de composto que esta coordenado ao ion luminescente (WEISSMANN, 1942).
Lehn, (1990) prop6s que um dispositivo molecular de converséo de luz é formado por
dois componentes, sendo estes, uma matriz ou coletor de luz, o qual denominou de
antena, e um emissor. Para funcionar, o dispositivo deve operar em trés etapas: absorcao

de energia, transferéncia e emisséo.
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Figura 9-Excitagdo direta do ion lantanideo com baixa luminescéncia e excitagéo por
meio do ligante (Efeito antena).
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Adaptado de Li, (2006).
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Nos dispositivos conversores de luz, uma transferéncia de energia intramolecular

ocorre por absor¢do de radiacdo na regido do UV pelo ligante, transmissdo para o ion

lantanideo e posterior emissdo de luz na regido do visivel. Para que este mecanismo

ocorra em complexos de lantanideos, os niveis do estado tripleto do ligante devem estar

localizados acima do nivel emissor do ion lantanideo (NI'YAMA et al., 2005).

Um esquema mostrado na Figura 10-a apresenta 0s principais processos

fotofisicos envolvendo mecanismo de transferéncia de energia intramolecular em

compostos com ions lantanideos incorporados a sua estrutura.

Figura 10- a) Luminescéncia em complexos de lantanideos e b) Algumas transicdes
envolvidas na luminescéncia do fon Eu®*.
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De acordo com a Figura 10-a, o processo de luminescéncia ocorre a partir das
seguintes etapas:

- A absorcdo de energia na regido do ultravioleta pelos ligantes promove um
elétron do estado singleto fundamental (Sy) para um estado singleto excitado (S;);

- O estado (S;) pode retornar ao estado fundamental (So) diretamente gerando a
fluorescéncia do ligante;

- Se 0 elétron no estado (S;) assume um caminho em dire¢do a um estado triplete
do ligante, a fosforescéncia é observada;

- O estado triplete pode retornar para o estado (Sp) emitindo fosforescéncia ou,
alternativamente, transfere energia de forma ndo radiativa para um estado excitado de
um fon Ln*".

- Os fons Ln* no estado excitado emitem fluorescéncia envolvendo transicdes f-f.
Isto ocorre a partir do decaimento para o estado excitado de mais baixa energia. Um
exemplo pode ser observado para as bandas de emissdo do Eu®', onde as transicdes
eletronicas entre os estados excitados acontecem do estado excitado de menor energia
(°Dy) para um dos estados fundamentais 'F; (J=0,1,2,3,4,5 e 6), como mostra a
Figura 10-b, (COTTON, 2006).

3.6 Oxido de Zinco e Atividade Antibacteriana

A infeccdo de sitios cirargicos, principalmente em cirurgias ortopédicas, trata-se
de um grave problema e apresenta dificuldades de cura quando se utiliza tratamento
com antibidticos (SONG et al. 2013). Em casos de doengas como o cancer 0sseo, por
exemplo, cirurgias de remogdo do tumor resultam em defeitos que necessitam da
inser¢do de proteses ou enxertos, e neste caso, um alto risco de infeccdo bacteriana é
observado podendo resultar no agravamento da situacdo do paciente (INSTITUTO
ONCOGUIA, 2018).

As doencas infecciosas sdo tratadas com antibiGticos, estes sdo compostos
quimicos naturais ou sintéticos que possuem a capacidade de inibir a multiplicacdo de
bactérias ou mesmo causar a sua morte (GUIMARAES; MOMESSO e PUPO, 2010).
No entanto, um mecanismo de resisténcia bacteriana a estas substancias tem se
desenvolvido em funcdo de diferentes fatores como 0 uso excessivo dos
antimicrobianos, administragdo inadequada e a falta de conhecimento sobre a
problematica (VENTOLA, 2015; DAVIES; DAVIES, 2010).
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Os nanomateriais tém surgido como uma solucdo ao problema da resisténcia
bacteriana, pois muitas pesquisas confirmam a atividade bactericida de NPs de metais e
de déxidos de metais, como por exemplo, Ag, Au, Zn, Cu, Ti, Mg, Ni e Ce (HEMEG,
2017). Os nanomateriais antibacterianos ja séo utilizados em aplicagdes como:
revestimento de implantes médicos, curativos, cimentos 6sseos, materiais dentarios,
cremes, logdes e pomadas (HUH; KWON, 2011; WANG; HU; SHAO, 2017). Alguns
exemplos podem ser observados na Figura 11.

Figura 11-Exemplos das diversas aplica¢fes para 0s nanomateriais antibacterianos.
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Adaptado de Wang; Hu e Shao, 2017.

As NPs apresentam diversos modos de a¢do antimicrobiana que se resumem em
trés formas basicas: Inducdo de estresse oxidativo; liberacdo de ions metalicos e
mecanismos ndo oxidativos podendo ocorrer de maneira simultédnea, inibindo o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana (WANG; HU; SHAO, 2017). Na Figura 12
sdo mostrados alguns dos provaveis mecanismos capazes de provocar o efeito
bactericida das NPs, como por exemplo, danificacdo de proteinas e formacéo de radicais

livres.
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Figura 12- Possiveis mecanismos da acdo de NPs metélicas na destruicao de bactérias
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(HEMEG, 2017).

Dentre as varias NPs de metais e o0xidos metalicos estudados como material
antibacteriano, o 6xido de zinco (ZnO), 6xido metélico nanocristalino inorganico, tem
se destacado devido a vantagens como: alta durabilidade, menor toxicidade, alta
seletividade e resisténcia ao calor. O ZnO quando utilizado na escala nanomeétrica exibe
mecanismos toxicos que afetam a célula bacteriana devido a sua interacdo com a
superficie ou interior da mesma (SIRELKHATIM et al. 2015). Padmavathy;
Vijayaraghavan, (2008), verificaram que a atividade bactericida de NPs de ZnO
apresenta maior eficiéncia em funcdo da diminuicdo do tamanho das particulas.

O ZnO contém um dos elementos minerais essenciais ao ser humano, o zinco
(Zn), e por isso é empregado como aditivo alimentar (ESPITIA; OTONI; SOARES,
2016). Além disso, muitos estudos afirmam que as NPs de ZnO ndo possuem efeito
toxico para as células humanas (SIRELKHATIM et al. 2015). Desse modo, o0 ZnO é
reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da América
como um material seguro, e por isso, tem sido utilizado em aplicacdes que objetivam a
conservacao de alimentos pela sua incorporacdo em embalagens, proporcionando agéo
antimicrobiana contra diversos patdgenos transmitidos por alimentos (ESPITIA;
OTONI; SOARES, 2016; SIRELKHATIM et al. 2015).

O efeito antibacteriano das NPs de ZnO ja foi confirmado contra espécies de

bactérias gram positivas e gram negativas, como por exemplo, Escherichia coli,
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Salmonella, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Campylobacter jejuni, as
quais sdo responsaveis pela transmissdo de doencas por meio de alimentos (XIE et al.
2011). O mecanismo de a¢do toxica do ZnO nas bactérias ainda ndo possui explicacdes
claras e de um modo geral, se sugere a destruicdo da parede bacteriana, liberacdo de
ions metalicos e formacédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SIRELKHATIM et
al. 2015).

Na literatura, diversos trabalhos relatam estudos sobre a incorporacdo do Zn e
ZnO na HAp, isto porque além das propriedades antibacterianas, o Zn possui efeito
estimulador no metabolismo 0sseo e sua caréncia pode resultar em alteracdes
esqueléticas. O Zn também melhora a formacgdo e mineralizacdo do o0sso e estimula a
producdo de colageno (ZHAO et al., 2013). Martinez et al. (2015) desenvolveram um
suporte de HAp a partir de 0sso bovino e ZnO e afirmaram que o material apresenta
capacidade osteocondutora, antimicrobiana e maior eficiéncia em processos de reparos
6sseos. Ofudje et al. (2019) sintetizaram HAp com incorporacdo de 5 a 20 % em mol
de Zn em sua estrutura e constataram o efeito antibacteriano do material, além disso, as
zonas de inibicdo foram maiores em funcdo da maior concentracdo de Zn. Zhao et al.
(2013) mostraram que um revestimento de HAp/Zn depositado eletroquimicamente tem
potencial para melhorar a integracdo 6ssea com a superficie de implante, analisando o
contato osso-implante por até 8 semanas. Ohtsu; Kakuchi e Ohtsuki, (2017) realizaram
a modificacdo superficial de implantes de titanio empregando revestimento de
HAp/ZnO e comprovaram a eficicia antibacteriana do material, além de melhor
atividade osteogénica.

Portanto, observa-se que a unido da bioceramica HAp com o ZnO apresenta
elevado potencial para aplicacGes médicas, e assim, constantes estudos tém buscado

cada vez mais o aprimoramento e conhecimento das suas propriedades.

3.7 Farmacos Antineoplasicos

Diversos farmacos sdao empregados no tratamento do cancer, estes, como relatado
anteriormente, sdo responsaveis por efeitos colaterais resultantes da sua falta de
especificidade para o local do tumor, deste modo, 0 estudo da vetorizagdo desses
medicamentos é de elevada importancia (MOUSA; BARALLI, 2011). Um dos farmacos
mais empregados no tratamento do cancer é o 5-Fluorouracil, substancia hidrofilica,

possui alto potencial toxico para o corpo humano, e, portanto, apresenta grande
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necessidade de aperfeicoamento na sua forma de utilizacdo (LONGLEY; HARKIN;
JOHNSTON, 2003).

Por outro lado, o farmaco natural curcumina, substancia hidrofobica, tem
despertado a atencdo de pesquisadores por ndo ser toxica para seres humanos, além
disso, testes confirmam a sua atividade antitumoral para células cancerigenas. O ponto
negativo é atribuido a sua baixa biodisponibilidade e rapido metabolismo que dificultam
0 Seu uso e apontam a necessidade de aprimoramentos (PHILLIPS et al., 2013).

Um pouco das caracteristicas das substancias antineoplasicas, 5-Fluorouracil e

curcumina sdo apresentadas com mais detalhes a seguir.

3.7.1 5-Fluorouracil (5-FU)

O 5-Fluorouracil é um analogo das pirimidinas. Esta classe de substancias possui
a capacidade de impedir a sintese dos acidos nucleicos, assim, o 5-FU age inibindo a
funcdo e processamento do RNA, bem como, impede a sintese da enzima timidilato
sintetase, responsavel pela sintese de nucleotideos. Diversas doencas tém sido tratadas
empregando-se o0s farmacos desse grupo, como: cancer, psoriase e infeccdes
ocasionadas por fungos e virus contendo DNA (GILMAN, 2005).

O farmaco 5-FU é caracterizado como antineoplasico, possui formula molecular
C4H3FN,O,, 5-Fluoro-2,4 (1H, 3H) — pirimidina, com massa molar igual a
130,1 g.mol™. Apresenta-se como um pé cristalino branco que se decompde a 282 °C é
solavel em &gua (12,2 g.L™) e ligeiramente soltvel em etanol. A estrutura molecular do
5-FU é mostrada na Figura 13 (WILLIMANS; WILLIAMS, 1981).

Ha mais de 40 anos, o 5-FU tem sido usado no tratamento do cancer. Nas ultimas
duas décadas uma melhor compreensdo do seu mecanismo de acdo tem possibilitado o
desenvolvimento de estratégias que viabilizam o aumento da sua atividade
anticancerigena (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).

Figura 13-Estrutura quimica do 5-FU.

O

(WILLIMANS; WILLIAMS, 1981).
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A atividade antineoplasica envolve a conversdo do 5-FU em outras substancias
com efeito terapéutico como a 5-fldor-2'-desoxiuridina-5'-fosfato (FAUMP). A interacao
entre FAUMP com a enzima timidilato sintetase induz a eliminagdo da timidina
trifosfato (TTP), um constituinte necessario do DNA.

O 5-FU também age incorporando-se ao DNA e ao RNA, neste caso, 0s substratos
acumulados da reacdo bloqueada da timidilato sintetase, incorporam-se ao DNA no
lugar do TTP que sofreu eliminacédo fisiologica. Este processo pode provocar a quebra
dos filamentos do DNA, pois este exige a presenca do TTP. A incorporacdo do 5-FU ao
RNA também provoca toxicidade devido aos efeitos relacionados ao processamento e as
funcbes do RNA (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; GILMAN, 2005).

O 5-FU pode ser encontrado comercialmente com os nomes: Adrucil®, Efudex®,
fluoroplex®, entre outros (WILLIMANS; WILLIAMS, 1981). A droga é administrada
por via intravenosa, intramuscular, subcutanea, respiratoria e tdpica, pois quando
ingerido o 5-FU é absorvido de forma imprevisivel e incompleta. Se aplicado por via
intravenosa, o farmaco apresenta concentracdo plasmatica de 0,1 a 1,0 mmol, além de
rapida eliminacdo com meia vida de 10 a 20 min. Devido a sua rapida depuracéo, o 5-
FU é administrado em altas doses. A posologia semanal pode chegar a 750 mg.m™
isolado ou 500-600 mg.m™ combinado com leocovorina, por periodo de 6 a 8 semanas.
A infusdo continua por até 21 dias também é empregada com doses de 300 mg/m?%/dia
(GILMAN, 2005).

A presenca do 5-FU no organismo, bem como a utilizacdo de elevadas doses desta
droga ocasionam efeitos colaterais graves, como, anorexia e nauseas, além de estomatite
e diarréia. Pacientes que recebem doses continuas do 5-FU ou combinado com
leocovorina podem apresentar ulceragdes na mucosa de todo trato gastrointestinal,
podendo resultar em diarréia fulminante, choque e morte. Também sdo verificados
sintomas como, queda de cabelo, dermatite e toxicidade cardiaca (GILMAN, 2005).
Assim, constata-se a necessidade de aprimoramento do mecanismo de entrega do 5-FU
ao alvo, no intuito de se alcancar o nivel terapéutico empregando menor dose, de modo

que os efeitos adversos também possam ser reduzidos.

3.7.2 Curcumina
A curcumina € o principal componente retirado dos rizomas da Curcuma longa,

planta natural da india (Figura 14). Ela pode ser encontrada na forma de capsulas,
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pomadas e cremes para diversos tipos de aplicagdes medicinais, no entanto, o principal
uso da curcumina em todo 0 mundo é na culinaria (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Figura 14- a) Planta da espécie Cdrcuma longa, b) Rizomas da circuma e ¢) Curcumina.

Adaptado de Sueth-Santiago et al. (2015).

A curcumina € uma molécula simétrica, possui formula quimica C,;H200s € massa
molar igual a 368,38 g.mol™. O nome IUPAC da curcumina é [1,7-bis (4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona]. E uma molécula hidrofdbica, quase insoltvel
em agua e facilmente sollivel em solventes polares como metanol, etanol, acetonitrila,
cloroférmio e acetato de etila (VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009). A estrutura

quimica da curcumina € apresentada na Figura 15.

Figura 15- Estrutura quimica da curcumina.

OH
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(VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009).

A curcumina exibe atividade terapéutica contra diversas doencas e por isso, tem
despertado o interesse para o desenvolvimento de muitas pesquisas. Os principais
mecanismos de acdo da curcumina sdo atribuidos as suas propriedades antioxidantes e
antiinflamatdrias, além disso, acBGes antimicrobianas e anticancerigenas ja foram
comprovadas (HEWLINGS; KALMAM, 2017).

A atividade anticancerigena da curcumina € atribuida a sua capacidade de inibir a

proliferacdo celular e induzir a parada do ciclo celular para uma grande variedade de
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linhagens de células tumorais. Isto ocorre a partir da interferéncia em fatores de
transcricdo e expressdo, citocinas inflamatdrias, fatores de crescimento e outros
elementos de sinalizacdo celular que s&o importantes para o crescimento e progresséo
do cancer (AGGARWAL; KUMAR, 2003; ALLEGRA et al., 2017).

Estudos in vitro mostraram o potencial antiproliferativo da curcumina em varios
trabalhos, como por exemplo, Zheng et al. (2004) testaram os efeitos da curcumina em
vias especificas do ciclo celular e na sobrevivéncia de células de melanoma e
verificaram que a mesma interrompeu o crescimento celular e induziu a apoptose das
células de melanoma humano. Liu et al. (2011) avaliaram a atividade antitumoral da
curcumina contra células cancerigenas da prostata e confirmaram que a porcentagem de
células apoptdticas foi expressivamente maior do que no grupo controle, atribuindo os
resultados a inibicdo seletiva de atividades das vias de sinalizacdo nas células provocada
pela curcumina. Zong et al. (2012) trataram células do carcinoma epitelial mamario com
curcumina e observaram que o seu efeito de inibicdo é dependente da dose utilizada,
além disso, constatou-se que a capacidade de adesdo e invasdo das células foi
fortemente reduzida quando tratada com diferentes concentracdes de curcumina.

Infelizmente, apesar dos diversos pontos positivos da curcumina, sua baixa
biodisponibilidade consiste em um fator limitante. Testes clinicos mostraram que a
curcumina é segura para humanos, mesmo quando utilizada em altas doses (12 g/dia),
porém, sua ma absorcdo, rapido metabolismo e rapida eliminacdo sistémica provocam
baixos niveis plasmaticos e teciduais (ANAND et al., 2007). Assim, estudos mais
recentes buscam por solugdes que melhorem a biodisponibilidade da curcumina, como
por exemplo, a utilizacho de nanocarreadores que incluem NPs, microesferas,
nanoemulsdes, dispersdes etc., neste caso, muitos bons resultados ja podem ser
observados para a melhoria da biodisponibilidade, porém, fatores de estabilidade e
direcionamento ainda requerem pesquisas mais detalhadas (KUMAR et al., 2010).

De forma geral, um sistema que possa ser utilizado como suporte capaz de
vetorizar um farmaco até o local da doenca, poderd minimizar questdes como, por
exemplo, a alta toxicidade do 5-FU a partir da redugdo das doses empregadas, bem
como, aumentar a biodisponibilidade de substancias como a curcumina que é dificultada
por sua rapida metabolizacdo e eliminacdo. A HAp por se tratar de um componente
natural do corpo e pelas Otimas caracteristicas apresentadas, pode ser considerada um

material ideal para esta aplicacao.
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4 METODOLOGIA

Os trabalhos experimentais foram desenvolvidos em diferentes laboratérios da
Universidade Federal do Vale do Séo Francisco — UNIVASF. As sinteses foram
realizadas no Instituto de Pesquisa em Ciéncia dos Materiais no Laboratorio de
Caracterizacdo de Materiais Estratégicos — LACAME e Laboratério de Quimica Geral -
Campus Juazeiro/BA; As pastilhas dos diversos materiais utilizados nos ensaios com
bactérias foram preparadas no Laboratério de Engenharia Mecanica - Campus
Juazeiro/BA; Os ensaios para estudo da atividade antibacteriana foram realizados no
Laboratdrio de Microbiologia - Campus Ciéncias Agrarias Petrolina/PE; Os testes in
vitro com células e ensaios de hemolise foram realizados no Laboratério de Oncologia
Experimental — LOEX — Campus Petrolina/PE.

Uma visdo geral de todas as etapas experimentais empregadas no
desenvolvimento do material multifuncional esta apresentada no fluxograma da Figura

16. Sendo estas:

e Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de HAp;

e Sintese da HAp dopada com diferentes concentracdes de fons Eu®*;

e Sintese de NPs de HAp revestidas com ZnO

e Ensaios antibacterianos para HAp revestida com diferentes concentracfes de ZnO;
e Sintese da HAp multifuncional (HAp:Eu@ZnO);

e Testes de bioatividade in vitro para HAp e HAp multifuncional;

e Testes de toxicidade in vitro — Hemdlise e Células de S-180 de camundongos;

e Estudo da incorporacdo de dois diferentes farmacos ao sistema multifuncional;

e Estudo da cinética de liberacdo dos farmacos em tampéo (PBS, 37°C, pH=7,4);

e Teste do sistema multifuncional como suporte para farmacos antineoplasicos com
células tumorais de camundongos (S-180).
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Figura 16- Fluxograma com resumo de todas as etapas de sintese e caracterizacdo dos materiais.

Sintese e Caracterizacao da Hidroxiapatita (HAp)

I

1 Incorporacéo Revestimento 1
de fons Eu®* com NPs de ZnO
HAp:Eu* HAp@ZnO
Dopagens: Quantidades:
0,1, 1,0; 2,0 e 5,0% de Eu** 0,1; 1,0; 5,0 e 10% de ZnO
LUMINESCENCIA TESTE COM BACTERIAS

Definicdo das melhores proporcdes para
luminescéncia e atividade antibacteriana. Caracterizacéo

DRX, MEV-EDS, BET, FTIR

: !

Sintese da HAp multifuncional HAp:Eu@ZnO

ﬁ Caracterizagao

Caracterizacao

FTIR, DRX, MEV-EDS, BET, LUMINESCENCIA E ENSAIO COM BACTERIAS

oy

Teste de Bioatividade in vitro - SBF

Teste de Toxicidade in vitro — Hemolise e MTS

gt

Estudo da incorporagéo dos farmacos 5-FU e curcumina em HAp:Eu@ZnO

Caracterizagéo do 5-FU 1 1 Caracterizagdo da curcumina
UV-vise FTIR UV-vise FTIR
Adsorcao do farmaco ﬂ, ﬂ Adsorc¢ao do farmaco
HAp:Eu@ZnO/5-FU HAp:Eu@ZnO/curcumina

Caracterizacdo: FTIR, BET, MEV
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@ Ensaio MTS

Avaliagéo preliminar de HAp:Eu@ZnO como suporte para farmacos frente a linhagem de células tumorais.
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4.1 Sintese de nanoparticulas de HAp

O procedimento experimental adotado para a sintese da HAp foi 0 método da
precipitacdo. Neste caso, a sintese foi adaptada a partir da referéncia
(KOUTSOPOQULOS, 2002). Para a producdo do p6 bioceramico foram utilizados como
reagentes de partida o gesso (Sulfato de Célcio Hemihidratado, CaSO,4%2H,0) pureza de
80 a 95%, fornecido pela Industria Gesso Mineral Ltda., Fosfato de Aménio Dibésico,
(NH4)2HPOy,, (98%, Vetec) e Hidroxido de Aménio, NH,OH, (P.A., Exodo Cientifica).
A reacdo de sintese foi realizada a partir de uma mistura de reagentes fontes de calcio e
fésforo, mantendo uma razdo molar entre estes de 1,66 Ca/P., A equagdo quimica (3)

representa a reagao de formacao da HAp:

10 CaS0, % H,0 + 6 (NH,);HPO, + 8 NH,OH — Cao(PO4)s(OH), + 10 (NH,),SO, + 11 H,0 (3)

Hidroxiapatita

A reacdo iniciou-se com a solugdo de sulfato de calcio hemihidratado 0,1 mol.L™,
que permaneceu sob agitacdo mecanica durante toda a etapa de sintese. O pH inicial da
solucdo foi igual a 6,0, este valor foi elevado para a faixa de 10 e mantido por meio de
adicBes sucessivas de solucdo de hidroxido amdnio 3,0 mol.L™. Na sequencia, a solucdo
de fosfato de amédnio dibasico 0,06 mol.L™" foi adicionada a uma velocidade de
incorporacdo de 20 mL.min™, até que se completasse o volume final desejado. Durante
todo o processo o pH foi controlado com sucessivas adicGes da solucédo de hidroxido de
amonio.

Ao término das adigdes dos reagentes, 0 sistema permaneceu sob agitacdo por
periodo de 1 h, visando a homogeneizacdo completa da mistura. Logo apos o sistema
foi posto em repouso por 48 h para a sedimentacdo do componente mais denso.
Posteriormente, o material produzido foi filtrado a vacuo e lavado com &gua deionizada
até pH neutro, este foi submetido a secagem em estufa a temperatura de 100°C por
periodo de 24 h. Usando almofariz e pistilo, o material seco foi transformado em um pé
fino, e em seguida, levado a mufla para calcinagdo a 900°C por 2h, empregando-se uma
taxa de aquecimento de 10°C.min*. O material produzido, bem como o arranjo

experimental utilizado podem ser vistos na Figura 17.
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Figura 17-Arranjo experimental da sintese e etapas envolvidas na producao da
hidroxiapatita.

-
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Fonte: A autora, 2020.

4.2 Sintese da HAp dopada com fons Eu**

Para dopagem da HAp com fons Eu®" foi utilizado o cloreto de eurépio
produzido a partir do seu 6xido, sintetizado de acordo com o seguinte processo:

Inicialmente 1,0 mmol do 6xido de eurdpio, (Eu,03, 99,99% Aldrich) foi pesado
e adicionado a 10 mL de agua deionizada. A esta mistura foi acrescentado &cido
cloridrico (HCI,Vetec P.A.), concentrado em excesso, (5,0 mL). O sistema foi mantido
sob agitacdo e aquecimento (100-150°C) até que a agua e o excesso de HCI
evaporassem. Na sequencia, mais agua deionizada (10 mL) foi adicionada e o pH
medido. Este processo de lavagem foi repetido (5x) até que o pH atingisse o valor entre
5,0 e 6,0. Em seguida, deixou-se a agua evaporar e o sal obtido foi colocado no
dessecador com silica até secagem. A formacdo do cloreto é representada pela equagéo

4.
A
Eu,03(s) + 6 HCI(ag) + 3H,0 — 2 EuCl3.6H,0(s)  (4)

Apos obtencédo do cloreto de eurdpio, o processo de sintese do pd biocerdmico de
HAp dopado com ion luminescente seguiu a metodologia empregada na preparagdo da
HAp pura, descrita no item 4.1. A incorporacdo do fon Eu** foi feita adicionando o
cloreto de eurdpio durante 0 momento de agitacdo da solucdo de sulfato de calcio
hemihidratado. Diferentes proporcdes (0,1; 1,0; 2,0 e 5,0 %) foram adicionadas para

estudo da melhor intensidade luminescente obtida sem alteracdo das propriedades da
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matriz. Os valores da dopagem foram calculados em relacdo ao célcio da HAp,
mantendo a relagdo estequiométrica Ca+Eu/P=1,66.

A melhor concentragdo de dopagem da HAp com fons Eu** foi determinada a
partir da intensidade dos picos de luminescéncia e da difracdo de raios X, e a partir da
definicdo deste parametro, o material [CajoxEux(PO4)s(OH),] seguiu para etapa de

incorporagdo de NPs com atividade antimicrobiana.

4.3 Sintese de NPs de HAp revestidas com ZnO

Inicialmente, NPs de ZnO foram sintetizadas a partir de uma reacdo de
precipitacdo entre solucdo de nitrato de zinco hexahidratado [Zn(NOs),.6H,0]
(98%, Synth) a 0,2 mol.L™ e solucdo de hidréxido de potassio (KOH) (99%, Synth) a
0,4 mol.L™". A suspensdo obtida foi centrifugada (4000 rpm/20 min.) e o precipitado
lavado 3 vezes com agua deionizada. Na sequencia as NPs foram calcinadas a 500 °C
por 3h (5,0 °C. min™) de acordo com metodologia utilizada por Ghorbani, et al., 2015.

A reacdo de formacdo do ZnO é representada pela equacéo 5.
Zn(NOs3),.6H,0(aq) + 2 KOH(aq) — ZnO(aq) + 2 KNOgs(ag) + 7 H,O (5)

Com as NPs de ZnO sintetizadas, seguiu-se a etapa de funcionalizacdo da HAp a
partir de adaptacbes de metodologia descrita na literatura (MARTINEZ et al., 2015).
Neste processo, uma suspensdo de NPs de ZnO foi preparada utilizando-se 10 mL de
agua deionizada e 5,0 mL de Glicerina (C3HgO3) (Proquimios P.A) para se obter um
meio viscoso capaz de limitar a sedimentacdo das particulas. As NPs foram adicionadas
ao meio sob agitacdo magnética (100 rpm) e aquecimento (90 °C) até completa
dispersdo, sendo estudadas diferentes quantidades de ZnO (0,1; 1,0; 5,0 e 10,0% em
relacdo a massa de HAp). Na sequéncia, 0,5 g de granulos de HAp (ndo calcinada)
foram adicionados ao meio, mantendo-o sob agitacdo por 10 min. Posteriormente o
material foi seco em estufa por 2 h/100 °C e depois calcinado a 900 °C por 3 h
(10 °C. min™), resultando em HAp@ZnO na forma de um pé.

4.4 Ensaio antibacteriano para HAp@ZnO
Nesta anélise foi utilizado o ensaio de difusio em Agar. Este experimento consiste

de um método qualitativo, onde se observa o efeito causado por uma determinada
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substancia frente a microrganismos a partir da formacdo de halos de inibicdo do
crescimento bacteriano (OSTROSKY et al., 2008).

Os testes foram realizados usando dois tipos de bactérias, as gram-positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923, (S. aureus) e gram-negativas Escherichia coli
ATCC 25992, (E. coli). Para realizacdo do ensaio, culturas bacterianas (solucéo
estoque) foram cultivadas em Agar nutritivo a 4 °C, sendo posteriormente selecionadas
colbnias isoladas para formacdo de turbidez de 0,5 na escala McFarland (SA et al.,
2011). O plaqueamento foi realizado empregando 10 puL de solugdo resultante, onde as
bactérias foram inoculadas em placas de 150 mm contendo Agar Muller-Hinton para o
crescimento de microrganismos. Na sequéncia, pastilhas (50 mg e 6,0 mm de diametro)
das diferentes amostras (HAp@0,1%Zn0O; HAp@1,0%Zn0O; HAp@5,0%Zn0O e
HAp@10%2ZnO) foram depositadas assepticamente sobre as superficies das placas. As
placas resultantes foram incubadas a 35 °C durante 24h, e apds este periodo foram
observados os halos de inibigdo de crescimento formados em torno de cada amostra,
sendo estes registrados por meio de imagens fotograficas. A Figura 18 mostra um
esquema com as etapas experimentais utilizadas.

Ao final deste teste, foram definidas as melhores porcentagens dos dopantes para

sintese do biomaterial multifuncional HAp:Eu@ZnO.
Figura 18- Resumo das etapas experimentais do ensaio antibacteriano.
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Fonte: A autora, 2020.
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4.5 Sintese da HAp dopada com fons Eu®" e revestidas com ZnO

O material multifuncional foi produzido com base nos resultados obtidos nas
etapas anteriores (Tépicos 4.1 a 4.4). A metodologia de sintese da HAp pura foi
utilizada como base, sendo adicionado 5,0% em massa de cloreto de eurdpio durante
etapa de agitacdo do sulfato de célcio. Apds etapas de repouso e secagem do pé de
HAp:Eu®" em estufa, o material foi adicionado & uma solugdo de NPs de ZnO para
recobrimento da superficie com 10% deste em relagdo a massa de HAp:EU®'
(procedimento semelhante ao descrito no topico 4.3). Em seguida a amostra foi seca em
estufa por 2 h/100 °C, triturada para formacao de um pd e depois calcinada a 900 °C por
3h (10°C.min™), resultando em HAp:5%Eu** @10%Zn0O ou
[CaoxEux(PO4)s(OH).@ZNn0O]. Além das diversas caracterizagdes: DRX, FTIR, BET,
MEV-EDS, fotoluminescéncia e avaliacdo da toxicidade por ensaio de hemdlise e
células in vitro por MTS foram realizadas empregando o material em pd, pastilhas (50
mg e 6,0 mm didmetro) do sistema HAp:Eu@ZnO também foram preparadas para
ensaios de bioatividade (Tépico 4.6) e testes com bactérias gram-positivas e gram-

negativas (Tépico 4.4).

4.6 Teste de Bioatividade in vitro da HAp e HAp:Eu@ZnO

O ensaio de bioatividade foi realizado empregando-se a metodologia proposta por
Kokubo e Takadama (2006). Este ensaio trata-se de um experimento in vitro no qual 0s
materiais estudados sdo expostos por determinado periodo de tempo a um meio
simulado, neste caso, utilizou-se a solu¢do de SBF (Simulated Body Fluid). A solugéo
de fluidos corporais simulados foi preparada com concentracdo idnica similar a

concentracdo de ions presentes no plasma sanguineo, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2- Concentragdes idnicas do plasma e SBF.

Concentracdo de jons (mM)

fon Plasma sanguineo SBF
Na* 142,0 142,0
K* 50 5,0
Mg* 15 15
Ca* 2,5 2,5
cr 103,0 147,8
HCO3 27,0 4,20
HPO,> 1,0 1,0
SO/ 0,5 0,5

(KOKUBO; TAKADAMA, 2006).
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Para a preparacdo da solucdo de SBF foram utilizados reagentes de grau analitico
da Vetec Quimica. Os reagentes e as quantidades para o preparo de 1000 mL de

solugéo, bem como, a ordem de adigdo destes estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3-Reagentes para o preparo de 1000 mL de SBF.

Ordem Reagente Quantidade
1 NaCl 8,035 ¢
2 NaHCO; 0,355¢g
3 KCI 0,225¢g
4 K,HPO,.3H,0 0,231 g
5 MgCl,.6H,0 0,311¢g
6 HCI - 1,0 mol.L™ 39 mL
7 CaCl, 0,292 g
8 Na,SO, 0,072 ¢
9 (HOCH,);CNH, 6,118 g
10 HCI - 1,0 mol.L™ 0-5,0 mL

(KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

A capacidade de formacdo de apatita sobre o material € verificada a partir da
imersdo de corpos de prova na solucdo de SBF, deste modo, pastilhas de HAp e
HAp:Eu@ZnO foram preparadas separadamente utilizando 50 mg da amostra
adicionada a um molde de aco com 6 mm de didmetro, ao qual foi aplicada forca de
9800,65 Pa/m? para a compactagdo do pé e obtencdo do corpo de prova. O volume

minimo de SBF utilizado no teste € calculado de acordo com a equacao 6:

Vsgr = S4/10 (6)
Onde:
® Vggr - volume do SBF (mL)
e S, 4rea de superficie da amostra (mm?)

Neste ensaio, um volume igual a aproximadamente 3 vezes o valor minimo
recomendado foi utilizado para cada amostra. Os testes foram realizados por diferentes
periodos de tempo (0 a 21 dias) e as amostras foram mantidas sob agitacdo constante e
temperatura fixa igual a 37 ° C. Durante todo o teste, as solu¢des foram renovadas a
cada 3 dias e ao término de cada periodo de tempo, as amostras foram lavadas com agua
deionizada e secas em estufa a 40 °C, sendo posteriormente armazenadas para

caracterizagé&o.
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4.7 Citotoxicidade in vitro: Hemocompatibilidade

O estudo da hemocompatibilidade consiste em um teste preliminar para avaliagéo
da biocompatibilidade do material. Neste experimento, HAp pura e HAp:Eu@ZnO
foram testadas em diferentes concentracdes (100, 500 e 1000 ug.mL™). As solucdes das
amostras estudadas foram preparadas utilizando soro fisiol6gico (Needs) como solvente.

Para investigar a atividade hemolitica, 2,0 mL de sangue foram coletados por
puncdo cardiaca de camundongo Swiss, anestesiado com Cetamina (150 mg/Kg) e
Xilazina (15 mg/Kg). O sangue obtido foi misturado imediatamente a um
anticoagulante (Solucdo de EDTA, Doles) e posteriormente, solubilizado em 10 mL de
soro fisioldgico, sendo centrifugado por 4 min a 3.000 rpm para remocao do plasma. Na
sequéncia, uma solucao de eritrécitos a 1,0% foi preparada utilizando soro fisioldgico.
Para cada 1,0 mL dessa solucdo adicionou-se 1,0 mL da solucdo estudada, em triplicata.
Os tubos contendo as misturas foram agitados a 100 rpm por 1,0 h e depois,
centrifugados durante 4,0 min a 3.000 rpm. A quantidade de hemoglobina liberada no
sobrenadante foi quantificada espectrofotometricamente em A= 540 nm e oS calculos do
grau de hemdlise foram realizados pela Equacdo 7. Os controles, positivo e negativo
foram preparados por solugdo Triton-100 (Sigma-Aldrich) a 0,1% e soro fisiologico
respectivamente. Na Figura 19 é apresentado um resumo da metodologia utilizada.

Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UNIVASF).

% Hemdlise Absorb. da amostra—Absorb. do controle negativo ( )
0 = i .
Absorb. do controle positivo—Absorb. do controle negativo

Figura 19- Resumo das etapas do experimento de hemolise.
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Fonte: A autora, 2020.
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4.8 Estudos da incorporacao e cinética de liberacéo dos farmacos 5-FU e
Curcumina em HAp:Eu@ZnO

4.8.1 Carregamento da curcumina e do 5-Fluorouracil

Solugdes de curcumina (> 99,5%, Sigma-Aldrich) com agua/etanol (4:1) e 5-FU
(> 99,0%, Sigma-Aldrich) com agua deionizada foram preparadas separadamente com
concentracdo 100 pg.mL™. Para cada 100 mL dessas solucdes adicionou-se 1,0 g do
biomaterial em estudo (HAp:Eu@ZnO) sob agitacdo continua a 20 °C por 72 h para a
curcumina e 24 h para o 5-FU, tempo maximo para estabilidade na leitura da absorcéao
dos farmacos no sobrenadante. Posteriormente, as suspensdes foram centrifugadas por
10 min a 4.000 rpm e uma aliquota dos respectivos sobrenadantes foi retirada para
leitura da absorcdo empregando comprimento de onda maximo (Amax.) para a
curcumina (425 nm) e para 0 5-FU (240 nm). Os precipitados obtidos foram secos em
estufa a 50 °C por 24 h.

A quantidade de farmaco incorporada ao material foi calculada a partir da curva
padrdo (concentragdo x absorbancia) obtida previamente para a curcumina e para 0
5-FU e utilizando a concentracéo inicial das solucdes (100 pg.mL™) para o calculo da
porcentagem. Todas as medidas foram feitas em triplicata.

Para avaliacdo da eficiéncia de incorporacdo (EIl) do 5-FU, 5,0 mg da amostra
(HAp:Eu@2Zn0/5-FU ) foi digerida em 5,0 mL de HCI 1,0 mol.L™ e entdo, mediu-se
sua absorbancia no Ultravioleta-Visivel (UV-vis) a 240 nm. Para a curcumina, a
amostra (HAp:Eu@ZnO/Curcumina) foi solubilizada em 5,0 mL de alcool etilico
absoluto e a medida da absorbancia no UV-vis foi em 425 nm. Com os valores obtidos
calculou-se a quantidade do farmaco presente nas amostras, e entdo, estes foram

aplicados a equacéo 8:

Massa do farmaco medida apos solubilizagio

EI(%) =

x100%  (8)

Massa utilizada no experimento

4.8.2 Cinetica de liberagdo dos farmacos in vitro

Amostras de HAp:Eu@ZnO/5-FU e HAp:Eu@ZnO/Curcumina (200 mg) foram
adicionadas separadamente a 50 mL de solugdo tampéo fosfato salina (PBS), 0,13 mM,
pH 7,4 a 37 °C. Estas permaneceram sob agitacdo magnética por diferentes periodos de

tempo, iniciando com 120 e 240 min e depois 24 a 336 horas (14 dias). As suspensdes
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foram centrifugadas a 4000 rpm para cada intervalo de tempo estudado e 3,0 mL do
sobrenadante foram coletados para quantificacdo do farmaco liberado a partir de leituras
da absorbancia no UV-Vis empregando Améx.s.ruy= 240 nm e Amax. curcumina)= 425 nm.
Apbs cada tempo de medida, o sobrenadante foi descartado e 50 mL de uma nova

solucdo PBS foram adicionados. Todas as medidas foram realizadas em triplicada.

4.9 Ensaio MTS para avaliagdo da citotoxicidade em células
4.9.1 Toxicidade da HAp e HAp:Eu@ZnO

Para oensaio de citotoxicidade, extratos das amostras de HAp pura e
HAp:Eu@ZnO foram preparados a partir da suspensdao do p6 em PBS para duas
diferentes concentracdes (50 ¢ 100 pg.mL™) por periodo de 24 h sob agitac&o.

O ensaio MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium] iniciou-se a partir da retirada de 2,0 mL de fluido ascitico
da cavidade peritoneal de camundongo Swiss portador de sarcoma 180 (S-180), este foi
lavado com PBS e centrifugado a 1200 rpm durante 3,0 min. O sobrenadante foi
descartado e em seguida, adicionou-se 5,0 mL do meio de cultura RPMI 1640 com
HEPES (Cultilab) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Laborclin). Para
contagem celular foi empregado o método de exclusdo do Azul de Tripan (Dindmicae) €
Cémara de Neubauer (K5-0111, Olen) acoplado ao Microscopio (Motic Série B1). Na
sequéncia, as células sarcoma 180 foram semeadas em microplacas de 96 pocos
(1 x 10° células/poco) e incubadas por 4 h & 37 °C. Decorrido o tempo, foram
adicionados 50 pL/poco dos extratos previamente preparados, em triplicata. Como
controle positivo foi usado o 5-FU e como controle negativo o PBS. A placa foi
homogeneizada no Biomixer (TS-2000A VDRL Shaker) e posteriormente, incubada em
estufa a 37 °C por 24 h. Apds 24 h de incubacdo com cada extrato, foi adicionado a cada
pogo 20 puL de MTS reagent- CellTiter 96 ®Aqueous One Solution Proliferation Assay
(Promega) e ap6s 4 h de incubagdo a 37 °C, realizou-se leituras da absorbancia a
490 nm utilizando uma leitora de microplacas (modelo TP-Reader, Thermo Plate). A
viabilidade celular foi calculada usando o controle negativo para comparagdo (100% de

viabilidade). A Figura 20 mostra um esquema com resumo das etapas experimentais.
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Figura 20-Esquema mostrando etapas do experimento de citotoxicidade com células de

sarcoma 180 de camundongo.
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Fonte: A autora, 2020.

4.9.2 Efeito dos farmacos carregados em HAp:Eu@ZnO sobre células cancerigenas

Para avaliar a atividade antineoplasica dos farmacos quando incorporados a HAp
multifuncional, comparado ao seu efeito quando livre em solucdo, empregou-se o
mesmo procedimento descrito em 4.9.1 (Ensaio MTS). Neste caso, extratos das
amostras de 5-FU, curcumina, HAp:Eu@ZnO/5-FU e HAp:Eu@ZnO/curcumina foram
preparados a partir da suspensdo de cada uma destas em PBS para duas diferentes

concentragdes (50 e 100 pg.mL™) por periodo de 24 h sob agitagéo.

4.10 Técnicas de Caracterizacéo

4.10.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos utilizando o equipamento
FTIR, Modelo: Spectrum Two, no intervalo de nimeros de onda de 4000-400 cm™. As
amostras foram preparadas em forma de pastilhas de KBr empregando prensagem
mecénica. Todas as medidas de FTIR foram obtidas no IF - Sertdo Pernambucano.

4.10.2 Difracéo de Raios X (DRX)
Andlise das fases cristalinas presentes foi feita por difragdo de raios X (DRX),
com o equipamento Difract ACT série 1000 (Siemens), utilizando a linha ka do cobre

(A= 1,54056 A) a 40 kV e 40 mA. O intervalo de 20 foi de 10° a 60°, com um passo de
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0,02° e tempo de integracao de 1s por ponto. As fases foram identificadas com os dados
dos arquivos das fichas de referéncias ICSD, empregando o software X Pert HighScore
Plus versdo 2.0a. As medidas foram realizadas pelo Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste - CETENE.

4.10.3 Analise de BET (Brunauer-Emmett-Teller)

Medidas de adsorcdo/dessorcdo de N, foi medida usando um Micromeritics
ASAP 2420. A area de superficie especifica foi determinada pelo Brunauer-Emmett-
Teller (BET) e o volume dos poros foi obtido a partir do método t-plot. As medidas

foram realizadas pelo Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste - CETENE.

4.10.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A avaliacdo morfoldgica foi feita em um microscopio eletrénico de varredura
(MEV), modelo Vega3 TESCAN, acoplado a um micro analisador EDS (espectroscopia
de dispersdo de energia por raios X), empregado na identificacdo dos elementos
presentes no material. As amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro
(processo de metalizacdo) no intuito de aumentar a condutividade em sua superficie. As

medidas foram obtidas no Instituto de Pesquisa em Ciéncia dos Materiais — UNIVASF.

4.10.5 Espectroscopia de absorcéo no Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

As medidas de absorcdo da regido UV-Vis foram feitas em equipamento
Espectrofotometro Ultravioleta, modelo 1L-592 utilizando cubetas de quartzo e amostra
em fase liquida. A faixa de absorcdo analisada foi de 200 a 600 nm, durante a realizacdo
das leituras foi considerada a subtracdo do valor referente ao solvente, isto é, se obteve
0 branco para cada medida. As medidas foram obtidas no Instituto de Pesquisa em
Ciéncia dos Materiais da UNIVASF.

4.10.6 Espectroscopia de Luminescéncia

Medidas de excitacdo e emissdo das amostras dopadas foram realizadas em um
espectrofluorimetro Jobin-Yvon Ramanor U-1000 com duplo monocromador. Para
excitacdo foi utilizado um monocromador Jobin-Yvon modelo H-10, usando uma
lampada de Xe-Hg (150W). As analises foram realizadas para amostras solidas
depositadas em fitas de carbono. As medidas foram obtidas no Departamento de
Quimica da UFPE.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta etapa serdo discutidos os resultados referentes as diversas caracteriza¢fes
dos materiais produzidos, sendo estes: HAp pura, HAp:EU**, HAp@ZzZnO,
HAp:Eu@ZnO, HAp:Eu@ZnO/5-FU e HAp:Eu@ZnO/curcumina. Todas as amostras
se apresentam na forma de um po cristalino.

5.1 Nanoparticulas de HAp
5.1.1 Caracterizagdo quimica e fisica

A HAp sintetizada foi inicialmente caracterizada a partir da anélise dos seus
grupos funcionais obtidos pelo espectro de FTIR da amostra, visto na Figura 21. Bandas
de absorcdo tipicas do material com vibragdes em 569 e 609 cm™ s&o atribuidas a Y.
deformacdo O-P-O em PO,* ou Y, deformagdo O-P-O em HPO4* ; 954 a 956 cm™ para
Y, estiramento simétrico PO,>; 1032 a 1100 cm™ para V3 estiramento assimétrico de
PO,* ou Y estiramento PO; em HPO,®; uma banda bastante caracteristica para HAp
em 3580 cm™ é atribuida a Vs estiramento O-H de hidroxila. A presenca de hidroxilas
na estrutura da HAp indica que esta bioceramica possui pontos de ligacao propicios para
incorporacdo de moléculas de farmacos, desta forma, o material apresenta uma
propriedade importante para seu uso como nanocarreador de medicamentos (YANG et
al., 2008).

Figura 21- Espectro de FTIR para HAp pura calcinada a 900 °C.
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A Tabela 2 apresenta o resumo das principais bandas de absorcao para a HAp e

seus respectivos grupos funcionais.

Tabela 4-Principais bandas de absorcao para HAp e seus respectivos grupos funcionais.

Numero de onda (cm™) AtribuicBes

3580 Vs estiramento OH de hidroxila
3400 Vs estiramento OH de H,0
1645 deformagédo H-O-H de H,0O
1128 Ve estiramento POsem HPO4

1100, 1093 e 1047 V3 estiramento assimétrico de PO4*ou

Ve estiramento POz em HPO4>
965 V1 estiramento simétrico PO43'
616, 581 V4 deformagdo O-P-O em PO#ou V4

deformagéo O-P-O em HPOs>
(OLIVEIRA et al., 2010).

A estrutura cristalina do material foi avaliada a partir do seu difratograma
apresentado na Figura 22. Neste, foi possivel confirmar HAp como fase predominante,
onde os principais picos de difracdo foram atribuidos a HAp hexagonal,

Caig (PO4)s(OH),, com grupo espacial P63/m, compativel com o padréo ICSD 16742.

Figura 22- Difratograma de raios X da HAp pura calcinada a 900°C.
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Uma fase secundaria foi também detectada em 20 = 31,0° identificada como
Tricélcio Fosfato (TCP), Cas(PO,),, pertencente ao sistema cristalino romboédrico e ao
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grupo espacial R3c, de acordo com o padrdo ICSD 6191. O TCP esta geralmente
presente no material, no entanto, esta fase também é considerada um biomaterial e
resulta da decomposicao térmica da HAp (AZEVEDO et al., 2015).

A isoterma de adsorcdo/dessorcdao mostrada na Figura 23, indica que a HAp
produzida neste trabalho é mesoporosa. De acordo com a IUPAC, a curva observada
pode ser identificada como isoterma do tipo 1V, pois apresenta histerese no ponto onde
as curvas de adsorgéo e dessorcdo ndo sdo coincidentes, caracterizando o material como
mesoporoso, isto é, possui poros com diametro entre 2 e 50 nm (SING et al; 1985). Sua
area superficial foi igual & Sger = 79,09 m%.g™ e o didmetro de poro (Dp) igual a 6,8 nm,
corroborando com a classificagdo da IUPAC. Vallet-Regi et al. (2008) afirmam que a
area superficial e o didmetro de poro consistem de fatores decisivos para a adsor¢do e
liberacdo de farmacos em bioceramicas, pois o tamanho do poro determina o tamanho
da molécula que podera ser adsorvida. Diametros de poros com razao poro/farmaco >
1,0 sédo suficientes para permitir a incorporacao do farmaco (VALLET-REGI; BALAS;
ARCOS, 2007). As moléculas dos farmacos possuem em geral tamanhos préximos a
1,0 nm, como por exemplo, alendronato (0,83 nm), ibuprofeno (1,01 nm)
(FERNANDES; CORREIA, 2015), 5-FU (0,81 nm) (JI et al; 2015) e doxorrubicina
(1,5 nm) (BILALES et al., 2016). Deste modo, o tamanho de poro apresentado pela

HAp é compativel para a sua aplicacdo como suporte de farmacos.

Figura 23-Isoterma de adsorcao e dessorcéo de nitrogénio e area de superficie BET da HAp.
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A morfologia da HAp pode ser observada na micrografia apresentada na Figura
24-a, nesta, é possivel verificar aglomerados de particulas nanométricas com formas
arredondadas e distribuicdo uniforme. O espectro de EDS correspondente, Figura 24-b,
mostra os principais elementos quimicos caracteristicos da composic¢ao quimica da HAp
pura: célcio (Ca), fosforo (P) e oxigénio (O), ndo sendo observada a presenca de

impurezas.

Figura 24— a) Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura para HAp pura e b)

Espectro de energia dispersiva correspondente a area pontual da amostra.

b . Spectrum 1
Wt% o
(0] 737 1
Ca 199 08
P 84 0.5

- Y
f O
0

W

llllllllllllllrllllll

5.1.2 Bioatividade in vitro

Quando um material é desenvolvido com o propésito de uso médico, como por
exemplo, odontolégico, ortopédico ou suporte para farmacos, como no caso da HAp, é
extremamente importante conhecer a resposta do organismo quando em contato com o
mesmo. Neste trabalho, a HAp foi avaliada quanto a sua natureza bioativa, propriedade
ja bastante consolidada para esta bioceramica (MURUGAN; KAMAKRISHNA, 2005;
LOPES; OLIVEIRA; STEVES, 2015; GEULI et al., 2017). A analise do material
utilizando uma solugé@o simuladora dos fluidos corporeos (SBF) a 37 °C e pH = 7,4 foi
realizada para posterior comparagéo com a bioatividade da HAp multifuncional.

Na Figura 25 sdo mostradas micrografias para diferentes tempos de imersdo de
pastilhas de HAp em SBF. As Figuras 25-a a 25-c correspondem a imagens da

superficie das pastilhas de HAp para O dia de imersdo. A formacdo de uma camada de
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apatita é observada a partir de 3 dias do contato da amostra com o SBF, Figuras 25-d a
25-f.

Figura 25— Micrografias da superficie de pastilhas de HAp ap6s diferentes tempos de imersédo
emSBFa37°CepH=7,4:4a),b)ec)0dia; d), e) e f) 3dias; g), h) e i) 7 dias; j), ) em) 14
dias; n), 0) e p) 21 dias.
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Na Figura 25-e € possivel visualizar com clareza a deposicao de cristais de apatita
sobre a superficie da pastilha. O aumento da precipitacdo ocorre em funcdo do maior
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tempo de contato das amostras com a solucéo, como verificado nas Figuras 25-g a 25-i
(7 dias), Figuras 25-j a 25-m (14 dias) e Figuras 25-n a 25-p (21 dias), nestas Ultimas, a
superficie da amostra jA se encontra quase completamente coberta pela camada de
apatita. Este resultado indica que a HAp sintetizada é bioativa, pois de acordo com
Hench (1998), um material bioativo é aquele que provoca uma resposta biologica
especifica, e deste modo, gera a formacao de ligacdo entre os tecidos e o material.

O mecanismo de formagdo da camada de apatita sobre a superficie de um material
bioativo ocorre a partir de fendbmenos espontaneos de dissolucéo e precipitacdo, onde
ions constituintes da amostra interagem com o meio fisiologico (HENCH, 1998;
KOKUBO; TAKADAMA, 2006). Para a HAp, fons Ca** e PO,> sdo liberados para a
solugédo e provocam a supersaturacdo do meio causando a precipitacdo de cristais de
apatita carbonatada ou apatita biologica, devido a incorporacdo de ions carbonato
(CO3?) presentes no SBF.

Os resultados observados neste trabalho corroboram com diversos estudos
encontrados na literatura, os quais avaliaram a bioatividade de materiais a partir de
testes in vitro com o SBF e comprovaram seus resultados quando realizados testes in
vivo. Por exemplo, Ohtsuk; Kushitan e Kokubo (1991) estudaram a bioatividade de uma
vitroceramica e comprovaram a formacdo de apatita carbonatada sobre sua superficie
quando em contato com o SBF. Também detectaram a formacdo da mesma camada de
apatita na interface entre 0sso e vitroceramica num teste in vivo. Kawai et al., (2004)
utilizaram a imerséo de filmes de poliamida em solucdo SBF para que sua superficie
fosse revestida com camada de apatita, esta foi formada a partir de 1 dia de contato para
algumas amostras. Ma; Guo (2019) desenvolveram um compdsito de polimero/HAp e
testaram sua bioatividade por imersdo em SBF, verificando a formacdo de apatita em
sua superficie ap6s 7 dias. O ensaio in vivo indicou eficiéncia de osseointegracdo em
torno do compadsito.

Com base no exposto e de acordo com Kokubo e Takadama (2006) a analise da
bioatividade de diversos materiais utilizando a solucdo de SBF é extremamente (til e
demonstra similaridade com os testes in vivo, portanto, esta metodologia reduz o
namero de animais empregados em estudos in vivo e antecipa o tempo para a obtengdo

de resultados.
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5.2 HAp dopada com fons Eu®*

5.2.1 Caracterizagdo quimica e fisica

A andlise da estrutura cristalina do material apds dopagem é de suma importancia
para verificacdo de possiveis alteracbes na mesma, deste modo, difratogramas de raios
X mostrados na Figura 26, foram obtidos para amostras de HAp dopada com diferentes
concentracdes de ions Eu®", nestes foram observados os principais picos cristalinos
atribuidos a HAp hexagonal como fase majoritaria, compativeis com o padrdo ICSD
16742. Poucas alteracdes foram verificadas em funcdo da incorporacéo dos fons Eu** no
material. Comparando-se os difratogramas é possivel observar um pequeno aumento na
intensidade do pico 26 = 31,0° em relagdo ao pico mais intenso para a HAp, verificado
em funcdo da maior concentragdo do dopante, este pico caracteriza a presenca da fase
TCP, Ca3(P0Q,),, que como ja relatado, é geralmente formada devido a decomposicao da
HAp a elevadas temperaturas ou a oscilacdes no pH durante a sintese (AZEVEDO et
al., 2015; YANG; WANG, 1998).

Figura 26 - Difratogramas de raios X do pé para HAp dopada com diferentes concentragdes de
fons Eu®* e padrdes das fichas de referéncias ICSD 16742 (HAp) e ICSD 6191 (TCP).
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Por outro lado, considerando que todas as sinteses foram realizadas empregando
0S mesmos parametros, sugere-se que a incorporacdo dos ions Eu®** na matriz tenha
contribuido para a formagdo da fase secundaria. Isso pode estar relacionado a

introducéo dos fons Eu** na rede da matriz que ocorre por substituicdo dos fons Ca** em
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dois  diferentes  sitios  cristalograficos da  célula unitaria, tornando-se
CayoxEux(PO4)s(OH), (CIOBANU et al., 2012; GRAEVE et al., 2010 e MARTIN et
al., 1999), como mostra a Figura 27. O mecanismo de compensacdo de cargas pela
substituicdo do Ca®* (r = 0,106 nm) por Eu** (r = 0,098 nm), além do tratamento térmico
podem resultar na desestabilizacdo da estrutura e formacao de pequenas quantidades da
fase TCP. Estes dados estdo de acordo com os resultados de Ciobanu et al. (2012) e Han
et al. (2013), os quais observaram que a dopagem da HAp com fons Eu®* inibem a sua
cristalizacdo em funcdo da concentracdo do dopante. Han et al. (2013) também
identificaram picos de DRX que foram atribuidos a fase TCP, detectados quando
incorporado 4% de Eu®" na HAp. Vale ressaltar que a presenca de uma segunda fase na
HAp provoca um aumento na sua taxa de degradacdo, podendo se tratar de uma
caracteristica importante dado o tipo de aplicacdo da bioceramica (LIN; CHANG,
2015).

Figura 27- a) Representagéo dos dois diferentes sitios catiénicos ocupados pelos fons Ca®* na
hidroxiapatita e b) Substituicdo de fons Ca** por Eu®* nos respectivos sitios do Ca*. Célula
cristalina da HAp obtida com o software X’Pert High Score Plus versdo 2.0a. Fonte: Autoria

prépria.

Para complementar a caracterizacdo das amostras por DRX e confirmar a

identidade do material, bem como, avaliar possiveis alteragdes na absor¢do dos seus
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grupos funcionais, espectros de FTIR foram obtidos. Estes sdo apresentados na Figura

28 para a HAp dopada com 1,0; 2,0 e 5,0% em massa de fons Eu**. Os grupos

funcionais observados sdo semelhantes aos grupos caracteristicos da HAp pura e

nenhuma alteracdo das bandas de absorcdo foi verificada em funcdo da incorporacao

dos ions eurdpio, como esperado. As bandas de absorcdo e seus respectivos grupos

funcionais estdo de acordo com a Tabela 4, mostrada no topico 5.1 (pag.67), estes

consistem basicamente de estiramentos de grupos -PO,> e O-H de hidroxilas.

Figura 28-Espectros de FTIR para a matriz de HAp comparada ao material dopado com

diferentes concentracées de fons Eu®*.
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UV pode ser observada na Figura 29 e

caracterizacdo espectroscopica através dos espectros de excitagdo e emissdo dos

materiais produzidos é mostrada na Figura 30.

Figura 29- Amostra de HAp dopada com 2,0% de ions Eu**: a) Sem excitacéo e b) Sob

lampada UV.
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Picos de emissdo dos fons Eu®" em diferentes concentracdes na matriz foram
observados. Para isso, obteve-se inicialmente o espectro de excitacdo de HAp:EU®*" a
partir do monitoramento da emissdo em 612 nm (°Dy — 'F,), Figura 30-a.
Posteriormente, as diversas amostras foram excitadas utilizando 0 Anax em 395 nm para
aquisicdo dos seus espectros de emissdo mostrados na Figura 30-b. Nestes, foram
identificadas as transicdes f-f caracteristicas do fon Eu** em: 573 nm (°Do—Fy), 589 a
597 nm (°Dy—F31), 612 € 616 nm (*Dy—F>), 652 nm ("Do—F3) e 698 nm (*Dy—F4).

De acordo com a analise dos espectros, observa-se maior intensidade dos picos de
emissdo em funcdo da maior concentracdo de fons Eu®*, neste caso, 0,1% ndo
apresentou emissdo aprecidvel, enquanto 5,0% geraram picos de alta intensidade
luminescente. Esta verificagdo é comum e corrobora com o trabalho de Fneich et al.
(2018) que verificaram uma maior intensidade de picos de emissdo em funcdo da
concentrago crescente (0,2 a 1,0 % mol) de fons Eu®** em vidros a base de SiO,. Chen
et al. (2014), também observaram maior intensidade dos picos de emissdo em NPs de
HAp:Eu®*/Fe** com o aumento da concentracio de 0 a 10 % mol de fons Eu®".

Diferentes sitios de simetria para os fons Eu®" no material também foram
verificados, corroborando com os resultados de DRX (Figura 26) que confirmam a
presenca de mais de uma fase no material e, consequentemente, ambientes quimicos
distintos. A presenca dos fons Eu** em diferentes sitios também pode ser explicada pela
existéncia de dois sitios de fons Ca®* na estrutura cristalina da HAp, denominados Cal e
Call (Figura 27). De acordo com Martin et al. (1999), os fons Eu®" ocupam
preferencialmente o sitio Cal da HAp, isto se deve ao melhor posicionamento para
compensacao de cargas entre 0s ions, no entanto, o processo de calcinacdo da amostra
fornece energia térmica para o sistema induzindo a difusdo dos fons Eu®* do sitio Cal
para o sitio Call a partir de 400 °C. A ocupacdo de mais de um sitio de simetria por ions
lantanideos pode ser observada em diversos sistemas descritos na literatura. Gupta et al.
(2015) estudaram a estrutura local e simetria em torno de ions lantanideos em Sr,SiO,4 e
verificaram que fons Eu** ocupam dois diferentes sitios na matriz hospedeira. Ciobanu,
Popa e Predoi (2016) observaram a partir do espectro de emisséo de fons Ce** que estes
estavam presentes em dois sitios de simetria distintos na HAp. Camargo et al. (2000)
utilizaram fons Er** como dopantes em Gd,SiOs para investigacdo dos seus dois sitios
cristalogréaficos a partir da luminescéncia do material.

Os resultados estdo de acordo com o mecanismo de migracao dos ions pela rede

da matriz, pois as amostras foram calcinadas a 900 °C e as emissdes verificadas nos
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espectros de emissdo sdo referentes & presenca dos fons Eu®* simultaneamente nos dois
diferentes sitios. As linhas caracteristicas de emissdo observadas nos espectros mostram
0 potencial de utilizacdo do material em aplicacGes ligadas ao seu monitoramento pela

luminescéncia.

Figura 30- a) Espectro de excitacdo e b) espectros de emissdo da HAp dopada com diferentes
concentracdes de fons Eu** (0,1; 1,0; 2,0 e 5,0%).
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Com base na maior intensidade luminescente observada e na preservacdo da
estrutura cristalina da matriz, definiu-se HAp dopada com 5,0 % de fons Eu** como a

melhor amostra para aplicagdo em etapas posteriores. Assim, esta foi também
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caracterizada quanto a sua area de superficie BET. Na Figura 31 € mostrada a isoterma

de adsorcao/dessorcdo do tipo 1V, material mesoporoso, anélogo a HAp pura.

Figura 31- Isoterma de adsorc¢do e dessorcao de nitrogénio e area de superficie BET para
HAp:5,0%Eu®".
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De acordo com andlise de Sger, confirma-se que a incorporagéo dos fons Eu®* néo
afetou a area superficial do material apresentando valores préximos. O
Sger = 79,09 m*.g™* para a HAp pura e Sger = 81,55 m*.g™ para HAp:5,0%Eu**. O
resultado observado é compativel com o trabalho de Yang et al. (2008) que sintetizaram
nanobastdes de HAp dopados com Eu®" e obtiveram &rea superficial, Sger = 57,9 m%.g™
para 0s nanobastdes sem dopante e Sger = 54,8 m°.g™’ para nanobastdes de HAp
dopados. Os valores obtidos foram muito préximos e os autores concluiram que a
dopagem néo provocou alteracdo comparada ao material puro. Destaca-se também que a
amostra HAp:5,0%Eu** sintetizada neste trabalho apresentou area superficial superior
ao valor obtido para os referidos nanobastdes indicando potencial para incorporacéo de
maior quantidade de farmaco.

A morfologia da amostra HAp:5,0%Eu** foi observada a partir de imagem obtida
por microscopia eletrénica de varredura. Na micrografia apresentada na Figura 32-a
verifica-se que o material possui morfologia semelhante a da HAp pura (Figura 24-a),
neste caso, aglomerados de particulas nanométricas (= 100-150 nm) com formas,

aproximadamente, arredondadas podem ser visualizados.



78

Figura 32- a) Micrografia obtida por microscopia eletronica de varredura e b) Espectro de

energia dispersiva para amostra HAp:5,0%Eu**.
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Na morfologia de HAPp:5,0%Eu®" também se observa em alguns pontos a
ocorréncia de difusdo de massa em particulas, provocando aumento no seu tamanho e
alteracdo em sua forma devido ao crescimento de gréos. Este processo pode ser
atribuido ao tratamento térmico de calcinacdo da amostra e também foi verificado no
trabalho de Azevedo et al. (2015) que estudaram a influéncia da temperatura de
sinterizagdo sob pds de HAp. Landi et al. (2000) observaram a densificacdo de pos de
HAp devido ao crescimento de grdos por difusdo do limite de grdo em fungédo da
temperatura de sinterizacdo. A analise da amostra também foi feita por EDS, Figura 32-
b, que confirmou a presenca do eurdpio, além do calcio e fosforo caracteristicos da
HAp.

5.3 HAp revestida com NPs de ZnO (HAp@ZnO)

5.3.1 Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana de HAp@ZnO foi avaliada para amostras com
diferentes concentragfes e testadas para duas bactérias distintas, uma gram positiva
(S. aureus) e outra gram negativa (E. coli). Na Figura 33 sdo mostradas algumas
imagens fotograficas tiradas apds periodo de incubagdo dos materiais e na Tabela 5
estéo identificadas as respectivas amostras. A formacdo de halos de inibicdo em torno
das pastilhas é o indicativo para a acdo antiproliferativa das bactérias (NCCLS/CLSI,
2003). Neste caso, a HAp pura funciona como um controle negativo para este ensaio,

uma vez que, ndo se espera nenhum efeito antibacteriano da mesma. Esta observagéo
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pode ser confirmada nas Figuras 33-a e 33-b, onde ndo sdo visualizados halos de

inibicdo para as pastilhas de HAp.

Figura 33- Placas com amostras de HAp e HAp dopada (Eu**, ZnO, curcumina) ap6s incubagéo

a 35 °C/24h e seus halos de inibi¢do, com: a) Staphylococcus aureus, b) e ¢) Escherichia coli.

Tabela 5-1dentificacdo de amostras e formacao de halos de inibi¢cdo em bactérias.

Amostra Identificacéo AtividadeAntibacteriana
Staphylococcus aureus Escherichia coli

1 HAp Né&o Né&o

2 HAp:5,0%Eu** NET) N&o

3 HAp@0,1%Zn0 Néo Né&o
4,12 HAp@1,0%Zn0O Sim N&o
5 HAp:5,0%Zn0* Nao Né&o
6,7,11 HAp@5,0%Zn0O Sim Né&o
8,13 HAp:5,0%Eu@5,0%Zn0O Sim Né&o
9 HAp/20%curc Néo Né&o
10 HAp@10%ZnO/curc - Sim

*Zn0 adicionado durante a sintese da HAp.

Os diversos materiais utilizados neste trabalho foram testados quanto a sua

atividade antibacteriana, deste modo, o efeito dos fons Eu** na HAp também foi
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observado, podendo-se constatar que a adicdo de 5,0 % do dopante ndo provocou
inibicdo de nenhuma das bactérias estudadas. A curcumina utilizada como um dos
farmacos modelos neste estudo indicou resultado negativo para ambas as bactérias
quando adsorvida na HAp, Figuras 33-a e 33-b.

A atividade antibacteriana de HAp@ZnO foi positiva para concentracdes a partir
de 1,0 % para S. aureus, no entanto, mesmo com a adi¢do de 5,0 % de ZnO na amostra,
o resultado para a bactéria E. coli foi negativo. Testes da HAp com 5,0 % de Eu®" e
50 % de ZnO também apresentaram resultados semelhantes, Figuras 33-a e 33-b,
Tabela 5. Isto pode ser explicado com base na maior complexidade da parede bacteriana
de bactérias gram negativas comparadas as gram positivas (MOREIRA; CARVALHO;
FROTA, 2015). Os resultados obtidos séo consistentes com a literatura. Mohor et al.
(2018) constataram maior resisténcia para a bactéria E. coli comparada a S. aureus
guando testadas amostras com as mesmas concentracbes de ZnO. Padmavathy e
Vijayaraghavan, (2008), observaram atividade crescente para 0 ZnO em fungéo da sua
maior concentracdo e do menor tamanho de particula para E. coli, neste caso, halos de
inibicdo de 31,0 £ 0,10 mm foram obtidos para particulas com 12 nm e halos com
22,0 £ 0,30 mm para particulas com 2,0 um, demonstrando potencial antibacteriano
mais efetivo para NPs. Assim, diante dos resultados obtidos neste estudo, amostras com
maior concentracdo de ZnO foram testadas para a bactéria E. coli. Na Figura 33-c
confirma-se que adi¢des de 1,0 e 5,0 % de ZnO ndo possuem efeito sobre a bactéria, no
entanto, no ensaio feito com 10,0 % de ZnO e 10,0 % de curcumina, um halo de
inibicdo bastante expressivo foi formado (16,00 + 0,80 mm). Neste caso, a adicao de até
20,0 % de curcumina (amostra 9 na Tabela 5) ndo indicou atividade antibacteriana,
sendo o efeito observado atribuido ao aumento da concentracdo do ZnO.

De um modo geral, dentro das concentracdes estudadas, conclui-se que 1,0 % de
ZnO adicionado a HAp é o valor minimo para a bactéria S.aureus e 10,0 % é o valor
minimo para inibi¢do da E. coli, considerando a metodologia utilizada neste trabalho.
Destaca-se ainda que o ZnO apresenta atividade antibacteriana contra outros tipos de
bactérias, como a Klebsiella pneumoniae, neste caso, no trabalho de Wilson; Narayanan
e Wilson, (2012) foram testadas NPs de ZnO contra as bactérias: S. aureus, E. coli e
Klebsiella pneumoniae e a agdo antimicrobiana em fungdo da maior concentracdo de
NPs de ZnO foi comprovada. A menor sensibilidade para as bactérias gram negativas

foi observada. Os autores compararam o0s dados obtidos com resultados para
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antibidticos convencionais e afirmaram que as NPs de ZnO sao agentes antibacterianos

promissores.

5.3.2 Caracterizacao quimica e fisica

A partir dos resultados obtidos nos ensaios com bactérias, a amostra com melhor
resposta a atividade antibacteriana (HAp@10%ZnO) seguiu para outras caracterizacoes.
Na Figura 34 (ii) é apresentado o espectro de FTIR para o material. Neste se observam
as bandas de absorcdo caracteristicas da HAp, de acordo com a Tabela 4 (pag. 67), e
também a presenca de bandas de baixa intensidade correspondentes ao ZnO, estas
podem ser comparadas ao espectro do ZnO igualmente mostrado na Figura 34 (i), onde
a banda de absorcdo tipica de Zn-O é notada em 429 cm™. Bandas de baixa intensidade
foram detectadas em 1392, 1623, 2921 e 3431 cm™ em ambos os espectros e
correspondem aos grupos OH e C=0, geralmente presentes devido a umidade e CO, do
ar (BECHERI et al., 2008).

Figura 34- Espectros de FTIR: (i) ZnO e (ii) HAp@10%2ZnO
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A analise do material por DRX, mostrado na Figura 35, indica HAp hexagonal
com grupo espacial P63/m como fase majoritaria, em acordo com o padrdo ICSD 16742,
além de um pico de baixa intensidade atribuido a uma pequena fracdo da fase

secundaria TCP, ICSD 6191, como igualmente verificado no material puro (Figura 22).
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A presenca do ZnO na superficie das particulas de HAp foi confirmada pelos
picos: 20 = 34,55° (002); 36,37° (101); 47,45° (102) e 56,62° (110), atribuidos a fase
hexagonal do ZnO de acordo com o padrdo ICSD 57450 (GUSATTI et al, 2010) e
compativeis com picos observados no difratograma do ZnO puro. Quando o ZnO esta
presente na rede da matriz, alteracGes sdo geralmente verificadas em seu difratograma.
Miyaji; Kono e Suyama, (2005) observaram a partir de analise de DRX que diferentes
concentragdes de ZnO quando incorporadas a estrutura cristalina da HAp causaram a
diminuicdo dos parametros de rede da matriz e atribuiram este efeito ao menor raio dos
fons Zn** (r = 0,074 nm) que substituem os fons Ca®* (r = 0,106 nm) na rede. Deste
modo, 0s autores sugerem que os fons Zn** estdo dispersos de forma homogénea na
estrutura da HAp e por isso, ndo se observam picos atribuidos a fase do ZnO no

difratograma do material.

Figura 35- Difratogramas de raios X: (i) ZnO e (ii) HAp@10%2ZnO.
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Diferentemente da incorporacéo de fons Eu* na estrutura da HAp que no causou
alteracdo na sua area superficial especifica, o revestimento com NPs de ZnO sobre as
particulas de HAp indicou reducdo, passando de Sger = 79,09 m?.g™* (HAp pura) para
Sger = 60,40 m?.g' (HAp@10%ZnO), Figura 36. Este resultado corrobora com as
afirmacdes de Moldovan et al. (2015) que em seus estudos avaliaram a influencia do
ZnO no comportamento de sinterizacdo de ceramicas bifasicas de HAp/TCP. De acordo
com os autores, a presenca do ZnO favorece a sinterizacdo do material, resultando na

necessidade de temperaturas inferiores a habitual para o processo, e deste modo, a
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difusdo dos gréos ocorre formando particulas de maior tamanho. Jin et al. (2010)
também afirmaram que na temperatura de 1100 °C se observa o estdgio inicial da
sinterizacdo de biocerdmicas, enquanto para 1000 °C ainda se verificam as
caracteristicas do po inicial, no entanto, a sinterizacdo de bioceramicas é facilitada em
funcdo da maior concentracdo de ZnO. Assim, a partir da literatura e com base no
resultado de Sger obtido, pode-se afirmar que no caso da amostra HAp@10%ZnO
calcinada a 900 °C, a presenca do ZnO pode ter sido responséavel por causar a ocorréncia
do processo inicial de sinterizacdo do material, a partir do tratamento térmico
empregado para calcinacdo da amostra, justificando deste modo, a reducdo da sua area

superficial especifica quando comparada a matriz pura.

Figura 36- Isoterma de adsorcéo e dessorgéo de nitrogénio e area de superficie BET para

HAp@10%ZnO.
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A morfologia do material mostrada nas Figuras 37-a e 37-b apresentam particulas
com tamanhos que variam de 100 a 300 nm com formas arredondadas e alongadas. As
particulas maiores, bem como, os aglomerados observados podem ser atribuidas ao
inicio do processo de sinterizacdo da amostra (difusdo de massa entre particulas),
confirmando a anélise feita para o resultado de Sger.

Na micrografia da Figura 37-b tambem é possivel verificar a presenca de diversos
poros no material. O emprego das NPs de ZnO como revestimento sobre particulas de
HAp ocorreu de forma homogénea, pois ndo se observam diferencgas nas superficies das

particulas. O espectro de EDS da amostra, Figura 37-c, apresenta 0s principais
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elementos quimicos que compdem o material: calcio (Ca), fésforo (P), oxigénio (O) e
zinco (Zn).

Figura 37— a) e b) Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura para

HAp@10%ZnO e ¢) Espectro de energia dispersiva correspondente a area pontual da amostra

(Regido 1 da Figura 37-a).

5.4 Hidroxiapatita multifuncional (HAp:Eu@ZnO)

Apbs avaliar as caracteristicas dos materiais: HAp pura, HAp:Eu** e HAp@ZnO
de forma individual, foram definidos os melhores parametros para produgdo da HAp
multifuncional, neste caso, a caracterizagdo da HAp dopada com 5,0% de fons Eu** e

revestida com 10 % de NPs de ZnO ¢é apresenta a seguir.

5.4.1 Caracterizagdo quimica e fisica

Analisando-se o0 espectro de FTIR para HAp:Eu@ZnO, mostrado na Figura 38-a,
verifica-se que o mesmo é bastante semelhante ao espectro da matriz (Figura 22) com
bandas intensas tipicas de grupos fosfatos (PO,*) e pequenas vibracdes caracteristicas
de 4gua (H0) e fons carbonato (COs%), estas s&o geralmente observadas no espectro do
ZnO (Figura 33-a), e portanto, sdo atribuidas a sua presenca no material. A Figura 38-b
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mostra o difratograma da HAp multifuncional onde é possivel confirmar a substituicdo
dos fons Eu** nos sitios dos fons Ca** na estrutura da HAp, pois nenhuma fase atribuida
ao europio foi identificada. Além disso, a incorporacdo destes ions ndo provocou
alteracdes estruturais na matriz e os picos observados foram caracteristicos de HAp

hexagonal como fase majoritaria, estando de acordo com o padréo ICSD 16742.

Figura 38— a) Espectro de FTIR e b) Difratograma de raios X para HAp multifuncional.
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Na analise de DRX (Figura 38) também foram detectados picos tipicos da fase
hexagonal do ZnO compativel com o padrdo ICSD 57450, comprovando a presenca

deste na superficie das particulas. A fase TCP consiste em um fosfato que também ¢é
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bastante estudado para aplicagdes biomédicas e geralmente se forma durante o
processamento da HAp, isto pode ocorrer devido a uma possivel desestabilizacdo da
rede durante a troca de fons Ca?* por Eu** ou pelo tratamento térmico empregado, como
discutido no tdpico 5.2.

A andlise da area superficial especifica do material, Figura 39, indica que nao
houve maiores alteraces desta em funcdo da combinacéo de fons Eu®* na rede da HAp
com a adicdo de NPs de ZnO em sua superficie. De acordo com a IUPAC, pode-se
afirmar que a HAp multifuncional é consistente com a classificacdo de material
mesoporoso (poros de 2 a 50 nm), pois sua isoterma € do tipo IV com presenca de
histerese (SING et al; 1985) e deste modo, o material é apto a ser utilizado como
suporte para farmacos, pois como ja discutido, muitos farmacos possuem moléculas
com tamanhos proximos a 1,0 nm (FERNANDES; CORREIA, 2015) e Vallet-Regi;
Balas e Arcos, (2007) afirmaram que diametros de poros com razdo poro/farmaco > 1,0
sd0 suficientes para comportar o farmaco. O valor de Sger = 58,11 m’g™’ para
HAp:Eu@ZnO foi inferior ao obtido para a matriz (Sger = 79,09 m®g™?) ou para
HAp:EU®" ( Sger = 81,55 m2.g™), no entanto, o resultado se assemelha ao apresentado
por HAp@ZnO (Sger = 60,40 m*.g™), confirmando que o recobrimento da HAp com
NPs de ZnO afetou a area superficial, porém, ndo alterou sua caracteristica de material

MesopPOoroso.

Figura 39- Isoterma de adsorcao e dessor¢do de nitrogénio e area de superficie BET para

HAp:Eu@ZnO.
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Corroborando com o resultado de Sget, as micrografias obtidas para a amostra,
Figura 40-a e 40-b, apresentam difusdo de massa entre particulas (indicadas pelas setas)
em algumas regides do material, e por isso, sua area superficial &€ consequentemente
reduzida. Além disso, também se observam nas micrografias particulas nanometricas
com formas arredondadas, semelhantes ao que foi visto na micrografia da matriz
(Figura 25). Neste caso, conclui-se que a adi¢do de NPs de ZnO sobre a superficie de
HAp:Eu provoca a ocorréncia do processo inicial de sinteriza¢do das particulas, como
também foi observado nas amostras de HAp@ZnO. Afirma-se ser apenas um primeiro
estagio de sinterizacdo, pois muitas particulas com morfologia tipica da matriz foram
conservadas, bem como, grande porosidade no material.

O espectro de EDS mostrado na Figura 40-c, indica a presenca do Zn que também
foi detectado no difratograma do material como fase do ZnO e o Eu que ndo foi
detectado nas analises anteriores. O restante dos picos identificados € atribuido aos
elementos caracteristicos da matriz (Ca, P e O). Ainda utilizando o espectro de energia
dispersiva acoplado ao microscopio eletrénico, foi realizado o mapeamento da
distribuicdo simultanea dos elementos a partir da varredura da amostra, apresentado na
Figura 41. Nesta analise é possivel observar a distribuicdo uniforme de todos os
elementos que compdem o sistema multifuncional a base de HAp, indicando o sucesso

na sintese do material.

Figura 40— a) e b) Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura para
HAp:Eu@ZnO e c) Espectro de energia dispersiva correspondente a varredura da amostra.
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Figura 41— Imagem do mapeamento da distribuicdo simultanea dos elementos baseados na

varredura da amostra HAp:Eu@ZnO obtida a partir da analise de EDS.
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A caracterizacdo espectroscopica de HAp:Eu@ZnO é apresentada na Figura 42.
Inicialmente o espectro de excitagdo do material foi adquirido a partir do
monitoramento da emissdo em 622 nm (*Dy—'F>), obtendo-se 0 Ams= 460 nm, Figura
42-a. Posteriormente, a amostra foi excitada (Amax €m 460 nm) para aquisicdo do seu
espectro de emissdo mostrado na Figura 42-b. Neste, observam-se picos intensos
referentes a transices f-f tipicas dos fons Eu®*" em: 573 nm (°Dy—F,), 600 nm
(Dg—F1), 622 e 628 nm (°Dy—F,), 655 nm (*Dg—F3) e 700 nm (°Do—F),
confirmando assim, a luminescéncia da HAp multifuncional. No entanto, deve-se
destacar que diferentemente do observado para os espectros de emissdo das amostras
HAp:Eu®* (Figura 30-b), o espectro de emissdo de HAp:Eu@ZnO indicou uma
anomalia verificada para a transicdo *Do—F, que apresentou alta intensidade e foi
superior a intensidade da transicdo °Do—F,, sugerindo deste modo que a presenca do
Zn0O na superficie das particulas de HAp:Eu influenciaram no seu espectro.

Como é de conhecimento, a transicdo *Dy—'Fo é proibida de acordo com a teoria
de Judd-Ofelt, no entanto, a ocorréncia desta é explicada pela perturbacdo do campo do
cristal e mistura das funcdes de onda dos subniveis de diferentes niveis J, mesmo assim,
as intensidades obtidas para transicdes Dy — 'F; (J = 0, 3, 5) sdo geralmente muito
baixas (BINNEMANS, 2015), o que ndo foi visto no espectro da HAp multifuncional.
Por outro lado, a transicdo °Dy — 'Fo com intensidade alta incomum ja foi observada
para alguns complexos como: Sr,TiO4Eu®" (BLASSE, 1975) e La,Si,O7:Eu (PIRIOU
et al., 1997). No caso das apatitas, esta verificacdo € ainda mais evidente, como por
exemplo, Karbowiak e Hubert, (2000) analisaram o espectro de emissao de fluoroapatita
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dopada com eurépio, Eu**:Cas (PO.)sF e constaram intensidade da transicdo °Dy — 'Fo
superior a *Dy—F,, atribuindo o efeito a compensacao de cargas e anisotropia do cristal.
El Quenzerfi et al. (1999) estudaram a luminescéncia de uma apatita de estréncio
dopada com eurépio, Srs(PO,)sOH:Eu** e afirmaram que o dopante ocupa trés posicoes
cristalograficas na matriz, denominadas Al, A2 e B, neste caso, Al e A2 pertencem a
mesma distribuicdo com transicdo °Dy—'Fy bastante intensa, enquanto B indicou
intensidade relativamente baixa. Assim como na HAp de calcio, a HAp de estroncio
possui dois sitios catidnicos, Sr (1) e Sr (I), deste modo, os autores verificaram que as
posicBes Al e A2 foram atribuidas ao Sr (I1).

A explicacdo de tal efeito envolve a compensacdo de cargas necessaria na
substituicdo dos fons Eu®" nas apatitas, como por exemplo: OH + Sr** — Eu®* + O?.
Com base nisso, verifica-se que os fons Eu®** ocupam preferencialmente a vizinhanca de
um oxigénio livre substituindo o ion OH". De acordo com a geometria dos atomos na
matriz, a posi¢do de Sr (l) (simetria C4) possui localizagdo preferencial para os ions
Eu®*, enquanto o sitio Sr (1) (simetria C3) apresenta longa distancia dos fons O, e,
portanto, sdo minimamente ocupados (KARBOWIAK; HUBERT, 2000; EL
OUENZERFI et al., 1999). Além disso, de acordo com Ternare et al. (1999) a presenca
de um campo cristalino assimétrico pode causar a mistura de estados 'F; e 'F, pela
teoria da perturbacdo de segunda ordem, e com isso, promover significativamente a

transicéo Dy — 'Fo.

Figura 42— a) Espectro de excitacdo e b) emissdo para HAp multifuncional.
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Diante do exposto, confirma-se que HAp:Eu@ZzZnO apresenta luminescéncia com
transicdes caracteristicas das apatitas dopadas com fons Eu®*, no entanto, a maior
intensidade notada para a transicdo Dy — 'Fo ndo foi observada para HAp:Eu®* (Figura
30-b) sugerindo a presenca das NPs de ZnO influenciando tanto na compensacéo de
cargas pela presenca de mais fons O, como na perturbagdo de estados pela assimetria

do cristal.

5.4.2 Atividade antibacteriana

A acdo antibacteriana do ZnO quando presente na superficie da HAp foi
observada nos ensaios discutidos no topico 5.3 (pag.78), onde a formacédo de halos de
inibicdo ocorreu para a bactéria gram positiva (S. aureus) para amostras
HAp@1,0%Zn0O e gram negativas (E. coli) em torno das amostras HAp@10%ZnO.
Com base nestes resultados e na Figura 43, confirma-se a atividade antibacteriana para
HAp:Eu@ZnO. Na Figura 43-a é apresentada uma fotografia que demonstra a formacao
de um halo de inibicdo (30,00 £ 1,02 mm) em torno de uma pastilha da HAp
multifuncional para a bactéria S. aureus, este resultado foi esperado, pois no ensaio
anterior a bactéria foi inibida com o minimo de 1,0 % de ZnO na amostra, enquanto
para este a concentracdo de ZnO foi 10 vezes maior. Na Figura 43-b, o halo de inibicdo
foi bem menor (14,00 + 0,92 mm) para E. coli, no entanto, consistente para ocorréncia

de atividade antiproliferativa das bactérias, estando de acordo com o padréo de testes de
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sensibilidade a antimicrobianos por disco difusdo (NCCLS/CLSI, 2003). Como ja
relatado, a maior resisténcia da bactéria E. coli é explicada pela maior complexidade da
sua parede celular quando comparada a S. aureus (MOREIRA; CARVALHO; FROTA,
2015).

Figura 43- Placas com amostras de HAp:Eu@2ZnO apds incubagdo a 35 °C/24h com:

S. aureus e b) E. coli e medidas dos halos de inibic&o.

5.4.3 Bioatividade in vitro

A Figura 44 apresenta as micrografias da superficie de pastilhas da HAp
multifuncional apos diferentes tempos de contato com a solucédo SBF.

Comparado este resultado com o obtido para as pastilhas de HAp pura em SBF
(Figura 25) verifica-se que o material preservou sua propriedade de bioatividade, e deste
modo, se pode afirmar que a incorporagdo de fons Eu** e o revestimento com NPs de
ZnO nao afetaram as caracteristicas da matriz.

A formagdo de apatita sobre a superficie de HAp:Eu@ZnO foi mais evidente apds
7 dias de contato com o SBF, Figuras 44-g a 44-i, no entanto, a precipitacdo dos cristais
aumentou em funcdo do maior tempo de imersdo, como notado na Figura 44-p,
semelhantemente ao observado para a matriz. Sabe-se que os fons Zn?* estimulam o
crescimento &sseo, e, portanto, quando presente em um material contribui para sua
bioatividade (YAMAGUCHI, 1998). Seo et al. (2010), realizaram diversos estudos in
vitro e comprovaram que 0 Zn aumenta a proliferacdo de células dsseas. Assim, a
presenca do ZnO na superficie de particulas HAp:Eu, além de agregar propriedade
antibacteriana, também pode aumentar a sua bioatividade.
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Figura 44— a) Micrografias da superficie de pastilhas de HAp:Eu@ZnO ap6s diferentes tempos
de imersdo em SBF a37°Ce pH =7,4:a), b) ec) 0dia; d), e) e f) 3 dias; g), h) ei) 7 dias; j), I)
e m) 14 dias; n), 0) e p) 21 dias.
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Na Figura 45 é apresentado o espectro de EDS para uma das amostras imersas em
SBF, onde se observam além dos elementos quimicos caracteristicos da HAp
multifuncional (Ca, P, O, Zn e Eu), também alguns dos elementos que compdem o SBF,
como Cl e Na.
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Figura 45— Espectro de EDS para varredura da superficie de HAp:Eu@ZnO apéds 21 dias de
contato com solucdo SBF.
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5.4.4 Hemocompatibilidade in vitro

O ensaio de hemdlise é extremamente importante para se avaliar a interacao de
um biomaterial com o sangue, por isso, a HAp multifuncional e HAp pura foram
analisadas pelos seus graus de hemdlise in vitro apresentados na Figura 46. A partir dos
resultados obtidos, verifica-se que os valores de hemdlise foram crescentes em funcao
da maior concentracdo das solucdes estudadas e variaram de 1,0 a 1,85 % para
HAp:Eu@ZnO e 1,7 a 2,3 % para HAp. Deste modo, com base na classificacdo da
ASTM 756 (American Society for Testing and Materials Designation) para grau de
hemolise: < 2,0 % ndo hemolitico; 2,0 a 5,0 % levemente hemolitico ¢ > 5,0 %
hemolitico (PRIYADARSHINI; ANJANEYULU; VIJAYALAKSHMI, 2017).
Portanto, comprova-se que HAp dopada com 5,0 % de Eu** e 10 % de NPs de ZnO
sobre sua superficie trata-se de um material hemocompativel nas concentracdes
testadas, além disso, os seus valores foram inferiores a HAp pura, indicando que o0s
dopantes ndo afetaram a compatibilidade do material. O estudo da
hemocompatibilidade da HAp pura e dopada com diversos ions pode ser encontrado na
literatura. Tank et al. (2014) testaram HAp dopada com diferentes concentracdes de Zn
(2,0; 5,0 e 10,0 %) utilizando sangue humano e obtiveram grau de hemolise inferior a
2,0 %, os autores afirmam que o material é seguro para aplicacdes in vivo. Bandgar et
al. (2017) estudaram a hemocompatibilidade de HAp e HAp dopada com fons Cr®* e
observaram grau de hemolise 1,0 % para HAp purae 1,8 a 4,6 % para HAp dopada com

porcentagens crescentes de cromo. De acordo com os autores, a HAp é altamente segura
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quando em contato com o sangue, enquanto o material dopado com cromo apresenta

toxicidade crescente em funcéo da sua maior concentragéo.

Figura 46— Hemocompatibilidade in vitro para HAp e HAp:Eu@ZnO.
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5.4.5 Analise quimica, estrutural e cinética de liberacdo dos farmacos adsorvidos em
HAp:Eu@ZnO

Apbs analise estrutural, antibacteriana e avaliacdo da bioatividade e
hemocompatibilidade do material, o potencial da HAp multifuncional como
nanocarreador foi estudado a partir da incorporacdo de dois diferentes farmacos, o 5-FU
e a curcumina. Para isso, inicialmente foram obtidos os espectros de absor¢do para o
5-FU (Figura 47-a) ap6s varredura de 190 a 350 nm, resultando em comprimento de
onda maximo (Amax) igual a 240 nm e para a curcumina (Figura 47-c) apos varredura de
300 a 550 nm, apresentando Amax = 425 nm. Para a quantificacdo dos farmacos
incorporados a HAp:Eu@ZnO e no estudo da liberacdo destes em solucdo, curvas de
calibracdo para 5-FU (Figura 47-b) e curcumina (Figura 47-d) foram construidas a partir

de diluicdes das solugOes e medidas N0 Amsx.
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Figura 47— Espectros de absor¢do com Ams: @) 5-FU e ¢) Curcumina e Curvas de

calibracdo de uma solugéo: b) 5-FU a 240 nm e d) Curcumina a 425 nm
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Empregando a equacéo 8 (pag. 62) e os dados obtidos na Figura 47, as medidas da
incorporacdo dos farmacos ao nanocarreador indicaram que 43,0 + 3,6% do 5-FU e 84,0
+ 4,0 % da curcumina foram adsorvidos na HAp multifuncional. Estes podem ser
considerados bons resultados quando comparados a outros sistemas a base de HAp
como, por exemplo, no trabalho de Lin; Li e Ooi, (2012), microesferas formadas por
HAp/polimero apresentaram eficiéncia de encapsulamento de 38.3 % de 5-FU, enquanto
na pesquisa de Xidaki et al. (2018), apenas 30 % de curcumina foi incorporada a
ceramicas biféasicas de HAp/TCP.

Os resultados obtidos a partir das isotermas de adsor¢do do sistema contendo 0s

farmacos, 5-FU (Figura 48-a) e curcumina (Figura 48-b) também confirmam a
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incorporacdo  destes no material, constatando-se reducdo de Sger de
58,11 m%g* (HAp:Eu@ZnO, Figura 39) para 40,30 m%.g™* (HAp:Eu@ZnO/5-FU) e
37,19 m?%g* (HAp:Eu@2zZnO/curcumina). Observa-se também que uma reduc&o maior
para Sger foi verificada para amostra com curcumina, corroborando com a maior

quantidade incorporada dessa substancia em comparagdo com o 5-FU.

Figura 48— Isotermas de adsorcéo e dessor¢do de nitrogénio e area de superficie BET: a)
HAp:Eu@2ZnO/5-FU e b) HAp:Eu@ZnO/curcumina.
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Os espectros de FTIR para HAp multifuncional carregada com os farmacos séo
mostrados na Figura 49. Nestes sdo observadas as bandas caracteristicas da HAp e ZnO

discutidas no tépico 5.3 (pag. 78), além das absorcdes atribuidas aos respectivos
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farmacos 5-FU (Figura 49-a) e curcumina (Figura 49-b), as quais sdo correspondentes

as bandas apresentadas pelos seus espectros da substancia pura.

Figura 49— Espectros de FTIR: a) (i) 5-FU, (ii) HAp:Eu@ZnO/5-FU e b) (i) Curcumina, (ii)
HAp:Eu@ZnO/curcumina.
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A morfologia da HAp:Eu@ZnO carregada com os farmacos também foi avaliada,
como visto na Figura 48. De acordo com as micrografias obtidas, nenhuma alteragéo
morfoldgica foi detectada nas amostras HAp:Eu@zZnO/5-FU (Figuras 48-a e 48-b) e
HAp:Eu@ZnO/curcumina (Figuras 48-c e 48-d). No entanto, uma maior dispersdo das
particulas parece ter ocorrido apos incorporacdo dos farmacos, podendo-se atribuir tal

efeito ao longo periodo de agitacdo do p6 da HAp multifuncional nas respectivas
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solugdes dos farmacos estudados durante a etapa experimental do carregamento destes.
Além disso, com base nas imagens, é possivel concluir que o inicio do processo de
sinterizagdo discutido no topico 5.4.1 (Figura 40) deve ter ocorrido apenas em regides
superficiais de alguns aglomerados do material, dado que apOs agitacdo deste em

solucdo, as particulas se apresentam dispersas e nao se verifica processo de difuséo.

Figura 50— Micrografias da HAp multifuncional carregada com farmacos: a) e b)
HAp:Eu@2Zn0O/5-FU; c¢) e d) HAp:Eu@ZnO/curcumina.

A cinética de liberacdo dos farmacos foi estudada colocando-se amostras de
HAp:Eu@ZnO/5-FU e HAp:Eu@ZnO/curcumina em tampéo PBS (pH 7,4 a 37 °C) sob
agitacdo e coletando aliquotas da solucdo em diferentes periodos de tempo. Na Figura
51 sdo apresentados os perfis de liberacdo, onde se observa para ambos o0s casos, que as
substancias foram rapidamente liberadas no meio nas primeiras 4,0 h: 27,5 + 0,6 % para
5-FU e 15,03 + 2,5 % para a curcumina. Posteriormente, a dessor¢do dos farmacos se
tornou mais lenta, com liberagcdo cumulativa de 64,3 £ 5,4 % do 5-FU e 53,9 + 4,2 % da
curcumina, ap6s 14 dias de medidas. De acordo com Xidaki et al. (2018),
aproximadamente 50 % da curcumina incorporada ao suporte HAp/TCP foi liberada em
PBS ap6s 48 h. Por outro lado, microesferas de HAp/polimero mostraram uma rapida

liberacdo do 5-FU em PBS nas primeiras 4 h e posteriormente, prolongou-se por 35
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dias, dados observados na pesquisa de Lin; Li e Ooi, (2012). Neste trabalho, com base
nos dados de incorporacdo e liberagdo, verifica-se que a curcumina possui tempo de
dessorgdo inferior ao do 5-FU, ocorréncia que pode ser atribuida a sua caracteristica
hidrofobica que dificulta sua solubilizagio no meio aquoso (LEE; LOO;
ROHANIZADEH, 2019).

Figura 51-Liberacéo dos farmacos adsorvidos ao biomaterial multifuncional em PBS: a)
HAp:Eu@zZnO/5-FU e b) HAp:Eu@ZnO/curcumina.
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5.4.6 Toxicidade e eficiéncia como suporte para farmacos antineoplésicos frente a
células do sarcoma 180

No ensaio in vitro com células (S-180), inicialmente avaliou-se o efeito citotoxico
da HAp multifuncional comparando-a com a HAp pura. Na Figura 52 estéo
apresentados os valores referentes a toxicidade das amostras (HAp pura e HAp
multifuncional) para duas concentracdes distintas, apos periodo de incubacao de 24 h.
De modo geral, as concentragdes testadas mostraram resultados muito préximos,
indicando apenas um pequeno aumento da morte celular em funcdo da maior
concentracdo. Para HAp pura a toxicidade foi de 6,89-14,86 %, isto €, obteve-se
viabilidade celular maior que 85,0 %, enquanto para HAp:Eu@ZnO, a morte celular
variou de 18,95-22,00 %, e portanto, apresentou até 78,0 % de células viaveis para a
maior concentracdo testada. Comparando os resultados, observa-se um pequeno

aumento da toxicidade da HAp ap0s incorporagdo dos dopantes, no entanto, o material
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mantém-se na classificacdo de néo citotoxico, pois de acordo com a norma ISO 10993-
5:2009(E) (STANDARD, 2009), apenas substancias com valores de toxicidade maiores
que 30 % sdo consideradas citotoxicas, neste caso, 0s materiais podem ser classificados
como néo toxicos nas concentragdes avaliadas. Os dados obtidos estdo de acordo com
diversos estudos relatados na literatura, como por exemplo, Liu e Sun, (2014) estudaram
a toxicidade de NPs de HAp utilizando o ensaio MTS e observaram viabilidade celular
maior que 80,0 % para concentracdo 100 pg.mL™ e préximo de 60,0 % para
400 pg.mL™?, indicando aumento da toxicidade em funcéo da maior quantidade de NPs.
lafisco et al. (2013) também realizaram ensaio in vitro e obtiveram valor proximo a
80,0 % de células viaveis para concentracdo 90 pg.mL™ de HAp. No caso de HAp
dopada, Al-Kattan et al. (2012) testaram a toxicidade de NPs coloidais de HAp dopada
com 2,0 % de fons Eu®" e verificaram viabilidade celular maior que 80,0 % para

concentracdes de até 1000 pg.mL™.

Figura 52— Toxicidade da HAp pura e HAp multifuncional, incubadas por 24 h com células do
sarcoma 180 de camundongos. Citotoxicidade para concentracdes similares de 5-FU (Controle
positivo) e Curcumina livre em solucdo, além de HAp:Eu@ZnO carregada com 0s respectivos

farmacos, analisadas nas mesmas condigdes a partir de ensaio MTS.
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O teste empregando celulas tumorais também avaliou o potencial da
HAp:Eu@ZnO como nanocarreador quando carregado separadamente com oS
antineoplasicos 5-FU e curcumina, e entdo, os resultados foram comparados aos

respectivos farmacos em sua forma livre em solu¢do nas mesmas concentragdes. Na
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Figura 52 pode-se observar que o 5-FU quando incorporado a HAp:Eu@ZnO reduziu a
sobrevivéncia das células neoplasicas apresentando 32,0-39,0 % de morte celular. Este
valor é inferior quando comparado ao 5-FU livre (controle positivo), que causou 84,0%
de apoptose, e, portanto, apresentou maior acao citotoxica. O fato observado pode ser
explicado com base no maior tempo para internalizacdo da HAp multifuncional nas
células, efeito que ocorre por endocitose (SHI et al., 2017) e também, porque o 5-FU
quando incorporado ao suporte de HAp apresentou liberagdo lenta apds as primeiras 4 h,
como discutido no estudo da liberacdo mostrado na Figura 51. Deste modo, a dose de 5-
FU apo6s 24 h de ensaio in vitro foi menor que a concentracdo do farmaco livre,
justificando o resultado obtido.

A menor taxa de morte das células tumorais empregando o nanocarreador no
periodo avaliado pode ser compensada pelo prolongamento do tempo de circulacdo do
farmaco, resultando em uma maior biodisponibilidade deste no organismo (MAZZOR
etal., 2012; IAFISCO et al., 2013). Isto é importante porque o 5-FU, assim como outros
farmacos antineoplésicos sdao empregados na terapia de diversos tipos de canceres e sua
administracdo convencional (intravenosa) é responsavel por efeitos toxicos graves
devido a sua rapida metabolizacdo, que resulta em baixos niveis do farmaco, e
consequentemente, apenas uma pequena quantidade atinge o local de interesse, levando
a utilizacdo de repetidas doses do medicamento (OLUKMAN; SANLI; SOLAK, 2012;
TSENG et al., 2015).

A liberacdo mais lenta do 5-FU proporcionada por HAp:Eu@ZnO, pode reduzir a
toxicidade do 5-FU para células sadias e melhorar a especificidade deste para as células
doentes, pois no estudo realizado por Han et al. (2014), foi verificado a partir de
experimentos in vitro e in vivo que NPs de HAp apresentaram maior especificidade para
internalizacdo em ceélulas cancerigenas. Neste caso, as NPs foram capazes de inibir
65 % de células neoplasicas e menos de 30 % de células sadias.

O maior direcionamento das NPs de HAp para células tumorais deve-se ao maior
nimero de grupos com carga negativa presentes em sua superficie, quando comparada
as células sadias (SHI, 2017; HAN et al., 2014). Deste modo, interacdes eletrostaticas
entre os sitios de ligacdo positivos na superficie da HAp com a carga negativa na
membrana celular resultam neste fendmeno de especificidade (HAN et al., 2014).

Diferentemente do que se observou para 0 5-FU, o resultado referente ao efeito
antineoplasico da curcumina frente a células S-180 indicou maior eficiéncia do farmaco

guando incorporado a HAp multifuncional. Neste contexto, a morte de células tumorais
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foi de 34,7-39,7 %, enquanto para a curcumina livre em solucéo variou de 25,7-28,1 %,
dados mostrados na Figura 52. A curcumina possui alta hidrofobicidade, e, portanto,
baixa solubilidade em meio aquoso, além disso, pode ser rapidamente eliminada pelo
corpo, resultando em uma biodisponibilidade reduzida (ANAND et al., 2007). Assim
sendo, verifica-se que a incorporacdo da curcumina em HAp:Eu@ZnO possibilitou
maior internalizacdo do farmaco nas células tumorais, quando comparado a curcumina
livre. Sua acdo de liberacdo prolongada pelo nanocarreador pode melhorar a
biodisponibilidade e absor¢do do farmaco, como também verificado para o 5-FU. De
acordo com estudos de Calmon et al. (2018), testes in vitro empregando até
7000 pg.mL™ de curcumina na forma livre ndo geraram efeito toxico sobre células
cancerigenas e obtiveram morte celular menor que 20 %, por outro lado, a utilizacéo de
um sistema de nanoemulsdo gerou alta internalizacdo da curcumina nas células,
apresentando 95 % de eficiéncia na apoptose celular quando combinado a terapia
fotodindmica. Portanto, fica claro que a utilizacdo de suportes carreadores para
antineoplasicos pode representar grande eficiéncia na terapia do cancer.

5.4.7 Esquema representativo de HAp:Eu@zZnO

Apos analise das caracteriza¢des quimica e estrutural, avaliacdo da bioatividade,
atividade antibacteriana, estudo da incorporacdo e liberacdo de farmacos, bem como,
realizacdo de ensaios bioldgicos in vitro, prop8e-se que o material desenvolvido neste

trabalho pode ser representado pela Figura 53.

Figura 53— Particula de HAp multifuncional: HAp:Eu@znO.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se afirmar que um sistema multifuncional
com caracteristicas de biocompatibilidade e potencial para utilizacdo na terandstica foi
sintetizado com sucesso neste trabalho. Além disso, verificou-se que 5,0 % de fons Eu**
produziram luminescéncia sem alteracdes nas propriedades estruturais da matriz de
HAp. A atividade antibacteriana indicou efeito mais contundente quando particulas de
HAp:Eu®" foram revestidas com 10,0 % de nanoparticulas de ¢éxido de zinco. A
bioatividade do material foi comprovada a partir de ensaios com solucdo simuladora dos
fluidos corporais (SBF) que demonstraram a formacdo de apatita sobre sua superficie
para diferentes tempos de estudo a 37 °C e pH = 7,4. Testes de hemdlise utilizando
hemaécias de camundongo demonstraram que HAp:Eu@ZnO pode ser classificado como
hemocompativel, apresentando grau de hemolise < 2,0 %, e portanto, ndo possui
toxicidade para células sanguineas. Ensaios de toxicidade utilizando células S-180
indicaram 81,05 e 78,0 % de viabilidade celular, respectivamente para as concentracfes
50 e 100 pug.mL™, qualificando o material como n#o citotoxico.

A incorporacdo de dois antineoplasicos modelos ao nanocarreador mostrou a
capacidade de utilizacdo deste como suporte, onde 43,0 + 3,6 % do 5-FU € 84,0 £ 4,0 %
da curcumina foram adsorvidos na HAp multifuncional, além disso, o estudo da
liberacdo dos farmacos em meio simulado mostrou rapida liberacdo inicial, seguida de
liberacdo lenta e gradual por até 14 dias de analise.

A partir de ensaios in vitro utilizando células cancerigenas foi observado o
potencial de aplicacdo de HAp:Eu@ZnO na vetorizacdo de antineoplésicos. Para o
5-FU, uma menor internalizacdo celular foi observada e apds 24 h de ensaio obteve-se
61,0 % de células viaveis, diferentemente do 5-FU livre em solucdo que apresentou
16,0 % de viabilidade celular. Em contrapartida, a maior especificidade da HAp para
células tumorais e o prolongamento na liberacdo do farmaco pode resultar em maior
biodisponibilidade e direcionamento. A curcumina apresentou maior potencial para a
morte de células neoplésicas quando incorporada a HAp:Eu@ZnO, visto que 0 mesmo
facilita sua internalizacdo celular, dificultada por caracteristicas hidrofébicas quando
livre em solucdo, neste caso, a viabilidade celular foi 60,30 % para a curcumina
utilizada em conjunto com o suporte de HAp e 71,9 % para a curcumina livre em

solucdo, indicando assim, uma maior eficiéncia na morte das células tumorais.
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6 PERSPECTIVAS

» Avaliar o comportamento da HAp multifuncional in vivo introduzindo-a em

animais por meio intravenoso e também como enxerto 0sseo;

» Testar a HAp com outras concentracfes de ZnO e avaliar seu efeito para

diferentes bactérias;

» Estudar a resisténcia mecanica do material a partir da confeccdo de blocos em
3D;
» Avaliar a degradacdo do suporte (HAp multifuncional) em meio fisioldgico e

para diferentes pHs;

» Estudar a incorporacéo do acido folico na HAp multifuncional e avaliar sua agdo

como vetorizador especifico para células tumorais.

» Realizar estudos sisteméticos in vivo empregando HAp multifuncional como

nanocarreador de farmaco antineoplasico para células tumorais;

» Testar novas metodologias de incorporacdo de farmacos a HAp, objetivando seu

maior carregamento na matriz;

» Desenvolver rotas de sintese para producdo de HAp multifuncional na forma de
esferas ocas, agulhas e nanotubos e posteriormente, avaliar o seu desempenho como

suportes para farmacos;
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