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RESUMO

Os desenvolvimentos tecnoldgicos nas diversas areas da saude buscam mais
opcOes para manutencdo da qualidade de vida da populacdo, atentando para a
eliminacdo dos fatores que levam a reducdo na expectativa de vida. Na area de
biomateriais e liberacdo de farmacos sdo de grande importancia os estudos dos
mecanismos que controlam a interagdo do farmaco incorporado em matriz de
biomaterial, além da identificacdo dos fendbmenos decorrentes do seu processo de
liberacdo do medicamento. Dentre as técnicas comumente utilizadas para
identificacdo das quantidades de farmacos liberados em solucdo estdo as técnicas
de Espectroscopia de Absorbancia no Ultravioleta Visivel, Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia e Ensaio de Imunofluorescéncia por Polarizacdo. Essas técnicas
possibilitam determinacédo da quantidade de medicamento liberado em solugcdo com
o passar do tempo, porém necessitam de preparacdes diferentes de amostras e nédo
possibilitam medi¢cdes de concentracdo durante o teste de liberacdo. O trabalho em
guestdo apresenta a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) como uma
técnica promissora e original na determinacdo da quantidade de farmaco liberado
em meio aquoso. A técnica relaciona a variacdo da concentracdo em solucéao devido
ao processo de liberacdo controlada, com a resisténcia elétrica da solucdo que
recebeu esse farmaco. Realizando véarias medi¢cées com variacbes de parametros
ligados a medicdo e a interacdo entre farmaco, solucdo e cimento de fosfato de
célcio, estabeleceu-se a padronizacdao do experimento juntamente com a verificacao
da influéncia de cada variavel escolhida no processo de liberacdo. Depois de obter
essa padronizacdo, foi verificada a relacdo de alta sensibilidade entre resisténcia a
polarizacdo (Rp) que variou em 632,59 % devido ao gradiente de concentracdo do
farmaco em solucédo durante teste de liberacdo. O perfil de liberacdo em matriz de
cimento de fosfato de célcio para os farmacos, em funcédo do tempo obtido por EIS,
foi semelhante ao obtido por UV-Vis apés aplicar um fator de correcédo de 12 para
cloridrato de lidocaina e de 70 para sulfato de gentamicina, juntamente com a
consideracao de um comportamento cumulativo.

Palavras-chave: Espectroscopia de impedancia eletroquimica, liberacéo de

farmacos, padroniza¢do de método.



ABSTRACT

The technological developments on the health areas have looking for more options to
maintenance of the population quality of life, always with open eyes facing to the
factors eliminating which led to a reduction of life expectancy. On the biomaterials
area and drug release are of great importance the studies of the mechanisms that
control the interaction between the incorporated drug and the biomaterial matrix, in
addition to the identification of the phenomena arising from de delivery process of this
drug. Among the techniques commonly used to identify the drug delivery quantity are
the Ultraviolet—visible spectroscopy, High-performance liquid chromatography and
Fluorescence polarization immunoassay techniques. These techniques are
consolidated in determining the release profile of a drug in solution over time, but
require different aliquots preparation and do not allow concentration measurements
during the release test. The work presents the electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) as a promising and original technique in determining the amount
of drug released in an aqueous medium. The technique relates variation of the
concentration in a solution due to the controlled release process with the electrical
resistance of the solution that received this drug. Performing several measurements
with variation of parameters linked to the measurement and the interaction between
drugs, solution and calcium phosphate cement, it was established the
standardization of the experiment together with the verification of the influence of
each variable chosen in the release process. After obtaining this standardization, it
was verified the high sensitivity relation between the polarization resistance (Rp) that
varied in 632,59% due to the concentration gradient of this drug in solution during the
controlled release test, which becomes important information in the determination of
the drug concentration in solution by EIS. The drug release profile for a calcium
phosphate cement matrix as a function of time obtained by EIS was similar to the
profile obtained by UV-Vis measurement after applying a correction factor of 12 to the
lidocaine chloridrate and 70 to the gentamicin sulphate and with a cumulative

behavior.

Keywords: Electrochemical impedance spectroscopy, drug delivery, method

standardization.
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1.INTRODUCAO

Os estudos voltados para o desenvolvimento tecnol6gico na area da saude tém
possibilitado avancos que resultam em ferramentas importantes, aumentando o
leque de intervencbes médicas e culminando no prolongamento da expectativa
de vida da populacdo ano apés ano '. O uso de materiais como substitutos
temporarios ou definitivos de partes do corpo humano é uma ferramenta
importante, que proporciona um método interessante de melhoria da qualidade
de vida da populacéo 2.

Um tipo de biomaterial ceramico bastante utilizado é o cimento de fosfato de
calcio (CFC). Os estudos desse material, com o passar dos anos e 0S avangos
nas pesquisas, culminaram em varios sistemas CFC, dentre eles o sistema de
cimento de a-fosfato tricalcico (sigla em inglés a-TCP), muito importante por
formar hidroxiapatita deficiente em célcio (CDHA) durante reacéo de pega *.
Sua utilizacdo como biomaterial iniciou-se nos anos 90 2°.

Este cimento possui calcio e fosforo em propor¢cdo proxima aquela encontrada
no sistema o0sseo humano (Ca/P = 1,67), o que possibilita uma maior
biocompatibilidade, ou seja, esses materiais e seus produtos sdo toleraveis

68 Essa

pelo tecido envoltério e ndo causam disfungcdes no organismo
propriedade do a-TCP o torna um material interessante na utilizacdo como
veiculo, transportando cargas de farmacos, assim como ja € largamente

12 Dentre os varios farmacos utilizados em

aplicado com biopolimeros
pesquisas objetivando o controle do processo de liberacéo, estdo o antibidtico
sulfato de gentamicina (SG) e o anestésico local cloridrato de lidocaina (CL).
Esses farmacos sdo comuns nesses estudos, devido a restricdo do uso oral no

7,13

caso da gentamicina e a utilizacdo como anestésico padrdo para

determinacao de poténcia de medicamento, no caso da lidocaina.

A velocidade de degradacédo do cimento € dosada pela reacdo com o tecido
vivo e pela difusdo de liquido no interior da matriz de cimento, o que tem como
consequéncia a administracéo da liberacdo do farmaco. Esse fenbmeno se da,

dentre outros fatores, devido a porosidade e a velocidade de difusdo do

farmaco e possibilita um controle da cinética de absor¢cdo do medicamento pelo



organismo. Cimentos mais porosos possuem maior velocidade de liberacao,
com maior efeito da explosédo de liberacdo, que € um comportamento comum

em liberacdo de farmacos *°*“.

A determinacdo da quantidade de medicamento liberado da matriz de cimento,
pode ser obtida por diversos métodos. Dentre eles tem-se a Espectroscopia de

9,15-19

Absorcdo no Ultravioleta Visivel (UV-Vis) , a Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (sigla em inglés HPLC) %2

e a Imunofluorescéncia por
Polarizacdo (sigla em inglés FPIA), 2%, A cinética que controla a liberacdo dos
farmacos é obtida através da aplicacdo de modelos mateméaticos e analise dos
parametros obtidos nesses modelos, para determinacdo do melhor modelo, do
qgual se obterda qual € o mecanismo de liberacdo que prevalecera. Entre os
diversos modelos existentes, tem-se o0 modelo de Higuchi e de Peppas-Sahlin
3,9,25,26.

Tendo em vista as restricdes dos métodos convencionais e a sensibilidade e
possibilidade de medicbes com certa rapidez, a espectroscopia de impedancia
eletroquimica (sigla em inglés EIS) é utilizada neste trabalho como ferramenta
de estudo da liberacdo de farmacos em solucdo. Essa técnica ja € bastante
utilizada em caracterizacbes de materiais que necessitam de propriedades
elétricas especificas como, por exemplo, células fotovoltaicas >’ e se mostra
uma técnica promissora para determinacdo de quantidade de farmaco
transportado, através do organismo, durante o processo de liberacéao.

Um estudo prévio desenvolvido por Colpo et. al. ?® possibilitou a utilizacdo da
EIS como técnica para caracterizacdo elétrica de amostras de solucdes
desconhecidas, ja buscando essa correlacdo entre propriedades elétricas e
gradiente de concentracdo da solucdo. Esse foi o Unico trabalho encontrado
gue trata da utilizacdo da EIS como método para determinacdo do perfil de
liberacdo de farmacos. Em complemento a esse trabalho, o presente estudo
busca a determinacédo do perfil de liberacdo de farmacos, assim como ocorre
guando da utlizacdo das técnicas convencionais de determinacdo de

concentracdo de farmacos em testes de liberacéo.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Utilizacdo da técnica de EIS no acompanhamento dos fendmenos

relacionados ao processo de liberacao de farmacos.

2.2 Especifico

>

Obter célula eletroquimica que permita realizar testes de liberacédo online
com acompanhamento por medi¢des de impedancia;

Realizar o estudo da técnica de medicéo de liberacdo de farmacos por
EIS de forma a permitir sua padronizacgéao;

Obtencdo do circuito equivalente que representa as interacdes entre
solugéo tampdo, farmacos e matriz cimenticia;

Determinar as diferencas entre resultados de liberacdo de farmacos para
medicdes por EIS e por UV-Vis;

Determinar vantagens e desvantagens de medi¢cdes para liberacdo de

farmacos entre os métodos EIS e UV-Vis;



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Biomateriais

Biomateriais possuem varias definicdes que vao desde as mais abrangentes
até as mais especificas. A busca por consenso em relacdo a definicdo de
biomateriais € relativamente nova, em compara¢gdo com o desenvolvimento da
ciéncia moderna. Uma das mais antigas definicdes é creditada a Park # e trata
0 biomaterial como wuma substancia inerte farmacologicamente e
sistemicamente projetada para implantagdo ou incorporagcdo em sistemas
vivos. Nessa definicdo o biomaterial € tido como um implante, porém o uso do
prefixo bio tornou-se mais amplo com o crescimento de sua utilizacédo, sendo
empregado em terminologias de outras areas, como € o caso das palavras
biodegradavel ou biofisica, por exemplo.

Durante a Conferéncia de Consenso em Biomateriais em 1982, biomaterial foi
definido como “Qualquer substancia (exceto drogas) ou combinagdo de
substancias, de origem sintética ou natural, que pode ser utilizada por algum
periodo de tempo, como todo ou parte de um sistema para tratar, ampliar ou
substituir algum tecido, érgéo, ou funcéo do corpo” *°.

Na definicdo proposta posteriormente por Williams *!, biomateriais s&o tidos
como materiais ndo bioldgicos utilizados em dispositivos médicos, com intuito
de interagir com sistemas biolégicos.

Outra definicdo do préprio Williams classifica biomateriais como substancias
projetadas para obter uma forma que, sozinhas ou como parte de um sistema
complexo, sdo usadas para direcionar, pelo controle de interagcbes com o0s
componentes do sistema vivo, o curso de algum procedimento terapéutico ou
de diagnéstico, em medicina veterinaria ou medicina humana *. Esta correcéo
foi sugerida pelo autor, devido as variacdes que o termo biomateriais sofreu
com o passar dos anos e o aumento do uso da palavra como comentado no
primeiro paragrafo deste capitulo.

3

Em outra definicdo, Jaganathan et. al. ** apresenta os biomateriais como

materiais empregados com eficiéncia na substituicdo, suporte e reparo de



algumas partes do corpo humano e suas funcdes. Essa definicdo abrangente
possibilita a inclusdo de materiais externos ao corpo como pingas, agulhas e
bisturis.

De acordo com Pires et. al *, biomateriais sdo dispositivos que entram em
contato com sistemas biologicos, com aplicacdes diversas, como vacinais,
cirurgicas, entre outras. Ainda nessa definicdo, biomaterial foi deliberado como
material de origem sintética ou natural, incluindo materiais naturais
guimicamente modificados como géis, pastas ou liquidos, podendo ser também
adaptados e ndo somente fabricados como na maioria dos casos.

De acordo com a Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial, o0s
biomateriais sdo definidos como materiais passiveis de associacdo a outras
substancias, como por exemplo, farmacos e excipientes, e, nessas condic¢des,

% 0 risco, atrelado aos

podem apresentar riscos a saude dos usuarios
biomateriais associados, estad relacionado ao excesso nas dosagens dos
materiais que se ligam a eles, podendo provocar efeitos colaterais comuns em
casos de superdoses de medicamentos, por exemplo *.

A composicdo quimica € um ponto de elevada importancia na classificacdo de
um material como biomaterial, influenciando na resposta que esse material
apresentara durante o contato com o tecido vivo, ou seja, 0 comportamento

biolégico do biomaterial.

3.1.1 Biocompatibilidade e Biofuncionalidade

A biocompatibilidade se define como a tolerancia do tecido envoltério aos
biomateriais e aos produtos gerados durante a interacdo entre tecido e material
% Sendo assim, tem-se a biocompatibilidade como uma condic&o obrigatdria
para o emprego de um biomaterial em um tecido vivo. Nem o biomaterial, nem
seus possiveis derivados, provenientes das interacfes tecido/implante, podem
provocar danos ao organismo, independente do tempo de exposicdo do
material ao tecido °.

Além da necessidade de evitar danos derivados da interacdo entre material
e/ou seus produtos com o0 organismo, 0 biomaterial deve possuir uma

finalidade especifica, realizando a funcdo da parte do corpo que esta



substituindo, ou seja, possuir biofuncionalidade. Essa habilidade € bastante
influenciada pelo contato entre fluidos corp6reos e implante, uma vez que
determinados ambientes sdo altamente nocivos, podendo levar o biomaterial a
uma degradacdo indesejada e, por consequéncia, reduzir ou eliminar sua

biofuncionalidade ',

3.2 Classificacao dos Biomateriais

Os biomateriais podem ser classificados quanto a sua origem, quanto & reacao

biolégica, quanto & caracteristicas fisicas e quanto & propriedade biolégica *.
3.2.1 Classificacdo Quanto & Origem

Nessa classificacdo, os biomateriais se dividem em dois subgrupos chamados
de biomateriais artificiais e biomateriais naturais (biologicos). Essas
subdivisbes dao origem a mais ramificacdes. Nos biomateriais artificiais
existem os obtidos de fontes poliméricas, metélicas, ceramicas, e tambéem
existe o grupo dos compaositos, que inclui como componentes do mesmo, mais
de um tipo de material dos trés supracitados.

Em se tratando dos produtos oriundos de fontes naturais, uma das subdivisdes
€ a que da origem ao conjunto dos autdgenos, que nada mais € do que 0 grupo
composto pelos materiais oriundos de tecido do proprio paciente. Além desse

grupo, existem os materiais aldgenos ou homogenos e xendgenos.

e Nos biomateriais autdgenos, tecidos sao retirados de partes do corpo e
enxertados em outros locais. Assim, esses biomateriais sdo mais indicados
para esse tipo de intervencdo por possuirem maior biocompatibilidade 3",

Sdo fundamentais em aplicacBes relacionadas a osteogénese, onde é

necessaria uma matriz autégena para proporcionar o transplante de células

vivas para a regido receptora .

As propriedades osteocondutoras,
osteoindutoras e osteogénicas, dos materiais autdgenos, tornam esse
material altamente indicado para aplicacbes como enxerto, sendo 0 mais

indicado entre os tipos de enxertos.



e Biomateriais xendgenos sdo aqueles obtidos de doadores de outras
espécies, frequentemente de fontes bovinas e suinas, fornecendo véalvulas
cardiacas, dentre outros materiais.

Analisando o grupo dos biomateriais artificiais ou sintéticos, como ja

7z

mencionado, este é dividido em metdalicos, poliméricos, ceramicos e

compositos 394,

Esses materiais sdo definidos como implantes e atuam no
preenchimento de vazios causados por defeitos 0sseos, além de servirem de
suporte para crescimento de novo tecido, sem que se tenha incorporagao
fisiologica, dentre outras funcdes *.

Os biomateriais metalicos sdo compostos de metais e suas ligas e sao
geralmente utilizados como componentes estruturais em locais de alto esforgo
mecanico, em que se necessita de resisténcia mecanica elevada como, por
exemplo, articulacdes. Eles podem ser divididos em trés grupos dominantes;
sédo eles os acos inoxidaveis, ligas cromo-cobalto-molibdénio e titanio e suas
ligas. Os biomateriais metalicos possuem excelente condutividade elétrica e
térmica, propriedades mecanicas apropriadas, boa resisténcia a corrosao,
custo razodavel, facil processamento e bom acabamento **39%° As aplicacdes
mais usuais dos biomateriais metalicos incluem préteses para substituicdo de
articulacdes, fixacdo de fraturas, confeccdes de valvulas cardiacas artificiais e
stents, cirurgias maxilo-faciais e bucais, dentre outras aplicages %4,

Os biomateriais poliméricos sdo de origem artificial nesse caso, mas podem
ocorrer também biopolimeros de origem natural. Eles se diferem entre si pelo
método de obtencdo, sendo os polimeros naturais obtidos através de fontes
naturais e os polimeros sintéticos obtidos através de polimerizacdo ***’. Os
polimeros possuem como vantagem a maior conformabilidade, o que
proporciona um processamento em geometrias complexas, diferentemente do
gue acontece com 0s materiais metalicos e ceramicos. Esses materiais s&o
compostos de macromoléculas de alta massa molecular em sua estrutura que
se formam devido a ligacdo dos chamados meros (unidades repetitivas
menores). Essas macromoléculas possuem ligaces mais estaveis quando
obtidos por polimerizacdo, em comparacdo com a obtencdo de organismos

Vivos, 0 que é tido como uma caracteristica importante para o uso de polimeros



como biomateriais, por minimizar a degradacdo polimérica, que pode levar a
reacéo de rejeicdo desse biomaterial ***. Sua tolerancia biolégica foi reportada
pela primeira vez em 1969 por Hodosh *. As maiores utilizacdes de polimeros
no ambito de reparo de tecidos vivos sao do &cido poliglicélico (PGA), acido
polilatico (PLA), &cido polihidroxibutirato (PHB) e a policaprolactona (PCL) *. A

Figura 1 mostra os locais onde os biopolimeros séo mais utilizados.

Orelha e partes da orelha,

Dentigdo
Tubos traqueais

Corag3o e partes do coragio
Marca-passos

Segmentos gastrointestinais Suturas absorviveis
Articulagdes dos dedos

Vasos sanguineos

Articulagdes dos joelhos
Ossos e articulagdes

- Orelhas e partes de orelhas: acrilico, polietileno, silicone, cloridrato polivinilico (PVC);
Detigdo: acrilico, polietileno de ultra alto peso molecular (PEUAPM), epoxy;
- Proteses faciais: crilico, PVC, poliuretano (PUR);
- Tubos Traqueais: crilico, silicone e nylon;.
- Coracdo e partes do coragao: poliéster, silicone e PVC;
Marca-passo: polietileno, acetal;
Lung, Kidney e Liver parts: poliéster, polialdeido, PVC;
- Segmentos do eséfago: polietileno, polipropileno (PP), PVGC;
- Vasos sanquineos: PVC, poliéster;
Suturas absorviveis: PUR;
- Segmentos gastrointestinais: silicone ,PVC, nylon;
- Articulagoes dos dedos: silicone, PEUAPM;
- Ossos e articulagdes: acrilico, nylon, PUR, PP, PEUAPM;
- Articulacées dos joelhos: polietileno.

Figura 1 - Aplicacdes médicas comuns e tipos polimeros usados em medicina. Adaptado de
REFOJO, 1996 .

Os materiais ceramicos se encaixam no terceiro grupo e sao chamados de
bioceramicas *°. Esses biomateriais possuem alta resisténcia ao desgaste,
porém sdo menos ducteis, 0 que resulta em uma maior fragilidade, levando a
um rompimento com pouca deformacdo plastica (quando ocorre) 343940,
Diferentemente do que acontece nos metais, em que 0s ions estao livremente
espalhados, nas ceramicas 0s elétrons se encontram entre os ions e atomos e
isso leva & uma baixa condutividade elétrica e térmica ***. As aplicacées dos
materiais ceramicos para fins médicos sdo diversas, podem ser para
instrumentacdo de diagnésticos, valvulas cardiacas, preenchimento 0sseo,
para aplicaces em ortopedia e odontologia, dentre outras. Os bioceramicos

sdo indicados para aplicacdes que requerem resisténcia ao ataque microbial, a



mudancas de pH e de temperatura **. Nesse grupo se encontram 0s cimentos
de fosfato de calcio, que sdo amplamente utilizados como biomateriais por
possuir interessante biocompatibilidade e ndo causar reacdo adversa no
contato com o organismo vivo .

Biomateriais compostos de fosfato de calcio (CaP) sao indicados para
recobrimento de outros tipos de biomateriais metélicos e poliméricos, que nao
possuem a biocompatibilidade que ele possui, assim o ancoramento de um
implante é mais eficiente. A melhor fixacdo reduz a movimentacdo do implante,
0 que diminui a ocorréncia de desprendimento de material ndo desejado no

organismo .
3.2.2 Classificacdo Quanto a Reacao Bioldgica

Na classificacdo quando a reacdo biologica do biomaterial, este pode ser

biotoleravel, bioinerte, bioativos e absorviveis 344,

e Os biomateriais toleraveis sdo aqueles que, quando em contato com o
organismo, promovem a formacdo de uma camada de tecido fibroso que os
envolve mantendo esse material isolado da vizinhanca. Essa camada é tida
como a resposta do tecido a presenca do biomaterial. Quanto maior a
espessura da camada, maior sera a rejeicdo do tecido adjacente ao
biomaterial.

e Biomateriais inertes sdo aqueles em que se tem contato entre biomaterial e
tecido sem que haja formacdo ou com minima formacéo de material fibroso,
ou seja, possuem mais estabilidade quimica em comparacdo com o anterior.
Apresentam uma resposta fagocitica passageira, culminando numa fina
camada fibrosa.

e Biomateriais ativos sdo aqueles em gue se tem a osteointegracdo, ou seja, 0
tecido e o material se ligam quimicamente devido a similaridade que existe
entre os elementos que os compdem. Um bom exemplo € a hidroxiapatita,
gue possui relacdo Ca/P igual a 1,67, assim com ocorre nos minerais
0sseos. A ligacado entre tecido 6sseo e material leva a osteoinducdo (sera

discutida na secédo 3.2.4), através do recobrimento por células 6sseas. Além



10

da hidroxiapatita também s&o bioativos os compostos de fosfato de calcio,
vidros e vitro-ceramicas a base de fosfato de célcio;

e Biomateriais absorviveis sdo aqueles que, com o contato com o tecido vivo e
com o passar do tempo, sofrem degradacdo, solubilizacdo ou fagocitose,
sendo absorvidos pelo organismo. Esses materiais possuem, como
vantagem, a eliminacdo da necessidade de intervengcdo cirlrgica para
retirada do material, j& que o proprio organismo se encarrega de sua
eliminacdo. Além disso, essa caracteristica possibilita o uso desses
materiais como matrizes para incorporacdo de farmacos, que podem ser
liberados no organismo durante absor¢cdo do biomaterial pela interacéao
tecido/material.

Espessura interfacial (um)

Material Interface Inicial Osso
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Figura 2 - Comparacgéo da espessura da camada de reacdo do implante b|oat|vos de tecido
fibroso de bioceramicas inativas em ossos. Adaptado de HENCH, 1991 *°

Na Figura 2 é possivel verificar as espessuras das camadas formadas devido a
reacdo do implante em contato com o tecido vivo. Na comparacao estao alguns
biomateriais ceramicos e as respectivas espessuras da camada de reacao ao
implante. No caso dos biomateriais metalicos, poliméricos e ceramicos ocorre
uma variacao na resposta, mesmo dentro de cada grupo. A Tabela 1 mostra as

respostas biolégicas comuns em alguns tipos de biomaterial.
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Tabela 1 - Implantes de materiais classificados com base no tipo de material utilizado e na
resposta bioldgica que eles provocam quando implantados. Adaptado de SAINI, 2015 %,

Implantes podem ser classificados com base no tipo de material utilizado e na resposta biolégica que eles incitam quando implantados

Atividade Biodindmica Compoticioq

Metais C

Biotolerdvel Ouro Polietileno

Ligas Co-Cr Poliamida

Ago Inoxidavel Polimetilmetacrilato

Niobio Politetrafluoretileno

Tantalo Poliuretano
Bioinerte Titanio comercial puro Oxido de Al

Liga de titanio (Ti-6A1-4U) Oxido de Zircdnia
Bioativo Hidroxiapatita

Fosfato tricélcico
Biovidro
Carbono-silicio

3.2.3 Classificacdo Quanto as Caracteristicas Fisicas

Nessa classificacdo, 0s materiais sao divididos em inorganicos ou
mineralizados e desmineralizados. Nos materiais inorganicos ocorre a remogao
dos componentes organicos atraveés de processo quimico. Esse processo gera
uma matriz inorganica na forma de granulos de dimensées variadas *’. No caso
dos materiais desmineralizados, 0 processo quimico retira 0s componentes

inorganicos e celulares restando assim a matriz extracelular *'.
3.2.4 Classificacdo Quanto a Propriedade Biologica

A classificacdo quanto a propriedade biolégica divide os biomateriais em
osteogénicos, osteoindutores, osteopromotores e osteocondutores. A divisao

leva em conta 0 mecanismo de acdo em cada tipo de biomaterial.

e Na osteoconducdo promove o crescimento 6sseo através da sustentacédo de
células. O material, que geralmente é inorganico, atua como orientador da
proliferacdo das células, permitindo a deposicéo da célula 6ssea que leva ao
crescimento da mesma. Como resultado, ocorre a formacdo de células
osteoprogenitoras “°.

e A osteoinducao € tida como a capacidade de induzir células mesenquimais

4 Essas células se

indiferenciadas a se diferenciarem em osteoblastos
tornam diferenciadas gracas a acdo dos agentes indutores e dao origem as
células osteoprogenitoras que, por sua vez, formam o novo 0SSO,

culminando no processo de inducéo *°.



12

e Osteopromocdo é a habilidade de promover a separacdo de células de
acordo com suas caracteristicas. Durante a regeneragdo guiada do tecido,
0s osteopromotores atuam controlando a presenca dos fibroblastos e dos
osteoblastos na regido do defeito 0sseo, devido & maior facilidade de
proliferacdo do primeiro em detrimento do segundo. Basicamente, provocam
através de meios fisioldgicos, como membranas ou barreiras, o isolamento
anatbmico de uma regidao, com isso permite a proliferacdo e selecao de
certas células (osteoblastos preferencialmente) e impedem a acdo de
inibidores do processo regenerativo *'.

e Osteogénese: € a habilidade (geralmente de materiais organicos como
autogenos) de incentivar a formacdo de tecido Osseo, através de
osteoblastos. A regeneracdo Ossea € resultado da acdo de osteoblastos
endosseos e de células provenientes da medula e transferidas juntamente

com o enxerto .

3.3 Bioceramicos

A utilizacdo de ceramicas como biomateriais possui registros do final do século
XIX, quando Dreesman relatou a utilizacdo de gesso (CaSO,4. 1/2H,0) como
possivel substituto 6sseo *’. Na segunda metade do século XX, a utilizacéo de
bioceramicas teve um foco diferenciado. O objetivo era promover a minima ou
nenhuma reacéo do tecido, ou seja, sem interacdo com o0 meio envoltério. No
entanto, com o passar dos anos e o0 desenvolvimento de diversas pesquisas,
gue proporcionaram maior entendimento sobre as propriedades desses
materiais, o foco se voltou para uma proposta no caminho oposto, buscando
cada vez mais interacdo tecido/bioceramica para promover geracdo de tecido
6sseo com preferéncia de ligacBes intimas nessa interface °. Tendo essa
necessidade como impulso, em 1969, Hench apresentou um vidro que seria
utilizado como biomaterial e possuia como caracteristica a capacidade de atrair
células 6sseas. Essa descoberta culminou na criagdo de uma nova classe de
biomateriais conhecida como bioceramicas *'.

As bioceramicas séo utilizadas em um amplo leque de especialidades médicas.

Esta variada gama de atuacdo é possivel gracas as propriedades
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cristalogréficas e & compatibilidade quimica, em meio fisiolégico, que as
ceramicas possuem. Alguns exemplos de utilizacdo de materiais ceramicos em
medicina estdo em instrumentos de diagndstico, préteses ortopédicas,
traqueias artificiais, valvulas cardiacas e preenchimento ésseo ***. As ligacées
nos materiais ceramicos sao do tipo iGnicas e/ou covalentes. Elas formam
estruturas cristalinas tridimensionais com alto grau de compactacéo,
0 que proporciona uma maior fragilidade a esses materiais quando da
presenca de trincas ou de outros defeitos. Essa caracteristica limita o
uso de bioceramicas, inviabilizando sua aplicagdo em ambientes onde
se observa maior concentragdo de tensdes e que exijam maior poder
de sustentacdo do implante **°. Dentre as aplicacdes mais comuns,
bioceramicas sao indicadas para composicdo de articulacdes de
proteses e crescimento 0sseo, devido ao seu baixo coeficiente de
atrito ',

As bioceramicas podem ser divididas em diversos grupos de acordo
com sua interacdo com o tecido. De modo geral, os grupos sao das

ceramicas bioinertes e ceramicas bioativas *'.

Como exemplos de
ceramicas bioinertes aparecem alumina (Al,O3), zircOnia (ZrO;) e
dioxido de titanio (TiO3). Ja no grupo de ceramicas bioativas, ou seja,
gue induzem uma atividade biologica, encontram-se a hidroxiapatita
(Ca10(P0O4)s(OH)2) e o fosfato tricalcico (Casz(P0O4)2), que fazem parte

do grupo dos fosfatos de calcio e o biovidros.
3.3.1 Fosfato de Calcio

Os fosfatos de calcio (CaP’s) sdo classificados como pertencentes a um grupo
de materiais ceramicos que possuem grande importancia na area dos

biomateriais 2*685051

Essa importancia é justificada pela presenca de
elementos nesses materiais, que também sdo encontrados no constituinte
mineral de ossos e dentes, proporcionando assim maior biocompatibilidade
entre biomateriais feitos de CaP’s e dentes e 0Ss0S, ou seja, existe uma
similaridade quimica entre esses materiais e 0 constituinte mineral de 0ssos e

dentes #®. Juntamente com essa caracteristica, os CaP’s também possuem
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boa bioatividade e capacidade de ser reabsorvido pelo organismo, o que leva a
utilizacdo desses materiais em intervencbes voltadas & recuperagdo ou
substituicdo de tecido 6sseo 3'%°0°253 A pioatividade dos fosfatos de célcio é
definida como ligagao entre a interface de contato biomaterial/osso, que leva a
uma interacdo quimica e proporciona a formacdo de uma camada fina

> A biocompatibilidade, ja

composta de apatita biolégica na superficie
mencionada anteriormente, se da pela proximidade de composi¢cdo entre 0s
valores da relacdo CaP’s e tecido 6sseo e dentes humanos % A reabsorcéo,
por sua vez, ocorre pela degradacdo que o biomaterial sofre, possibilitando a
formacdo de um novo tecido 6sseo, o qual se instala no local antes ocupado
pelo implante e favorece a adesédo e proliferacdo de osteoblastos, através de
um molde ou padrédo 8. De modo genérico, os biomateriais ceramicos possuem

uma ordem de degradagéo como segue:

CaHPO,. 2H,0 (DCPD) > CaHPO, (DCPA) > CagHa(PO4)s.5H50 (OCP) >
Caz(POs), (a-TCP) > Caz(POs)2 (g-TCP) > Caig(PO4)s(OH). (HA)

Essa degradacdo € consequéncia da reabsorcdo do material, que se relaciona
com o pH do meio fisiologico, com o produto da solubilidade, além de fatores
biolégicos como presenca de leucdcitos, dentre outros *.

Além da proporgédo Ca/P ja citada (secao 3.2.2), existem outras caracteristicas
gue sao também importantes nos CaP’s, Uma delas € o carater acido ou
basico, que é consequéncia da interacdo entre o0s reagentes utilizados na
formac&o do fosfato, de acordo com a regra de interacdo &acido-base ®*°. Nessa
interacdo, uma menor quantidade de calcio, em comparacdo com o fosforo,
acarreta em maior acidez do produto formado e uma maior solubilidade do
fosfato de calcio em solucdes aquosas, ou seja, tem-se uma maior solubilidade
para os fosfatos em meios acidos e menor solubilidade em meios alcalinos 2. A

figura 3 mostra a relacao entre a solubilidade e o tipo de fosfato de calcio.
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OH OH OH
HPO, —— HPOp; o2 HPOZF 2 POQ
H,0 ﬂ H0 H,0°
Ca(H,PO,), H,0
H,PO,),
Ca(H,PO0); CaHPO, 2H.,0
CaHPO,
b Ca,(HPO,)(PO,), 5H.0
R Ca,(HPO XPO,).{(OH)
.
e Ca,(PO,)(OH),
pH
0.5 1.00 1.33 150 167 CaP

Figura 3 — Variacdo da solubilidade em agua de varios fosfatos de calcio obtidos por acido
fosférico neutralizado em relacdo a relagao céslscio e fosforo (Ca/P). Adaptado de LEON, 2009

Aléem de célcio e fosforo, os biomateriais de compostos de fosfato de calcio

também podem apresentar agua incorporada, hidrogénio e, obrigatoriamente,

apresentam oxigénio em sua composicao *°.

Os ortofosfatos de calcio existentes sdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2 - Ortofosfatos de célcio existentes e suas propriedades. Adaptado de DOROZHKIN,

2017; LEON, 2009 e VASQUEZ, 2016 ****,

RELAGAO 5 SOLUBILIDADE a
COMPOSTO FORMULA
Ca/P 25° C, - LOG(Ks)
Fosfato Monocélcico
0,5 . Ca(H2PO4)2.H20 1,14
Monohidratado (MCPM)

Fosfato Monocélcico Anidro

0,5 Ca(H2PO4)2 1,14
(MCPA)

Fosfato Dicélcico Dihidratado

1,0 CaHPO,-2H,0 6,59
(DCPD)
1.0 Dicalcium phosphate (DCPA) CaHPO, 6.90
1,33 Fosfato octacélcico (OCP) Cag(HPOy4); (PO4)4-5H,0 96,6
15 a-Fosfato tricélcico (a-TCP) a-Cas(POy): 25,5
15 B-Fosfato tricalcico (B -TCP) B-Caz(PO.). 28,9
-~ Ca,H,(PO.)..nH-0,
1,2--2,2 Fosfato de Célcio Amorfo (ACP) 25,7 -32,7
n = 3-4,5; 15-20% H,0

Hidroxiapatita Deficiente em Cay0x(HPO4)X(PO4)s-x

15-1,67 . ~85
Célcio (CDHA) (OH)24(0 < x< 1)

1,67 Hidroxiapatita (HA) Cay0(PO4)s(OH). 116,8
1,67 Fluorapatita (FA) Cay0(PO4)sF2 120,0
1,67 Oxiapatita (OA) Cayo(PO4)e° ~69
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2,0 Fosfato Tetracalcico (TTCP) Cay(PO,)° 38-44

Dentre as variagfes de CaP’s, existem os cimentos de fosfato de calcio como
0s mais biocompativeis e dentro desse grupo encontram-se os fosfatos
tricélcicos (a-TCP, a’-TCP, g-TCP e y), sendo o a-TCP o0 mais comumente
utilizado e que da origem a CDHA (biomaterial reabsorvivel) por uma reacéo de

hidrélise &°°.

3.3.1.1 aTCP

O ao-TCP [Ca3(PO4),] € um sal de fosfato tricAlcico com uma estrutura
monoclinica e relagdo Ca/P igual a 1,5. Essa fase se mantém estavel no
intervalo entre 1125° C e 1430° C, abaixo disso ocorre a formacédo de outro
fosfato tricalcico também comum em aplicagbes médicas, o g-TCP (estrutura
romboédrica) que é estavel em temperaturas até 1125° C. A utilizagdo do o-
TCP é comum em aplicacbes na area da saude, em especial na ortopedia
devido a sua bioatividade "°*"*", A densidade teérica desse sal é de 2,863
g/em® 8. Além dessas duas fases citadas, existe a fase o’-TCP, também
conhecida como superalfa que é estavel em temperaturas acima de 1430° C

3757 ¢ a fase v, que ocorre em elevadas pressodes *°.

A obtencédo de a-TCP é possivel pelo aquecimento de compostos precursores
aos niveis térmicos citados acima, contanto que esses compostos possuem
fons Ca** e PO, em sua composicado e que a presenca desses fons respeite a
relacdo Ca/P igual a 1,5 >’. Os precursores mais comumente utilizados na
obtencdo de a-TCP e os produtos obtidos do CaP em questdo sdo mostrados

nas equacdes 1, 2, 3 e 4 que seguem **°.

C&COg(S) + 2C&HPO4(S) - GC83(PO4)2(5) + COz(g) + H,O D

3C&CO3(S) + 2NH4H2PO4(S) - GC83(PO4)2(S) + 3C02(g) + 3H,O + 2NH3(g) (2)

CaCOgs) + CazP207(s) 2 aCaz(POa4)zs) + COxg) 3)
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Ca10(PO4)6(OH)2s) + 2CaHPO4s) 2 4aCaz(POa)zs) + 2H20(g) 4

A equacdo 5 representa a transformacao da hidroxiapatita deficiente em célcio
(CDHA) em a-TCP por decomposicdo térmica em temperaturas acima de
1150° C. Apesar de existirem outros méetodos de obtencdo dessa fase, essa,
juntamente com a metodologia citada acima de aquecimento de precursores,
que contenham fons de célcio e fosfato (Ca** e PO,%), esta entre as mais

utilizadas para obtencdo de a-TCP 8.

Cag(HPO,)(PO)s(OH)s = 3aCas(POu)zs + Hz0 T > 1150° C
5)

3.3.1.2 CDHA

A hidroxiapatita deficiente em calcio € um fosfato de calcio similar a
hidroxiapatita biologica, com relacdo Ca/P variando entre 1,5 — 1,67, e €
formada a partir da reacdo de hidrélise, comumente da fase a, sem que a
relagéo Ca/P seja alterada 2%’

A fase mineral de ossos e dentes € composta em sua maioria pela apatita
biologica e, sendo a CDHA similar a esse mineral, ocorre interacdo quimica
entre CDHA e matriz 6ssea, que culmina no favorecimento da proliferacdo de
células como fibroblastos e osteoblastos ®. A reacéo da equacéo 5 representa o
inverso desse fendmeno 2. O processo ocorre por dissolucdo com liberacéo de
ions de calcio e fésforo em solucéo, até que ocorra a supersaturacdo desses
fons. Em seguida, acontece a precipitacdo ou nucleacdo da nova fase ao redor
das particulas do pé de a-TCP e crescimento de cristais de CDHA, que se

apresentam na forma de agulhas ou de placas petaloides *°”.

A formacéo dos cristais de CDHA esta diretamente ligada a cristalinidade do
po, que da origem a esse material. Quanto maior a cristalinidade do p6, menor
sua capacidade de dissolucdo e com isso, menor a concentracédo de Ca*" e
PO,> durante a reacdo de pega, assim é possivel reduzir a ocorréncia de

supersaturacdo desses fons *°.
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3.4 Cimento de Fosfato de Calcio

O cimento de fosfato de célcio (CFC) foi patenteado nos anos 80 por Brown e
Chow (TTCP + DCPD + &gua) °, descrito anteriormente por LeGeros et al. 3°°°°
e utilizado comercialmente pela primeira vez nos anos 90 para tratamento de
defeitos maxilofaciais e fraturas 3. Esse cimento é formado pela combinacéo de
um ou mais pés de ortofosfatos (fosfatos) de célcio, misturados a uma solucéo
aquosa, que pode ser solugcédo tampéao fosfato (sigla em inglés PBS), solugéo
aquosa de ortofosfato de sodio ou agua, dentre outras solu¢des aquosas

possiveis 23060,

Devido a sua habilidade de reparo, crescimento e
regeneracdo 6ssea, as formulacdes de CFC sdo chamadas de cimento de
fosfato de célcio 6sseo (CFCO) % Este material possui também a importante
caracteristica de endurecer em contato com tecido vivo com baixas
temperaturas de reacdo de pega, diferentemente dos cimentos acrilicos (muito
utilizados em cirurgias ortopédicas), que liberam calor durante a cura devido a
reacdo de polimerizacéo 2.

Os CFC’s déo origem a basicamente dois produtos distintos, a CDHA -
Cag(HPO,4)(PO4)sOH e HA Caio(PO4)s(OH)2 - ou a Brushita - CaHPO4.2H,0 -
(DCPD). Para obtencdo da DCPD ocorre uma mistura & seco de dois
ortofosfatos de calcio distintos, um basico e um acido, buscando um
endurecimento da pasta cimenticia por reacdo acido-base; ou ainda uma
mistura de fosfato de calcio com um acido (H3PO,). Ja na obtencdo da CDHA a
pega ocorre por reacdes de hidrolise do pd cimenticio que promove o
endurecimento do material como observado anteriormente (vide secao 3.3.1.2)
8,37-

A mistura do p6 de fosfato de célcio com a solucdo aquosa produz uma pasta
moldavel e viscosa, que se torna uma massa firme em poucos minutos.
Quando a massa esta rigida o suficiente, ela pode ser colocado no local do
defeito substituindo o osso danificado e possibilitando um manuseio rapido e
pratico na mesa de cirurgia 2.

A porosidade desses cimentos varia entre 30% e 50% dependendo das

condi¢cBes de processamento aplicadas. A relacado liquido/po (L/S) utilizada tem
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efeito direto sobre a porosidade do cimento, enquanto que o tamanho das
particulas dos pos misturados inicialmente influencia no formato dos gréos.
Esses graos podem ser na forma de agulhas ou de placas petaloides, sendo os
cristais no formato de agulhas obtidos com graos mais finos e os formatos de
placas, obtidos com graos grosseiros. A Figura 4 representa essas relacoes e

04/ e |
fm"\

as consequéncias das variacées das mesmas *%°.
a) Tamanho de particula b) Razao liquido/po
p B = &%
finas aciculares LB e entre agregados
i
Particulas Cristais. P elevado Maior disténcia
grosas petaloides entre agregados
- L/P Fixo (0.65mL/g) <6 Tamanho de particula fixo (fino)
o 064 '\ o . J .osmm
3. | g ooe | 1 0.65miig

A X
\,,"

2 /; \) ll‘ o1

0 00+ - -
0007 o000 o 1 " 100 000 o o 1 10 100
Didmetro de poro (um) Didmetro de poro (um)

A

Figura 4 - Influéncia do tamanho de particula e a razéo L/P na porosidade intrinseca do CFC.
Fonte: VASQUEZ, 2016 °.

Algumas das principais vantagens do cimento de fosfato de calcio sao:

» Contato osso e implante satisfatorio;

» Biocompatibilidade, bioatividade, osteinducéo e osteogénese;

» Nao necessita de que a cavidade seja moldada,;

» Minima cavidade;

> Preparacéo realizada durante o procedimento cirGrgico °%2,
A biocompatibilidade do CFC, juntamente com outras propriedades como
estequiometria variavel, biofuncionalidade, propriedades de dissolucéo,
porosidade intrinseca, além de sua reacdo de pega, sem liberacdo de calor,
tornam esse material uma matriz interessante para transporte de

medicamentos em processos de liberac&o controlada de farmacos *"%.

A principal desvantagem do cimento de fosfato de calcio € sua baixa
resisténcia mecanica, que limita sua aplicacdo a locais de pouca solicitacdo
3525 seu endurecimento ocorre por processos de dissolucdo do pé cimentante,

seguido de precipitacdo de um DCPD ou CDHA. Nesse processo ocorre a
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dissolucdo de ions de fosforo e de calcio como mencionado na secdo 3.3.1.2,
culminando num processo de nucleacdo e crescimento de nova fase com a

morfologia caracteristica >®

3.4.1 Cimentos Apatiticos

Os cimentos apatiticos sdo chamados assim, porque seus produtos finais sdo a
hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH), - HA] ou a CDHA [Cag(HPO.)(PO4)s(OH)],
sendo a HA é obtida por reacdo acido-base mostrada na Eq. 6 e a CDHA é

obtida pelo inverso da reacéo da Eq. 5, mostrada na secdo 3.3.1.1 3883,
2Cay(P04),0 + 2CaHPO,4 > Cajp(PO4)s(OH), (6)
[ Oniwwmponeme ‘ Miltiplos componentes
| Reativos aTCP TTCP + DCPA/DCPD
3aCa PO, + H,0 2Ca,(P0,),0 + 2CaHPO,
Reagdo | _Cypeonponomn PO,
B Z‘zgz L Hidrdlise Acido - Base
O ”0. 0

- -
Ocm 3‘

e

Figura 5 - Caracteristicas dos cimentos apatiticos. Adaptado de VASQUEZ, 2016 ®.

Mecanismo de pega e
morfologia cristalina

A hidrélise que ocorre na formacdo da CDHA, como pode ser vista a esquerda
da Figura 5, leva a um produto com menor grau de cristalinidade se comparada
com a HA estequiométrica. Sua alta biocompatibilidade se justifica pela
similaridade estrutural entre CDHA e apatita bioldgica encontrada em 0ssos e

dentes 38,

3.4.2 Cimentos de a-Fosfato Tricalcico
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7

O cimento de a-fosfato tricalcico (a-TCP) *®%% & um cimento de grande
importancia, por formar como produto um fosfato de calcio semelhante a
hidroxiapatita biol6gica, além de possibilitar reacdo de pega em temperaturas
proximas as temperaturas do corpo humano %', A hidratacéo do cimento a-
TCP, para obtencdo da hidroxiapatida deficiente em calcio, foi descrita pela
primeira vez por Monma e Kanazawa (1976), que realizaram testes de variacéo
de temperatura e pH durante a reacdo de hidrélise ®. O controle da cinética de
reacao € obtido através da variacdo de parametros mencionados (tamanho de
poros, relacdo L/P e composicdo quimica da fase liquida) e também pela
utilizacdo de diferentes aditivos no liquido, os quais promovem a reducdo do
pH e, consequentemente, o aumento da dissolucdo do p6 do cimento 8.

A hidrdlise esta ligada inicialmente a area superficial do p6 de cimento. Apos a
formacé&o dos primeiros cristais de CDHA, esses passam também a interferir na
reacao de hidrdlise. Cristais que envolvem por completo o grédo, formando uma
camada espessa, dificultam o processo de difusdo do liquido, influenciando
assim na reacao de hidrolise. A aceleracao da difusédo de liquido ocorre quando

a camada de CDHA é descontinua, fina e possibilita a passagem de ions .

3.5 Cimentos de Fosfato de Calcio como Sistema de Liberacdo de

Farmacos

As rotas de administracdo de medicamentos encontradas como opc¢des em
tratamentos podem ser sistémica, oral (mais usual) ou local, como mostrado na
Figura 6. A busca por meios eficientes de administracdo de medicamentos
levou a utilizacdo de biomateriais como formas de controle das concentracdes
terapéuticas em um tratamento °°.

s 2. Local
1. Sistémico

Figura 6 - Rotas de administracdo de medicamentos. Adaptado de TIBBITT et. al. 2016 *°.
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Os cimentos de fosfato de célcio sdo muito indicados como meios de transporte
de medicamentos e alvo de diversos estudos, com intuito de melhorar as
propriedades desses biomateriais, buscando a ampliacdo de sua utilizacdo no

3,14,19,25,46,51,61,67-69 Esse

campo de liberacdo controlada de farmacos
biomaterial, com incorporagcdo de medicamentos, € indicado para tratamento de
enfermidades como osteomielite, tumores 6sseos e osteoporose, dentre outras

doencas que atacam o tecido 6sseo >

s

A escolha desse cimento para aplicagcbes locais de medicamentos, €
interessante devido as suas propriedades (biocompatibilidade, bioatividade,
osteoconducdo, osteogénese, bioabsorcao), além de possuir porosidade
adequada para essas aplicacdes, habilidade de incorporar drogas, manté-las
num determinado espaco em sua estrutura e liberar a substancia
controladamente *'%®. Qutro fato muito importante, jA4 mencionado
anteriormente, é a temperatura de cura do CFC que é baixa (reacdo de pega
ocorre em temperatura ambiente), o que reduz o risco de inflamacgéo no local
onde o biomaterial € aplicado, risco esse que € maior durante a reacdo de

polimerizacdo do cimento acrilico 3786270-72

3.5.1 Porosidade

Um destaque especial deve ser dado a relacdo entre porosidade e difusdo de
farmacos, por ser um parametro fundamental no controle da cinética de
liberacdo de medicamentos. Porém, essa mesma porosidade limita o uso
desse cimento em locais onde se fazem necesséarias aplicacbes de cargas

elevadas 36! 94

Os parametros relevantes na porosidade que possuem
grande peso na eficiéncia da liberacédo de farmacos incorporados em CFC séo:
0] a porcentagem de porosidade total;
(i) o tamanho dos poros, sendo classificados em macroporos ou
microporos;
(i)  a conectividade dos poros que leva em consideracdo a presenca de
canais entre 0s poros, assim como sua quantidade e distribuicdo na

matriz;
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(iv) o formato dos poros “°.

O controle da porosidade na matriz ceramica esta diretamente relacionado a
guantidade de liquido utilizado durante a preparacédo da pasta. Uma relagcéo
L/P maior acarreta em maior presenca de poros no cimento obtido ®*. Logo é
possivel concluir que uma maior relacdo L/P culmina numa aceleracdo na
velocidade de liberagdo de medicamento em um sistema de liberacdo de
farmacos. Além desse fator, o aumento da presenca de poros abertos e
aumento do diametro dos poros também elevam a taxa de difusdo dos
farmacos, levando a uma cinética de liberacdo mais acelerada °.

A microporosidade (tamanho de poros < 10 ym), que possibilita uma maior
incorporacao de fluidos corporeos, pode ser controlada durante o processo de
sinterizacdo, com tamanho dos poros dependente da composicdo do material e
do ciclo térmico utilizado *'. J& a macroporosidade (tamanho de poros = 100
Mm) possibilita o armazenamento de colénias de células. O tamanho dos
macroporos pode ser controlado pela adicdo de substancias organicas, como
por exemplo, naftaleno e particulas de sucrose, que sublimam ou calcinam em

ambientes de altas temperaturas %73,

A conectividade, assim como a morfologia, tamanho e quantidade de poros é
fundamental para manter as moléculas de drogas dentro da matriz, até que
essa entre em contato com os fluidos corpéreos “°.

Para diferentes morfologias de poros em uma matriz, ocorrem alteracdes na
cinética de liberacdo e serdo encontrados padrdes de liberacao diferentes. A
forma dos poros pode ser alterada devido a absor¢cdo de CFC, ou ainda pela

formacdo de CDHA na superficie do cimento ou no interior dos poros %2,

3.5.2 Cinética de Liberacéao

A area superficial, que esta ligada a porosidade da matriz, é de grande
importancia durante a liberacdo. Ela é variavel determinante na quantificacéo
de farmaco liberado em um determinado intervalo de tempo em estudos de
cinética de liberacdo. A lei de Higuchi, uma das mais conhecidas para

determinacdo de cinética de liberacdo de medicamentos em testes de
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liberacdo, é valida para os primeiros 60% de medicamento liberado em solucéo
durante teste. A Equacao 7, utilizada, nos casos em que a liberagcdo ocorre de
acordo com a Lei de Higuchi, tem como uma de suas varidveis a area

superficial da matriz *"%41961,

M, = A*M,[DCs(2C,-Cs)t]*? )

Onde M; é a quantidade de farmaco liberado por tempo t; M, € a quantidade
total de medicamento; A € a area superficial da estrutura; D é o coeficiente de
difusdo da matriz; Cs é a solubilidade de farmaco na matriz; C, é a
concentracéo inicial de farmaco na matriz ***?>®!_ Existem outros modelos que
buscam explicar a cinética de liberacdo de farmacos por outros fendmenos,
sendo que para determinar a cinética de liberacdo mais adequada, para o
sistema estudado, € preciso utilizar varios modelos e comparar os parametros,
verificando qual deles é o mais aceitavel, levando em consideracéo requisitos

pré-determinados de validacdo #+2°.

O cimento de fosfato de calcio, utilizado com incorporacdo de medicamentos,
funciona como um limitante da quantidade de farmaco liberada no local onde a
intervencdo se faz necessaria. Assim, é possivel evitar quantidades acima do
necessario, que poderiam causar efeitos colaterais danosos ao paciente, ou
doses abaixo da concentracao inibitéria minima (sigla em inglés MIC), que

culminariam em um tratamento ineficaz "1%:61:67:68

Resumidamente, a matriz cimenticia € tida como regulador da liberacdo do
farmaco, a qual tem relacdo direta com a microestrutura do cimento, taxa de
degradacéo do fosfato de calcio, solubilidade do medicamento e ainda com a

345 Outro fator de alta

natureza das interacbes entre matriz e farmaco
relevancia, na difusdo de farmaco, € o fato de que a matriz possui uma
velocidade de degradacdo consideravelmente menor, em comparagdo com a
taxa de liberacdo do farmaco, o que justifica o controle da liberacéo de farmaco

ser principalmente pelo processo de difuséo através da matriz de cimento %%,

Um fenébmeno comum, durante a liberacdo de muitos farmacos, ocorre nas
primeiras horas do contato entre tecido e biomaterial. Nos primeiros momentos,

a quantidade de farmaco liberado é relativamente alta, devido a maior area
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superficial em contato com liquido, sendo esse efeito mais expressivo em
biomateriais com porosidade elevada. Trata-se da liberagdo da grande parte do
farmaco, proporcionando quantidades elevadas do medicamento em contato
com os fluidos corpéreos e provocando um fendmeno chamado de exploséo de
liberacdo “°. A Figura 7 mostra um perfil tipico de liberacdo variando com o
tempo.

Liberagado de farmaco acumulada

>

tempo

Figura 7 - Trés regi6es de uma curva tipica de cinética de liberacdo de farmacos. Adaptado de
PARENT, 2017 *°.

Vale lembrar que nem todos os perfis seguem esse comportamento, podendo
se alterar de acordo com as variaveis ja citadas ou ainda por outros parametros
ndo mencionados, mas que sao também importantes e que mudam

dependendo do sistema de liberag&o estudado %2697,

3.6 Farmacos

Os farmacos incorporados em matrizes, para liberacdo controlada, sdo de
varios tipos. Dentre os varios grupos de medicamentos com aplicacdes
especificas, existem os grupos dos antibiéticos que controlam o crescimento e
eliminam bactérias; e os anestésicos locais, que inibem a dor por determinados
periodos. No grupo do antibiético, dentre os mais comuns, encontram-se a
vancomicina, a quinolona, as penicilinas e o sulfato de gentamicina. Esses

farmacos sdo aplicados de formas variadas, dependendo do seu efeito
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colateral e da forma como se apresentam quando da administracdo em
tratamentos °.

Nos grupos dos anestésicos locais (AL) pode-se citar a EMLA (Mistura Eutética
de Anestésico Local), o cloridrato de levobupivacaina, o cloridrato de
bupivacaina, o cloridrato de lidocaina (CL) "’®. Os trés dltimos AL’s pertencem
a classe dos amino-amida, sendo o CL um farmaco de grande utilizacao,
servindo de comparacéo para determinac&do da poténcia de outros AL’s ’.

Para o presente estudo, o0 SG e o CL foram escolhidos devido ao historico
frequente de utilizacdo desses farmacos em estudos de liberacdo, além da
contraindicacdo ao uso oral, no caso do SG "2 e da consolidacdo de seu uso
como anestésico local, no caso do CL.

3.6.1 Sulfato de Gentamicina

O SG € um antibiético e como tal tem a funcdo de inibir a multiplicacdo de
bactérias e outras infec¢des, buscando também a eliminacdo das mesmas
1757118 T A aplicagdo desse farmaco é usual como carga medicamentosa em
cimentos 6sseos "*°. Antibiéticos sdo usados frequentemente em cimentos
0sseos na fixacao e revisdo de proteses de joelhos, buscando evitar infeccbes
19-

O SG (CeoH125N15025S8) ° é um medicamento pertencente & classe dos
compostos conhecida como antibidticos aminoglicosideos, que foi isolado
primeiramente por Weinstein et al. em 1963, em consequéncia da fermentacao
de duas espécies provenientes do género Micromonospora (Micromonospora
purpurea e Micromonospora echinospora %84 Sua utilizagdo é comum em
conjunto com outros antibidticos para tratamento de infec¢cdes severas, com
aplicacbes em tratamentos de endocardite, pneumonia em pacientes
hospitalizados e como terapia complementar em casos de meningite por listeria
13 E efetivo também contra bactérias Gram-negativas (por exemplo,
Escherichia Coli) e alguns Gram-positivas (por exemplo, Staphylococcus

aureus) %2, A gentamicina ndo é metabolizada e sim basicamente descarregada
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dentro do espago extracelular, antes de ser excretada pelos rins através de
filtragdio glomerular ",

O uso desse medicamento é limitado devido aos efeitos potencialmente
adversos como ototoxidade (nocivo a regido coclear) e nefrotoxidade (nocivo
aos rins), resultado do uso em grandes quantidades e em tratamentos de areas

extensas "®!. Na Figura 8 é possivel observar a féormula estrutural do SG.

Figura 8 - Formula estrutural do sulfato de gentamicina.
Fonte: PubChem.

O SG é encontrado como po6 branco de sal de sulfato perolado e higroscopico
’. N&o é possivel ser absorvida por via oral, sendo sua rota de administracéo
por injecdo intravenosa lenta ou injecao intramuscular, normalmente trés vezes
ao dia "**. A dose Unica é indicada como medida profilatica para cirurgias ou
procedimentos invasivos, como  colangiopancreatografia  retrograda
endoscopica (exame do sistema digestivo que inclui vesicula biliar, pancreas e
canais de drenagem desse sistema) e também para tratamento de gonorreia,
sendo possivel que a Unica dose seja menos toxica e que apresente menor
risco de efeitos adversos 2.

Os variados efeitos colaterais resultantes da aplicacdo de doses inadequadas
em pacientes, impulsionam o desenvolvimento de tecnologias que possibilitem

a administracdo de doses localmente, reduzindo assim as ocorréncias de
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superdoses no organismo dos pacientes. A dose local proporciona um maior
controle dos riscos presentes na administragdo de medicamentos pelas vias
convencionais ’.

No caso da incorporacao de SG em CFC, ocorre um controle das dosagens de
medicamentos em contato com o local, o que torna esse medicamento mais Util
em tratamentos de enfermidades ligadas ao tecido 6sseo 3%,

O controle da liberacdo desse antibiético, pela matriz de fosfato de célcio
ceramica, se mostra interessante, em comparagao com as vias convencionais
de administracdo de medicamentos, por proporcionar aplicacdo de doses
apropriadas nos locais onde os métodos convencionais ndo conseguem
disponibilizar dosagens suficientes, como ocorre em aplicagfes de farmacos
para tratamento do osso avascular. Também existe a possibilidade de maior
controle dos niveis séricos do SG (acima de 12 pg/mL requer atencéo
especial), reduzindo os riscos de complicacbes devido ao excesso de

medicamentos na corrente sanguinea ’.

3.6.2 Cloridrato de Lidococaina

Os AL’s sdo medicamentos utilizados com o objetivo de promover bloqueio
temporario da conducéo nervosa, levando a perda das sensacfes e prevencao
de movimentos na regido onde o farmaco é absorvido, sem que isso provoque
a perda da consciéncia pelo paciente "*®_ Esse bloqueio se da pela acédo de
canais ionicos (de sodio) na membrana celular neuronal, impedindo a
neurotransmissdo do potencial de acdo ao longo dos neurbnios,
impossibilitando a transmissdo de informacdo a partir do sistema nervoso
central "7>8788

A utilizacdo desses anestésicos é bastante ampla, podendo ser empregada em
tratamento de queimaduras, cortes pequenos, inje¢cdes durante tratamento
dentéario, procedimentos obstétricos e cirurgias de grande porte .

O CL é o anestésico padrao que serve de comparacdo para os demais AL’s,
por possuir uma atuac¢do mais versatil, com uma acdao inicial rapida, que o torna

opcao mais frequentemente utilizado entre os farmacos para fins de analgesia
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(inibicdo da dor). Além disso, o CL (Ci4H23CIN,O) ® possui duracdo e
toxicidade moderadas e atividade tépica adequada, sendo também indicado
para tratamento de arritmia cardiaca com administracdo por via intravenosa,
em casos de urgéncia cardiolégica ou em cuidados intensivos %. A férmula

estrutural do cloridrato de lidocaina esta representada na figura 9.

N\/

“N 0 Cl—-H

Figura 9 - Formula estrutural do cloridrato de lidocaina.
Fonte: PubChem.

O CL apresenta anéis aromaticos em sua cadeia, que conferem um carater
hidrofébico a esse material, assim como ocorre em todos 0s anestésicos locais,
ou seja, uma variacdo de hidrofobicidade estd diretamente relacionada a
alteracoes nesse anel. A hidrofobicidade também se altera com modificacdes
no grupo amino, mais precisamente no nitrogénio pertencente a esse grupo °’.
Os mesmos anéis aromaticos, juntamente com o comprimento da cadeia de
hidrocarbonetos, geram uma interacdo entre a lipossolubilidade do AL e a
poténcia. Como resultado desse comportamento ocorre um maior efeito do
farmaco, devido a facilidade de penetracgdo na membrana celular '. A
guantidade de droga utilizada, durante a administracdo do farmaco, tem
relacdo com esse fenbmeno, porque uma maior poténcia resulta em uma
menor quantidade de farmaco requerida numa determinada aplicacéo ’.

Buscando a utilizacdo de farmacos em dosagens limitadas durante as variadas
intervencdes realizadas, sistemas de controle de liberacédo de farmacos podem

ser empregados, para que 0s anestésicos se mantenham encapsulados até
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chegarem a um determinado sitio e possam ser liberados em quantidades
adequadas com o passar do tempo.

Liberacdo controlada desses farmacos tem como vantagem trabalhar
propriedades fisico-quimicas, que podem vir a restringir o uso da droga em
certos casos como, por exemplo, solubilidade do medicamento em meios
aquosos. A possibilidade de contornar essas propriedades tem consequéncias
sobre o efeito terapéutico, sobre a absorcao e distribuicdo tecidual e provoca
também reducéo da toxicidade local e sistémica das drogas encapsuladas .
Os materiais utilizados como encapsuladores sdo também chamados de
carreadores, estando 0s lipossomas entre 0s mais interessantes materiais
utilizados para esse fim %.

O cimento de fosfato de calcio se mostra uma matriz interessante para
utilizagdo como carreador de cloridrato de lidocaina, possibilitando controle da
guantidade de farmaco liberada durante um procedimento, reduzindo a chance
de efeitos colaterais relacionados ao excesso de dosagens e ampliando a

utilizacdo do medicamento.
3.8 Métodos de Medic¢des de Liberacdo de Farmaco

Na realizacdo dos diversos estudos presentes em literatura sobre liberagéo
controlada de farmacos, existe a necessidade de determinacdo da quantidade
de farmaco, que se move de dentro para fora de uma matriz com o passar do

tempo, definindo assim o perfil de liberagdo desse sistema.
Existem varias técnicas com utilizacdo consolidada no estudo de liberacdo de

farmacos. Entre as mais utilizadas para essa finalidade existe a Espectroscopia

9,15-19,69,91,92

de Absorcdo no Ultravioleta Visivel (UV-Vis) , a Cromatografia

20-2274 o o ensaio de

23,24,72

Liquida de Alta Eficiéncia (sigla em inglés HPLC)

Imunofluorescéncia por Polarizacao (sigla em inglés FPIA)

3.8.1 Espectroscopia de Absorcao no Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

A técnica de UV-Vis é uma das técnicas mais antigas em espectroscopia

molecular, que teve sua formulagédo conhecida como Lei de Bougher-Lambert-
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Beer que foi apresentada em 1852. Gracas a essa formula, foi possivel
desenvolver a técnica de medida de quantidade de radiacdo absorvida por um

material em um determinado comprimento de onda (absorbancia) %, A
equacao 8 mostra a representacéo de Lei de Lambert-Beer.
A = ecl 8)

Onde A ¢ a absorbancia, € € o coeficiente de absortividade molar do material, ¢
€ a concentracdo das espécies absorbidas e | é a largura da cubeta de vidro ou
de acrilico, onde a solucgéo é colocada.

A absorcédo de luz, em funcdo do comprimento de onda, possibilita a obtencao
de informacdes sobre a movimentacao de elétrons em um material. A fracdo de
luz que é transmitida é descrita na equacéo de Lambert-Beer .

A solucao, da qual se deseja determinar, a concentracdo, é colocada em uma
cubeta com largura de 1 cm e, em seguida, essa cubeta é colocada dentro do
espectrofotdmetro para que a medicdo seja realizada. Uma segunda cubeta é
colocada com a solugcdo sem medicamento (branco), servindo de padréo para
gue o valor absorbancia obtido seja apenas aquele relacionado ao material
desejado.

Antes de realizar a medicdo das solucdes desconhecidas é preciso efetuar a
varredura de espectro, para que o pico de maior absorbancia do medicamento
estudado seja obtido e, com isso, € possivel aumentar a sensibilidade da
medicdo realizada. Em seguida, determina-se a curva de calibracdo (CC) do
material estudado. Ela €& obtida através da leitura de absorbancia de
concentragbes conhecidas da solucdo, para que, apdés obtida a curva
concentracdo definidas versus absorbancia, os valores de absorbancia das
concentracfes desconhecidas sejam inseridos na equacdo da reta resultante
da CC, possibilitando a determinacdo das quantidades de farmaco liberadas
em solucéo.

A grande vantagem do método UV-Vis esta na velocidade de medicdo. Em
guestdo de segundos os valores de absorbancia sao obtidos e podem ser

armazenados em um banco de dados. Além disso, 0 equipamento nédo
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necessita de um conhecimento avancado sobre a técnica por parte do
operador.

Uma desvantagem dessa técnica é o intervalo em que a medida de
absorbancia perde a sensibilidade, podendo fornecer valores mascarados
como resultado. Materiais que possuem coeficiente de absortividade baixo séo
dificeis de terem sua concentracdo definida pela técnica, do mesmo modo que
materiais com absorbancia, acima do intervalo de comprimento de onda limite
do equipamento, ndo podem ter a concentracdo determinada por essa técnica.
Outra desvantagem é a possibilidade de interacdo entre o material do qual se
deseja determinar a concentracdo e a solucao na qual ele esta disperso. Caso
se forme um composto entre esses dois materiais e esse possuir espectro de
absorbancia proximo ou idéntico ao do material de estudo, o valor de

absorbancia obtido ndo sera correto.

3.8.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia € um método analitico baseado em
propriedades fisicas e utilizado a mais de 50 anos *. Essa técnica envolve
diversos processos de separacdo de misturas com separacdo dos constituintes
de uma amostra, processos esses que se dao pela migracdo da amostra
através de uma fase estacionaria com a ajuda de um fluido %”. A utilizagéo
dessa técnica possibilita realizacdo de separacdo de misturas, identificacdo e
quantificacdo de seus componentes *®. A separacdo se da pela aplicacdo de
pressdes elevadas (chegando a 400 atm), obrigando a passagem do solvente
por colunas fechadas que possuem particulas muito finas de um material sdlido
adsorvente. Essa pressdo elevada forca a separacdo do solvente em
constituintes diferentes devido a afinidade relativa de cada componente do
solvente.

As particulas utilizadas nesse equipamento, chamadas de fase estacionaria,
sdo de silica ou polimeros, dentre outros materiais possiveis, e possuem

tamanhos variando entre 2 e 50 um. A fase mdvel nesse método € liquida e



33

dissolve a amostra sem qualquer interacédo. Os solventes comumente utilizados
sd0 4gua, metanol e acetonitrila 2.

Uma das vantagens da utilizacdo dessa técnica é a quantidade de solucéo
necessaria para realizagdo do ensaio (200 pL), que é muito abaixo da
quantidade necesséria para a realizagdo do ensaio por UV-Vis (aprox. 3 mL).
Além disso, € uma técnica simples, que possibilita manuseio de pequenas
quantidades de amostra (10 a 10*°g) .

Sua desvantagem estd na preparacdo das solugdes, que precisam estar bem

diluidas e posterior descarte das mesmas.

3.8.3 Ensaio de Imunofluorescéncia por Polarizagao (FPIA)

A técnica de Imunofluorescéncia por Polarizacdo (FPIA) se baseia no aumento
da fluorescéncia por polarizacdo das substancias estranhas ao organismo
(antigenos) marcadas por fluorescéncia, quando ligados por anticorpos
especificos 1. Trata-se de uma concorréncia entre o antigeno ndo marcado e
sua derivacdo marcada por fluorescéncia (marcador). O antigeno € medido
pela reducédo do sinal de fluorescéncia por polarizacdo que, por sua vez €
determinado pela reducdo das moléculas do marcador, capazes de se ligar ao

anticorpo em solucdo *°%.

Esse método tem como vantagens sua precisdo e sensibilidade de
determinacao de substancias. JA como desvantagem tem-se a limitacdo do uso

para moléculas pequenas como medicamentos e horménios pequenos %1%,

3.9 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS)

A técnica de EIS é uma técnica relativamente nova de caracterizacao elétrica,
bastante disseminada e que possibilita 0 acompanhamento de fendmenos

eletroquimicos diversos em materiais solidos, liquidos e dispositivos eletronicos

103-105 27 106

Nos estudos de células fotovoltaicas “°, células combustiveis e
corrosdo " existem muitos experimentos realizados com o uso dessa técnica

como meio de caracterizacdo de materiais, verificando o comportamento
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elétrico da amostra sem causar danos a mesma e com realizacdo de medicfes
rapidas "%,

A impedancia se refere a resposta de um material & aplicacdo de um estimulo
elétrico (sendo ele de corrente ou tens&o). E assumida uma invariancia virtual
em relagdo ao tempo das elétricas de um sistema material/eletrodo . No caso
da aplicacdo de tensdo em corrente continua, a resposta esperada é de acordo

com a primeira Lei de Ohm como mostrado na equacgao 9.
R=V/I (9)

Onde R é a resisténcia 6hmica, V € a tenséo e | é a corrente. Nesse caso, a
tensdo e a corrente se encontram em fase uma em relagdo a outra. Para essa
situacao, a variacdo dos valores de frequéncia nao tem efeito sobre os valores
de resisténcia, ou seja, a resisténcia € constante durante a variagcdo da

frequéncia como mostra a figura 10.

Corrente (1)

T T
Potencial (V)

Figura 10 - Definic&o de resisténcia Ohmica. Adaptado de SANTOS, 2007.*%.

Sendo assim, corrente e tensdo estdo em fase, o que significa que eles néo
possuem acréscimo nos valores de suas sendides, quando comparadas entre
si. A situacdo em que a resisténcia se apresenta como resisténcia ligada
somente a 1° Lei de Ohm (equacédo 8) ocorre quando a corrente continua é
aplicada '®.

No caso de aplicacdo de estimulo elétrico em que a tenséo aplicada é para
uma corrente do tipo alternada, o que se tem é a presenca de mais de um tipo
de resisténcia. Além da resisténcia 6hmica, proveniente da corrente continua,
também estdo presentes as resisténcias de capacitores e indutores, que

recebem o nome de reatancia. No caso da resisténcia 6hmica (parte real),
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energia gerada € dissipada na forma de calor, enquanto que no caso da
reatancia (parte imaginaria) a energia € armazenada em campos magnéticos
ou elétricos com perda de calor. Sendo por fim, a impedancia definida como o
modulo da soma das partes real e imaginaria **!°®. A equacdo 10 exibe a
representacdo do modulo de impedancia, mostrando a parte real (Z') e a parte

imaginaria (Z”) que a compde.
lz| = [(Z')* + (Z")*] (10)

No elemento indutivo a corrente esta atrasada e no elemento capacitivo a
corrente estd adiantada em relacdo ao potencial aplicado em funcdo da
frequéncia 1.

Durante as realizacdes das medi¢cdes de impedancia, um ponto de fundamental
importancia é a influéncia da perturbacéo do sistema quando da aplicacao de
um estimulo elétrico. Pode ocorrer maiores interferéncias no sistema quando
se aplica um potencial elevado e essa perturbacdo em excesso reflete nos
valores finais de impedancia. A adicdo de gas inerte durante as medicles, a
agitacdo magnética (AM) e a realizacdo de medicdes sem a adi¢cdo de farmaco
para posterior subtracdo dos resultados das medidas com farmaco, séo alguns
dos meios para reduzir a influéncia desse tipo de disperséo, tornando assim a
medida mais representativa dos fendmenos eletroquimicos, que ocorrem

durante a medig&o .

3.9.1 EIS para Liberacdo de Farmacos em Matriz de CFC

Um dos trabalhos encontrados sugerindo a utlizacgdo de EIS para
determinacdo de porcentagem de liberacdo foi publicado por COLPO et
al.(2015) °®. Nele sdo feitas medicdes de liberacdo de SG de matriz ceramica
de CFC do tipo a-TCP em PBS pH 7,0. Os estudos desenvolvidos por esses
pesquisadores foram utilizados como base para desenvolvimento do trabalho
em questdo. Nos trabalhos desses autores foi observada a variacdo dos

by

valores de resisténcia obtidos no diagrama de Nyquist, a medida que a
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quantidade de farmaco em PBS se alterava. O circuito equivalente (CE) obtido
foi do tipo R(RQ)(RQ).

PASQUAL et al. ' apresentaram no segundo trabalho encontrado em
literature, que trata sobre EIS em liberacdo para CL, resultados que mostram a
correlacdo entre os CE’s obtidos através dos resultados de EIS e a presenca
do farmaco na solu¢cdo PBS pH 7,4. Nos resultados desses autores o CE
encontrado foi de R(RQ)(RQ)(RQ), sugerindo a existéncia de uma interface de
ions proxima a interface eletrodo/eletrdlito, diferentemente das analises de
Colpo et. al. %,

Na utilizacédo de EIS, para medidas de liberacdo de farmaco, uma das grandes
desvantagens é a necessidade de grande conhecimento por parte do
pesquisador sobre a teoria que envolve a técnica, sem esse conhecimento é
impossivel realizar o estudo. Também é preciso grande conhecimento dos
fendmenos fisico-quimicos que envolvem o processo de liberagcéo de farmacos,
tais como os processos de difusdo, de transferéncia de massa, processo de
formacdo de dupla camada elétrica, de oxidacdo e de polarizacdo, dentre

outros.

3.9.2 Dupla Camada Elétrica

Quando se tem um sistema com eletrodos em contato com uma solu¢do, numa
célula eletroquimica, existem diferencas nas forcas que atuam sobre as
moléculas, quando estas estdo cercadas por espécies semelhantes ou quando
estdo em contato com outros tipos de espécies. Na regido de interface
eletrodo/eletrdlito existe de um lado a solugdo com um comportamento e
concentracdo de ions especifica, e do outro o eletrodo que apresenta um
carregamento elétrico diferente. Esses fatos provocam uma diferenca de
potencial na regido de interface e essa diferenca é chamada de dupla camada
elétrica. Trata-se de um processo anisotrépico resultante da interacdo entre
superficie do eletrodo de trabalho e eletrdlito. O processo envolve difuséo,
tensdo de superficie, densidade de cargas e adsorcdo de ions na superficie do

eletrodo.
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Existem varios modelos que tentam explicar os resultados experimentais
relacionados a dupla camada elétrica. O mais antigo é o modelo de Helmholtz
datado de 1879. Também existe 0 modelo de Gouy-Chapman e as propostas
de Stern, Grahame e Bockris '*!. Esse fendmeno se diferencia do fenémeno de
polarizacdo do eletrodo, pelo fato de ocorrer exatamente na interface. A
polarizacdo do eletrodo acontece préximo a essa regido, porém sem que
ocorra adsorcao sobre a superficie desse eletrodo, € uma fendmeno que ocorre

préximo a regiao de dupla camada.

3.9.2.1 Modelo de Von Helmholtz

Esse modelo foi o primeiro a sugerir a estrutura fisica da dupla camada elétrica.
Ele é conhecido como modelo de um capacitor de placas paralelas, como pode

ser observado na figura 11.

(b)

—_—
)
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Eletrodo

Co

X, X

Capacit
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Figura 11 - Modelo de Helmholtz (a) para um eletrodo de superficie plana e (b) a variagdo da
concentracdo na interface. Adaptado de BRETT, 1993 2.

A placa formada por adsorcdo na superficie do eletrodo (Fig. 11a) ndo tem
existéncia fisica concreta, trata-se do acumulo, de forma alinhada, de ions na
superficie do metal. A concentracao (C) nessa regido reduz, a medida que se
afasta da interface em direcdo ao centro da solucado (distancia x), como pode
ser visto na Figura 11b. Essa reducdo ocorre até o equilibrio na distancia
infinita em direcdo ao seio da solucao.

Esse modelo tem como uma de suas limitacbes os equacionamentos que
sugerem que a capacidade da dupla camada é independente do potencial do

eletrodo, o que na pratica ndo procede. Mesmo com essas restricbes, esse
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modelo € importante, por proporcionar uma anélise qualitativa do fenbmeno de

formac&o da dupla camada elétrica ****2,

3.9.2.2 Modelo de Gouy-Chapman

Gouy e Chapman foram dois pesquisadores que desenvolveram
separadamente o modelo de camada difusa, também conhecido como modelo
de Gouy-Chapman, com o objetivo de eliminar as limitagbes do modelo
proposto por Helmholtz. Esse modelo considera a variagdo da concentragdo de
jons também como agente importante na formacdo da dupla camada elétrica,
contribuindo para a formacdo de uma camada de espessura variavel e com
fronteiras indefinidas, diferente do que sugere o modelo de Helmholtz. Além
disso, nesse modelo as espécies estdo em movimentacdo constante, formando
assim a camada volumétrica difusa que da nome ao modelo. O perfil de
concentracdo nesse modelo € semelhante ao sugerido para o modelo anterior,
com aumento da concentracdo de espécies na interface e reducdo, a medida
gue se afasta dessa superficie e se aproxima do interior da solu¢cédo, chegando
a uma constante de concentracdo depois de percorrida uma distancia x, que

111,112

mede alguns angstrons A Figura 12 representa o modelo proposto por

Gouy e Chalpman.

Eletrodo - @ @ @

Y
Dupla camada _}‘ Camada difusa

Figura 12 - Modelo de Gouy-Chapman. Adaptado de BRETT, 1993 e TICIANELLI 2005 ",
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A limitacdo desse modelo esta em seu equacionamento, que € valido somente
em uma determinada regido de potencial e somente para solugdes diluidas,
fornecendo resultados com menor precisdo nessa analise, quando comparado

com o modelo de Helmholtz ***.

3.9.2.3 Propostas de Stern e Grahame

O fisico Otto Stern em 1924 sugeriu a consideracdo de que a distribuicdo
difusa dos ions, da camada que eles formam, comecasse na superficie do
eletrodo e ndo apos a dupla camada elétrica como resposta para as limitaces
da teoria proposta por Gouy e Chapman. Na pratica, a camada de dipolos do
solvente e as camadas de solvatacdo impedem que essa camada comece
desde a superficie do eletrodo. Os ions s6 se aproximam da superficie até
certa distancia como pode ser observado na Figura 13 1%,

IHP OHP

Cation hidratado

Adsorcdo especifica

Eletrodo -

Maxima aproximagdo Y T
da camada difusa — Camada difusa

Figura 13 — Proposta de Stern. Adaptado de TICIANELLI, 2005 ***.

Na imagem o termo IHP se refere a camada interna de Helmholtz e o termo
OHP se refere a camada externa de Helmholtz, que séo tidas como limites das
regides proximas a superficie do eletrodo.

Complementando a proposta de Stern, Grahame observou, através de

experimentos, a variagdo da concentracdo do eletrdlito influenciando na
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capacidade da camada difusa. Apds realizar os experimentos, Grahame
concluiu que a capacidade da camada difusa se eleva com a elevacédo da
concentragéo do eletrdlito.

Ainda, de acordo com a teoria de Grahame, a adsorcdo de espécies pode
ocorrer de duas formas. A primeira através de interacdo fraca entre eletrodo e
ions, que leva a aproximacao desses ions numa distancia igual ao diametro da
molécula de 4gua somado com o raio dos ions das moléculas de hidratacédo
presas 4 ele (méaxima aproximacéo da camada difusa) ™.

A outra forma de interagdo proposta na teoria de Grahame sugere que alguns
anions que possuem fraca capacidade de hidratacdo, se aproximam e
adsorvem na superficie do eletrodo, por possuirem forte interacdo com o
mesmo. Essa forte interacdo leva ao deslocamento das moléculas de agua,
fazendo com que esses ions figuem em contato direto com o eletrodo,

promovendo a chamada adsorc¢éo especifica.

3.9.3 Resisténcia a Polarizacao

A aplicacao de uma diferenca de potencial em um eletrodo, com a utilizacéo de
uma fonte externa, leva ao carregamento do eletrodo. Como resultado desse
carregamento, ocorre o direcionamento dos ions, que se encontravam
dispersos desordenadamente entre os eletrodos da célula eletroquimica. Os
ions, antes dispersos, se direcionam para a interface, assim como ocorre no
fendbmeno de dupla camada elétrica. Porém, como ja existem ions de carga
oposta a carga do eletrodo acumulados na interface, formando a dupla camada
elétrica, os ions seguintes que se aproximam sao repelidos, por serem de
mesmo sinal dos fons j& adsorvidos na superficie ***.

Juntamente com o efeito de repulsdo na interface eletrodo/eletrélito, ocorre a
formacédo de dipolos induzidos, que inibem ainda mais a movimentacéo de ions
na direcao da superficie do eletrodo. Esses, entre outros fendmenos, dificultam
0 acumulo de ions proximo a superficie do eletrodo e, consequentemente,
reduzem o efeito de polarizacdo do mesmo, aumentando a resisténcia a

polarizacdo .
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3.11 Voltametria Ciclica

Voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroquimica que possibilita obtencéo
de informacdes qualitativas e quantitativas relacionadas a uma espécie
guimica, através do registro de curvas tensado versus corrente. O que se tem
basicamente € a aplicacdo de um potencial seguida de medi¢cdes de correntes,
relacionadas ao intervalo de potencial desejado, com repeticdo de medi¢cdes
formando ciclos de oxidacéo de reducdo do sistema estudado. E uma técnica
amplamente utilizada no campo da eletroquimica ****°. A VC possibilita uma
rapida observacdo do comportamento redox sobre um intervalo de potencial
aplicado em um eletrodo, que se encontra imerso em uma solucdo, com
medicdo da corrente resultante dessa ciclagem de potencial **. O eletrodo que
sofre variacdo de potencial, dentro de um intervalo pré-definido, é chamado de
eletrodo de trabalho, seu potencial € controlado pelo eletrodo de referéncia. O
controle do potencial, que é aplicado atraveés desses dois eletrodos, pode ser
considerado um sinal de perturbacédo '®. A Figura 14 mostra o sinal de

perturbacao que é tido como uma varredura linear de potencial.

Ciclo 1. Ciclo 2

0,3

arredura
direta

Potencial V, versus SCE

: 5
5
Varredura ; '-\
reversa

inicial | | | | Eﬁnal
0 20 40 60 80

TEMPO (s)

0,8

Figura 14 - Sinal tipico de perturbacgéo para voltametria ciclica — um formato de onda potencial
triangular com potenciais de comutacao de 0,8 até -0,2V versus eletrodo de calomelano
saturado (SCE). Adaptado de KISSINGER, 1993 **.

O potencial de perturbacéo triangular varia o potencial do eletrodo entre dois
valores, que sdo chamados também de potencial de comutacéao.
Durante o processo Vvoltamétrico pode ocorrer difusdo das espécies

eletroativas, que sdo transportadas do seio da solucdo para a superficie do
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eletrodo. Caso ocorra agitacdo da solucdo, pode ocorrer transporte de espécie
por conveccdo e ainda pode ocorrer o0 transporte por migracdo, que é
governado pela presenca de campo elétrico, levando a movimentacdo das
espécies carregadas *°.
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4. MATERIAIS E METODOS

A metodologia usada neste trabalho envolveu inicialmente a preparacao dos
corpos de prova para liberacéo dos farmacos, neste caso, o cimento de fosfato
de calcio. Seguido da montagem do porta amostras para medidas elétricas,
selecdo do farmaco, liberagdo do farmaco e caracterizacdo. A metodologia

partiu de parametros estabelecidos por Colpo ’

, que iniciou os estudos de
liberacdo de farmacos em CFC por EIS no Laboratério de Biomateriais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (LABIOMAT). A Figura 15
apresenta um fluxograma da metodologia utilizada para o desenvolvimento do
trabalho para obtencéo e caracterizagdo das amostras CFC-C (controle), CFC-

L (com cloridrato de lidocaina) e CFC-G (com sulfato de gentamicina).

Controlet

Cimento de fosfato de calcio

Preparagdo dos corpos de prova

Pré-CFC-C Pré- CFC-L Pré- CFC-G

Estufa 37°C (72 horas
100 % umidade)

Estufa 37°C (72 horas
4 seco)
Ensaio in vitro (37°C)

Corpos de prova Pds-
Ensaio in vitro

IO ST
S

1) Controle = Cimento sem farmaco; 2) CL = Cloridrato de lidocaina; 3) SG = Sulfato de gentamicina; 4)
DRX = Difracdo de Raios X; 5) MEV = Microscopia Eletronica de Varredura; 6) RMC = Resisténcia
Mecéanica a Compressao; 7) MA = Método de Arquimedes; 8) GDL = Granulometria Difracdo a Laser; 9)
UV-Vis = Espectroscopia de Absor¢édo no Ultravioleta Visivel; 10) EIS = Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica.

Figura 15 - Desenho do estudo de libera¢@o de farmacos em matriz de CFC.
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4.1 Preparag&o das Amostras

As amostras de CFC-C foram obtidas por via térmica através de calcinacdo a
550° C de fosfato de dicalcico dihidratado (DCPD) por 5 horas, seguida da
mistura do gama pirofosfato (y-CPP), obtido ap6s a queima ao carbonato de
calcio (CaCOgs) na proporgédo de 0,3935 (CaCOg/ y-CPP) por 20 minutos. Por
fim, essa mistura foi sinterizada a 1500° C por 3 horas, resultando no fosfato
tricalcico na fase alfa. Os tratamentos térmicos aconteceram em um forno
mufla (SANCHIS) para a queima do DCPD e em um forno elétrico
(CARBOLITE) para a queima da mistura y-CPP + CaCOs. Ap0s resfriamento, o
material obtido foi macerado em almofariz de porcelana e peneirado em
peneira de malha ABNT 325#. A partir dessa etapa, o material passa a ser
chamado de cimento de a-fosfato tricalcico (a-TCP). A obtengdo do a-TCP é

representada na equacao 11.
CaCOgs + y-CayP,07 2 (a-DCHA)-Caz(PO4), + CO; (11)

Foram preparados trés grupos de amostras, um sem a adicdo de farmaco
fornecido pela empresa Cristalia, o segundo com adicdo de SG e o terceiro
com adicdo de CL, classificados em grupos controle e grupos testados em
liberagéo.

Os medicamentos foram misturados ao cimento mecanicamente com a ajuda
de uma espatula numa proporcdo de 1% para CL e 2% para SG. Essas
concentracfes foram escolhidas com o intuito de utilizar uma baixa quantidade
de farmacos garantindo, no entanto, uma porcentagem minima para que a
presenca desses medicamentos seja perceptivel. Essa necessidade esta
ligada, principalmente, a sensibilidade mais limitada do UV-Vis em comparacéo
com a EIS. Durante a preparacdo dos corpos de prova, a solucdo de fosfato
dissédico (Na;HPO,) 2,5% m/v foi adicionada para promover a aceleracdo da
reacdo de pega. A relacdo L/S, utilizada na preparacdo do cimento, com e sem
farmaco foi de 0,3 mL/g ®%°. Logo apos essa etapa, a mistura de cimento e
solucdo de Na,HPO, 2,5% m/v passou por vibracdo, a fim de facilitar a

conformacgao das amostras.
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As amostras foram colocadas em moldes de polipropileno e prensadas contra
0s machos dos moldes, em uma prensa uniaxial com carga de 1 ton por 30
segundos, resultando numa tensdo de compressado de, aproximadamente,
115,61 MPa. Apds a prensagem, as amostras foram retiradas dos moldes e
colocadas em estufa a 37°C a 100% de umidade durante 72 h e depois por
mais 72 h a 37°C em estufa a seco. As amostras obtidas possuiam dimensdes
de 12 mm (+ 0,1 mm) de altura e 6 mm de diametro (+ 0,1 mm) "*92>8,

Apbs preparacdo, as amostras passaram por teste de liberacao in vitro, sendo
posteriormente analisadas para comparagdo com caraterizacdoes feitas nos
CFC néo submetidos aos testes de liberacdo. No total foram caracterizados 2
grupos, sendo um deles composto de 3 tipos de cimentos submetidos ao teste
de liberacao in vitro e o outro composto de 3, que ndo passaram pelo teste de

liberacdo, de acordo com o esquema que segue na figura 16.

Pré-CFC-C
Pre-CFC-G
1 Pre-CFC-L

E Pos-CFC-C

Amostras Pré-teste
de liberagao

Amostras Pds-teste

de liberagao Los(FC G

( P&s-CFC-L |

Figura 16 - Nomenclatura das amostras estudadas.

4.2 Preparacao da Solucédo Tampao Fosfato

Uma solucdo tampéo foi utilizada com o objetivo de manter as condi¢cdes do
teste de liberag&o in vitro mais proximo possivel de um ambiente corpéreo. A
solucdo tampédo fosfato (Phosphate Buffer Solution — PBS) com pH 7,4 foi
obtida de acordo com o protocolo mostrado na tabela 3.

Tabela 3 - Solugéo tampao fosfato pH 7,4

Componentes Quantidade
Na,HPO, 2,0209g
NaH,PO, 0,33949

HCI 0,017 mL
NaOH Correcéo de pH
Agua destilada 100 mL
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Depois de adicionados e misturados os compostos, NaOH foi adicionado para
correcdo do pH caso ele ndo esteja em 7,4. Essa corre¢cao pode ser necessaria

dependendo do pH da agua destilada utilizada na preparacao.
4.3 Liberacédo de Farmacos

O teste de liberagéo in-vitro foi realizado em tubos de ensaio de 10 mL que
tiveram todo o volume preenchido com PBS. Os farmacos utilizados neste
trabalho foram escolhidos devido ao seu uso comum em testes de liberacao
controlada, impulsionado pela alta aplicabilidade em tratamentos, além da
impossibilidade de utilizagdo por via oral, obrigando um uso intravenoso e
intramuscular, no caso do SG.

Todas as amostras foram colocadas em tubos separadamente e mantidas sob
agitacdo e temperatura de 37° C em PBS pH 7,4 *® durante 15 dias. Para
garantir que toda a area superficial da amostra estivesse em contato com a
solucdo, uma tela de nylon foi colocada em volta da mesma, de modo a
proporcionar a sustentacédo da amostra, evitando que ela ficasse depositada no
fundo do tubo de ensaio, o que reduziria a area de exposicdo ao liquido
durante o teste.

O acompanhamento do processo de liberacéo foi realizado primeiramente de
forma continua, ou seja, com medi¢des de impedancia in situ continuadamente
durante a difusdo do farmaco do interior da matriz de CFC para o seio da
solucdo PBS. Ja no segundo estudo, passado cada intervalo de tempo pré-
erminado, foram retiradas, armazenadas e congeladas e novas quantidades de
PBS foram adicionadas para substituir a quantidade retirada "*°. Os tubos de
ensaio foram completados com nova PBS e retornados ao teste de liberagao.
No segundo caso, depois de terminado o teste de liberacdo, as solu¢cdes foram
analisadas por Espectroscopia de Absorcdo por Ultravioleta-Visivel no
Espectrofotdmetro de UV-Vis Varian Cary 100. Os valores de comprimento de
onda, com maior absorbancia dos dois farmacos encontrados durante a
varredura de espectro, foram de 249 nm para o SG e de 263 nm para o CL.
Através dessas informacdes foi possivel verificar a absorbancia de cada

amostra e correlaciona-la com a concentragdo de farmaco presente na solucgéo.
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A andlise por UV-Vis foi utilizada para validar o estudo dos fendmenos de
liberag&o utilizando EIS.

4.4 Célula Eletroquimica

Para a realizacdo das medidas de EIS foi necessario o desenvolvimento de
uma célula eletroquimica especifica, para realizacdo do ensaio durante o teste
de liberacdo de farmacos com capacidade de armazenamento de 10 mL de
solucdo. A célula de vidro utilizada. Com 14 mm de diametro e 97 mm de
altura, possui uma tampa de corti¢ca, onde estéo fixadas a chapa de platina com
as dimensfes 8 mm x 34 mm e espessura de 0,25 mm, definida como contra
eletrodo, e um fio do mesmo material com didmetro de 0,25 mm e comprimento
de 40 mm, definido como eletrodo de trabalho (sigla em inglés WE). Os
eletrodos foram feitos de platina devido a sua maior estabilidade, o que dificulta
a corrosdo desses materiais quando da aplicacéo de um potencial elevado **°.

A Figura 17 mostra o esquema da célula eletroquimica montada.

Eletrodo de Eletrodo de o
trabalho Tampa do recipiente

referéncia/Contra eletrodo\ / interno

Tampa do recipiente

I externo
Cimento de
/fosfato de célcio
&/
|_— Solugdo-Tampdo
4/
/Agua destilada
T_ p

Agitador magnético

Figura 17 - Célula eletroquimica para liberagéo de farmacos in situ continuadamente.

Buscando realizar as medi¢cdes de EIS com o maior controle possivel sobre as
variacGes dos parametros, foram realizados varios testes para padronizacao do
método de determina¢do da concentracdo de farmacos, liberada de uma matriz
de CFC para PBS. A tabela 4 mostra os diferentes parametros que foram

analisados nas varias medicdes de impedancia realizadas.
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Tabela 4 - Parametros variados durante a calibracao do método.
Parédmetros
Diferentes valores de amplitude de potencial AC
PBS para diferentes valores de BIAS
Com e sem injecdo de nitrogénio
Em ambientes com e sem AM
CFC-C em PBS

QBWINF-

Assim, foi possivel determinar um procedimento a ser seguido durante as
medicOes de liberacdo de farmaco in situ continuadamente e demais medicdes
de solugbes com concentragdes desconhecidas de medicamentos, buscando

correlacdo entre resisténcia e presenca de farmacos em meio aquoso.

4.5 Caracterizacfes do P6 de CFC e dos Corpos de Prova com e

sem Farmacos

4.5.1 Difracéo de Raios X (DRX)

A difracdo de Raios X foi realizada com o intuito de verificar as fases presentes,
observando a influéncia dos farmacos e do teste de liberagdo na obtencéo
dessas fases. As analises foram realizadas no difratdmetro Phillips X pert MPD.
A corrente utilizada foi de 40 mA com tensdo de 40 kV, num intervalo de

escaneamento de 20° até 60° e um aumento de 0,05°.

4.5.2 Granulometria por Difracdo a Laser

A técnica de granulometria por difracdo a laser foi utilizada para determinacao
do tamanho de particula do p6 do cimento, ap0s peneiramento em peneira
malha ABNT 325#. O equipamento utilizado para realizacdo das medic6es foi o
granulémetro CILAS ®, modelo 1180, que trabalha numa faixa de deteccéo de
0,04 a 2500 um. Nele foi possivel obter, além do tamanho das particulas, a
distribuicdo granulométrica das mesmas. Optou-se pela utilizacdo de alcool
isopropilico como meio liquido, buscando evitar a reacdo de hidratacdo nas

particulas do cimento decorrente do contato com a agua.
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4.5.3 Método de Arquimedes

Através do Principio de Arquimedes '?° foi possivel determinar a porosidade
total, a densidade aparente, a porosidade aparente e a absorcdo de liquidos
dos corpos de prova com e sem farmaco. Para tal foi preciso realizar a
pesagem das amostras para obtencdo do peso seco, peso Umido e peso
imerso. As amostras foram secas em estufa antes da determinagcdo do peso
seco e em seguida, colocadas em querosene por 24 horas a 37° C (£ 1°C) para
posterior determinacdo do peso Umido, com a ajuda de um cesto metalica
também submersa em querosene, no qual a amostra foi depositada como
sugerido na norma ASTM C20-00. A relacdo volumétrica liquido/sélido utilizada
foi de 50 °.

A utilizacdo de querosene, em substituicdo da agua comumente usada se deu
devido a possibilidade de reacao entre agua e cimento de fosfato de célcio. O
teste de porosidade foi realizado nas amostras antes do teste de liberacao.

A determinacdo da Densidade Aparente, que é tida como a relacdo entre a
massa da amostra e a massa de um volume de liquido total dessa massa, €

dada pela equacao 12.

PA = (). pl (12)

Pu-—Pi

Onde DA é a densidade aparente (g/cm®), Ps é o peso seco (g), Py, é 0 peso
umido (g) e P; € o peso imerso (g) e pl é a densidade do meio aquoso que, no
caso do presente estudo, é a densidade do querosene (pl = 0,82 g/cm®).
Utilizando o método geométrico, com o auxilio de balanca e paquimetro, foi
possivel realizar a determinacdo da porosidade total das amostras de acordo
com a equacéao 13.

DA

P=1- (—).100 (13)

DR

Onde P é a porosidade total, DA é a densidade aparente supracitada e DR é a
densidade real do CFC (2,86 g/cm®) °.
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A porosidade aparente (PA), dada pela porcentagem de poros abertos em uma
amostra, é calculada de acordo com a equacao 14.
Pu—Ps

PA = (—) .100 (14)

Pu-—Pi

Onde PA é a porosidade aparente, P, € 0 peso umido, Ps é 0 peso seco e P; é
0 peso imerso.
A Ultima equacédo (equacdo 15) utilizada, foi aquela relacionada ao calculo da
absorcédo de liquido (AbL) dada em porcentagem. Ela determina a quantidade
de liquido absorvido por uma amostra, quando da imersao em um liquido, ou
seja, a massa de liquido que a amostra absorve.
Pu—Ps

AbL = (P—S) .100 (15)

Nessa equacao AbL é a absorcéo de liquido, P, € o peso umido e Ps € o0 peso

SEeCO.

4.5.4 Resisténcia Mecanica a Compressao Axial

A resisténcia & compressado dos corpos de prova, com e sem farmaco, com
dimensbes de 6 mm = 0,1 mm de diametro e 12 mm + 0,1 mm de altura, foi
realizada em cinco amostras de cada tipo (CFC-C Pré, CFC-G Pré e CFC-L
Pré, CFC-C Pds, CFC-G Pos e CFC-L Pés) em maquina universal de ensaios
da marca Instron® de modelo 3369. A velocidade de compresséo aplicada nas
amostras foi de 1,0 mm/min numa célula de carga de 2 kN. A resisténcia a
compressao € obtida pela tensdo de ruptura de um corpo de prova, que é
dependente da forca que atua na area transversal, de acordo com a equacao
16.

a:% (16)

Onde o é a tensao de ruptura, F é a forca necessaria para provocar a fratura e

A € a area transversal do corpo de prova ensaiado. Os corpos de prova nao
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foram submersos em solucdo para evitar liberacdo de farmacos decorrente do

contato com liquido.

4.5.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

A andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada com o
objetivo de verificar a influéncia da presenca dos farmacos e do teste de
liberacdo na microestrutura do cimento, buscando relacao entre a presenca dos
medicamentos e possiveis alteracbes na morfologia do material. As imagens
foram obtidas das superficies de fratura do cimento, apds recobrimento com
uma camada de ouro. Foi utilizada tensdo de aceleracdo de 15 kV, com
magnificacdo de 4500X. O equipamento utilizado para essa analise foi o
microscopio modelo JSM 6060 da marca JEOL.

4.6 Anélise da Liberagcdo de Farmacos durante Teste in Vitro

As solucbes nas quais as amostras de CFC, com e sem farmacos, foram
imersas durante o teste de liberacdo in vitro e analisadas com a ajuda de duas
técnicas, o intuito foi de verificar os fendmenos relacionados ao teste e a
guantidade de farmaco que foi liberado nessa solucdo (PBS) com o passar do
tempo. Essa analise buscou determinar o perfil de liberacdo dos medicamentos
em PBS e sua correlacdo com a variagcdo das propriedades elétricas, com a
variacdo da concentracéo de farmaco disperso nesse meio.

As técnicas utilizadas foram a UV-Vis e a EIS. O UV-Vis foi empregado nas
coletas feitas durante intervalos de tempo pré-estabelecidos. Ja a EIS foi
realizada no momento do teste, podendo assim promover medi¢cdes de
impedancia in situ, que neste estudo foram chamadas de medicdes in situ
continuadamente.

A determinacéo da concentracdo de farmacos por UV-Vis ocorreu em triplicatas
das amostras retiradas nos intervalos estabelecidos. Os mesmos intervalos de
tempo foram utilizados nas duas técnicas até os dois primeiros dias, apds isso,

s6 foram realizadas andlises de UV-Vis. A solucdo utilizada, como controle
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para realizar as devidas calibracdes durante as andlises, se manteve em
contato com CFC-C, de acordo com o tempo de liberacdo para cada grupo de
amostras, ou seja, a solucao controle das amostras de 30 minutos se manteve
em contato com CFC-C durante 30 minutos e, assim, também foi feito para os
demais tempos.

4.6.1 Espectroscopia de Absorcgao no Ultravioleta Visivel

O equipamento de UV-Vis foi utlizado no trabalho em questdo para
determinacdo da quantidade de farmaco liberado em PBS com o passar do
tempo. As coletas das amostras de 10 mL cada foram feitas a 30 min, 1h, 2h,
3h, 4h, 5h, 6h, 7h, 8h, 24h, 48h, 72h, 96h, 192h, 288h e 360h foram armazenas
em congelador para posterior descongelamento e medi¢cdo das quantidades de
farmaco liberado em solucdo. As medicOes horarias, nas primeiras 8 horas, se
fazem necessérias devido ao fendbmeno de explosao de liberacdo comum em

muitos estudos de liberacdo de farmaco >

Solucbes padrdes com
concentracfes de farmacos conhecidas foram preparadas e analisadas por UV-
Vis, para determinacdo da curva de calibracdo. Essa curva foi utilizada para
posterior obtencdo da equacdo da reta, utilizada na determinacdo da
guantidade de farmaco liberado nas solugbes com concentracdes
desconhecidas.

Nessa reta, os valores de concentragdo sao representados no eixo “X” e 0s
valores de absorbéancia no eixo “Y”. Uma vez obtidos os valores de absorbancia
das solucbes desconhecidas, utiliza-se essa equacdo para obtencdo dos
valores de concentracdo de farmacos em cada amostra, medida para cada
tempo. Ao final é feita uma soma dos valores para determinacdo do perfil de
farmaco liberado em solucdo com o passar do tempo, em relacdo a quantidade
total de farmaco presente na amostra.

Apos obter os valores de absorbancia pela analise de UV-Vis, esses foram
adicionados na equacao 8 juntamente com as demais variaveis, possibilitando
a obtencédo da quantidade de farmaco liberado apés cada intervalo de tempo e,

consequentemente, o perfil de liberacéo.
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4.6.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica foi empregada nesse trabalho
como ferramenta para determinacdo da correlacdo entre quantidade de
farmaco liberado em PBS e variacdo das propriedades elétricas desse
eletrdlito, @ medida que o teste de liberacdo transcorreu para as medi¢des de
liberagé&o in situ continuadamente.

As medigdes in situ continuadamente foram realizadas durante os tempos de
1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h, 8h, 24h, 48h. Antes das medicfes, periodos de
aplicacdo de potencial longos (15 minutos) foram utilizados para obter a
maxima estabilidade possivel da célula. O equipamento utilizado para as
medicdes foi o0 potenciostato modelo AUTOLAB PGSTAT302N com
armazenamento e tratamento de dados realizados no software NOVA 2.1. A
determinacdo do potencial a ser utilizado nas medidas de impedancia foi
realizada por VC num intervalo de potencial de -2V a 0V e de 0V a 2V #1122
Através do voltamograma obtido, foi possivel verificar a regido de maior
resposta de corrente, com a menor variacao de potencial, ou seja, a regido de
maior linearidade do voltamograma *°®. Uma vez obtido o valor, este foi inserido
como BIAS (também chamado de potencial DC) para as medidas de liberacéo
por EIS. O intervalo de frequéncia utilizado foi entre 10° e 10" Hz, potencial de
1,1 V (BIAS) e uma amplitude de 20 mV. Durante as medi¢cdes de impedancia
in situ continuadamente ndo houve troca de liquido, ou seja, a PBS adicionada
no inicio da medigcdo se manteve até o final do experimento.

Os resultados obtidos passaram por fitting com a ajuda do software NOVA
versdao 2.1 para determinacdo dos valores dos elementos dos circuitos
equivalentes (CE’s), que melhor representam os fendmenos que ocorrem
durante o teste de liberacdo com a aplicacdo de potencial *?*. Os fitting's
realizados na solucdo devem ser convergentes, tanto quanto possivel, com
valores baixos de X? (fator que se relaciona com o qudo proximo do espectro

obtido, como resultado de medida, um fitting esta).
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Assim como ocorreu para UV-Vis, medi¢coes de impedancia foram realizadas
em solucdes conhecidas para posterior obtencédo da curva de calibragdo. A
curva relaciona Rp, que foi retirada dos CE’s dessas solugcdes com essas
concentragbes conhecidas. Nessa curva, os valores de Log(Rp) sao
representados no eixo “Y” e os valores de concentragao sao representados no
eixo “X”.

Depois de obtida a curva de calibracdo das medi¢cbes por EIS, foi possivel
determinar a equacéo da reta e, por fim, relacionar os valores de Rp de cada
concentragdo desconhecidas com sua respectiva concentragdo. O perfil de
liberacdo, para as medicbes por EIS, foi obtido relacionando quantidade de

farmaco liberado em solucéo e intervalo de tempo em horas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagdes do a-TCP

5.1.1 Influéncia dos Farmacos e do Teste de Liberacdo na Formacao das

Fases no Cimento

As andlises de DRX foram realizadas com o intuito de verificar a influéncia dos
farmacos e do teste de liberacdo na formacdo das fases no cimento, o que
poderia afetar o processo de liberacdo devido, por exemplo, a diferenca de
solubilidade entre os fosfatos de calcio possiveis de se formar apos a interacao
com esses farmacos. As fichas adotadas nas identificacbes dos picos
caracteristicos das fases foram as fichas de nimero 00-009-0348, 00-029-0359
(a-TCP), 00-009-0169 (B-TCP) e 00-009-0432 CDHA[Cag(HPO4(PO4)sOH]) que
foram retiradas do International Centre for Diffraction Data (ICDD).

Depois de prontos os corpos de prova com e sem farmacos, antes e apés
liberacdo, os pods das amostras desses materiais foram levados ao difratdmetro
para verificacdo das fases presentes em cada grupo. A Figura 18 mostra os
difratogramas para o p6 utilizado na preparacéao dos corpos de prova (P6 CFC-
C), o controle antes da liberacdo (CFC-C Pré), controle pés-liberacdo (CFC-C
Pos), cimento com CL antes (CFC-L Pré) e pos-liberacéo (CFC-L Pds), cimento
com SG antes (CFC-G Pré) e poés-liberacdo (CFC-G P0s).
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Figura 18 — Difratogramas de p6s de cimento da fase a-TCP.
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A formacdo de CDHA, representada na imagem pela fase HAp, tanto nas
amostras pré-teste de liberacdo, quanto nas amostras pos-teste de liberacao
sdo atribuidas a reacao de hidrélise que ocorre entre cimento e liquido, quando
esses dois sdo colocados em contato. O resultado desse fenbmeno é o
aumento da presenca dessa fase como pode ser observado pela presenca de
picos mais intensos de CDHA para as amostras que foram colocadas em
contato com liquido em comparagédo com a amostra do p6 de CFC-C . No
caso dos resultados anteriores ao teste, o contato ocorre durante a mistura
entre liquido e p6 com reacdo de pega na preparacao dos corpos de prova e na
exposicdo dos corpos de prova desmoldados ao ambiente de 100% de
umidade por 72 horas. JA no caso dos resultados posteriores ao teste de
liberagéo, além desses momentos o cimento € imerso em PBS durante todo o
teste, o que aumenta ainda mais a quantidade dos cristais de CDHA.

Apoés analise dos difratogramas obtidos, foi possivel concluir que ndo houve
influéncia significativa, tanto dos farmacos quanto do teste de liberacdo na
formacdo de fases, porque as fases resultantes em todos os corpos de prova

foram a CDHA e a fase a-TCP, assim como ja observado em literatura %24,

5.1.2 Tamanho Médio e Distribuicdo Granulométrica das Particulas

A granulometria do cimento tem influéncia direta sobre a porosidade dos
corpos de prova, injetabilidade, fluidez, dentre outros parametros 33125126 pgr
isso, informacdes sobre essa distribuicdo sdo de grande importancia para a
devida correlacdo com propriedades do material estudado.

O tamanho de particula influencia também na morfologia dos cristais de CDHA
formados como j& mencionado na se¢do 3.4. Pés com menor tamanho de
particula facilitam a formacé&o de cristais de CDHA na forma de agulhas, devido
a maior facilidade de dissolu¢cdo desse p6, como consequéncia da maior area
superficial disponivel para a reacéo de hidrdlise, quando do contato com 0 meio
aquoso. No caso das particulas maiores, a velocidade de dissolucdo menor
devido a menor area superficial, facilita a formacdo de cristais na forma de

placas petaloides *.
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As informacbes sobre as dimensfes das particulas do p6 de CFC sdao
mostradas na tabela 5.

Tabela 5 - Distribuicdo de tamanho de particulas do p6 de cimento da fase a-TCP

Diametro (um)
Menor que P6 CFC moido manualmente
Diametro a 10% 1,37
Diametro a 50% 9,97
Diametro a 90% 24,74
Diametro médio 11,78

A distribuicdo do tamanho de particulas do tipo bimodal, mostrada na figura 19,
foi obtida da analise do p6 do cimento de fosfato tricalcico utilizado no presente

estudo.
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Figura 19 - Distribuicdo granulométrica do cimento a-TCP apés moagem manual e
peneiramento em peneira malha ABNT 325#.

Essa distribuicdo, com tamanho médio de particula, € importante para o
controle da quantidade de liquido utilizada durante a preparacdo da pasta
cimenticia. Reducdo no tamanho de particula possibilita aumento da relagcéo
L/P aplicada para a preparacéo da pasta cimenticia "

Esse tipo de distribuicdo bimodal de particulas possibilita, em tese, um melhor
preenchimento dos vazios entre as particulas maiores, o que tem efeito sobre a

resisténcia do material também, pois reduz a porosidade.
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5.1.3 Densidade Aparente, Porosidade Total, Porosidade Aparente e
Absorgéo do Liquido.

Os valores de P, PA, DA e AbL foram obtidos de amostras CFC-C Pré, CFC-G
Pré e CFC-L Pré. Foram 15 amostras no total, sendo 5 para cada grupo (CFC-
CPrén=5CFC-GPrén=5e CFC-L Pré n=5).

—aa— Porosidade Total (P)
—v— Porosidade Aparente (PA)
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Figura 20 - Valores de P, PA, AbL e DA para as amostras CFC-C Pré, CFC-G Pré e CFC-L Pré.

A analise dos resultados mostrados na Figura 20 permitiu verificar algumas
informacdes interessantes. A Porosidade Total (P) ndo variou muito para as
trés amostras, sendo a amostra CFC-C Pré a mais porosa e a CFC-L Pré a
menos porosa. Supdem-se, pelo resultado, que a presenca de CL tem efeito
pequeno sobre a porosidade, apesar de influenciar nessa propriedade. Um
efeito mais significativo sobre a porosidade é observado por Colpo ’, onde se
observou reducéo da porosidade total pela acdo do CL e do SG.

Na andlise dos resultados relacionados a porosidade aparente (PA) mostrou
gue, esses valores para CFC-L Pré e CFC-G Pré foram diferentes da amostra
CFC-C Pré. A presenca dos dois tipos de farmaco (SG e CL) promove a
reducdo desses valores com um maior efeito relacionado ao SG, que teve uma

reducédo de 32,04% no seu valor em comparagao a amostra controle.
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A Densidade Aparente (DA) mostrou um ligeiro aumento nas amostras com CL

e SG, diferente do comportamento observado por Colpo em seus trabalhos ’,

porém sdo considerados ndo apreciaveis quando comparado ao estudo

analitico feito pelo autor. Para as amostras de CFC-G Pré ocorreu um aumento

discreto no valor de DA, em comparagcdo com CFC-C Pré, que passou de 1,946

g/cm?® para 1,970 g/cm?®. A tabela 6 mostra a anélise dos resultados obtidos de

cada grupo de amostras.

Tabela 6 — Andlise dos resultados de Densidade aparente, Porosidade total, Porosidade
aparente e Absorcao de liquido para os trés tipos de amostras estudadas.

Amostra

Densidade aparente

Porosidade aparente

Porosidade total

Absorgdo de liquido

(g/cm’) (%) (%) (%)
CFcﬁc 1,895 24,125 30,497 9,952
Pré
Minima CFC-L Pré 1,926 20,400 29,583 8,306
CFCG 1,858 14,141 26,729 5,534
Pré
CFC-C
Pré 1,946 + 0,044 27,453 2,592 31,944 1,543 11,589 + 1,344
Médias CFC-L Pré 1,970 + 0,031 23,403 +2,647 31,119 + 1,100 9,755 + 1,246
CFC-G
" 1,967 + 0,092 18,654 + 3,003 31,241 +3,201 7,833 + 1,554
Cchc 1,957 26,556 31,585 11,073
Pré
Mediana CFC-L Pré 1,969 23,735 31,166 9,887
CFC',G 1,987 20,000 30,536 8,240
Pré
crec 1,988 30,328 33,743 13,051
Pré
Maxima CFC-L Pré 2,014 27,273 32,666 11,613
CFC',G 2,096 21,277 35,024 9,174
Pré
crec 0,020 1,159 0,690 0,601
Pré
Erro padrdo CFC-L Pré 0,014 1,184 0,492 0,557
CFCG 0,041 1,343 1,432 0,695
Pré
Cchc 0,002 6,717 2,381 1,806
Pré
Varidncia CFC-L Pré 0,003 14,152 3,881 3,784
CFC',G 0,003 18,380 3,538 4,658
Pré
CFC:C 0,002 22,918 3,084 5,485
Pré
Coeficientede | 0| prg 0,001 29,537 3,952 6,965
Variancia
CFC',G 0,001 7,005 1,211 1,552
Pré

A absorcéo de liquidos (AbL) nas amostras se alterou de maneiras diferentes,

de acordo com a amostra analisada. Para as amostras CFC-G Pré houve uma

reducdo consideravel no valor de AbL, comparado com a amostra CFC-C Pré,
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com diminuicdo em torno de 32,41 %. Nas amostras CFC-L Pré houve uma
reducdo da AbL que se variou em aproximadamente 15,82 %.

5.1.4 Efeito da Presenca de Farmacos sobre a Resisténcia a Compressao
Axial

O ensaio de compressao foi realizado para os grupos de amostras pré teste de
liberacdo in vitro e pés teste dos trés grupos de amostras (CFC-C, CFC-G e
CFC-L). Foram ensaiadas 5 amostras (n=5) de cada grupo, totalizando um
conjunto de 30 amostras (N=30) °. De modo geral, as resisténcias de todas as
amostras estudadas nesse trabalho estdo com média acima de alguns
trabalhos utilizados como base do presente estudo ®’. Essa maior resisténcia
pode ser atribuida a maior densidade que essas amostras possuem, em
comparacdo a outros cimentos a-TCP, como pode ser observado nos
resultados de determinacdo de densidade (secdo 5.1.3). Na figura 21 é
possivel visualizar os resultados obtidos para cada tipo de amostra. Para a
amostra CFC-G, diferentemente do que acontece com as demais amostras,
ocorreu uma reducdo da resisténcia com o passar do tempo, Esse resultado
sugere uma maior influéncia da presenca do farmaco sobre a resisténcia
mecanica do cimento, levando em consideracdo que para o CL o aumento da
resisténcia mecanica, com o passar do tempo de imersdo em PBS, ocorreu

como esperado.
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CFC-C-Pré CFC-C-P6s CFC-G-Pré CFC-G-P6s CFC-L-Pré CFC-L-Pés
Amostras

Figura 21 - Resultados ensaio de resisténcia mecanica a compressao.

Também é possivel concluir através da analise da figura 21, que a presenca do
analgésico local cloridrato de lidocaina (CL) tem efeito sobre a resisténcia
mecanica do cimento, tendo em vista que os valores dessas amostras nao se
mantiveram proporcionais aos valores de resisténcia a compressdo das
amostras controle (CFC-C Pré e CFC-C P0s), apesar de ter ocorrido um
aumento da resisténcia pos-teste de liberacdo, como se observa para a
amostra CFC-C.

A porcentagem de farmaco é algo de extrema importancia para um controle de
propriedades mecanicas. Essa porcentagem tem relacdo direta com a
resisténcia do material, como pode ser observado nos resultados supracitados
46.

A presenca dos farmacos mostrou um controle direta sobre as propriedades
mecéanicas do cimento, influenciando nos valores de resisténcia, tanto nas
amostras pré quando nas amostras pos “°. O tempo de exposicdo ao meio
aquoso também tem efeito direto sobre a resisténcia desses materiais, por
proporcionar maior geracdo de CDHA que, por sua vez, tem papel importante
nessas propriedades.

No trabalho utilizado como referéncia observou-se uma maior variacdo da

resisténcia mecanica para os resultados pos teste de liberagdo em comparacgéao
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com os testes pré. As variacdes entre resultados pré e pés foram mais
significativas para as amostras sem farmaco (349,66%), seguidas das
amostras CFC-L (178,50%) e CFC-G (102,91%) ’. A comparacdo com as
amostras do presente estudo foram inconclusivas, pois 0 comportamento €
completamente diferente do observado por Colpo ’. As amostras com maior
variacdo na comparacao entre pré e p0s para o trabalho em questdo foram as
amostras CFC-L (73,63%), seguidas das amostras CFC-C (23,90%) e das
amostras CFC-G (17,51%).

O fato de as amostras utilizadas por colpo possuirem uma maior porcentagem
de farmacos influenciou também nessa diferenca. Maior porcentagem de
farmaco significa maior porosidade quando da liberacdo desses farmacos, e
com isso tem-se uma maior area superficial disponivel para que a reacao de

hidrolise ocorre durante o contato do cimento com a solucéo.

5.1.5 Influencia dos Farmacos sobre a Microestrutura do a-TCP

As imagens de MEV foram realizadas com o intuito de comparar o CFC sem
farmaco (CFC-C) com os cimentos com SG e com CL, buscando verificar a
influéncia de cada um dos farmacos na morfologia do cimento como, por
exemplo, sua atuacao sobre a nucleacdo e crescimento dos cristais de CDHA,
além de verificar o efeito do fenbmeno de liberacdo sobre as amostras. Os
cristais de CDHA, com sua morfologia especifica, agem diretamente sobre a
resisténcia mecanica do cimento, podendo também influenciar na cinética de
liberacdo do farmaco, resultando em mais uma variavel e alterando o processo
de liberacdo. °. Na figura 22 é possivel visualizar as imagens das fraturas dos
dois grupos de amostra (Pré e Pos teste).

Os cristais de CDHA ja estavam presentes no cimento antes do teste de
liberacao in vitro, como pode ser observado nos resultados de DRX e também

nas imagens de MEV, com registros pré-teste (Fig. 22a, Fig. 22c e Fig. 22e).
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Figura 22 — Imagens obtidas por MEV das amostras de (a) CFC-B Pré, (b) CFC-B Pos, (c)
CFC-G Pré e (d) CFC-G Pés, (e) CFC-L Pré e (f) CFC-L Pés.
Os corpos de prova pos-teste apresentam um maior tamanho de cristais devido
a exposicdo ao PBS por um longo tempo (15 dias), o que provoca reacdo de
hidrélise com a formacdo de CDHA por mais tempo que no caso dos cimentos
pré-teste. Os poros presentes nas imagens sao consequéncia, dentre outros
fatores, da relacdo L/P de cimento. A maior relacdo L/P leva a uma maior
porosidade da amostra *®. As agulhas e placas petaloides presentes nas
imagens tem seu efeito sobre a resisténcia mecéanica do cimento, comprovado
pelos resultados do ensaio de resisténcia a compressao axial, que mostraram
aumento da resisténcia mecanica do cimento apés realizado o teste de

liberac&o in vitro para as amostras CFC-C e CFC-L (vide se¢&o 5.4.1) *°.
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A morfologia do presente estudo se difere um pouco, em comparagdo com a
morfologia encontrada por Colpo et al ’, tendo em vista, dentre outros fatores, 0
tamanho médio de particula do pé utilizado pelo autor em seus trabalhos.
Colpo conseguiu um tamanho médio de particula por volta de 13,10um
enquanto nesse trabalho o tamanho médio foi de 11,78um (vide secao 5.1.2).
Tendo em vista o fato de que quanto menor o tamanho de particula, maior a
formacéo de agulhas, em comparagcdo com a ocorréncia de placas petaloides,
as imagens mostradas na figura 22 possuem uma maior presenca de agulhas.
No entanto, esse fato ndo exclui o aparecimento de placas, que aparecem

também para todos os tipos de amostras desse estudo >

5.2 Selecao do BIAS por Voltametria Ciclica em PBS

A imagem 23 mostra os voltamogramas obtidos para um intervalo de 0V até 2V
para a PBS pH 7,4. A medicao foi realizada para determinacdo do BIAS, que é
uma média entre o potencial de oxidacdo e o potencial de reducdo, também
chamado de potencial de meia-onda como uma caracterizacdo complementar,
sem que isso fosse algo fundamental ao estudo **°. Assim, é possivel trabalhar
com um potencial de meia-onda que proporciona uma resposta de corrente
satisfatéria com uma minima variacdo de potencial, resultando no
comportamento caracteristico da regiao linear de um voltamograma. Com isso,
pode-se promover a minima perturbacdo na amostra, reduzindo a ocorréncia
de perfis de impedancia ruidosos ou com outros tipos de interferéncias.
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Figura 23 - Voltamograma de PBS com 30 ciclos de medicdes.
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O valor encontrado, apos a realizacdo dos 30 ciclos de voltametria, foi de
aproximadamente 1,1 V. O potencial de meia-onda foi calculado pela média

109,116

entre os valores dos picos de oxidacao e de reducao Esse valor foi 0

valor utilizagdo como BIAS para as medi¢cdes de impedancia.

5.3 Padronizacdo do Teste de Liberacdo de Farmacos por EIS

5.3.1 Influencia da Variacdo de Amplitude (potencial AC) sobre a
Liberacao de Farmacos

Antes de iniciar os testes de liberacdo com os corpos de prova, varias
medicdes foram realizadas com PBS, promovendo a variacdo de amplitude de
potencial em corrente alternada, a regido de linearidade e também valores de
impedancia com menor interferéncia. Essa medida possibilita maior precisdo de
medi¢cdes com reducdo de dispersdes, possibilitando obtencdo de espectros
mais continuos e CE’s mais precisos. As amplitudes (volts em corrente
alternada) utilizadas variaram de 10 mV até 50 mV 94127128

Os diagramas de Nyquist da Figura 24 apresentam os resultados de medi¢cdes
de impedancia em PBS sem cimento, com variacdo da amplitude de potencial
aplicada sobre o sistema. Os valores maiores que 20 mV de amplitude néo
foram utilizados para as medicOes posteriores com amostra de CFC e
farmacos, apesar de apresentarem estabilidade semelhante aquela obtida nas
medi¢cdes com 20 mV, buscando promover a menor perturbacéo possivel no
sistema e mantendo linearidade das medi¢cdes. A perturbacdo aumenta com o

aumento do valor de amplitude de potencial *%.
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Figura 24 - Diagrama de Nyquist com variacdo de amplitude para solu¢do tampao
* Bjas de 1,11 V, frequéncia de 10™ a 10° Hz.

E possivel verificar na figura 24 uma ocorréncia significativa de dispersées em
baixas frequéncias, especialmente para o resultado utilizando 10mV de
amplitude. Esse motivo também influenciou a escolha da amplitude de 20mV
para realizacdo das medi¢cbes de impedancia. A menor amplitude tende a
promover menor perturbacdo sem deixar de lado a limitacdo de dispersoes,
mais comumente ocorridos em baixas frequéncias, a medida que a amplitude
de perturbacdo € reduzida. Além disso, a linearidade dos resultados é

favorecida pela utilizacdo de baixas amplitudes de sinal de potencial 1%.

5.3.2 Variacédo de BIAS

Apés a determinacdo da amplitude de potencial aplicada como valor de
amplitude, foi realizada a variacdo nos valores do potencial DC. Essa variacao
foi realizada com o intuito de verificar o0 comportamento do eletrdlito (PBS)
durante a variacdo desse parametro, buscando a confirmacao do valor de BIAS
satisfatorio para utilizacdo como padrdo nas medi¢des de EIS de CFC com e
sem farmacos. A verificacdo do comportamento da solu¢cdo com a mudanca do
valor de BIAS se faz necessaéria, devido a influencia que esse parametro tem
sobre os fenbmenos eletroquimicos como, podera ser observado nos

resultados 1%,
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Figura 25 - Diagramas de Nyquist para variacdes de BIAS para medi¢cbes de impedancia em
solucéo tampéo de (a) -2 V até -2 V e (b) ampliacéo dos resultados em altas frequéncias.

A Figura 25 mostra diagramas de Nyquist para variacdo do BIAS em um
mesmo intervalo de frequéncia que varia de 10" Hz até 10° Hz. Os valores de
BIAS variam de -2 V até 2 V numa amplitude de potencial AC de 20mV. Com
esses resultados foi possivel verificar a ocorréncia de fenbmenos que sao
facilitados ou dificultados, de acordo com o valor de potencial DC que é
aplicado.

No inicio das medicdes com BIAS negativo (-2V), tem-se uma maior
transferéncia de carga, que se confirma pelos valores baixos de resisténcia
encontrados no primeiro semicirculo nos potenciais de -2,0V a -1,4V. Nos
potenciais por volta de -0,5 V esse semicirculo desaparece, podendo significar
um aumento da resisténcia relacionada a transferéncia de carga (Rct). Quando
o valor de potencial aproxima-se de 0 V, a resisténcia total (Ry) ndo sofre
variacBes bruscas em seu valor, tendo o espectro do diagrama um formato
semelhante nos espectros mostrados a partir desse valor de BIAS. Esse
comportamento se mantém até os potenciais proximos de 0,5 V, em que é
possivel verificar uma reducdo significativa nos valores de resisténcia dos
diagramas obtidos, o que pode ser resultado de uma aproximacdo da regido
linear de medicbes, onde pequenas variacdes de potencial geram respostas de
corrente expressivas. Os valores de resisténcia sdo mais baixos nos intervalos

de 1,1 Ve 12V, o que significa que essas medi¢cdes ja se encontram na regido
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103 Através da andlise do

linear para as medidas do sistema estudado
voltamograma representado na Figura 23 (se¢do 5.2), foi possivel confirmar a
informac&o supracitada sobre a regido de linearidade. A imagem possibilita
observar o valor do potencial de meia-onda, estando de acordo com os valores
com maior resposta de corrente obtidos com a variacdo do BIAS, justificando a
utilizacdo desse valor nas medi¢coes de impedancia durante os testes de

liberacao.

5.3.3 Influencia da Injecdo de Nitrogénio sobre os EIS

Outro teste realizado foi com a utilizacdo de gas inerte (N2) visando uma
reducdo nos fendbmenos de oxidacdo que ocorrem durante as medicdes como
jA mencionado '*. O teste foi realizado com injecdo de N, e sem injecdo de N
para verificar os efeitos desse gas sobre os resultados de impedéancia para
uma vazao de gas abaixo de 0,2 psi. Os diagramas de Nyquist obtidos s&o
mostrados na Figura 26. Os valores sem injecdo de N, mostram uma maior
estabilidade, em comparacdo com os valores com injecéo, principalmente nas

baixas frequéncias, onde essa variacédo é bem visivel.
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Figura 26 - MedicSes de impedancia em PBS realizadas com e sem N utilizando Bias de 1,11
V, amplitude de 20 mV e frequéncia de 10" a 10° Hz.

A descontinuidade do gréafico s6 se encontra em baixas frequéncias porque, a

titulo de verificacdo do comportamento do sistema, a vazdo se manteve zerada
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até certo momento da medicdo, em que foi aberta e a interferéncia nos valores
de resisténcia foi observada.

Levando em consideracao os resultados encontrados na comparacao das duas
situacdes, a injecdo de N, com utilizacdo de gas inerte foi descartada durante a
padronizacdo do método de medicBes de liberacao de farmacos utilizando EIS.
A instabilidade encontrada nos resultados de impedancia com agitacao pode
ser, dentre outros fatores, ocasionada pela dificuldade de controle de vazéao
durante a realizacdo das medicgoes.

A injecdo de Ny, seguida da vedacdo da célula eletroquimica, para realizacdo
das medicbes, ndo foi realizada porque os cortes feitos na tampa de cortica,
para fixacdo dos eletrodos, dificultaram a vedacdo necessaria para que o0 gas
se mantenha dentro da célula eletroquimica durante toda a medicdo. Esse
seria um meio satisfatério para evitar uma injecdo de gas durante o teste de

liberacao in vitro, sem deixar de garantir a presenca do gas dentro da célula.

5.3.4 Anélise da Agitacdo Magnética (AM)

A agitacdo magnética foi utilizada nesse trabalho, tendo em vista a
necessidade de promover uma movimentacdo continua das espécies que estédo
dispersas em solucédo, para controlar o efeito de acumulo dessas espécies na
interface eletrodo/eletrdlito, além de reduzir a ocorréncia de decantacéo dessas
espécies com o passar do tempo. A Figura 27 mostra os diagramas de Nyquist
obtidos das médias das medi¢cdes de impedancia em triplicata de PBS, em

ambientes com e sem AM.
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Figura 27 - Medicdes de impedéancia solucdo tampéo realizadas com e sem AM. * Bias de 1,11
V, amplitude de 20 mV e frequéncia de 10" a 10° Hz.

Pela andlise da figura € possivel verificar que a AM promove um aumento nos
valores de resisténcia, especialmente em baixas frequéncias. E possivel
observar pelos resultados uma menor influéncia com relacdo a geracao de
dispersfes nesses valores de resultados, quando comparados com as medidas

com agitacao por injecao de Na.
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Figura 28 - Diagrama de Bode para PBS com e sem AM.

A influéncia mais perceptivel da AM, sobre os valores de impedancia em baixas
frequéncias, pode ser observada pela andlise da Figura 28. Essa figura

apresenta relacéo entre frequéncia aplicada e valores de impedancia para PBS
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com e sem AM, possibilitando observacdo da variacdo dos valores de
impedancia & medida que os valores de frequéncia aumentam.

Apesar do aumento nos valores de impedancia (Z), desde as baixas
frequéncias até as altas, a diferenca entre os valores de Z para os resultados
com e sem AM é maior em baixas frequéncias, como pode ser observado pelo
tamanho da area entre as linhas na regido de baixas frequéncias, comparada
com os valores em altas frequéncias. O aumento médio nos valores de
impedancia, devido & utlizacdo de AM durante as medicbes foi de,
aproximadamente, 12 %, devido & utilizacdo de AM durante as medicoes.
Essa maior influéncia da AM em baixas frequéncias pode estar ligada aos
fenbmenos comumente perceptiveis nessa regido, como a resisténcia a
polarizagcédo, que sera discutida mais a frente. Na regido de altas frequéncias,
os fendbmenos eletroquimicos comumente observados, sao ligados a
transferéncia de carga, que parece sofrer menos com 0 aumento da
movimentacgéo de espécies.

Também foi possivel observar a influéncia da AM sobre o efeito de decantacéo
de espécies e acumulo das mesmas na interface eletrodo/eletrélito, que ocorre
durante o teste de liberacdo com o passar do tempo. Os diagramas de Nyquist
mostrados na Figura 29 sdo meédias dos resultados treze triplicata para
amostras de CFC-C em ambientes sem AM (Fig. 29a) e com AM (Fig. 29b). E
possivel verificar aumento nos valores de resisténcia para os resultados com
AM.
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Figura 29 - Medicdes de impedéancia de CFC-C realizadas (a) sem AM e (b) com AM. * Bias de
1,11 V, amplitude de 20 mV e frequéncia de 10" a 10° Hz.
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A AM foi escolhida como método de movimentagdo das espécies dispersas em
solugcdo, devido a sua menor interferéncia com relacdo a geracdo de
dispersfes, fato que poderia se tornar um problema durante o tratamento de
dados pés-medicdes. A interferéncia da AM sobre os valores de resisténcia
pode ser eliminada, realizando uma medicdo com a amostra controle e com a
posterior subtracéo dos valores de impedancia obtidos com a amostra controle,

dos resultados obtidos com as amostras com farmacos.

5.3.5 Medicbes de PBS versus Medi¢cdes de CFC-C Imerso em PBS

Além da verificacdo do efeito da AM sobre a movimentacdo de espécies em
solucdo, foi verificada a influéncia da presenca de fons de Ca?* e de PO*
(provenientes do CFC) nas propriedades elétricas do sistema. A Figura 30
mostra os diagramas de Nyquist relacionados a essa influéncia. Nela é possivel
observar que a presenca do cimento, reduzindo a resisténcia, tem esse efeito
minimizado pela movimentacdo das espécies num ambiente com AM. Essa
movimentacdo pode ter causado aumento na concentracdo de espécies
proximo a interface eletrodo/eletrdlito, o que aumenta o efeito desses ions
sobre os fenbmenos eletroquimicos e, consequentemente, sobre os valores de
impedancia.

Os fons provenientes da PBS s&@o H*, OH", Na*, [HPO4]*, [H.PO.] e CI', sendo
os dois primeiros 0os mais abundantes nessa solucdo. A AM parece favorecer a
adsorcao desses ions na superficie do eletrodo de platina, por evitar a
decantacdo dessas espécies, como consequéncia da movimentacdo das

mesmas, como ja observado na secao anterior.
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Figura 30 - Diagrama de Nyquist para medi¢cdes de impedancia de PBS e PBS com CFC-C
realizadas com AM. * Bias de 1,11 V, amplitude de 20 mV e frequéncia de 10™ a 10° Hz.

Nos estudos em ambientes aquosos, a camada de ions que se forma, por
adsorcdo na superficie do eletrodo, é o plano interno de Helmholtz **. A
adsorcao desses ions, juntamente com 0 congestionamento de espécies em
ambiente sob AM, promove uma reducdo na condutividade do sistema, como

pode ser observado nos resultados com maior resisténcia para PBS em AM
103,111

Quando os fons do cimento (Ca®*" e PO,*) estdo dispersos em solugéo, ocorre
uma reducdo na resisténcia do sistema, fato que se observa nos mesmos
diagramas de Nyquist. A reducdo pode estar ligada a maior formacao de
dipolos entre os ions de PBS e os ions de CFC, o que dificulta a formacéo da
dupla camada elétrica, que tem grande influéncia sobre a resisténcia do
sistema.

A Figura 31 apresenta a relacdo impedancia versus frequéncia, mostrando que
a presenca dos ions de cimento aumenta a impedéancia do sistema em altas
frequéncias e favorece os fendbmenos de altas frequéncias, quando em AM.
Nos resultados de PBS, comparados com os resultados de CFC-C, ambos em
AM, ocorre reducédo de aproximadamente 2,98% nos valores de impedancia.

A hipotese de justificativa para esses fenémenos seria a influéncia da presenca
dos ions de CFC-C em altas frequéncias ser muito mais significativa, do que
em baixas frequéncias, haja vista a distancia entre as curvas de CFC-C e PBS

em AM para as duas regides no grafico.
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Figura 31 - Diagrama frequéncia versus impedéancia para PBS, CFC-C com AM e CFC-C sem
AM.

As comparagbes entre os ambientes, com e sem presen¢a de cimento de
fosfato de calcio, permitiu verificar os efeitos da presenca dos ions de CFC-C
em PBS. Também permitiu observar como ocorreu a influéncia desses ions em
cada regidao de frequéncia. Assim foi possivel correlacionar os resultados
obtidos, verificando em quais fendmenos a presenca dos ions de Ca®* e PO,*
tem maior participacao.

Os resultados mostram que a presenca dos ions originados do cimento
promove a reducdo da resisténcia do sistema, tendo seu efeito favorecido pela
AM. Mais exclusivamente, os efeitos da presenca desses ions sao mais
sentidos nas regifes de altas frequéncias, sugerindo um favorecimento dos
fendmenos eletroquimicos observados nesses intervalos de frequéncia como,

por exemplo, fenbmenos de transferéncia de carga elétrica.

5.4 Liberacdo de Farmacos

5.4.1 Perfil de Liberacgéo in Vitro por UV-Vis

O perfil de liberacdo para cada tipo de farmaco estudado foi obtido da curva de
calibracdo, determinada ap6s medicdes de absorbancia e impedancia, com
concentragfes conhecidas de cada farmaco e que deram origem as equacgdes

da reta para cada farmaco e a seus respectivos coeficientes de determinacéo
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(R?) "9 A tabela 7 apresenta as equacdes das curvas de calibracdo obtidas
por UV-Vis para cada farmaco e seus respectivos valores de coeficiente de
determinacéo (R?).

Tabela 7 - Equacdes e R? obtidas das curvas de calibracéo por UV-Vis para CFC-G e CFC-L.
Z

FARMACO Equacdo dareta R
Sulfato de Gentamicina y = 0,07607x 0,99983
Cloridrato de Lidocaina y =1,67384x 0,99751

Os valores de R? se aproximam da unidade, como é de se esperar, para que 0s
resultados sigam um perfil de linearidade, ou seja, com valores de absorbancia
variando na mesma proporc¢do, com que os valores de concentragcdo de uma

dada solugaio %13,

Depois de obtidas as equacOes da reta, via curva de calibracdo, essas
possibilitaram a obtencdo das quantidades de farmacos liberados em solucao
com o passar do tempo. A Figura 32 mostra os perfis obtidos apods realizacéo
de andlises em triplicata das solu¢gdes amostrais durante 15 dias, utilizando a
técnica de UV-Vis para SG (Fig. 32a) e para CL (Fig. 32b).
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Figura 32 - Perfis de liberacédo de fArmacos para as amostras (a) CFC-G e (b) CFC-L.

O perfil de liberacdo da amostra CFC-L (Fig. 32b) mostra um comportamento
esperado para tais estudos, com quantidade significativa de liberacdo de
farmaco em solucdo nas primeiras 8 horas devido ao efeito de explosdo de
liberacdo observado em muitos estudos de liberacdo %%>1%.

Por outro lado, para a amostra CFC-G (Fig. 32a) nao foi possivel verificar
coeréncia nos resultados, tendo em vista que a quantidade maxima de farmaco

liberado excedeu os 100%. Esse fato, tendo em vista o limite de disponibilidade
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desse medicamento em meio aquoso, sugere a possibilidade de interacéo
entre SG e ions de PBS e/ou entre SG e ions de CFC-C, formando um
composto que possui comprimento de onda de absorbancia significativa de
mesmo valor ou valor muito préximo ao comprimento de onda de maior
absorbancia que o SG. Outra possibilidade é que a quantidade de farmaco em
solucdo esteja com uma concentracdo abaixo da quantidade minima que
proporciona uma medicdo sem muitos dispersdes e de precisdo aceitavel. Isso
pode estar relacionado ao baixo indice de percepcao que esse farmaco possui
em comparacdo com o CL, por exemplo. Logo, maiores quantidades de
farmaco poderiam ser necessérias para que os valores de absorbancia sejam
maiores e, assim, essa absorbancia seja mais facilmente percebida pelo

equipamento.

5.4.2 Liberagéo In situ Continuadamente por EIS

Uma vez determinados a amplitude (20 mV), BIAS (1,1V), feita a escolha da
influéncia de um ambiente com AM, sem injecdo de gas inerte, e percebida a
influéncia da presenca do cimento de fosfato de célcio no sistema; foram
realizadas as medidas de impedancia com a presenca dos farmacos utilizados
no trabalho. As caracterizacGes foram obtidas nos intervalos de 1h, 2h, 3h, 4h,
5h, 6h, 7h, 8h, 24h e 48h para as amostras CFC-C, CFC-G e CFC-L.

Os fendbmenos de liberacdo foram estudados com o intuito de correlacionar
presenca de farmacos em solucdo, com variacdo do comportamento
eletroquimico na interface eletrodo/eletrélito. A Figura 33 mostra os resultados
para o experimento com comparacdes entre os diagramas de Nyquist (Fig.
33a) e relacdo frequéncia versus impedancia (Fig. 33b) para cada tipo de

amostra de cimento.
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Figura 33 - Diagrama (a) de Nyquist e (b) de Bode para medi¢des de impedéancia CFC-C, CFC-

G e CFC-L realizadas com AM para médias de 8 horas.
Esses resultados sdo médias de medicOes feitas em triplicata para cada tipo de
amostra num periodo de 8 horas. E possivel verificar um aumento na
resisténcia do sistema com a presenca dos farmacos. A tabela 8 mostra a
variagdo dos valores de impedancia para cada amostra comparada com a
amostra controle (CFC-C). Esses valores foram obtidos através da
comparacao entre as médias dos valores de impedancia para cada amostras,
ou seja, a média da amostra CFC-C foi comparada com a média de impedancia
das amostras CFC-G e CFC-L e assim foi possivel verificar a diferenca entre os
valores dessas amostras.

Tabela 8 — Percentual de varia¢é@o dos valores de impedancia para CFC-G e CFC-L em
comparacdo com CFC-C.

Amostra Aumento nos valores de impedancia (%)
CFC-C -
CFC-G 94,05
CFC-L 68,68

A adicdo dos farmacos provocou um aumento significativo nos valores de
impedancia, como pode ser observado na tabela 8. No caso da amostra CFC-
G, a presenca de SG provocou um aumento de quase 100% nos valores de
impedancia. Essa variacdo nos valores de impedancia foi atribuida a maior
concentracdo de espécies em solucédo, promovendo uma maior dificuldade de
movimentacao de ions, o que tem efeito direto sobre a resisténcia do sistema.

A relacdo entre comprimento de cadeias e resisténcia também leva a essa

conclusdo. No caso do CFC imerso em PBS (CFC-C), as espécies dispersas
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em solugdo sdo provenientes da propria solugdo e do cimento e possuem
cadeias de tamanho moderado, se comparados com o comprimento das
cadeias dos farmacos utilizados. Entre os farmacos, as diferencas de
comprimento de cadeias também sé&o significativas, sendo a cadeia do farmaco
SG (CsoH125N15025S) mais extensa que a cadeia de CL (Ci4H23CIN2O). Assim,
pode-se sugerir que quanto maior a cadeia do farmaco incorporado na matriz
de cimento, maior o valor de resisténcia obtido, apos medi¢cdo de impedancia
na solugdo em contato com essas amostras.

Para o sistema mostrado com contato entre eletrodo de platina e eletrdlito,
existe um sistema eletroquimico global (SEG) que melhor representa a
interacdo entre espécies e eletrodos relativa a processos interfaciais.

A primeira interacdo sugerida, leva em consideracdo a abundancia de espécies
de PBS dispersas em solucéo. Partindo dessa premissa, € possivel sugerir que
esses ions sdo mais facilmente encontrados adsorvidos na superficie do
eletrodo. Logo, tem-se uma primeira interface formada entre eletrodo e solucéo
tampéo, chamada de interface 1.

A segunda interface sugerida, chamada de interface 2, é a interface formada
entre eletrodo e ions de PBS juntamente com ions de cimento dispersos em
solucdo. A interface 3 é entre o eletrodo e o conjunto PBS, ions de farmaco e
ions de cimento que interagem, se aproximando e repelindo de acordo com a
carga de cada espécie.

A Ultima das interfaces sugeridas é a interface formada entre a interacdo das
espécies provenientes de farmaco, PBS e cimento. Essa interface se forma
proximo a regido de adsorcdo do eletrodo e vai até o interior do eletrdlito,
sendo limitada pela extingdo do gradiente de concentracdo crescente a4 medida
gue se aproxima da superficie do eletrodo.

O perfil de espectro mostrados nos resultados para todas as amostras
estudadas representa trés semicirculos, que se encontram um pouco
sobrepostos entre si. A Figura 34 relaciona o perfil caracteristico dos espectros
com os semicirculos que se encontram nesse perfil. O primeiro semicirculo &
muito discreto por estar sobreposto ao segundo e também por possuir um valor

muito baixo (abaixo de 100 Q), em comparacdo com os dois que seguem (entre
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10° a 10° Q), como podera ser observado mais abaixo nos préximos resultados.
Os semicirculos estéo ligados aos fendbmenos que ocorrem durante a aplicacao
de potencial para realizagdo de medicdo de impedancia e foram observados
gracas a aplicacdo de circuitos caracteristicos e verificacdo da variacdo da
convergéncia com a variagdo do circuito buscando a maior convergéncia na

comparacgao entre esses circuitos.
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Figura 34 - Espectro caracteristico para o sistema estudado juntamente com os semicirculos
que dao origem a esse espectro.

Os fendbmenos relacionados a interface eletrodo/eletrolito como transferéncia
de carga, polarizacdo do eletrodo e dupla camada elétrica sofrem influéncia
direta da presenca de farmacos em solucdo. Esses fenbmenos sao
representados, através dos CE’s obtidos apds realizacdo de fitting dos
diagramas de Nyquist para cada amostra.

Para este trabalho, os CE’s, que representam os fenbmenos que ocorrem entre

solucdo e eletrodo, foram obtidos ap6s busca bibliografica 23313

e realizacao
de testes com variacdo dos elementos de circuito e verificacdo dos efeitos
dessas alteracdes sobre os resultados, tendo em vista a correta representacéo
dos fenbmenos que ocorrem na regido de interface. Essas mudancas foram
realizadas com o intuito de buscar maxima convergéncia possivel desses
fitting’s, com base no estudo dos fendmenos eletroquimicos de eletrdlitos

liquidos e solidos em contato com eletrodos.
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A Figura 35 apresenta o CE utilizado na realizag&o dos fitting’s nos diagramas
de Nyquist obtidos das medi¢des de impedancia. Este foi o CE que obteve os
menores valores de X2 depois de realizado o fitting, mostrando ser o que

melhor representa os fendmenos eletroquimicos na interface entre eletrodo e

eletrdlito, quando da aplicagdo de um potencial na solucdo estudada.
RCT RDif RP

Rel Qp, Quif Q,

Figura 35 - Circuito equivalente para medicdes de liberacdo de farmaco em PBS.

Esse circuito € do tipo R(RQ)(RQ)(RQ), possuindo quatro resisténcias e trés
pseudocapacitores. A primeira resisténcia mostrada € a resisténcia do eletrolito
(Re). Essa resisténcia é diretamente ligada a distancia entre eletrodo de
trabalho e contra eletrodo. Quanto mais préximos esses eletrodos estdo, menor
€ o valor dessa resisténcia.

Os dois elementos que seguem s&do uma resisténcia (Rct) em paralelo a uma
pseudocapacitancia (Qp.). A Rcr € atribuida ao fendmeno de transferéncia de
carga do seio da solucédo até a interface eletrodo/eletrolito, que culmina num
comportamento pseudocapacitivo representado pelo elemento de circuito Qpy,
gue representa o fendbmeno de dupla camada elétrica formado devido a atracéo

e adsorc&o de fons na superficie do eletrodo de platina %3134,

A terceira resisténcia (Rpi) representa a interagcdo das espécies provenientes
da PBS com ela mesma e com as demais espécies que se formam com a
adicdo de CFC e de farmaco ao sistema. Essa interagdo entre esses ions
parece levar a formacdo uma interface, que resulta nessa resisténcia e também
em um comportamento capacitivo (Qpir) € € conhecida também como camada
difusa 2, A conclusdo se faz pela observacéo do efeito da presenca desses
ions sobre os valores desses elementos de circuito, que sera apresentada em
detalhes mais a diante no texto.

A quarta resisténcia, juntamente com o terceiro elemento pseudocapacitivo,

sdo relacionados ao fenbmeno de polarizacdo do eletrodo. Esses sdo 0s
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elementos de circuito que mais se alteram num ambiente com presenca de
espécies oriundas do SG e do CL, principalmente para os sistemas com
presenca de SG. O elemento Qp € relacionado ao acumulo de ions proximo a
superficie do eletrodo, ocorrendo concomitantemente com a dupla camada
elétrica, que se forma devido & adsorcao de espécies na superficie do eletrodo
de platina e & formacdo da camada difusa logo na fronteira da dupla camada
elétrica.

Além do circuito mostrado na Figura 35, os circuitos do tipo R(RQ)(RQ) e do
tipo R([RW]Q) foram testados como possiveis CE relacionados aos fenbmenos
de liberacdo de farmacos do sistema estudado, porém os valores de X2
encontrados, apoés realizado o fitting, estavam acima dos valores encontrados
para os resultados obtidos com a utlizagdo do circuito R(RQ)(RQ)(RQ).
Também foram levadas em consideracdo, as suposicOes das interfaces
possiveis para o sistema estudado como referéncia na andlise dos possiveis
circuitos equivalentes relacionados a esse SEG pra a célula do tipo
eletrodol//eletrdlito//eletrodo aplicada no presente estudo. Por isso, 0 circuito
equivalente R(RQ)(RQ)(RQ) foi escolhido como circuito que representa 0s
fendmenos de liberacdo. Na tabela 9 sdo mostradas médias dos valores de X?
para as trés amostras estudadas. Os valores esperados s&0 0s mais proximos
de zero, significando uma maior convergéncia do circuito em comparacao com
o resultado quanto mais proximo de zero for o valor.

Tabela 9 - Médias dos valores de X? para as amostras CFC-C, CFC-G e CFC-L.

Tempo (h) | X*CFC-C X? CFC-G X2 CFC-L
1 0,0024148 | 0,0051532 | 0,0025997
2 0,0019021 | 0,0041662 | 0,0018649
3 0,0020463 | 0,0042089 | 0,0024261
4 0,0020651 | 0,0039898 | 0,0027448
5 0,0020257 | 0,0042543 | 0,0026465
6 0,0017565 | 0,0045651 | 0,0021631
7 0,0016582 | 0,0045636 | 0,0025911
8 0,0016856 | 0,0040200 | 0,0017268
24 0,0019756 | 0,0019559 | 0,0031561
48 0,0026902 | 0,0015828 | 0,0039207
Média | 0,0020220 | 0,0038460 | 0,0025840
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Os mostrados anteriormente na Figura 33 amostram o0s semicirculos
representantes de cada fendbmeno muito préximos entre si, possuindo
capacitancia na mesma ordem de grandeza como podera ser observado nos
resultados mais adiante. Logo, pode-se supor que essas contribuicbes séo
guase que simultaneas, por isso 0s semicirculos sdo sobrepostos.

A Figura 36 apresenta o modelo proposto para 0 esquema que representa 0s
fendmenos que ocorrem durante a aplicacdo de potencial e os elementos de
circuito que compdem o CE equivalente, que representa esses fendmenos no
estudo de liberacdo de farmacos de CL. O mesmo esquema se aplica as
amostras CFC-C e CFC-G.
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Figura 36 - Esquema de fendmenos durante medicdo de EIS para amostra CFC-L.

E possivel visualizar o IHP, formado pela adsorcdo de ions e o OHP formados
pelo acumulo de ions proximo a interface do eletrodo, dando origem a camada
difusa %% Também é possivel visualizar &s interacées que provocam a

resisténcia a polarizacdo pela dificuldade de acumulo dos ions préximo a

superficie do eletrodo, alterando o processo de polarizagao.
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Os efeitos da presenca de ions de CFC e farmacos sobre os fenédmenos
eletroquimicos e, consequentemente, sobre os valores dos elementos de

circuito Qpi, Qpes € Qp podem ser observados na Figura 37.
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Figura 37 — Capacitancia (a) Qcr, (b) Quir € (c) Qr em funcdo do tempo para as amostras PBS,
CFC-C, CFC-G e CFC-L.

A presenca dos ions de CFC e de farmacos néo tem efeitos significativos sobre
os valores de Qp. (Fig. 37a) e Qpi (Fig. 37b). Por outro lado, os ions de SG e
CL apresentam efeito expressivo sobre os valores de Qp (Fig.37c), promovendo
uma reducdo de aproximadamente, 112% para a amostra CFC-G e de 86%
para a amostra CFC-L, ambas em comparacdo com a amostra CFC-C. Esse
resultado corrobora para a sugestao de que a presenca de farmaco dificulta o
fenbmeno de polarizacdo do eletrodo por provocar uma reducdo do
comportamento capacitivo que ocorre quando do acumulo de ions na superficie
do eletrodo de platina.

A Figura 38, que mostra os valores de resisténcia para os circuitos de quatro
tipos diferentes de amostras (PBS, CFC-C, CFC-G e CFC-L), representa a
influéncia da presenca de espécies na variacdo dos valores desses elementos

com o passar do tempo para as resisténcias que compdem o CE.
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Figura 38 — Efeito do tempo sobre a resisténcia elétrica em (a) Rcr, (b) Rpis € (C) Rp para as
amostras PBS, CFC-C, CFC-G e CFC-L.

As amostras com farmaco ndo mostraram nenhuma variacao significativa para
os valores de Rcr (Fig. 38a). Porém, para as resisténcias Rpir € Rp ocorreu
variacdo dos valores, com alteracdo mais significativa para os valores de Rp.
Os resultados relacionados a Rpit (Fig. 38b) e Rp (Fig.38c) variaram de acordo
com a tabela 10 abaixo.

Tabela 10 - Variacdo dos valores de Rpie Rp devido & presenca de SG e CL em comparagéo
com a amostra CFC-C.

Amostra Aumento médio (%)
Roit Re
CFC-C - -
CFC-G 218,03 632,59
CFC-L 142,72 176,93

Essa variacdo é em comparacdo com o0s valores de resisténcia para as
amostras CFC-C. A adicdo dos farmacos provoca uma mudanca de
comportamento nas proximidades do eletrodo. O efeito é mais significativo para
a amostra CFC-G, que possui o farmaco com maior comprimento de cadeia.
Novamente, a presenca desses farmacos parece agir como uma barreira &

movimentacdo das espécies, dificultando seu rearranjo quando da aplicacdo de
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uma diferenca de potencial. Esse comportamento desfavorece a aproximacao
dos ions dispersos em solucdo da interface eletrodo/eletrélito, de modo que
possam promover a polarizacdo do eletrodo e a interacdo entre ions de
proximo a interface eletrodo eletrdlito (Rpj).

A influéncia de cada farmaco foi determinada pelo fitting nos diagramas de
Nyquist obtidos para observacao das alteracbes em cada elemento de circuito,
guando da presenca de farmaco em comparacdo com a solugdo controle.
Dessa forma, foi possivel verificar em qual elemento de circuito a presenca do
farmaco foi mais atuante. Apos essa andlise observou-se que a resisténcia a
polarizagdo (Rp), quando comparada com as demais resisténcias que
compdem o CE, sofreu maior influéncia da presenca de farmaco em solucéo.
Por isso, esse elemento de circuito foi utilizado como parametro de referéncia
no estudo da liberacdo de farmaco em solucéo durante o teste in vitro.

Tendo esse dado como referéncia, os perfis de liberacdo de farmaco, para as
amostras CFC-G e CFC-L, foram determinados a partir da correlagéo entre Rp
e concentracdo de farmacos em solucdo. Uma curva de calibracdo foi obtida
para cada amostra, para que os valores de Rp em cada tempo de liberacéo
fossem convertidos em quantidade de farmaco liberado em soluc&o no decorrer
do teste.

As equacOes das retas utilizadas para cada tipo de amostra sdo mostradas na
tabela 11 abaixo.

Tabela 11 - Equacbes e R? obtidos das curvas de calibracéo por EIS para CFC-G e CFC-L.

FARMACO Equacao da reta R®
Sulfato de Gentamicina Y =0,19067X 0,95839
Cloridrato de Lidocaina Y = 1,8078X-0,1944 0,96295

JA na comparacdo das curvas de calibracdo, é possivel visualizar uma
diferenca na convergéncia dos valores. Como se trata de uma técnica em
desenvolvimento, melhores ajustes precisam ser feitos para que os valores das
medi¢cdes sejam mais precisos e os valores obtidos nos graficos apresentem
minima dispersdo com um valor de R? mais proximo da unidade.

Os valores de Rp obtidos dos fittings das amostras CFC-C foram subtraidos

dos valores de Rp para CFC-G e CFC-L, assim como ocorre nas analises por
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UV-Vis para retirada de ruidos que possam interferir nas medicdes. A Figura 39
mostra o perfil de liberacéo para as amostras estudadas.
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Figura 39 - Perfil de liberacdo de farmacos por EIS para as amostras CFC-G e CFC-L.

Como pode ser observado, o perfil obtido ndo esta de acordo com os valores
encontrados para os resultados das medi¢cdes por UV-Vis (Fig. 32). Nem
mesmo o efeito de acumulo de ions € observado com o passar do tempo. Essa
observacéo sugere que a subtracéo dos efeitos do CFC-C ndo se mostra uma
opcao adequada para possibilitar a visualizacdo da variacdo de Rp, relacionada
exclusivamente ao efeito da presenca do farmaco em solucéo. A dificuldade de
separacao dos fenémenos de cada fonte, que compde o sistema (ions de PBS,
de CFC-C e de farmacos), é suportada pelos resultados de UV-Vis para
liberacdo de SG, em que os valores de porcentagem de liberacéo estdo acima
de 100%, indicando a possibilidade de interacdo entre ions do medicamento e
demais espécies dispersas em solucao.

Porém, quando se considera o acumulo da quantidade de farmaco liberada em
solucdo, ap6s cada intervalo de tempo (soma cumulativa da quantidade de
farmaco liberado ap6s cada hora), o perfil se aproxima do perfil encontrado nos
resultados de UV-Vis, com uma aparente reducdo nos ruidos inerentes a

metodologia de medicdo de liberacdo de farmacos, convencionalmente
utilizada.
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Juntamente com essa suposi¢cdo de soma cumulativa é preciso que fatores de
corregcdo sejam aplicados, tanto para a amostra CFC-L quanto para a amostra
CFC-G. Os valores aplicados foram de 12 (CFC-L) e de 70 (CFC-G). Eles
foram escolhidos baseando-se nas porcentagens de liberagéo encontradas nos
resultados obtidos por UV-Vis. Os fatores de correcéo foram feitos comparando
o perfil de liberacdo obtido por UV-Vis e por EIS. Quando esses dois perfis s&o
divididos (valores obtidos por EIS divididos por valores obtidos por UV-Vis) os
resultados obtidos sdo 12 para as amostras CFC-L e 70 para as amostras
CFC-G. A figura 40 mostra o perfil para as amostras CFC-G (Fig. 40a e Fig.
40b) e CFC-L (Fig. 40c e Fig. 40d).
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Figura 40 - Perfis de liberacéo obtidos por (a) e (c) UV-Vis e (b) e (d) EIS.

Os valores dos fatores de correcdo parecem estar ligados diretamente as
propriedades elétricas dos farmacos que, por sua vez, se mostram ligados ao
tamanho da cadeia de cada farmaco. Mais estudos precisam ser realizados
para confirmar a necessidade de utilizacdo de fatores correcado para medices

de liberacéo de farmacos por EIS.



88

5.4.3 Liberagdo In situ Continuadamente em Potencial de Corrente

Continua

Tendo em vista que a Rp € observada em baixas frequéncias
(aproximadamente 200mV), é possivel concluir que as medi¢cfes, usando um
potencial de corrente continua (com uma fonte e um multimetro) poderiam
proporcionar resultados de medigbes sobre o comportamento da solugédo na
ocorréncia de um gradiente de concentracdo de farmaco, assim como ocorre
nas medigdes por EIS. A concluséao se valida baseando-se no fato de que os
valores de frequéncia por volta de 10™" Hz para esse fendmenos se aproximam
de um comportamento com resposta de corrente relacionada a aplicacdo de
potencial de corrente continua onde a frequéncia é nula %%,

Medigcbes com uma fonte foram realizadas a titulo de comparacdo. Vale
lembrar que um estudo mais criterioso com padronizacdo do método de
medigOes, como ocorreu com os trabalhos utilizando a EIS, é necessario para
confirmar a resposta de resisténcia para uma amostra durante uma medicao
em corrente continua. A Figura 41 mostra a comparagao entre as resisténcias
para medicbes em corrente continua (utilizando fonte e multimetro) e de
corrente alternada (utilizando o potenciostato). Os valores de resisténcia para
as medicOes por EIS sdo para resisténcia total (Rt) e para as medi¢cdes em
corrente continua tem-se os valores de resisténcia pura (Rpc). O potencial

utilizado nessa medicéo foi de 1,1V.
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Figura 41 - Resisténcia para medi¢cdes em corrente continua e corrente alternada para (a)
CFC-C, (b) CFC-G e (c) CFC-L
Utilizar uma fonte de potencial de corrente continua ndo possibilita medicbes
com respostas detalhadas e de alta sensibilidade, como nas medicbes com um
potenciostato, porém pode ser um método simples para determinar
aproximacdes de concentracdes durante um teste de liberacdo de farmacos in
vitro e mostram uma maior influéncia sobre a resisténcia a polarizacdo dos

eletrodos para o caso de aplicacdo de potencial somente em corrente continua.
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6. CONCLUCOES

As medicbes de espectroscopia de impedancia eletroquimica in situ
continuadamente se mostraram uma ferramenta de alta eficiéncia na
determinacdo dos fendmenos eletroquimicos, influenciados pela variagdo da
concentracdo de ions de farmacos em solucdo. Esse resultado possibilita sua
utilizacdo como técnica para determinacdo da quantidade de farmaco liberado
em solucdo durante o teste. Porém, é necesséario um refino na metodologia
para que os valores obtidos sejam também adequados, ndo sé no perfil de
liberacdo obtido, como também na grandeza dos resultados encontrados com
essa técnica.

O estudo detalhado dos fendbmenos ligados ao contato entre eletrodo e solugéo
possibilitou visdo mais criteriosa sobre a relacdo entre resisténcia da solucéo e
variacdo do gradiente de concentragdo na interface eletrodo/eletrolito.

Uma célula eletroguimica foi desenvolvida para o acompanhamento de testes
de liberacdo de farmacos e proporcionou a determinacdo da correlacdo entre
liberacdo de farmacos (variacdo do gradiente de concentracdo em meio
aquoso) e alteracdo no comportamento eletroquimico do sistema com o passar
do tempo in situ.

A padronizacado da medicdo de impedancia, durante o teste com determinacao
de potencial DC, amplitude, influéncia de agitacdo magnética, influéncia de
injecdo de gas inerte (N2) e presenca de espécies variadas proporcionou
melhor entendimento da relacdo desses parametros com os fendmenos
inerentes ao teste, possibilitando escolhas dos parametros mais adequados
para medic¢des de liberacdo de farmaco em solucéo tampéo fosfato pH 7,4.

Foi observada uma relacdo direta entre presenca de farmacos em solucéo e
valores dos elementos de circuito encontrados apos realizacdo de fitting. A
resisténcia a polarizacao foi o elemento de circuito que mais sofreu influéncia
com a presenca de farmaco em solucdo, se mostrando um parametro
importante na correlacdo entre gradiente de concentracdo de farmaco em

solucéo e alteracdo no comportamento elétrico do meio liquido.
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Os resultados por EIS mostraram uma relacdo de maior complexidade de
interacdo entre as espécies dispersas em meio aquoso. Isso limitou a
determinacao da porcentagem de farmacos liberado em solu¢cdo com o passar
do tempo, que foi obtida com utilizagcéo de fatores de correcdo e suposicao de
um comportamento cumulativo durante os célculos das porcentagens de
farmaco liberado, mesmo sendo em um ambiente com liberacdo de farmaco
continuada, ou seja, sem retirada de amostras entre cada intervalo de tempo.

A técnica de EIS tem como vantagem, em comparacao com a técnica de UV-
Vis e também com a medicdo em corrente continua, a sensibilidade do
equipamento que proporciona mais precisdo na determinacdo do perfil de
liberacdo. Porém, é necessaria uma boa compreensdo dos fendbmenos
eletroquimicos que envolvem o processo de liberagdo, em ambiente com
aplicacdo de diferenca de potencial como ocorre durante as medi¢cdes de
impedancia. Esse conhecimento ndo é obrigatdrio no caso da técnica de UV-
Vis.

Uma das maiores vantagens na utilizacdo de EIS, para medidas de liberacdo
de farmacos, € a possibilidade de realizar as medi¢cdes durante o teste de
liberacdo, ensaio que nao pode ser realizado com a técnica de UV-Vis.

A principal desvantagem para medicdo por EIS atualmente € a necessidade de
melhor conhecimento das interacfes entre as espécies dispersas em solucao,
para melhor separacdo da contribuicdo de cada espécie presente no meio, e
assim obter a contribuicdo exclusivamente do farmaco estudado e, talvez,
eliminar a necessidade de correcdo dos valores obtidos com a utilizacdo de

fatores de correcao.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Obter novas curvas de calibracdo para as medi¢coes de liberacdo de
farmacos por EIS para verificar reprodutividade dos comportamentos
para outros tipos de medicamentos;

e Estudar a interagdo entre farmacos, cimento de fosfato de célcio e
solucao tampao fosfato pH 7,4;

e Realizar medi¢cbes de liberagdo com outros tipos de farmacos para
complementar informagdes sobre correlagdo tamanho de cadeia com
resisténcia a polarizacao;

e Fabricar tampa de célula com melhor vedagdo para eliminar a
necessidade de agitacdo magnética e injecdo de gas inerte;

e Fabricar célula com dimensdes reduzidas para utilizagcdo de farmacos
em quantidades menores que 1mL;

e Realizar estudo de comparacdo entre medicbes em potencial de
corrente continua e potencial de corrente alternada;

e Estudo detalhado da interacdo dos ions dispersos no meio e superficie
do eletrodo para melhor compreenséao da contribuicdo da cada espécie,
levando em consideracao efeitos cinéticos e eletroquimicos;

e Escolher mais modelos matematicos que expliquem os fenébmenos pelos

guais a liberacéo ocorre.
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