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Resumo

O desenvolvimento de scaffolds visa a criacdo de estruturas tridimensionais,
tendo por base materiais sintéticos ou naturais . Um dos principais objectivos deste
trabalho ¢ usar estratégias “verdes” e biomiméticas na formacgdo e processamento de
scaffolds como sistemas de libertagdo controlada, para aplicacdo em regeneracdo de
tecidos duros, especialmente o tecido 0sseo. Este trabalho envolve primeiramente a
producdo de silica utilizando catalisadores biomiméticos, como a L-glutationa reduzida
(GSH), a DL-metionina (MET) e a cisteamina (CYS)), atraveés do processo sol-gel,
usando como solvente a &gua e como percursor o tetraetilortosilicato (TEOS). A
utilizacdo destes catalisadores permite produzir silica desde condicdes acidas (pH 2,46 —
GSH) até condic@es basicas (pH 9,81 — CYYS). Estas condi¢Ges podem gerar silica com
diferentes propriedades fisico-quimicas para aplicacdo em diversas areas. A etapa de
secagem da silica, a eliminacdo de catalisadores e a incorporacdo da dexametasona para
posterior libertacdo controlada, foram as principais prioridades deste trabalho. Além
disso, foram estudadas formulacfes de compdsitos, com potencial biomédico, a base de
silica e diversos polimeros (sintéticos e naturais). Para encapsulacdo e posterior
libertacdo da dexametasona, foram seleccionados compositos preparados com proteina
de soja, albumina e quitosano, assim como o extracto de pinheiro como uma fonte
natural de proantocianidinas. Tanto a silica quanto os compositos, foram caracterizados
por microscopia, espectroscopia, termogravimetria, porosimetria e densitometria. Este
trabalho apresenta resultados promissores para 0 uso de silica como scaffolds na
aplicagdo em regeneracdo de tecidos duros. A libertacdo controlada da dexametasona
atingiu valores de até 80 ug/mg de silica, que ao ser aplicado no processo de
regeneracdo 0Ossea, podera favorecer/promover os mecanismos de osteoconducdo e
osteoinducdo. O teste de hemocompatibilidade realizados para a silica produzida,

mostrando que os catalisadores residuais podem aumentar o indice de hemolise.

Palavras-chave: Catalisadores Biomiméticos; Silica; Processo Sol-Gel; Libertagdo

controlada de farmacos; Dexametasona.



Abstract

The development of scaffolds has as a primary goal the formation of three-dimensional
structures, based on synthetic or natural materials. One of the main purposes of this
work is to use green and biomimetic strategies to prepare and process scaffolds as drug
delivery systems, to be applied to hard tissue regeneration, especially bone tissue.This
work involves the production of silica using biomimetic catalysts, as L-glutathione
reduced (GSH), DL-methionine (MET) and cysteamine (CYS) through the sol-gel
process, using water as solvent and Tetraethyl Orthosilicate (TEOS) as precursor. The
use of such catalysts allows the production of silica from acidic conditions (pH 2,46 -
GSH) to alkaline conditions (pH 9,81 - CYS).

These conditions may generate silica with different physic-chemical conditions
that can find applications in several areas. Silica drying step, catalysts removal, as well
as dexamethasone incorporation for further controlled release, was the main priorities of
this work. The formulation of composites with biomedical potential, based on silica and
different synthetic and natural polymers, was also studied. Composites prepared with
soybean protein, albumin and chitosan, as well as pinus extract as a natural source of
proanthocyanidin, were selected for studies of encapsulation and release of
dexamethasone. Both silica and composites were characterized by microscopy,
spectroscopy, termogravimetry, porosimetry and densitometry. This work presents
promising results for the use of silica as scaffolds to apply in hard tissue regeneration.
The sustained release of dexamethasone presented values up to 80 pg/mg of silica,
which may support/promote the osteoconductive and osteoinduction mechanisms during
the regeneration process. The hemocompatibility assays for the silica produced indicate

that the presence of catalytic residues may increase the hemolytic index.

Key-words: Biomimetic catalyst; Silica; Sol-Gel Process; Drug Delivery System;

Dexamethasone
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Motivacdes e Objectivos

O presente trabalho pretende encontrar estratégias “verdes” e biomiméticas para
a producdo de silica e materiais compdsitos a base de silica para aplicacGes biomédicas,
especialmente no que diz respeito & medicina regenerativa de tecidos duros. Pretende-se
estudar o desenvolvimento de um método de producéo de silica inovador em relagdo ao
existente, sendo facil produzir, ser obtido num curto espaco de tempo, que apresente um
caracter “verde” e com boas propriedades fisico-quimicas para que possam ser usados
como suportes biomédicos. Para tal proporcionar condi¢Ges brandas de temperatura,
agitacdo e tempo, estudando os efeitos destas varidveis no processo de formagéo e
rendimento de silica, simulando as condi¢des da natureza. Além disso, como parte do
processo de obtencdo de silica, estudar o processo de secagem da silica e eliminacao
e/ou reducdo de catalisadores e precursores de silica no produto final, de forma a
investigar o efeito destes residuos na biocampatibilidade do “scaffold” em aplicacbes
biomédicas, nomeadamente a hemocompatibilidade.

Pretende-se ainda, estudar a producdo de compdsitos baseados em silica, com o
intuito de seleccionar formulacGes para futuras aplicacGes biomédicas. A incorporacédo e
libertacdo controlada da dexametasona na silica e compdsitos produzidos foi objecto
também de estudo.

A silica e alguns compositos foram caracterizados por microscopia Optica,
microscopia electronica de varredura, termogravimetria, espectroscopia por

infravermelho, porosimetria por mercurio e densidade usando picnometria por gas hélio.
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1. Introducéo

A medicina regenerativa € uma &rea multidisciplinar em crescente
desenvolvimento, sendo o seu objectivo principal o tratamento do tecido lesado por
trauma (acidental e/ou provocado por cirurgia), assim como doenca degenerativa. A
investigacdo nesta area centra-se no desenvolvimento de produtos de base biol6gica
para reparacdo e/ou regeneracdo de tecidos e Orgdos, com o objectivo de melhorar
significativamente a qualidade de vida dos pacientes. Neste sentido, o desenvolvimento
de sistemas bioinspirados de comp0sitos ou nanocompdsitos apresentam-se como uma
aposta promissora. Especificamente na medicina ortopédica, a ciéncia aposta
essencialmente em desenvolver materiais biocompdsitos, com propriedades mecénicas e
biol6gicas adequadas, com a possibilidade de controlar a distribuicdo da fase organica
na matriz inorganica, de modo a optimizar os dispositivos biomédicos e melhorar as
interaccdes com o tecido in vivo (Eduardo K. Moioli, 2007; Lieberman J. R., 2005).

As interaccOes entre o material de regeneragdo e os tecidos consistem
essencialmente em interac¢Ges moleculares, principalmente as pontes de hidrogénio. A
formacéo do colagénio, um dos principais constituintes dos tecidos duros, é fortemente
dependente das interaccGes hidrofobicas no ambiente fisioldgico, que se desenvolve ao
longo de vérias etapas da sua expressdo proteica para a formacdo em fibras triplo-
helicoidais (Eduardo K. Moioli, 2007; Atala A., 2008).

O material a ser implantado deve ser um suporte que possua a capacidade de
regenerar o tecido lesado dando-lhe a estrutura adequada do tecido vivo. Para tal usam-
se os scaffolds, suportes que orientam o crescimento das células. Este material, quer
aut6logo (o paciente é o proprio dador) ou alogénico (proveniente de outra pessoa), ou
fabricado a partir de biomateriais naturais, sintéticos ou semi-sintéticos, permite a
expansdo da cultura de células, através da sua cultura sobre os scaffolds, definindo a
arquitectura e aspecto final do novo tecido.

Os scaffolds devem fornecer temporariamente a sustentacdo das células que se
encontram numa fase inicial de implantacdo, até que estas sejam capazes de suportar a
sua propria matriz extracelular (ECM). A construcdo de um scaffold deve reunir
condigdes tais que promovam a migracdo, a diferenciacdo e a proliferacdo celular,
assegurando assim as caracteristicas naturais do tecido. Factores como, arquitectura,
propriedades mecanicas, propriedades de superficie, degradacdo dos compostos que o

constituem, e as mutacfes notdrias destes factores aquando expostos in vitro e/ou in



vivo, séo consideracdes essenciais no seu desenvolvimento (Eduardo K. Moioli, 2007,
Lieberman J. R., 2005).

As células e a ECM apresentam uma matriz 3-D, altamente porosa, caracteristica
que deve ser garantida na construcdo do scaffold. Principalmente, no que se refere ao
tecido dsseo, a porosidade é fundamental para o crescimento do tecido, perfeita

vascularizagéo e disponibilizacdo de nutrientes para que ocorra a regeneragéao.

1.1. Tecidos duros, respectiva fisiologia e regeneracao
O tecido 0sseo, principal sistema de apoio dos seres vertebrados, apresenta-se de
duas formas arquitectonicas diferentes, o denominado 0sso trabecular ou 0sso esponjoso
(cerca de 20 %) e o osso cortical ou 0sso compacto (cerca de 80 %) conforme a Figura
1.1

Vaso
sanguineo

Figural.l. Estrutura do osso (Carneiro, 2004)

Este tipo de tecido é considerado um tecido conjuntivo complexo, organizado e
especializado. E constituido por uma fase inorganica e pela fase organica. A fase
inorganica caracteriza-se por material extracelular calcinado, essencialmente
hidroxiapatite que em conjunto com a fase organica, constituida por células e tecido,
formam a denominada matriz 6ssea (Carneiro, 2004). A célula especifica da matriz
organica é o osteocito, que se encontra incorporado nas lamelas, recoberto pela matriz
mineralizada. Na sua constituicdo, a fase inorganica equivale a cerca de 65 — 70 %,
enquanto que a fase organica representa o restante, 25 — 30 %, composta por
glicoproteinas, proteoglicanas, sialoproteinas, entre outras (Tabela 1.1) (Salgado, et al.,
2004).



Tabela 1.1. Principais constituintes da matriz 0ssea e respectivas funcdes e propriedades

(Salgado et al, 2004).

Constituintes da matriz
ossea exiracelular

Funcides e propriedades

Colagéniotipo I

Fomece estrutura 6ssea, calcificagioda matnz

Biglicam Proteoglicanasque afectam o crescimento das fibras de colagénio e
Deconm respectivo diimetro, envolvidas no processo de mineraliza¢i o da matriz.
Osteonectina Glicoproteina: Promovea ligacio do Ca2-e do Colagénio.

Glicoproteina: Promove a ligagio do Ca?~, hidroxiapatite, osteonectina e
Trombospondina

outrasproteinas de superficie celular; intervém na adesiocelular.
Fibronectina Substrato de fixagio dos osteoblastos.

Sialoprotema: constituintes da cement line; envolvida na regeneracio
Osteopontma

Ossea.

Sialoproteina gssea Sialoproteina: constituintes da cement ling®

Osteocalcina

O osso caracteriza-se fisicamente pela sua resisténcia, que é conferida pela
combinacdo de sais minerais e tecidos, assim como das fibras de colagénio, que
apresentam um aspecto caracteristico no microscopico. Uma das suas caracteristicas é a
dindmica e a vascularizacdo que apresenta, assim como a sua capacidade de regeneragédo
sem deixar cicatriz (Salgado et al, 2004). Fazem parte do tecido 6sseo quatro tipos de
celulas, nomeadamente o0s osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e as celulas
mesenguimatosas ou também denominadas por osteoprogenitoras, cada uma delas com
funcdes especificas (Stocum, 2006). As células responsaveis pelo processo de
regeneracdo sdo os osteoblastos e osteoclastos. Este € um processo continuo nos seres
vertebrados adultos, onde cerca de 10 % da quantidade de 0sso existente no corpo
degrada-se e regenera-se a cada ano, Figura 1.2.

Os osteoblastos séo células diferenciadas que se localizam na superficie dssea
dispondo-se em camadas, sendo responsaveis pela producéo da fase organica da matriz
Ossea (colagénio tipo |, proteoglicanas, glicoproteinas) durante o desenvolvimento
embrionario ou na fase de crescimento, regeneracdo ou reparacdo Ossea. Apresentam
uma membrana plasmatica rica em fosfatase alcalina, e capacidade de recep¢do de
varias hormonas, assim com factores de crescimento (TGF-p, IGF-I), sendo ainda os
responsaveis pela secre¢do e sintese dos osteocitos. (Carneiro, 2004).

Os osteoclastos sdo células multinucleadas (4 — 20 ndcleos) que tém como

funcdo a reabsorcdo éssea. Este processo é controlado pelo sistema endocrino e por



factores de crescimento. Apds o processo de remocao, estes regeneram de imediato o
tecido dsseo. O periodo de repouso depende do tipo de localizacéo do tecido 6sseo.

Os osteocitos séo células osteoblasticas em fase de maturacdo que apresentam
grande diferenciacdo, encontrando-se envolvidos na matriz extracelular. Por fim, as
células mesenquimatosas sdo osteoblastos maduros que terminaram a sua actividade e
que ndo se diferenciaram em ostedcitos e contribuem para homeostasia mineral,
regulando os fluxos de célcio e fosfato. Possuem ainda a capacidade de responder a
estimulos mecéanicos e hormonais, e sintetizam alguns factores de crescimento (Stocum,
2006).

Reabsorcao Formacao do novo tecido

0sseo
oo efoe

o 40
° e o

¢

’ ]
Activacio! _-"n.‘.n‘-. f
\ ° ' /

Repouso

Figural.2. Processo de regeneracdo do tecido 6sseo Adaptado (Stocum, 2006).

1.2. Materiais para Scaffolds: Caracteristicas e exemplos

No desenvolvimento de scaffolds para a regeneracdo do tecido dsseo, deve ser
garantida estrutura tridimensional, que auxilie no suporte ao tecido neoformado, através
de poros interconectados assegurando uma adequada migracdo das células, a
regeneracdo e crescimento do tecido, assim como a sua vascularizacdo, apresentando
caracteristicas osteocondutivas e angiogénicas (Salgado, et al., 2004). A auséncia da
angiogénese (crescimento de vasos sanguineos) pode afectar o transporte dos nutrientes,
oxigénio e inimeros factores de crescimento angiogénico as células. (Stocum, 2006).
Devem ainda garantir uma estabilidade mecanica adequada, fornecendo o ambiente
apropriado a formacdo do tecido. No que respeita a taxa de degradacéo, esta deve ser
conjugada com a taxa de formacdo do novo tecido (Chu, 2008). Na Figura 1.3,
apresentam-se 0s principais factores a ter em consideracdo aquando da projec¢do de

scaffolds.
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Figural.3. Principais factores envolvidos na fabricacdo de scaffolds para regeneracdo de
tecido 6sseo (Adaptado de Gerhardt, 2010).

Na literatura, verifica-se que existe uma crescente procura no desenvolvimento
de scaffolds com espécies bioactivas incorporadas melhorando assim as potencialidades
terapéuticas. Sendo preferencialmente escolhidos farmacos, factores de crescimento
6sseo (BGF) e factores de crescimento de vasos sanguineos (VGF) ou até mesmo
sequéncias de peptideos (Chu, 2008).

Os principais materiais para o desenvolvimento de scaffolds dividem-se,
especialmente, em trés grandes grupos: os polimeros, 0s comp0sitos e 0S ceramicos.

Os scaffolds que apresentam na sua composicdo materiais poliméricos, em
especial os polimeros biodegradaveis, permitem o desenvolvimento de estruturas
tridimensionais temporarias com porosidade interconectada e propriedades quimicas
benéficas, uma vez que o tempo de degradacdo é igual ao tempo de crescimento do
novo tecido, evitando assim a necessidade de uma segunda cirurgia para remover o
implante. As células preferem, maioritariamente, superficies hidrofilicas, contudo os
materiais hidrofobicos tem geralmente maior tempo de residéncia in vivo, o que torna 0s
polimeros biodegradaveis ideais para libertacdo controlada de espécies bioactivas. Os
principais polimeros biodegradaveis sintéticos utilizados sdo os copolimeros PLGA
(poli-acido lactico-co-glicolico), a policaprolactona, os polianidridos, o PHBV (poli-
(hidroxibutirato- co-hidroxivalerato)) entre outros. Dos polimeros naturais destaca-se as

proteinas como o colagénio e polissacarideos, em especial o alginato, o quitosano e



derivados, assim como o acido hialurénico. Estes sdo especialmente atraentes pelas
propriedades de biocompatibilidade, por promoverem o crescimento celular, assim
como serem de facil obtencdo e a custo reduzido.

Relativamente aos compdsitos, as matrizes sdo preparadas utilizando polimeros
biodegradaveis onde sdo incorporadas particulas de CaP (fosfato de célcio), HA
(hidroxiapatite), por forma a melhorar a resisténcia mecéanica e a bioactividade.
Normalmente, a combinacdo de polimeros com este tipo de particulas, ddo origem a
bioceramicas porosas, reunindo assim as vantagens dos polimeros biodegradaveis com o
uso das ceramicas bioactivas. Este tipo de materiais promove a formacdo da camada de
apatite dssea, garantindo assim uma melhor fixacdo do implante. Além disso, a fase
inorganica pode ainda ser combinada com polimeros o que permitird a formacdo de
bioactivos, compositos biodegradaveis inertes ou injectaveis. Promovem ainda, a
formacdo da camada de apatite Ossea, garantindo assim uma melhor fixacdo do
implante. Além disso, a fase inorganica pode ainda ser combinada com polimeros o que
permitira a formacao de bioactivos, compdsitos biodegradaveis inertes ou injectaveis.

Entdo, os polimeros biodegradaveis em combinacdo com materiais que
contenham dioxido de silicio apresentam-se como um excelente material para promover
a formacdo da apatite’ in vitro e/ou in vivo. Segundo Carlisle et al, a quantidade de
silicio in vivo é devido a formacéo da cartilagem e 0sso, contudo este participa também
no metabolismo celular. Neste seguimento, o desenvolvimento de implantes que
contenham silicio, induzem a formacdo Gssea, estimulam a proliferacdo osteogénica e
activando a expressdo genéca do 0sso. Assim, os implantes 6sseos devem promover a
formacéo do tecido 6sseo e a ligacdo ao tecido circundante.

Contudo, todos os materiais apresentam vantagens e desvantagens, 0s materiais
inorganicos tal como os fosfatos de célcio, salientam-se por uma excelente
biocompatibilidade, e uma osteocondutividade razoavel, apresentando contudo
adequadas propriedades mecanicas, apresentando uma degrabilidade lenta e frageis. Aos
materiais bioactivos conferem-lhe a boa biocompatibilidade, osteocondutividade, assim
como uma excelente expressdo génica dos osteoblastos e razoaveis propriedades
mecanicas, apresentando as mesmas desvantagens que os fosfatos de célcio.
Relativamente aos materiais organicos estes apresentam excelente biocompatibilidade e

taxa de degradacdo, sendo a grande desvantagem a possibilidade de provocar

! Apatita — mineral do grupo dos fosfatos, por exemplo, a hidroxiapatite.



inflamacdo. No que se refere aos compositos, estes apresentam-se biocompativeis, tal
como os anteriores, apresentando melhores propriedades mecéanicas, sendo no entanto o
grande entrave, as complexas técnicas de processamento (Mourind et al, 2009).

Entretanto, os polimeros biodegradaveis em combinagdo com materiais que
contenham dioxido de silicio apresentam-se como um excelente material para promover
a formacdo da apatite in vitro e/ou in vivo. Exemplos destes compositos sdo o quitosano,
especialmente por estes apresentarem boas propriedades mecanicas, e por promoverem
0 aumento significativo na adesdo, proliferacdo e actividade da fosfatase alcalina,
melhorando assim, a regeneracdo 6ssea quando aplicado in vivo. O colagénio acelera a
formacdo da apatita do 0sso, permitindo a diferenciagdo do mondécito humano em
ceélulas osteoclasto.

Na Figura 1.4, observa-se que as células na presenca de um compdsito
polimérico exibem uma forma esférica o que se afasta do idealismo de adesdo das
células, no entanto a incorporacdo de nanoparticulas bioactivas, tal como a silica,

permitem uma melhor adesao celular.

Aumento da adesao e proliferacao celular

’ L ] 9
B Polimero ¢! Silica

Figura 1.4. Adesdo celular na presenca de silica. Adaptado (Wu, et al., 2010).

Compostos bioactivos como os polifendlicos tém sido objecto de grande
interesse na area da medicina, em particular os taninos devido as suas propriedades anti-
inflamatorias, anti-microbianas, anti-oxidantes e anti-alérgicas. Os taninos sao
compostos fendlicos que possuem a capacidade de se combinarem com proteinas e
alguns polimeros, como os polissacarideos. Sdo classificados em hidrolisaveis e
condensados, dos quais se salientam os taninos condensados, mais propriamente as
proantocianidinas (PA). Estes bioflavondides encontram-se em diversas plantas,
sobretudo numa especie de pinheiro (Pinus radiata), que contem uma quantidade
consideravel de PA extraivel. Este tipo de moléculas, PAs, possui a aptiddo para
precipitar proteinas ricas em prolina, um dos principais componentes do colagénio, que

tem por funcdo a sua estabilizacdo. (Chang et al, 2007).



Os biomateriais podem ser definidos como uma substancia terapéutica que esta
em contacto com fluidos bioldgicos. Obedecem a propriedades essenciais de acordo
com a funcionalidade a que se destinam (Chu, 2008). Assim, existem critérios minimos

que terdo obrigatoriamente que garantir, quando colocado in vivo, devendo ser:

o Nao-tdxicos e ndo-cancerigenos;

o Biocompativeis (ndo interage com o meio biologico);

o Biofuncionais (capacidade de substituir a funcdo afectada);

o Resisténcia mecénica e densidade adequadas ao seu uso;

o Estéreis (resistente as radiagdes gama, ao 0xido de etileno ou a autoclavagem);

o Estéavel durante o processo de implantacao;

o Possuir uma textura de superficie conveniente para que a adesao celular possa
ocorrer;

o N&o devem degradar in vivo, a menos que 0 processo seja intencional.
Actualmente ja existem no mercado alguns materiais para regeneracdo 0ssea, tal

11® e 0 New osteo®, que apresentam

como o Bonelike®, o Calcibon®, o Edobon granules
dimensdo de particulas entre 0,5 — 5,6 mm, porosidades compreendidas entre 45 — 85 %
com uma dimenséo de poros a variar entre 0,5 — 1500 um (Nies et al, 2009; Medmat

Innovation; Biomet; GMReis).

1.3. Processo Sol-Gel

O processo sol-gel é um processo que envolve a transi¢do de um estado liquido,
0 “sol” para um estado sélido, o “gel” da qual resultard uma rede tridimensional. Tem
envolvido duas etapas fundamentais: a hidrolise e a condensacdo (Gupta et al, 2006;
Brinker et al,1990), fazendo parte delas um solvente e um alcédxido.

Os alcoxidos metélicos (R-O-M) sdo compostos pertences a familia dos
organometalicos que tem um ou mais atomos de metal (M) ligados a sua molécula. Sdo
a classe de precursores quimicos mais utilizados no processo sol-gel, sendo 0 mais
utilizado o tetraetilortosilicato (TEOS; Si (OC,Hs)4), em especial devido a elevada
reactividade com a agua (instabilidade hidrolitica). Esta reac¢do € denominada por
hidrolise, onde o ido hidroxilo se liga ao atomo de silicio (Eq. 1). Dependendo da
quantidade de agua e catalisador presente, a hidrélise podera ser completa para que
todos os grupos alcoxidos sejam substituidos pelos grupos hidroxilo (Eg. 2). A etapa da

condensacéo origina a libertacdo de uma molécula de adgua e subsequente formacéo das



ligagBes silano (Si- O- Si). A medida que esta reacgdo vai ocorrendo, a dimenséo da

molécula inicial vai crescendo por um processo equipolente a polimerizacéo.

hidrélise

=Si—OR+H,0 «——— =Si— 0OH + ROH Equacéo 1.1
condensagao .
=Si—-OH+O0H—-Si=«—>=S5i—0—-Si=+H,0 Equacdo 1.2

E importante referir que o facto de o TEOS possuir uma funcionalidade igual a
4, confere-lhe a capacidade de estabelecer quatro ligagcbes com outros alcoxidos atraves
do processo de condensacdo, crescendo assim moléculas tridimensionais. Quando esta
funcionalidade é diminuida para dois, a molécula podera crescer até assumir dimensdes
macroscopicas, contudo a sua cadeia molecular serd linear. No entanto, quando s&o
usados alcoxidos metalicos a estrutura obtida é aleatoriamente ramificada, podendo
apenas ser menos ramificadas na presenca do défice de agua, uma vez que pode ainda
existir grupos alcoxidos na estrutura final (Tseng, 2010).

Estas etapas, hidrélise e condensacdo, estdo ainda fortemente dependentes de
parametros reaccionais que encontram, como o pH, a natureza e concentracdo de
catalisador, a temperatura, a razao molar H20/Si e o tipo de solvente.

o pH

o Natureza e concentragdo de catalisador
o Temperatura

o Raz&o molar H20/Si

O pH influencia directamente as reac¢6es de hidrolise, que tem um efeito muito
importante nas estruturas finais obtidas. Assim, a velocidade destas reaccdes esta
dependente do pH do meio, isto é para catalise acida (pH < 5), a hidr6lise é favorecida
contudo as reacgdes de condensacgdo sdo limitantes. Inicialmente formam-se moléculas
muito pequenas com grupos reactivos Si-OH, originando cadeias lineares ou
ramificadas aleatoriamente. A geleificacdo em meio acido caracteriza-se por modelo de
crescimento cluster — cluster. Para pH ~ 2,4 originam-se cadeias lineares de elevada
area de superficie e reduzido volume especifico de poros, acima deste pH a taxa de
hidrélise reduz e a condensacdo aumenta, havendo assim um aumento no numero de
ligacGes siloxano (Si — O — Si), passando a existir um crescimento do tipo aglomerado —
monomero, em resultado surgem estruturas mais ramificadas, que se caracterizam pelo
aumento do volume de poros e reducdo da area superficial. Sob condicdes alcalinas

(pH> 7), os processos de condensacdo sdo dominantes, originando particulas menos
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agregadas, maiores e mais densas que a pH &cido, resultando menores &reas de
superficie e poros de maiores dimensdes.

O tipo de catalisador esta fortemente dependente do pH, pois este determinada o
caracter acido ou basico. A catélise 4cida é maioritariamente realizada com HCI, H,SOy,,
HNO3, HF, acido oxalico, formico e acético, enquanto o caracter basico é conseguido
com o NH3; ou NaOH. Relativamente a producdo de silica, esta reaccdo € bastante lenta,
no entanto € possivel observar uma notavel aceleracdo quando o pH da solucdo se
desloca para meio béasico ou acido, tal conseguido atraves da adicéo de catalisadores. O
facto de o processo poder ocorrer tanto em meio basico como éacido confere-lhe uma
extrema relevancia, uma que vez que é possivel obter um numero diferenciado de
materiais diferentes. Em meio acido o processo de gelificacdo resulta em cadeias que se
unem para formar géis, onde é possivel obter uma matriz compacta com baixo volume
de poros, (didmetro de 2 nm) denominados por microporos. Relativamente ao meio
basico, a reac¢do de gelificacdo caracteriza-se pelo ataque do nucledfilo ao silicio,
dando a origem, preferencialmente, a particulas esféricas, resultando um gel com
particulas interconectadas, denominado por gel coloidal, dando origem a mesoporos
com elevada porosidade (2 — 50 nm) (Gupta, et al.2006, Brinker, et al.,1990). Contudo,
estes métodos convencionais fazem uso de substancias perigosas, tais como &cidos e
bases fortes.

A natureza do solvente, em especial a sua polaridade, a viscosidade e o
comportamento proténico ou ndo protonico, influencia a taxa de reaccdo, e
consequentemente a estrutura do material final. Assim 0s solventes polares e protdnicos
mais aplicados sdo a agua, alcoois, que possuem a capacidade de estabilizar as espécies
siliciosas. A titulo de exemplo de espécies polares ndo- proténicas sdo a acetona,
tetraidrofurano entre outros.

Ainda a razdo solvente/precursor (R) é fundamental para que as etapas de
hidrolise e condensacdo se convertam de forma completa. Sendo a quantidade de
solvente determinante no volume de poros, um elevado R poderia originar um material
de baixa densidade devido ao excesso de solvente. Quando nos referimos ao uso de
agua como solvente e o uso de TEOS como precursor, é necessario duas moles de agua
para 1 mol TEOS, ou seja um valor de R=2. Com uma variagdo 1 < R < 25 é possivel
obter estruturas diferenciadas, desde mondlitos, peliculas finas ou particulas coloidais.
Para valores R < 2, ou seja, pequenas quantidades de &gua, a reac¢do de hidrolise é
afectada, sendo predominante a reac¢do de condensacdo do alcool. Com o aumento do
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valor R (R > 2) a reaccdo de hidrolise é favorecida, no entanto para valores muito
superiores pode ocorrer separacao do sistema agua/TEOS.

Assim, o processo sol-gel permite ainda a combinacdo, a nivel nanométrico, de
componentes organicos e inorganicos, dando origem aos denominados materiais
hibridos. E essencialmente utilizado para a producdo adsorventes, materiais ceramicos,
vidros, microparticulas, nanocompositos (Brinker et al,1990).

As técnicas mais utilizadas para o desenvolvimento de scaffolds para a
regeneracao Ossea, com a inclusdo de libertagdo controlada de farmacos, sdo: o“melt
moulding”, a evaporacdo de solvente, a liofiliza¢dao, técnica térmica de separagdo
induzida liquido/liquido, a formacdo de espumas, técnica de modelacdo, a compactagao
de po, assim como o processo sol-gel. Neste ultimo, os scaffolds sdo preparados por
dissolucdo do composto (inorganico ou organico) num solvente, dando-se inicio a
reaccdo de hidrdlise e polimerizacdo permitindo a formacéo de uma suspenséo coloidal,
o0 sol. Este é entdo colocado num molde, originando um gel, que sofre um processo de

secagem e tratamento térmico da qual resulta um material denso.

1.4, Catalisadores biomiméticos e biomineralizacdo na natureza

A silica € o segundo biomineral mais abundante na terra, estimando-se que esta
constituia 55,71 % dos 6xidos existentes. E produzida essencialmente pelas diatoméceas
e esponjas marinhas (Ruiz-Hitzky, et al., 2008)

Estas espécies desenvolvem estruturas de silica altamente organizadas,
tridimensionais, em condigdes suaves, tais como pH neutro e temperatura ambiente.

As diatomaceas sdo algas eucariontes unicelulares que se podem encontrar em
oceanos e habitat de 4gua doce, sendo fundamentais a nivel ecoldgico, uma vez que sdo
responsaveis por 40 % da producdo bioldgica nos oceanos. Sd0 organismos que
apresentam estruturas muito diferenciadas, tridimensionais (3-D) e com porosidade
significativa, conforme evidenciado na Figura 1.5 (Ruiz — Hitzky et al, 2008).

12



Figura 1.5. Imagens de SEM de vérias familias de diatomaceas (Ruiz-Hitzky et al 2008)

H& cerca de 200 anos, que investigadores se interessam por compreender a
estrutura altamente organizada das diatomaceas, iniciando-se o estudo na década de 20,
onde as frustulas® das diatomaceas eram compostas por &cido silicio puro em estado
“subcoloidal”. Em 1952, Cooper, afirmou que os exoesqueletos das diatomaceas séo
semelhantes a silica hidratada dispersa em agua. Segundo este estudo, o sucesso da
cultura das diatoméaceas estava em adicionar silicio soltvel a solucdo, no entanto se a
sua capacidade de formacdo fosse deficiente, ao adicionar-se glutationa, cisteamina,
DL-metionina esta era restaurada. Os grupos sulfidricos seriam o0s responsaveis pela
formagdo do silicio nas diatomaceas (Lewin, 1953). A glutationa (GSH) é um
tripeptideo e 0 composto ndo proteico mais abundante nos organismos vivos, estando
envolvido em muitos processos fisioldgicos. Encontra-se também amplamente
disponivel a custo reduzido e que ndo apresenta toxicidade. Relativamente a cisteamina
é um produto proveniente da degradacdo do aminoacido cisteina que é um dos
constituintes do codigo genético. No que se refere a DL-metionina € um aminoacido

usado como suplemento alimentar, apresentando um nivel muito baixo de toxicidade.

2 . ,
Frustula — Parede celular das diatomaceas
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Em sintese, 0 uso destes compostos como catalisadores biomiméticos podem
acelerar o processo de obtencao de silica, como € o caso do processo sol-gel onde se usa
como solvente a agua e como precursor o TEOS, conferindo a este método de producgéo
de silica um caracter verde, comparativamente com os métodos ja existentes, uma vez
que para 0 metodo convencional sdo usados como catalisadores bases ou &cidos fortes.

A importancia da utilizacdo da silica, ao ser considerada como um material
hibrido é essencial na producdo de scaffolds, para além das boas propriedades
mecanicas e estabilidade quimica, mantém inalteravel a presenca de solventes aquosos
ou organicos, impedindo a lixiviagcdo das biomoléculas aprisionadas. Também o facto
de a silica ndo ser uma fonte de alimento para microorganismos, ndo ser toxica e ser
biologicamente inerte, confere a este material uma extrema importancia na area da
medicina regenerativa. Muitos tém sido os estudos realizados numa tentativa de
imobilizar enzimas ou células na superficie de vidros porosos, no entanto a

bioactividade destas acabam por ser afectadas (Gill, et al., 1998).

1.5. Sistemas de libertacdo controlada

A encapsulagdo de biomoléculas em biomateriais tem assumido um papel
fundamental no desenvolvimento de sistemas biomédicos, uma vez que é possivel a
encapsulacdo de farmacos, enzimas ou células e a sua libertacdo controlada.

A bioencapsulacdo permanecia restrita ao uso de polimeros organicos, mas mas
0 uso de silica, apresenta claras vantagens tais como o melhoramento das propriedades
mecanicas e estabilidade quimica. Em contacto com solventes, quer organicos ou
inorganicos, o material desenvolvido a base de silica ndo é afectada por qualquer tipo de
modificagdo, principalmente no que se refere ao inchago, evitando assim a lixiviagao
das biomoléculas (Livage et al ,2001).

Na maioria dos casos, processo que mais se adequa a encapsulacdo de
biomoléculas, proteinas ou qualquer tipo de macromolécula é o processo sol-gel, uma
vez que o processamento é possivel através de temperatura reduzida e pH neutro.
Contudo, estas condi¢fes podem ainda ser consideradas severas relativamente a
encapsulacgdo, sendo muitas vezes necessario que se proceda primeiramente a hidrolise e
sO posteriormente a adicdo das biomoléculas, aquando da condensagdo, originando

assim uma rede cristalina que aprisiona as biomoléculas (Livage et al,2001).
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A dexametasona pertencente ao grupo dos corticosterdides® que engloba os
glucocorticoides, anti-inflamatérios. Promove a diferenciacdo osteogénica das células
do tronco mesenquimais. Assim como, a actividade da fosfatase alcalina, que ¢é
indispensavel a mineralizacdo 6ssea, actua também nos processos de diferenciacgéo,

estimulando a maturagdo osteoblastica. Apresenta, contudo, uma solubilidade baixa em

agua (Nuttelman C. R., 2005; Infarmed, 2005).

Propriedades fisico-quimicas
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Os corticosteroides exercem efeito sobre quase todas as células, influenciando o
metabolismo proteico, lipidico, glucidico, o balango hidroelectrolitico, as funcbes
cardiovasculares, renais, da musculatura esquelética, do sistema nervoso assim como
em todos os tecidos e 6rgdos. Desempenhando um papel fundamental na homeostasia
dos estimulos néxicos* internos e externos. S&o ainda capazes de induzir a diferenciacéo

das células do estroma® da medula 6ssea humana em fendtipo® osteobléstico, células

responsaveis pela regeneracdo 0ssea (Infarmed, 2005).

% Corticosterdides-Grupo de hormonas esteréides produzidas pelas glandulas supra-renais ou derivados sintéticos destas.

* Estimulos néxicos — sensibilidade a dor.
% Estroma — tecido de suporte que forma a estrutura de um orgao.
® Fenétipo — caracteristicas observaveis de um organismo (morfologia, caracteristicas bioguimicas, entre outras.
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2. Materiais e Métodos

Para o processo Sol-Gel foram usados como catalisadores a L-glutationa reduzida
(Sigma Aldrich; 99%), a Cisteamina (Sigma Aldrich; 98%) e a DL- metionina (Sigma
Aldrich; 99%) e como precursor o tetraetilortosilicato (Fluka, 99%). Na producdo de
outros compositos a base de silica, Tabela 2.2., utilizou-se varios polimeros naturais e
sintéticos. Estes foram escolhidos na sua maioria, baseando-se na literatura (Pillai et al,
2001; Costa et al, 2006; Maia et al, 2005; Parhi et al, 2006). Também o uso de outros
precursores foi objecto de estudo, Tabela 2.2, tendo sido a sua aplicagdo, igualmente,
baseada na literatura (Li et al, 2007).

2.1. Producdao de silica, compositos e processamento

No processo de producdo de silica, pretendeu-se avaliar o rendimento da mesma
em funcdo de trés parametros fundamentais: a temperatura, a agitacdo e o pH. Este
encontra-se directamente interligado aos trés catalisadores utilizados: a L-glutationa
reduzida (GSH), a Cisteamina (CYS), e a DL- metionina (MET) (Figura 2.1.), uma vez
que € possivel, através da manipulacdo da sua concentracao, obter diferentes valores de
pH. Foi ainda possivel a titulagdo do catalisador GSH com CYS de forma a obter o pH
neutro (pH 7,00).

Sintese de silica
Temperatura: 4, 24,37 °C

Com agitagdo Sem agitacdo
[ I—;I
I I I ]
GSH MET CYS GSH + CYS GSH CYS

Figura 2.1. Condicdo de temperatura, agitacdo e tipo de catalisador para a sintese de
silica.

Espera-se identificar o efeito do pH e temperatura no rendimento de silica, assim
como a agitacdo uma vez que a reaccdo sol-gel da-se na interface entre o solvente e o
precursor (Figura 2.2). Com a utilizacdo desta prevé-se que as etapas envolvidas no
processo sol-gel sejam mais rdpidas, uma vez que se promove a homogeneizacdo da

solucgéo garantindo uma maior superficie de contacto entre o solvente e o precursor.
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Figura 2.2. Procedimento experimental para a producdo de silica in vitro.

O uso de diferentes catalisadores com diferentes concentragdes, vao conferir
diferentes valores de pH compreendidos entre 2,46 — 9,81, da qual se obtém diferentes
estruturas, monolitos (pH 2,46 e pH 9,81) e particulas. Para pH &cido a etapa de
hidrolise é rapida e consequentemente uma condensacdo lenta, para pH basico a
hidrélise é lenta, assim como a condensacdo. No entanto para pH neutro a hidrolise é
lenta e a condensacéo é répida.

A tabela 2.1. mostra as concentracdes dos catalisadores usados, respectivos pHs

e o tipo de formacéo de silica.

Tabela 2.1. Concentracdo da solucdo de catalisador em funcédo do pH.

Concentracio
Catalisador pH Formacio
de catalisador, M
GSH 0.13 2.46 Monolito
MET 0.15 5.47 Particulas
GSH 0,01 6,00 Particulas
CYS+GSH 0.15 7.00 Particulas
CYS 0,01 8.60 Particulas
CYS 0.15 9.81 Monalito

Para a producdo de silica procedeu-se inicialmente a preparacdo do catalisador
em agua milli-Q degaseificada, com agitacéo posterior por um periodo de ~ 5 minutos a

~ 270 rpm para completar a dissolucédo total dos catalisadores. Adicionou-se 2 ml de

18



precursor TEOS a 8 ml da solucdo de catalisador previamente preparada, seguindo-se
agitacdo no vortex por 60 segundos (Sousa et al, 2007). A producéo de silica foi assim
avaliada para os parametros referidos anteriormente.

Foi realizado uma cinética de producdo de silica para estudar a influéncia do pH
e do tempo no rendimento de silica. Assim, foi avaliada a massa de silica para os
diferentes pH’s para o tempo de formagao rapida da silica (GSH) e a formagao lenta de
silica (MET). Todas as amostras foram realizadas em triplicado. Foi ainda avaliado qual
o desempenho, na producdo de silica, utilizando a proteina de soja e a albumina como
catalisadores.

Na Figura 2.3. apresenta-se todo o diagrama do processo de obtencéo de silica e

técnicas de caracterizacdo utilizadas neste trabalho.
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Figura 2.3. Diagrama de processo para a obtencédo de silica e compdsitos a base de silica
e técnicas de caracterizacao.

Relativamente a producdo de compdsitos, o polimero foi primeiramente
dissolvido no catalisador por um periodo de ~ 16 horas, a ~ 270 rmp e sO depois se
adicionou 0 percursor e procedeu-se a agitacdo no vortex por 60 segundos. A etapa
mais importante era a dissolugdo do polimero.

A Tabela 2.2. apresenta as concentrac@es de polimero utilizados nas formulagdes

dos compositos a base de silica.
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Tabela 2.2. Compositos obtidos para o catalisador GSH (0,15 M) e CYS (0,15 M).

Composicio
Polimeros {(precursor:catalisador:polimero), g/g/'g
Catalisador GSH, 0,15M Catalisador CYS, 0,15 M

(1.87/037/0,04) , o
Dextrano (1.87/0.37/0.08) (1.87/0,09/0,04)

. (1.87/0.37/004) , ..
Gelatina (1.87/0.37/0.08) (1.87/0,09/0.04)
Amido (1,87/0.37/004) (1.87/0.09/0.04)

(1.87/0.37/0.08)
(1.87/0.37/0.04)
(1.87/0.37/ 0.08)
(1,87/0,37/0,04)
(1.87/0.37/ 0.08)
(1.87/0.37/0.04)

Pectina de macga (1.87/0.09/0,04)

Pectina de citrinos

(1.87/0,09/0,04)

(1.87/0.09/0,04)

Quitosano (1,87/037/008)
(1.87/0.37/0,04) (1.87/0,09/0.04)
. 1.87/0,37/004 1.87/0,09/0,04
Albumina El 87/037/ o;osg El 87/0.09/ 02043
Proteina de soja = (1,87/0,09/0.04)
(1,87/0.37/0,04) (1,87/0,09/0,04)
Alginato de sodio (1.87/0.37/ 004 (1.87/0.09/0,04)
Amilopectina (1,87/037/ 0,04 (1.87/0.09/0,04)
Dextrano oxidado (1.87/037/004) -
Carboximetilquitosano (1.87/037/004) -
Carboxibutilguitosano (1.87/0.37/0,04) -
Suxinilquitosano (1.87/0.37/004) -
Dextrano oxidado (1,87/037/004) -
Alginato de s6dio + Gelatina (1,87/037/008+0.08) -
Pectina maga + quitosano (1.87/037/004+0.16) -
Pectina de citrinos + quitosano (1.87/0.37/004,+0.16) -
Quitina + Ligquido Ionico (1,87/037/004+001)
Hidroxiapatite (1.87/037/004) -
Metacrilato de 2-hidroxietila (1,87/037/1,45) (1,87/037/145)
Acido acrilico (1,87/037/1,05) -
Taninos
Tara fruto =80 mesh (1.87/0.37/0,04) -
Tara fruto e semente (1.87/037/004) -

(1.87/0.37/004)
(1.87/0,37/0,08)
Mimosa (1.87/0.37/0,08) -
Extracto de Pinheiro + quitosano (1.87/037/008+0,08 -

Extracto de Pinheiro (1870/90/0,04)

Foram ainda avaliados o desempenho de outros percursores, com grupos
vinilicos, na producdo de hibridos de silica. As formulagdes estudadas apresentam-se na
Tabela 2.3. E importante referir que neste sistema foi adicionado 25 mg de persulfato de

sodio como iniciador da reaccéo.
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Tabela 2.3. Polimerizacdo usando precursores com grupos Vinilicos e outros
catalisadores naturais.

Composiciao
Precursores (precursor-catalisador;iniciador), g'g/'g
Catalisador GSH Catalisador CYS
0,15M 0,15M
Vinil tri-metoxi-silano (1,36/0,37/0,25) (1,36/0,09/0,25)
Vinil tri-etoxi-silano (1,81/0,37/0,25 (1.81/0,09/0,25
Glicidil propil trimetoxissilano (2,14/0,37/0,25) (2,14/0,09/0,25)
Catalisadores Composicao o
(precursor:cata lisa dor;solvente), g/'g'g
Albumina (1,87/0,1/8)
Proteina de soja (1,87/0,1/8)

Para as amostras de silica obtidas por diferentes catalisadores, foi estudado o
encapsulamento da dexametasona para posterior libertacdo controlada. Em cada amostra
foi colocado trés quantidades diferentes de dexametasona (1, 2, 4 mg) ao qual se
adicionou 8 mL de solucdo de catalisador, e por fim 2 mL de precursor. Nos compdsitos
onde a dexametasona foi encapsulada, apds a dissolucdo do polimero foi adicionado 1
mg de dexametasona. Todas as amostras foram preparadas em triplicado.

A resposta esperada no estudo das variaveis do processo sol-gel é o rendimento
de silica. Para isso, todo o residuo de catalisador e precursor deveriam ser removidos
para a quantificacdo do rendimento de silica na reac¢do gerada no processo sol-gel. Para
eliminacdo dos residuos da reaccdo utilizou-se a lavagem. Assim as amostras foram
sujeitas a trés lavagens com agua destilada, sendo que esta foi removida por filtracdo
com filtros de celulose (porosidade 0,45 um). Estes filtros foram secos para obter a
massa residual de silica nos mesmos por gravimetria. A calcinacdo foi realizada a 600
°C por 2 horas, atendendo que determinados compadsitos havia a necessidade de manter
por um periodo de mais 2 horas, aqui o critério exigivel foi manter a silica na sua cor
natural branca, indicando que os demais compostos organicos foram degradados.

Para o processamento final da silica foi necessario remover a 4gua do meio
reaccional, utilizando assim trés distintos métodos: liofilizacdo, evaporacdo na estufa de
vacuo, evaporagdo & temperatura ambiente e a extraccdo com agua e etanol
pressurizados e secagem com CO; supercritico.

A liofilizagdo é um processo de que consiste num fenémeno de sublimagéo,

onde toda a agua no estado sélido passa a vapor, assim as amostras foram mantidas em
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estado solido e para tal foram congeladas em azoto liquido. Este foi realizado num
equipamento Snijders Scientific, a temperatura de — 49 °C e ~ 2 bar durante ~ 48 horas.

Para a secagem com a estufa de vacuo (SELECTA VACIOTEM-T) as amostras
foram mantidas a 40 °C e com um vacuo -1,0 bar, até se obter uma massa constante, ~
10 dias (240 horas).

A secagem a temperatura ambiente ocorreu a ~ 24 °C, tendo sido deixadas as
amostras até se obter massa constante, o equivalente a ~ 15 dias (360 dias).

Ainda o uso dos solventes pressurizados e o CO, supercritico apresenta
vantagens devido as propriedades fisico-quimicas que estes apresentam, tais como a
densidade, a viscosidade e a difusividade. Processos que usam este tipo de fluidos sédo
particularmente interessantes no que respeita a sintese de preparacdo e analitica,
separacgdo organica e inorganica, nanotecnologia, obtencdo de materiais porosos, entre
outros. Denomina-se por fluido supercritico aquele que se encontra acima da sua
temperatura e pressdo critica. No ponto critico a densidade do gas torna-se igual a da
fase liquida, e a interface entre o gas e o liquido desaparece (Cansell et al, 2004), o que
facilita a eliminagdo dos catalisadores sem deixar tracos de solventes. Este método
torna-se uma etapa importante do processo, uma vez que se for eficiente pode-se retirar
a etapa anterior de lavagem, e manter num Unico processo a remocdo de catalisadores e
precursor quanto a secagem. Foi assim usado agua milli-Q por um periodo de 60
minutos com um caudal de 4 ml.min™ com o objectivo de remover residuos de
catalisador e precursor e na sequéncia etanol, por um periodo de 90 minutos com o
mesmo caudal. A utilizacdo do etanol tem por finalidade auxiliar a eliminacdo da agua
da amostra para posteriormente se proceder a secagem da mesma com CO, supercritico
durante 180 minutos, utilizando uma pressdo de 2900 psia e um caudal de 2,71 mL/min.
Posteriormente procedeu-se a evaporacdo da agua numa estufa a 45 °C, para remover
residuos de agua. Depois de esta massa ser constante, procedeu-se a calcinagdo para o

identificar se os residuos de catalisador e precursor foram removidos.

2.2. Sistemas de libertacéo controlada
Nesta etapa, procedeu-se a moagem do material para homogeneizacdo da
amostra e posteriormente colocou-se ~ 15 mg numa membrana de diélise (8 kD), que
foi previamente colocada em agua milli-Q por 24 horas para hidratacdo da membrana de

forma a diminuir qualquer tipo de barreiras que possam comprometer a difusdo. A
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membrana foi entdo fechada com as respectivas molas de dialise, procedendo-se a
libertagdo em 20 mL agua milli-Q, a temperatura de 37 °C. As absorvancias sao lidas
num espectrofotdbmetro (Infrared Spectrum, V650) a A 242 nm, a cada 5 minutos
durante os primeiros 30 minutos, e a cada 10 minutos até perfazer 1 hora, e
posteriormente leituras a cada hora, até 8 horas.

Os perfis de libertacdo da dexametasona foram estudados de acordo com a
equacédo de Korsmeyer e Peppas (equagédo 2.1.), (Zuleger et al, 2001) segundo a qual M;
é a massa inicial, M., € massa final de libertacdo, k é constante cinética, t € o tempo de

andlise e n é o expoente de libertacéo:

Mi

L =kt (2.1

2.3. Caracterizacéo dos materiais obtidos

As amostras foram caracterizadas a nivel quimico e fisico (morfoldgico). Para
caracterizacdo morfoldgica foi usado o microscopico optico (Leika), observando assim
a superficie da silica e os principais detalhes caracteristicos da mesma. Sempre que
possivel as amostras foram visualizadas nas varias ampliacbes (4, 10, 40 e 100 vezes).
Relativamente ao SEM, Scanning Electron Microscope, com o sistema EDX (Energy
Dispersive X-ray Spectroscopy) (EDX genesis, Philips, XL 30 model) as analises foram
feitas a 10 kV para uma de resolugdo de 250 — 5000 X. As amostras, inicialmente,
foram recobertas com uma camada de ouro de 300 A, para visualizagdo da superficie
das particulas.

Para caracterizacdo quimica foi utilizada espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier, FTIR (Infrared Spectrum, Jasco,4200 type A), no
comprimento de onda de 500 — 4000 cm™, com uma resolucdo de 4 cm™ e 256 scans,
identificando assim as principais ligacdes quimicas da silica.

Por ultimo no que respeita a caracterizacdo fisica foi usado o TGA,
Thermalgravimetric analysis, (TGA, Q500 - Tainstruments) para avaliacdo da
temperatura de degradacdo da amostra. A porosidade da silica, foi determinada no
porosimetro de mercurio (Poro Sizer 9320, Micromeritics e a densidade esta foi medida
no picnometro de hélio (Accupyc 1330, Micromeritics), a temperatura ambiente.
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2.4. Testes de biocompatibilidade
A hemocompatibilidade da silica foi avaliada in vitro de acordo com a norma
internacional (1SO) 10993-4 1999 e ASTM F 756-00 (2000), na qual se estudou o indice
hemolitico através do teste de hemolise. Inicialmente procedeu-se a determinagdo da
concentracdo de hemoglobina (Hb) tanto para o sangue como para o plasma e
posteriormente no sangue em contacto a silica com/sem residuos de catalisador e

percursor (ver anexo A).
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Capitulo 11



3. Resultados e discussao

Neste capitulo pretende-se apresentar os principais resultados obtidos assim
como a sua discussdo, e sempre que possivel, compara-los com os existentes na
literatura.

3.1. Producéo de silica

Sendo o principal objectivo a avaliagdo do rendimento massico de silica
produzida, este foi avaliado de acordo com os diferentes parametros estudados. Assim,
considerando o efeito da temperatura, para a 4 °C, com agitacdo a ~270 rpm e 66 horas
de reaccédo a formacao de silica ndo ocorreu, isto é, ndo existia a formacdo do monolito
nem particulas, apenas se verificou que o precursor foi consumido, o que indicava que
uma das etapas do processo sol-gel, a hidrélise, estava concluida. Posteriormente,
colocou-se a amostra a temperatura ambiente, com a mesma agitacdo, 0 que promoveu a
formacéo de silica ao fim de 3 horas. Conclui-se que é possivel a producédo do sol pode
ser obtida e ser reservada para posterior obtencdo do gel, evitando assim os problemas
de envelhecimento do gel. Relativamente a temperatura de 37 °C com agitagdo a ~270
rpm, a formacéo de silica foi obtida ao fim de 48 horas. Conforme é verificado na
Figura 3.1, o gel que sofreu o “choque térmico” apresenta uma cor mais transparente do
que o obtido para a 24 °C e 37 °C, o que se deve provavelmente ao periodo de tempo
mais longo, que permitiu que houve-se uma estrutura mais uniforme originando, um gel

mais forte e mais transparente.

(A) (B) ©

Figura 3.1 Amostras com catalisador GSH: (A) 4°C por 66 h + 3h a 24 °C (B) 24 (C) 37
°C.
Entretanto a temperatura de 4 °C foi eliminada do grupo de ensaio, visto 0

processo ser bastante lento.
Relativamente ao processamento da silica produzida, e sendo que se pretendia
remover 0s residuos resultantes da reaccdo, numa fase inicial procedeu-se a lavagem

dos mondlitos e das particulas, contudo este método mostrou-se ineficiente,
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especialmente por grandes perdas de massa de silica durante a lavagem e a dificil
remocdo da agua mesmo utilizando filtros de seringa, esta etapa foi eliminada do
processo passando directamente para o processo de secagem. A etapa de remoc¢édo de
catalisadores foi entdo transferida para uma etapa final do trabalho, onde se procedeu a
calcinacdo para remogao dos residuos da reaccéo.

No seguimento do objectivo principal do trabalho, a massa de silica produzida €
apresentada na Tabela 3.1. Assim sendo, verificou-se que a maior massa de silica se
obtém para o catalisador GSH, a 37 °C e com agitacdo de 270 rpm. Atendendo ao
catalisador GSH, observou-se que para uma menor concentra¢do ha uma diminuicéo na
producdo de massa de silica, para a mesma temperatura e agitacdo, variando o pH de
2,46 para 6,00. Assim, concluiu-se que o pH influencia directamente a producdo de

silica, uma vez que este estd dependente da concentragéo.

Tabela 3.1. Efeitos da temperatura (°C), agitacdo (rpm) e do pH da solucdo de
catalisadores/precursor na producéo de silica (g).

. Silica, g (Média = Desvio Padrio )

Cﬂt:_lll.i?{dur, pH 24°C 37°C
0 rpm t (h) 270 rpm t (h) 0 rpm £ (h) 270rpm | t(h)
GSH, 0.15 M 2.46 037001 480 0.61 £0.05 72 0.50+0.05 120 1.14+£027 48
MET. 0.15 M 547 - 0.07 £0.01 408 - 0.28x0.02 408
GSH, 0.01 M 6.00 - 0152001 408 - 020002 408
CYS+GSH (0.15 M) 7.00 - 053002 408 - 0.66 =002 408
CYS 001 M 8.60 - 0.40£0.02 408 - 0.65+0.18 408
CYS5 015 M 5.81 044005 720 0.54=005 96 0.420.01 408 0.79 £0.03 72

Relativamente a agitacdo, para as mesmas condi¢cdes de temperatura e pH,
verificou-se um aumento na producéo de silica quando a mesma é usada. Este aumento
deve-se ao facto da reaccdo de hidrélise ocorrer na interface entre o solvente e o
precursor, assim a agitacao promove a homogeneizacgdo da solucdo havendo uma maior
superficie de contacto entre ambos, Tabela 3.1.

Atendendo ao objectivo de comparar os rendimentos de silica para os diversos
sistemas, foram escolhidos dois tempos de reac¢do, 72 e 120 horas, baseados em
ensaios anteriores, Figura 3.2 Considerando o factor tempo, é perceptivel que este é
fulcral para a producdo de silica visto que o seu rendimento é significativamente

superior para as mesmas condicOes e para o periodo de 120 horas. Contudo ha que
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salientar que para pH neutro e/ou proximo do pH neutro a massa de silica pode ser
alcancada mas para um periodo de tempo consideravelmente superior. A producdo de
silica deve-se aos grupos sulfidricos, sendo assim compostos que contenham estes

grupos, sao capazes de produzir silica na presenca de um precursor, TEOS.

0.8
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Figura 3.2. Massa de silica obtida em funcdo do tempo, utilizando como método de

secagem o liofilizador: e 72 horas B 120 horas.

Foram estudados outros dois precursores naturais como a albumina e proteina de
soja com 0 objectivo de aumentar o caracter natural da silica, foi assim avaliado a sua
funcionalidade para actuarem como catalisadores a proteina de soja e a albumina, visto
fazerem parte na sua constituicdo moléculas que apresentam tais grupos, chegando-se a
conclusdo que de facto ha producéo de silica, conforme evidenciado na Tabela 3.2. Esta
massa de silica foi obtida por calcinacdo a 600 °C e a sua presenca foi confirmada pela

analise de SEM/EDX como se segue.

Tabela 3.2. Massa de silica (g) produzida a partir de albumina e proteina de soja.

p Composicio Massa de silica (2)
ssa de silica
fecursores solvente/polimero/precursor (g/g/g) g
Albumina (0,08/0,1/1,87) 0,030 + 0,0006
Proteina de soja (0,08/0,1/1,87) 0,025 + 0,0005

A anélise de SEM-EDX comprovou a sua presenca dos grupos representativos

da silica, conforme a Figura 3.3.
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Figura 3.3 Imagens de SEM para a silica a partir de proteina de soja (A) e albumina (B).

O rendimento massico obtido pelos precursores naturais (albumina e proteina de
soja) foram semelhantes, as amostras com GSH (pH 2,46) e MET (pH 5,47).

Relativamente aos métodos de secagem foram usados trés métodos, por forma a
identificar qual o método mais adequado quer na eficiente na remocdo de agua e
possiveis residuos da reaccdo (TEOS e catalisador), assim foi quantificado para os trés
processos, a quantidade de silica referente primeiramente a eliminacéo da agua, TEOS e
residuos de catalisador. Esta perda de massa no processo de secagem é denominada por
M,. Como os residuos de catalisador e agua que podiam ainda existir na amostra, foi
utilizado o processo de calcinacdo para elimina-los; esta segunda perda de massa €
denominada M;; e My, corresponde a massa de silica (%) ap6s calcinacdo a 600 °C em
funcdo da massa inicial de monolito. A quantidade resultante sera a massa de silica
final, denominada por My;. Como € observavel pela Tabela 3.3, as amostras que sofrem
maior perda por calcinacdo sdo as amostras secas na estufa de vacuo, pelo que neste
processo o0 que podera ter sido removido na etapa de secagem tera sido em parte alguma
quantidade de agua, também o facto de serem obtidas particulas de maiores dimensdes
originou que residuos de catalisador, precursor e dgua tenham ficado aprisionados na
matriz. O processo que apresenta melhor capacidade de remocdo de residuos
catalisadores, precursor e dgua é o0 uso da extraccdo pressurizada e supercritica, onde a
perda de massa por calcinagdo € substancialmente menor para a silica obtida a partir de
GSH (pH 2,46) e CYS (pH 9,81) o0 que em comparagdo com o processo de liofilizacéo,
concluiu-se que € o processo onde os catalisadores foram removidos durante o processo,
conforme o desejado. A perda de massa existente ainda no método do CO, supercritico

deveu-se a um tempo insuficiente de secagem. Contudo verifica-se que no uso da
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extraccdo supercritica, para os sistemas de particulas, existe um rendimento de silica
baixo comparativamente com o0s restantes metodos de secagem, 0 que se deve
possivelmente a perdas durante o processo verificados pela presenca de particulas no

frasco de recolha.

Tabela 3.3. Perda de massa (%) obtida para o processo de secagem (M) e para o

processo de calcinacdo (M) e massa de silica final (M)

- M (%) My (%) My (%)
Silica Média + desvio padrio

g |OSH(PH2.46) 90.83 +0,40 | 4.84+0,08 | 432%033
2 |MET(pHS5.47) 9635+0,70 | 1.07+035 | 2,57+ 1.05
E GSH (pH 6,00) 9574+ 1,70 | 1.90+085 | 2,36+085
= |[CYS+GSH (pH 7.00) 9320+0,16 | 3.65+030 | 3,16+0.15
CYS (pH 8.60) 98,74+ 0,39 | 0,59+005 | 0,67+0,33

CYS (pH 9.81) 9432+ 1,16 | 4,17+ 142 | 1,510,226

£ o |GSH(PH246) 11,66+ 6,24 | 84,63+8,17 | 3,71+1,92
S 2 |MET(pHS5.47) 3.04+0,73 | 9537+091 | 1,59+0.18
S 7 |GSH (pH 6.00) 8,02+ 3,67 | 89,00+4,55 | 2,98+ 0,88
g ; CYS+GSH (pH 7,00) 6,72+ 0,26 | 90.35+036 | 2,93+0.10
5 Z [CYS(pH 8.60) 1.41+ 0,06 | 98,13+0.,06 | 0,46+0.00
= leyspH9.81) 453+0,30 | 9441+028 | 1,06+0.01
. |GSH (pH 2.46) 94.88+027 | 3.68+0,07 | 3,68+ 0,20
9 |MET (pH 5,47) 9748+ 044 | 095+048 | 0,95+0,04
S | GSH (pH 6.00) 97.88+1,34 | 1,70+£025 | 1,70+ 1,09
2 |CYS+GSH (pH 7.00) 98.59+0,55 | 0.64+026 | 0,64+0.29
£ [cvs pH 8.60) 99.07+0,52 | 0.87+0,04 | 0,87+0.48
= |CYS (pH9.81) 9514+ 0,09 | 4.18+005 | 4,18+0,04

Relativamente a eficiéncia do processo de secagem, verifica-se que 0 processo
mais eficiente é o processo de extracc¢do supercritica, uma vez que a perda de massa por
calcinacdo (MII) foi o que apresentou menores valores de perda de massa, conforme
evidenciado na Figura 3.4, provando assim que a remocéo dos catalisadores foi bem
sucedida com o uso dos fluidos pressurizados na etapa lavagem/ secagem. Estas
amostras foram obtidas nas mesmas condi¢bes de tempo de 7 dias, a 100 rpm e 37 °C.
Atendendo aos desvios, as grandes variaches podem dever-se a perdas do processo,
devido a falta de controlo do vacuo, tanto na liofilizagdo quanto na evaporacdo em
estufa de vacuo. Relativamente a extracgdo SFE as perdas ocorrem pela presenga de um
difusor de solvente com alta porosidade (poros maiores que as particulas de silica) que

permitiram a sua perda durante 0 processo.
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Perda de massa, %
N
o

GSH (pH=2,46) MET(p H=5,4T) GSH (pH=6) CYSHISH (pH=7) C¥S (pH=8,6) CVS(pH=9231)
Figura 3.4. Perda de massa (%) obtida para a silica a diferentes valores de pH (7 dias,
100 rpm, 37 °C): m Liofiliza¢do (-47°C; 7mbar), = evaporagdo em estufa de vacuo (-
1.0mbar; 40°C), e por o extrac¢io SCF (40°C, 2900 psi, 2,71 mL.min™)

Foi efectuado um estudo cinético de acordo com o processo de secagem, e todos
seguem uma cinética tipica do processo sol-gel em excepcdo ao que € usado o CO,
supercritico, que apresenta maior massa. Este aumento pode estar relacionado com o
uso de CO,; isto é verificado na literatura onde o processo de sol-gel ocorre em células
de alta pressao para a producdo de silica (Charpentier, 2008). O facto de estar perante
um sistema em que héa formacéo de particulas, as quantidades de catalisador e precursor
encontram-se em excesso na solugdo e em presenca de CO,, a reac¢do no processo sol-
gel provavelmente prolonga-se dentro da célula de alta pressdo devido a formacdo de

acido carbonico, levando assim a um aumento na producéo de silica.
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Figura 3.5. Massa de silica produzida para diferentes valores de pH e diferentes
catalisadores utilizando como método de secagem SCF.

No que se refere a estrutura da silica, a mesma foi influenciada pelo processo de

secagem. Visualmente, é possivel obter particulas de dimensdes bastante pequenas, pelo
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processo de liofilizacdo, como que um pé de silica de “baixa densidade”. Na evaporagdo
em estufa de vacuo e a temperatura ambiente as particulas apresentaram-se com uma
certa granulometria, tal que também se verificou quando foi usado o CO, supercritico,
conforme a Figura 3.6., no entanto de dimensfes mais reduzidas. Este efeito observado
também pode ser devido & aglomeracdo de particulas que ocorre em todos os métodos e

Evaporacdo a temperatura Evapora¢doemestufa de Liofilizagdo Extracgdo SC
ambiente (~24 °C) vacuo (40°C) (47 °C. -7 mbar) (40°C)

Figura 3.6. Silica GSH para diferentes métodos de secagem.

A diferente configuracdo das particulas, estd assim, associado ao método de
secagem, uma vez que durante a evaporagdo da agua houve uma retraccdo na estrutura
do gel, e a medida que esta aumenta, a compactacdo da fase sélida € maior originando
tensdes superficiais, que em conjunto originaram o colapso da estrutura, dando origem,
por vezes, a fissuras. Na evaporacgdo na estufa de vacuo, a tensdo superficial na interface
gas-liquido provocou uma contraccdo no diametro dos poros e consequentemente
diminuicdo dos mesmos, comparativamente com os restantes métodos de secagem
(Tabela 3.4). No processo de liofilizacdo a amostra é previamente congelada com azoto
liquido, a transicdo do estado liquido para o estado sélido, teoricamente, origina uma
expansdo da matriz, obtendo-se assim um aumento no didmetro dos poros. Contudo o
mesmo ndo se observa, mas a anélise destes resultados deve ser avaliado com especial
atencdo atendendo que as quantidades de amostra por vezes sdo reduzidas, podendo os
resultados estarem falseados. E importante referir que as amostras obtidas, pelo
processo de liofilizacdo e evaporacdo em estufa de vacuo, posteriormente foram
calcinadas para remover e/ou confirmar a presenca de residuos de catalisador, precursor
e agua. Entretanto, este processo de calcinacao a partir de ~ 450 °C provoca colapso dos
poros existentes na silica.

Foi ainda avaliado a porosidade, de acordo com a variacdo do pH (Figura 3.7.),
esta encontra-se na mesma ordem de grandeza, no entanto ligeiramente mais elevada

comparativamente com o pH acido, este facto deve-se a presenca dos grupos OH que
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conferiram maior basicidade a solucéo. Para pH acido a porosidade é consideravelmente
satisfatoria, mas os valores para a liofilizacdo e estufa de vacuo podem estar falseados
devido ao processo de calcinacdo, para as amostras obtidas da extraccdo supercritica
ndo foi usado processo de calcinagdo. Para pH=5,47, MET, ha um aumento na
concentracdo de OH™ provocado pelo aumento de pH, que por sua vez leva a um
aumento na velocidade de condensagdo e consequentemente um aumento no
crescimento das particulas, levando a um aumento de porosidade. Este efeito é anulado
e leva a uma diminuicdo da porosidade quando se aproximou de pH neutro, onde a a
concentragdo de ides H* ¢ igual a concentracdo de OH’, sendo a hidrdlise lenta e a
condensacdo é mais rapida comparativamente com o pH acido, conforme a Tabela 3.4.
De acordo com o método de secagem/eliminacdo de residuos da reaccdo e
consequentemente efeito de colapso de poros, foi produzido um material com
caracteristicas finais de baixa porosidade e consequentemente alta densidade. De acordo
com 0s resultados obtidos por adsorcdo de azoto, Tabela 3.5.,0 didmetro dos poros €

concordante com o obtido por intrusdo de mercurio.
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Tabela 3.4. Caracteristicas da silica obtida a diferentes pH’s e diferentes métodos de secagem.

Métodos de Secagem da silica
Liofilizacio Evaporacio em Estufa de Vicuo Extraccio por SCF
Amostra - - o
) ) Diametro ) . Diametro . . Didmetro
Densidade |Porosidade Densidade Porosidade Densidade |Porosidade
(e/cm®) %) deporos (g/cm’) %) de poros (g/em®) %) de poros
(1m) (um) (ym)
GSH pH 2.46 1.85+0,01 57.16 <87 2,627+ 0,036 4593 =0.007 |2s526+0.016| 7070 0.010
MET pH 5.47 1.99+0,07 | 81.79 0.01 1.876+ 0.202 51.30 0013 |2554+0032| 7580 0.025
GSH pH 6.00 2.11+003 | 78.82 - 2,85+ 0,030 63.00 =0.01 2,730,112 | 70,08 12-0.01
GSH+CYSpH70 | 2.11+006 | 72.17 - 3,338+ 0,036 67.76 0.010 15 119+0,055 | 87.17 45.29-0.12
CYS pH 8.60 1.94+004 | 78.82 - 1.853 % 0,053 73,51 0013 |2584+0.053| 83.98 60.64-0.026
CYSpH9.81 1.99+003 | 7398 0.01 2426+ 0,026 67.35 0154 |2463+0032| 7282 0.016

Tabela 3.5. Caracteristicas da silica obtida a diferentes pH’s utilizando como método de secagem a extrac¢do por SCF, por adsorcéo de azoto.

Extraccido SCF

Catalisador (pH) - Adsorgio Ny
Diametro de poros Area de superficie de BET Volume total de poros
(um) (m*g) (cm*/g)
GSH (pH 2,46) 0,0006 139,85 0,217
MET  (pH547) 0,025 54,67 0,343
GSH (pH 6,00) 0,011 494,45 1,302
GSH + CYS (pH 7,00) 0,007 2924 0,049
CYS (pH 8,.60) 0,016 137,12 0,564
CYS (pH 9,81) 0,019 71,20 0,343
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Da analise da Figura 3.7 conclui-se que o primeiro pico refere-se a intrusdo de
mercurio nos espacos intersticiais das particulas e o segundo pico corresponde a
porosidade da propria particula. Contudo observa-se que algumas amostras, o segundo
pico ndo € evidente o que indica que este processo é limitante, havendo assim a
necessidade de avaliar a porosidade por outro tipo analise, por exemplo, através de

adsorcéo de azoto.

GSH (pH 2 .46) CYS (pH 9.81)
14 m. I 150
12 1]
%l.ﬁ ﬂ | | 1%
=} 2 Y‘ |
1] a
T 1 i 111}
E 206 Fuso
O 1) ! 2 l
3 oa WILT \ | %ol 1o
" : - el s
ﬂ'.ﬂlm 100 10 1 X 0.01 0,0 ’mlwo 0o |40 1 an L] o
Difmetrn um) Dimstn ()
- 120 1,60 R
P N i
5 el g j 1T
E 2 gm J 5100 HH-
£ 3 gom ¥ 20 4 T
: : | 2, [HILLLAL
= 030 *hq | o0 v . / 0l
3] Tl — il '
omlma 100 0 ] X 0,01 0,001 n.m]m 100 10 1 0,1 0,01 H_d_(
Difmetrn um) Dimstn ()
160 450
R 118 I " |
w =20 2" [
|g Eln‘NTI gsm I
T Jue LA / 3o
S0, =m0
5 %o \ 3., | ‘
a §wu ‘i X 9:';: r ks
' / \ - X
0,20 ] ,f IH 0,50 ' ’,;,
Mg B, ol
00 100 10 1 ol 0,01 o a0 109 0t o o0 i 0,001
Difmetrn )

Figura 3.7. Distribuicdo de poros para a silica obtida a partir de pH &cido e basico e em
funcdo do método de secagem (Anexo D).

Relativamente a analise SEM para a silica pura encontram-se na Figura 3.8.,
verificou-se que para pH mais préximo do neutro, pH 5,47, 6,00 e 7,00 a silica
apresenta-se mais recortada onde se ligam os grupos OH, o que em termos de
regeneracdo 6ssea seria interessante, pois garantiria uma maior area de superficie,
porém, para confirmacdo desta caracteristica devem ser efectuadas analise de TEM

(Transmission Electron Microscopy) e NMR (Nuclear Magnetic Ressonance).
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MET (pH 5,47)

pot Magn

GSH+CYS (pH 7,00) CYS (pH 8,60) GSH (pH 9,81)

Figura 3.8. Imagens de SEM obtidas para a silica a diferentes pH’s (ver Anexo C).
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Observou-se ainda particulas de maiores dimensdes originadas no processo de
moagem da amostra, visto ser muitas vezes ser dificil manter o mesmo tipo de moagem
em todas as amostras num almofariz. Encontram-se ainda dificuldades para a obtencéo
de micrografias pelo comportamento da amostra aquando da passagem do feixe de
electrGes, o facto de esta ser extremamente instavel levou a que houvesse deslocagdes
momentaneas das particulas. Da analise EDX que se efectuou 0s grupos caracteristicos
da silica (Si e OH) estavam presentes.

Comparando as medidas termogravimétricas, os valores de TGA obtidos foram
relativamente mais elevados comparativamente com a mufla a 600 °C, sendo esta
diferenca devida a perdas durante o processo de calcinacdo, visto que a silica obtida é
um material extremamente sensivel e perdia-se na manipulacdo dos cadinhos.
Considerando a precisdao do método e do equipamento, os valores de TGA, Tabela 3.6.,

apresentam maior confiabilidade, embora com grandezas similares.

Tabela 3.6. Resumo para os diferentes pH’s em fungdo do rendimento de silica.

TGA
Amostra Temperatura inicial de i M“ﬂ% 600 °C,
N Residuo % Residuo %
degradaciio (°C)

GSH (pH 2.46) 91,28 68,31 56,83
MET (pH 5,47) 144,93 52.26 48,89
GSH (pH 6,00) 24,89 76,44 51,70
GSH+CYS (pH 7.00) 67,01 81.25 56,72
CYS (pH 8,60) 91,58 8224 66,80
CYS (pH 9,81) 96,88 84,73 75,58
Diatomacea 97,73 97.44 -

As curvas de TGA apresentam-se na Figura 3.10., onde se verifica que as
amostras onde é usado MET e CYS a degradacdo dos residuos existentes na silica
inicia-se a mesma temperatura que o catalisador, o que se conclui que estes residuos sao
referentes a catalisador ainda existente na amostra. Relativamente as amostras de GSH
essa temperatura € dificil de identificar, possivelmente, devido ao comportamento do
catalisador.

Da curva de TGA que se efectuou a uma amostra de uma diatomacea, Figura
3.9, obtém-se um residuo de 97,44 %, ou seja, na sua composic¢ao ~ 97% é silica.

38



opa

Figura 3.9. Curva de TGA para uma diatomacea.
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Figura 3.10. Curvas de TGA para a silica obtida a diferentes pH’s.
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Os espectros infravermelhos (1V) para os sistemas estudados, os quais tem por
base a producdo de silica, foram obtidos para a gama de comprimentos de onda de 500 —
4000 cm™. De salientar, que inicialmente o comprimento de onda que se pretendia
estudar, encontrava-se compreendida entre 400 — anafiliparodriges@hotmail.com4000 cm?
atendendo que a silica apresenta uma banda caracteristica a = 480 cm™, torgéo Si — O —
Si/ O - Si -0, aqual ndo foi possivel obter devido a limitagdes do equipamento usado.

Na Figura 3.11, sdo apresentados 0s espectros obtidos para a silica a partir do
catalisador glutationa. Cruzando os resultados para o catalisador e para a silica obtida a
partir do mesmo, pode-se concluir que a quantidade que existe de catalisador é
diminuta, uma vez que ndo existe nenhum pico evidente. Relativamente a silica é
possivel identificar as bandas caracteristicas da mesma. As bandas caracteristicas quer

para o catalisador, quer para a silica sdo apresentadas na mesma figura.

0,35
Catalisador (GSH) Silica
Ligagio A (cm™) Ligagio A(cm™)
0,30 v —COOH 1659.45 v:-Si—0-Si 1051,01
v-SH 252244 v-S1-0-81 793,56
v —NH; 2965,02 v- Si-OH 968,09
0,25 Torgdo Si-0-Si/ 0-S1-0 601,68
o 0,20
e
= -
s 015
< I

0.10 J

0,05

0,00

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Comprimento de onda (em)

Figura 3.11. Espectro IV e respectivas bandas caracteristicas, para a silica obtida a

pH=2,46 com o catalisador glutationa (- Catalisador; - silica calcinada; - silica ndo

calcinada).

No que se refere ao catalisador cisteamina, estdo apresentados os resultados
referentes ao mesmo e a respectiva silica, na Figura 3.12. Da sua analise é evidente as
bandas caracteristicas da silica, apesar de se encontrarem ligeiramente deslocadas para a

direita, no entanto encontram-se dentro da gama de comprimento de onda esperado.
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Figura 3.12. Espectro IV e respectivas bandas caracteristicas, para a silica obtida a
pH=9,81com o catalisador cisteamina (- Catalisador; - silica calcinada;

calcinada).
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798,38
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Relativamente ao ultimo catalisador estudado, metionina, os espectros IV quer

para o catalisador assim como para a silica obtida a partir sdo apresentados de seguida,

no grafico 3.13, onde estdo evidentes as bandas caracteristicas da silica.

0,70
Catalisador (MET)
0.60 Ligacdo A(cm?) Ligacdo A (cm?)
: v—CH, 1410 v,-Si—O-Si 1052,94
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Figura 3.13. Espectro IV e respectivas bandas caracteristicas, para a silica obtida a
pH=9,81com o catalisador metionina (- Catalisador; - silica calcinada;

calcinada).

silica ndo
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Conclui-se da anélise FTIR, que ambos os catalisadores utilizados promovem a
formacdo de silica, uma vez que as ligacOes caracteristicas da silica estdo evidentes.
Contudo, os residuos de catalisadores, se existentes, ndo sdo quantificaveis, uma vez

que, aparentemente, estdo em quantidades muito pequenas.~

3.2.Producao de Compositos a base de silica

Para a producdo de compdsitos a base de silica foi efectuado um estudo com
diversos biopolimeros, com potenciais aplicacfes biomédicas, assim como 0 uso de
outro tipo de precursores de modo a avaliar qual o potencial na polimerizagéo vinilica
usando os catalisadores biomiméticos no processo sol-gel. Sdo assim apresentados na
tabela 3.5. as principais observacfes da sua obtencéo. Este estudo foi efectuado para o
catalisador GSH (2,46) e CYS (9,81).

Alguns polimeros ndo se dissolveram, nomeadamente, o dextrano, a gelatina, o
amido, tanto para o pH &cido quanto basico. As pectinas, a proteina de soja, o alginato
de sodio e também a hidroxiapatite ndo se dissolveram. Durante o processo sol-gel
algumas destas formulagGes produziram particulas de silica e outras em mondlito,
Tabela 3.7.

A utilizacdo de monomeros vinilicos (Tabela 3.7), sdo comummente utilizados
em combinacao com o processo sol-gel, para a obtencdo de materiais hibridos a base de
silica. Primeiramente da-se a formacdo dos grupos silanol, provenientes do processo
sol-gel, seguindo-se a polimerizacdo vinilica, onde estes grupos vao reagir com 0s
grupos OH originando uma ligacao covalente entre 0 monémero e composto inorganico
de silica. O Metacrilato de 2-hidroxietila € muito usado, para a producdo da poli (silica-

acrilica) com potenciais aplicacdes para restauradores odontolégicos. (Li, et al., 2007).
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Tabela 3.7. Observagdes relativas a preparagdo dos compositos de silica.

Polimero

Observacdes

GSH (0,15 M)

CYS (0,15 M)

Dextrano

Gelatina

Amido

Nio se dissolveu, originou
uma dispersdo com particulas

Nio se dissolven,
originou uma
dispersio com

Pectina de maga

Pectina de citrinos

Quitosano

Dissolveun-se originando um
monolito

Nio se dissolveu,
originou uma
dispersio com
particulas

Albumina

Proteina de soja

Dissolveu-se parcialmente,
originou uma dispersdo com
particulas

Dissolveu-se
originando uma
solugdoviscosa

Alginato de sodio

Nio se dissolveu, originou
uma dispersdo com particulas

Amilopectina -
Dextrano oxidado : . -
T — Dissolveu-se originando um
Carboximetilquitosano monolito -
Carboxibutilquitosano -
Succinilquitosano -

Alginato de sodio + Gelatina (1:1)

Dissolveu-se parcialmente
origimando vm monolito

Hidroxiapatite

Nio se dissolven, originon
uma dispersdo com particulas

T aninos

Tara fruto > 80 mesh

Tara fruto e semente

Extracto de Pinheiro

Quebracho

Mitnosa

Dissolven-se originando um
monolito

Nio se dissolven,
originou uma
dispersdo com
particulas

Precursores

Vinil tri-metoxi-silano

Vinil tri-etoxi-silano

Formagio de gel ao fim de ~
10 minutos. Usou-se agitagio

Particulas em
suspensdo ao fim de 1
mimito, ao fim de 3
minutos formacéio de
um gel

Solugdo turva ao fim
de 10 minutos com
particulas em
suspensio.

Glicidil propil trimetoxissilano

Metacrilato de 2-hidroxietila

Formacdo de gel ao fim de ~

15 minutos. Usou-se agitagio.

Solugéo turva ao fim
de 30 minutos.

Acido acrilico/Persulfato de
potdssio

Formacéo de gel ao fim de ~
5 minutos. Procedeu-se
primeiramente & hidrolise a
37°C. Usou-se agitacio.

De acordo com o0s polimeros estudados e para uma avaliagdo mais

pormenorizada, procedeu-se ao estudo mais detalhado para o extracto de pinheiro, 0
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quitosano, a albumina e a proteina de soja, para GSH (0,156M) e CYS (0,15 M)

utilizando dois métodos de secagem, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 3.8.

Tabela 3.8. Massa de silica (g) para os compdsitos que tem por base GSH e CYS.

Massa de silica (g)

Compésitos Evapora(;ﬁtz por estufa de Liofilizacio
Vacuo
GSH
Extracto de pinheiro 2.052+0,1616 1.416+0,012
Quitosano 1.580+0,060 1.566+0,262
Albumina 0.596+0.420 0.596+0,420
Proteina de Soja 0.659+0,465 0.463+0,327
CYS
Extracto de pinheiro 0.874+0,0006 1,010+0,010
Quitosano 1,315+ 0,002 1,327+ 0,002
Albumina 1,049+ 0,021 1,132+ 0,0008
Proteina de Soja 1,003+ 0,215 1,081+ 0,019

Da andlise da Tabela 3.8. verifica-se que os rendimentos de silica ndo foram

afectados, isto é, a presenca de polimeros ndo inibiu a sua producdo. Contudo, observa-

se gue a secagem através de evaporacdo por estufa de vacuo é o que apresenta maiores

desvios, no entanto estes estdo associados a perdas no processo, uma vez que nao é

possivel o controlo do vacuo

Para uma visdo macroscopica dos compasitos foi utilizado microscopia éptica, a

qual se apresenta no Anexo G.

Relativamente a analise de SEM, Figura 3.14 e 3.15 é possivel observar a

existéncia de particulas de diferentes dimensdes, provavelmente devido ao método de

moagem utilizado, uma vez que ndo era possivel uma uniformizacéo.
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CYS+ proteina de soja
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2

CYS+albumina

Figura 3.14.Imagens de SEM obtidas para os compésitos de silica a partir do catalisador

GSH.
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Visualmente, observa-se regifes mais densas e outras mais porosas, contudo esta porosidade é relativa e podera ndo ser representativa de
toda a amostra. Entretanto o EDX, mostrou sempre a presencga de silicio assim como zonas em que a sua presenca era diminuta dando assim
lugar, aparentemente, o que indica a presenca do polimero, assegurando que em parte um dos objectivos da obtencdo de compdsitos a base de

silica foi alcangado.
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Figura 3.15. Imagens de SEM obtidas para os compdsitos de silica obtidos a partir de GSH.

46



Foi ainda utilizado a analise FTIR para alguns dos compositos obtidos, por

forma a avaliar a presenca da silica.
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Figura 3.16. Espectro IV para o composito silica quitosano. (- Polimero; - silica; - silica

com polimero).

Por exemplo, para o compésito quitosano (Figura 3.16.), é evidenciado o pico
que representa a presenca de uma amina primaria a 1024,98cm™, a amina secundaria a
1585,2 cm™. Ainda as bandas a 1150,33 cm™ e a 1060,75 cm™ devido ao estiramento da
ligacdo C-O, e a 3295,75 cm™ devido ao estiramento das ligagdes O-H. A zona entre
650-950 cm™ é caracteristica dos anéis benzdicos. Relativamente ao espectro de silica
com polimero € perceptivel que a produgdo de silica ndo é afectada, mantendo-se
presente as bandas caracteristicas da silica e aparentemente as bandas caracteristicas do
quitosano.(Anexo F).

Para a silica com catalisador CYS, os dados tem ser analisados com especial
cuidado uma vez que a dissolucdo do polimero ndao é completa, como é o caso do
quitosano e extracto de pinus, podendo levar a conclusdes precipitadas, sendo que da
analise do Tabela 3.9., sdo estes que apresentam diminuicdo da porosidade
relativamente a silica pura, uma vez que para 0s restantes compaositos se verifica esse

aumento.
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Tabela 3.9. Propriedades obtidas para os compdsitos a base de silica obtidos para o
catalisador GSH (0,15 M) e CYS (0,15M).

TGA 238%2
Compésitos Porosidade | Diametro de poros | Densidade T - '
omp % (um) (g/em’) CHPETATA | pesiduo, | Residuo,
inicial de
- % %
degradacdo
Extracto de 74,82 <0,01 154+0,02| 70,79 82,73 78,91
. pinheiro ’ j
% Quitosano 60,34 < 0,015 1,49 +0,01 96,49 67,54 54,89
Albumina 52,34 < (0,01 1,46 £ 0,01 65,23 72,58 56,89
Proteina de soja 74,07 < 0,007 1,95 £0,01 65,24 65,92 65,02
Extracto de 70,42 0,185 266+004| 5645 7814 | 72,15
- pinheiro
= Quitosano 73.30 0,183 2,91 +0,04 45,87 78,76 74,52
© Albumina 76,28 1.648 1.66 + 0,03 36,45 78.61 65,25
Proteina de soja 76,97 0,021 1,51 + 0,03 45,87 66,09 65,12

Relativamente aos compositos a base de silica obtidos para o catalisador GSH, a
temperatura de degradacéo foi estudada para os compositos a base de silica e alginato de
sodio, hidroxiapatite, quitosano, proteina de soja, albumina, tal como o extracto de
pinheiro.

Para o composito de silica e alginato de sddio, conclui-se que amostra ainda
possui alguma humidade que é representada pelo decaimento inicial. Comparando a
curva do composito de silica com a silica pura € perceptivel que seguem 0s mesmos
patamares de degradacgdo, no entanto o patamar que se inicia a ~ 240 °C € ligeiramente
acentuado, o que é justificavel uma vez que corresponde também a uma das etapas de
degradacdo do alginato de sodio. Segundo Parhi et al. (2006), o alginato de sddio
submetido a um processo de degradagdo 25-900 °C da qual resultaram duas etapas de
degradacéo, a primeira etapa ocorre a 240 °C com uma perda de massa de 35 % e a
segunda a 640 °C evidenciando uma perda de 13 %. Relativamente ao polimero
analisado e atendendo que o processo apenas é submetido de uma temperatura maxima
de 600 °C, € evidenciado uma etapa de degradacao a 245 °C o que indica a ruptura das
cadeias resultando um residuo de 65,52 %. No entanto, o processo de degradacdo
deveria atingir os 900 °C para que fosse garantido a degradacdo completa do polimero
(Parhi, et al., 2006). Relativamente ao composito silica/alginato de sédio, a 600 °C
existe um residuo de 65,37%.

De acordo com a curva de degradagdo o quitosano apresenta uma temperatura de
degradacdo de ~ 301,49 °C, que comparado com a silica pura o composito de silica

estes apresentam 0s mesmos patamares de degradacédo, sendo no entanto mais acentuado
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0 patamar para a temperatura de 300 °C. O mecanismo de degradacdo do composito de
silica com polimero ocorre num processo de duas etapas, a degradacdo inicia-se 38,69
°C, originando uma perda de massa de 10,45 %, ocorrendo a degradacdo seguinte a
192,18 °C com uma perda de massa de 9,061 %. De acordo com Peng-Zhi Hong (2007),
0 mecanismo de degradacdo do quitosano resulta uma sé etapa a 300 °C, sendo
totalmente degradado. Assim o residuo de 67,51 % obtido refere-se unicamente a silica,
uma vez que a 600 °C todo o polimero foi consumido.

No que se refere a proteina de soja, a silica pura vs compdsito de silica segue 0s
mesmos patamares de degradacdo. Segundo o estudo térmico efectuado por Soares et al.
(2005), a 600 °C ainda existira cerca de 25 % de polimero o que vai de encontro ao que
se obteve, assim o residuo do compdsito que se obtém, 65,92 %, ainda possui cerca de
25 % de proteina de soja, sendo portanto necessario uma temperatura superior para se
proceder a degradacao completa do polimero.

Relativamente aos taninos, a degradacdo do composito de silica sofre algumas
modificacdes nas etapas de degradacdo em relacdo a silica pura, algo que nédo se tinha
verificado para os restantes compoésitos. Também no que se refere ao extracto puro, a
600 °C ainda existe cerca de 40 % por degradar, o que podera justificar a obtencéo de
um residuo no compésito de 82,73 %. N&o ha valores na literatura para o extracto de
pinheiro rico em taninos, assim como a hidroxiapatite.

No que se refere ao catalisador cisteamina, foram utilizados os mesmos
polimeros para o catalisador glutationa, sendo 0os mesmos apresentados de seguida.

Considerando o compdsito silica/quitosano, este segue 0s mesmos patamares de
degradacdo da silica pura, sendo no entanto evidente uma ligeira acentuacao.
Resultando um residuo de 78,76 % que ainda possui polimero, uma vez que a 600 °C
ainda existe polimero por degradar, apesar de muitos autores afirmarem que a esta
temperatura o polimero ja se degradou completamente (Peng- Zhi Hong, 2007).

Tal como para o compdsito silica/proteina de soja, a degradacdo do composito
também segue a degradacdo da silica pura, resultando um residuo de 65,96 %, este que
ainda contem parte de polimero visto que a 600 °C ainda existe cerca de 25 % do
mesmo.

No que se refere ao composito de silica/extracto de pinheiro, o resultante € de
78,14 %, residuo este que ainda possui na sua constitui¢do residuo de polimero.

No sistema de libertacdo controlada para a silica obtida a partir dos catalisadores
GSH, MET e CYS a diferentes concentracdes de farmaco, (1, 2 e 4 mg/g) verificou-se
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que a libertacdo obtida a partir da silica produzida em meio acido com GSH, existiu
uma relacdo directa da massa libertada de farmaco com a concentracdo inicial do
mesmo.

Para a GSH a produgdo média de silica com diferentes concentracdes de
dexametasona foi de 1,02 + 0,01 g, revelando que a concentracdo de farmaco néo
interferiu no processo de producdo de silica, assim como para a MET e CYS, com
producdes médias de 0,95 + 0,04 e 0,94 + 0,01, respectivamente.

Esta silica apresenta didmetro de poros ~ 8,6 um, contudo, para a silica com
farmaco observou-se que existiu uma diminuicdo no tamanho dos poros, < 0,01um, do

qual se concluir que a dexametasona possa estar aprisionada dentro destes.
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Figura3.17. Curva de libertacdo para a silica obtida a partir de pH acido (GSH) para as
concentragdes: ¢ 1 mg, 0 2 mg, e 4 mg.

Para pH neutro (5,46), MET, observou-se que a libertacdo apresenta valores
inferiores ao pH &cido (GSH), o que também levou a uma maior variacdo da medida. E
importante referir que no caso da Figura 3.18., estava-se perante um sistema de
formacdo de particulas, ndo garantindo assim que a silica se forma-se com a
dexametasona encapsulada. Os desvios existentes podem dever-se a problemas técnicos
do método de libertacdo. Contudo, fim de oito horas a libertagdo maxima conseguida foi

de ~ 10 png/ mg a partir de pH neutro (MET), Figura 3.18.
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Figura 3.18. Curva de libertacdo para a silica obtida a partir de pH neutro (MET) para as
concentragdes: ¢ 1 mg, O 2 mg, e 4 mg.

Relativamente as amostras produzidas com CYS, Figura 3.19, observou-se ao
fim de duas horas de libertacdo houve uma inversdo nas quantidades de dexametasona
libertada, isto é, a amostra que possuia maior concentracdo de farmaco passou a libertar
menos. Este facto pode estar associado a dimensdo dos poros que constituiam a amostra,
uma vez que estes apresentavam uma dimensdo de ~ 0,011 um, uma vez que este
diametro demasiado pequeno pode dificultar a libertacdo. No entanto, pode ainda aliar-
se 0 facto de estarmos perante uma dispersdo e a dexametasona se encontrar em
suspensdo na solucdo, o efeito de difusdo observavel no grafico ser apenas referente ao
efeito da membrana apesar de esta ter sido hidratada em &gua por 24 h. Para uma
avaliacdo deste resultado devia ter sido estudado o efeito da dexametasona na
membrana eliminando-se assim o seu efeito. Ao fim de 8 horas a massa méaxima de
dexametasona libertada foi de ~10ug/ mg de amostra, e tal era conseguido para a

concentragéo de 1mg.
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Figura 3.19. Curva de libertacdo para a silica obtida a partir de pH béasico (CYS) para as
concentragdes: ¢ 1 mg, 0 2 mg, e 4 mg.

Da analise dos graficos anteriores conclui-se, que ha um gradiente de libertacéo
mais acentuado para as amostras que possuem uma concentracdo mais elevada, em
excepcao para a silica CYS (9,81). Nas primeiras horas de libertacdo existe alguma
instabilidade que se deve ao facto da barreira que o farmaco encontra, primeiramente a
saida de dentro da particula de silica e posteriormente atravessar a barreira da
membrana que encontra, embora esta estivesse hidratada previamente.

Efectuado o estudo cinético de acordo com o modelo de Korsmeyer e Peppas, 0
valor obtido para o expoente de libertacdo, n, para a amostra de 1 mg, caracteriza-se por
apresentar um comportamento andlogo. Pode dever-se também a geometria da particula,
acerca da qual nada se pode aferir, visto que a geometria de particulas ndo foi objecto de
estudo no presente trabalho. Relativamente as restantes concentrac@es utilizadas, 2 e 4
mg, apresenta comportamento fickiano, o qual é conduzido por diferencas de gradiente
onde a concentracdo de dexametasona é directamente proporcional ao tempo de
libertacdo. Relativamente a MET, o valor do expoente de libertacdo é de 2,210, sendo
este valor superior a 1, pode-se afirmar que a cinética é de ordem t"*. Para 2 e 4 mg
apresentam comportamento fickiano. Verifica-se que a constante cinética ndo aumenta
proporcionalmente com a massa, sendo o valor deste superior para a amostra de 2 mg.

No que se refere a cisteamina, ambas as amostras apresentam comportamento fickiano
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existindo um aumento proporcional com a massa. Para ambas as amostras o valor do

erro é sempre superior a 0,9, conforme a Tabela 3.10.

Tabela 3.10. Parametros cinéticos para o sistema silica/ dexametasona.

Amostra Concentracdo de Parimetros cinéticos
dexametasona, mg/g
(®H) silica n k R?
1 0,644 0,074 0,999
GSH (2.46) 2 0,338 0,197 0,983
4 0,126 0,391 0,954
1 2,210 0,001 0,922
MET (5,47) 2 0,409 0,166 | 0,927
4 0,409 0,139 | 0,901
1 0,407 0,086 | 0,911
CYS(9,81) 2 0,411 0,093 | 0,939
4 0,300 0,209 0,924

Comparando as silicas obtidas por diferentes catalisadores (GSH, MET e CYYS)
produzidas com dexametasona nas trés concentracGes (Figura 3.20.), pode-se verificar o
perfil de libertacdo desta molécula para identificar a “performance” deste material.

Verifica-se que a silica obtida a partir de GSH liberta maiores quantidades de
farmaco nas formulacdes iniciais de 2 e 4 mg/ g de silica. No entanto, os valores mais
elevados de dexametasona libertada foi de ~ 18 ug/ mg para a formulagdo da silica a
partir de GSH com 4 mg/g.

Para formulages iniciais de 1 e 2 mg/g, independente das amostras de silica,
apresentam valores de dexametasona libertada na mesma ordem de grandeza.
Destacando-se a amostra de CYS a formulacdo de 1 mg/g com libertagdo de ~10,7 nug/g.

Entretanto, esta amostra é formada por particulas que pode justificar a presenca

de dispersdo de dexametasona na amostra, além da variagdo do método analitico.
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Figura 3.20. Comparacdo para a concentracdo de dexametasona libertada para as diferentes amostras de silica: ¢ GSH; A CYS; [1 MET.
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Partindo do pressuposto, que uns dos objectivos do trabalho era a obtencéo de
materiais compositos a partir de biopolimeros eram escolhidos os polimeros que
apresentam maior potencial para aplicacdo biomédica, dos quais se salienta um derivado
do quitosano, a carboximetilquitosano, em especial pelas suas caracteristicas de
osteoinducgéo, assim como o dextrano oxidado e o alginato. De acordo com a Tabela
3.10, apenas o que formou dispersao € o alginato, no entanto, também foi estudado visto
ser um polimero com um forte estatuto na area da medicina e estudando a libertacdo da
dexametasona nos mesmos, Figura 3.21, para o qual se verificou que existe um bom

coeficiente de correlacéo linear.
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Figura 3.21. Libertacdo da dexametasona (1mg/g) para o composito de silica obtido a

partir do catalisador GSH: A Carboximetilquitosano (1 Dextrano oxidado O Alginato de
sodio.

De acordo com o expoente de libertacdo, indicado na Tabela 3.11., ambos 0s

compdsitos apresentam um comportamento Fickiano (< 0,5).
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Tabela 3.11. Parametros cinéticos para o sistema silica (GSH (2,46), 0,15 M)/
dexametasona (1 mg/ 8 mL GSH)/ polimero (80 mg).

Amostra Pariimetros cinéticos
(pH) n k R?
Carboximetilquitosano 0,420 0,117 0,997
Dextrano oxidado 0,157 0,423 0.984
Alginato de sédio 0,182 0,382 0.965

Para um estudo mais pormenorizado, onde fosse possivel comparar a influéncia
do pH &acido (GSH) e o pH basico (CYS), escolheu-se como biopolimeros os taninos,
como uma fonte natural de PAs, a proteina de soja por ser biodegradavel, biocompativel
e abundante, sendo considerada como um biomaterial atractivo em engenharia de
tecidos. O quitosano pelas suas caracteristicas que promovem uma adesdo, proliferacao
e actividade da fosfatase alcalina desenvolvendo assim todas as condigfes para uma
melhor regeneracdo 6ssea quando colocado in vivo (Salgado et al, 2004). No que se
refere aos compositos, para o extracto de pinheiro, Figura 3.20., conclui-se que a
libertacdo de dexametasona é bastante menor para o catalisador CYS do que para GSH.
Na silica GSH, tudo leva a concluir que o farmaco esta inserido na matriz, enquanto que
na CYS, provavelmente, esta disperso. E de referir que ao fim de 8 horas a quantidade
de dexametasona libertada foi de ~ 4 mg, tal ndo € concordante com o que se
encapsulou, 1 mg, possivelmente a 242 nm, banda onde absorve a dexametasona, estava
a haver absorcao de compostos fendlicos do extracto, uma vez que estes absorvem a 280
nm.

Para o composito silica proteina de soja, Figura 3.21., € perceptivel que ambos
0s compdsitos seguem uma curva de libertacdo bastante semelhante. Quando se
procedeu a dissolucdo do polimero a proteina de soja dissolveu em ambos 0s casos,
havendo a formacdo de monolito em ambos os casos, o que leva a concluir que a

dexametasona tenha ficado aprisionada dentro do monolito.
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Figura 3.22. Libertacdo de dexametasona (1 mg) para os compositos de silica obtidas a partir de [1 GSH,O CY'S com extracto de pinheiro (A);
proteina de soja (B); albumina (C) e quitosano (D).
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Relativamente a albumina os desvios apresentados sdo elevados, podendo estes estar
associados ao facto das molas de diélise j& ndo se encontrarem nas melhores condicoes
para garantir o fecho das membranas. Contudo, o didmetro de poros do compdsito pode
também ser uma justificacdo plausivel, uma vez que o composito obtido a partir de GSH
possui diametro de poros <0,01 um enquanto que no composito obtido a partir de CYS
o didmetro de poros é de ~ 0,0209 um, o que é substancialmente superior, podendo o
aumento de dexametasona observavel no grafico ser entdo causado pelo diametro de
poros, no entanto, devem ser realizados mais testes para uma melhor interpretacdo dos
resultados. No que se refere ao quitosano a curva de libertacdo apresenta desvios
consideravelmente elevados, questionando-se novamente 0 método de libertacdo em
relacdo as molas de dialise, assim como a porosidade do material, uma vez que para o
composito obtido a partir de GSH o didmetro de poros ser < 0,015 um, e para o CYS de
0,183 um. No entanto, tal como no caso anterior, assim como nos restantes sistemas de
libertacdo, devem ser realizados mais ensaios para credibilizar e poder tirar as mais
devidas conclusdes.

Efectuando o estudo cinético, Tabela 3.12., obtém-se valores de expoente de
libertacdo que indicam que o comportamento Fickiano, onde os valores de erro de ajuste
do modelo sdo ~ 0,9. Além disso, os compositos formados com quitosano e proteina de
soja apresentam constantes cinéticas maiores, independentemente do tipo de silica, o
que mostram potencial para a producdo de scaffolds com capacidades diferenciadas de

libertacdo a sua estrutura fisico-quimica.

Tabela 3.12. Pardmetros cinéticos para o sistema silica (GSH (2,46) e CYS (9,81), 0,15
M)/dexametasona(1l mg/ 8 mL catalisador)/polimero (80 mg).

Amostra Parimetros cinéticos
(rH) n k R?
Extracto de pinheiro 0,233 0,024 0,900
GSH (2.46) Qui‘rosz_mo 0,169 0,334 0,886
Albumina 0,421 0,009 0,932
Proteina de Soja 0,262 0,202 0,863
Extracto de pinheiro 0,248 0,035 0,911
CYS (9.81) Qui‘rosa.mo 0,224 0,217 0,869
Albumina 0,277 0,010 0,944
Proteina de Soja 0,195 0,321 0,995
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3.3. Testes de biocompatibilidade - Hemélise

Quando se

desenvolve

um biomaterial

é

fundamental

avaliar

a

biocompatibilidade deste, uma vez que este podera interagir com sistemas Vivos,

provocando a hemélise (destruicdo dos globulos vermelhos) uma vez que pode acarretar

problemas severos tais como a anemia, ictericia assim como outros estados patoldgicos.

No Tabela 3.13, sdo apresentadas as propriedades hemoliticas para a silica pura,

calcinada e ndo calcinada.

Tabela 3.13. Percentagem hemolitica para as amostras de silica.

Silica calcinada

GSH (pH 2,46) 1,15+ 0,05
MET (pH 5,47) 2,66 +0,10
GSH (pH 6,00) 0,76 £ 0,09
CYS + GSH (pH 7,00) 5,07 + 0,33
CYS (pH 8,60) 0,66 + 0,04
CYS (pH 9,81) 2,91 +0,03
Silica néo calcinada
GSH (pH 2,46) 38,07 +£0,79
MET (pH 5,47) 0,30 £ 0,01
CYS (pH 9,81) 12,55 + 0,91
Catalisadores
GSH (0,15 M) 45,30 + 0,03
MET (0,15 M) -0,14 £ 0,62
CYS (0,15 M) 56,94 + 0,08
GSH (0,01 M) -0,06 £ 0,02
MET (0,01 M) -0,14 + 0,03
CYS (0,01 M) 1,22 + 0,05
Precursor
TEOS 25,80 + 0,67

De acordo com a norma ASTM F 756 — 00, as amostras de silica calcinada, para

a GSH (pH 2,46 e pH 6,00) e CYS (pH 8,60) sdo ndo hemoliticas uma vez que o indice

de hemdlise estd compreendido entre 0 — 2. Relativamente, a metionina (pH 5,47) esta é

levemente hemolitica, sendo a CYS + GSH (pH 7) hemdlitica. No que se refere as

amostras que foram calcinadas, o que pretendeu avaliar foi a influéncia dos residuos de

catalisador e percursor que podessem ainda existir na amostra. Assim, conclui-se que o

unico catalisador que ndo influencia negativamente o indice de hemolise é a MET, que
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comparativamente com a amostra calcinada, ainda apresenta um valor mais baixo,
podendo dever-se ao facto de ser um composto muito usado como suplemento para
seres vivos. As restantes amostras apresentam um indice de hemolise mais elevado,
comparartivamente com as restantes. Este aumento da toxicidade pode estar associado
ao percursor ou a concentracdo de GSH ser ainda um pouco elevada. As células ndo
reagem de modo severo a presenca de qualquer residuo uma vez que a glutationa é
encontrada nos organismos em trés locais de reserva, no citosol, na mitocondria e ainda
nicleo. E também uma molécula abundante no figado atingindo concentragdes de 5mM
e a atendendo que é usado uma concentracdo de 0,15 M, pode ainda existir quantidades
um pouco elevadas de catalisador. Relativamente aos catalisadores estes podem ser
classificados como hemoliticos, assim como o precursor (TEOS) o que pode justificar,
possivelmente, o facto das amostras ndo calcinadas se apresentarem hemoliticas.

Relativamente a cisteamina, a percentagem hemolitica também aumenta, no
entanto de uma maneira ndo tdo acentuada. A cisteamina é uma molécula usada no
tratamento de algumas doencas o que leva a concluir que ndo provocara toxicidade nas
células do sangue.

Contudo, h& que salientar que apesar das quantidades de amostra utilizadas
terem sido os recomendados pela norma ASTM F 756 — 00, a &rea de contacto entre
amostra e 0 sangue pode nao ter sido suficiente, assim como o elevado tempo que o
sangue esteve guardado até a realizacdo do teste. Relativamente aos compdsitos este

efeito foi também avaliado, apresentando-se de seguida na Tabela 3.14.

Tabela 3.14. Percentagem hemolitica para os compdsitos a base de silica.

Compositos
CYS + Albumina 99,85+ 0,24
CYS + Proteina de soja 52,90+0,13
CYS + Extracto de Pinus 6,83+ 0,15
CYS + Quitosano 37,67 £0,22
GSH + Albumina 48,41 + 0,67
GSH + Proteina de soja 59,26 £ 0,53
GSH + Extracto de Pinus 34,24 + 0,45
GSH + Quitosano 33,46+ 0,18
Polimeros
Albumina 7,58 + 4,03
Proteina de soja 72,73 £16,60
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Da anélise da Tabela 3.14. verifica-se que ambos 0s compositos sdo hemoliticos,
salientando-se o CYS + Extracto de pinus por apresentar um indice hemolitico mais

baixo comparativamente com 0s restantes compasitos.
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Capitulo IV



4. Conclusoes

Este trabalho teve por objectivo a producdo de silica usando catalisadores bio-
inspirados e biomiméticos, para a formacdo de materiais compdsitos de
silica/biopolimeros e com imobilizacdo da dexametasona para o uso em libertacdo
controlada.

Foi utilizado o processo sol-gel que permitiu a producédo de silica a temperatura
ambiente, num periodo de 48 horas, recriando as condic¢des da natureza.

Neste contexto, foi possivel obter silica numa vasta gama de pH, de 2,46 até
9,81, a temperatura de 37 °C e agitacdo (~ 270 rpm). Concluiu-se que a producao de
silica foi favorecida nos meios com pH’s extremos estudados, assim como a agitagéo.
Foi ainda possivel obter silica a partir duas fontes renovaveis e naturais de polimeros, a
albumina e proteina de soja. Deste processo resultam residuos da reac¢do que devem ser
removidos, onde se verifica que o processo mais eficiente da remocao destes é 0 uso da
extraccdo supercritica, em especial pelo facto de evitar o uso de uma etapa adicional a
calcinacdo. Este processo, mantém assim porosidade da silica formada néo alterando a
morfologia da silica, uma vez que ndo é usado o processo adicional de calcinacdo. Além
disso, ¢ um processo que utiliza um fluido considerado “verde”, que associado ao
caracter biomimético dos catalisadores, conferem a inovagéo deste trabalho. Os ensaios
de hemocompatibilidade mostraram que a presenca de residuos de catalisador GSH e
CYS ndo é benéfica quando em contacto com as células de sangue, pois provocam a
hemolise.

A dexametasona libertada a partir da silica e/ou compdsitos baseados em silica
atingiram valores méximos de 80 ug/mg o que pode promover a osteoinducéo e o
osteoconducédo no processo de regeneragdo dssea.

Vaérias formulaces de compdsitos foram estudados e apresentam potencial para

aplicacdes futuras.
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Perspectivas futuras



No seguimento deste trabalho apresentam-se como perspectivas futuras testes de
toxicidade para os compositos, o estudo de sistemas de libertacdo com outro tipo
de polimeros, assim como a incorporacdo da dexametasona nos sistemas onde é
usado a albumina e a proteina e soja como “catalisador”.

Estudar mais pormenorizadamente as propriedades do pinus radiata.

Realizar o teste de hemolise para 0s compoésitos e compdsitos com
dexametasona.

Estudar a diferenciacéo e proliferacdo celular in vitro.
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ANexos



ANEXO A
Protocolo de teste hemdlise:

Para a determinacdo da concentracdo de Hb foi necessario delinear uma curva de
calibracdo onde foram usadas vérias solucGes de hemglobina a diferentes concentraces,
0 que permitiu relacionar valores de absovancia obtidos com a qunatidade de
hemoglobina livre. Os padrdes para a curva de calibr¢do foram obtidos por diluicdo de
uma solucdo de Hb. Esta obtém-se por diluicdo de 0,25-0,30 g de hemoglobina
(Sigma;Hb, hemoglobin bovine, lyophilized powder) em 75 ml da solugdo de tmpdao
fosfato (PBS) 0,01 M a pH=7,4. A solucdo de PBS foi preparada por dissolucéo de 0,2 g
de cloreto de potassio (KCI; Pro analysis; M=74,56 g/mol; 99,5 %), 8,0 g de cloreto de
sodio (NaCl; Sigma;99,5 %), 0,2 g de di-hidrogenosfosfato de potéssio (KH,POy;
M&B, Laboratory Chemicals; 99,7 %) e 1,43 g de hidrogenofosfato de sodio di-
hidratado (Na,HPO,4.2H,0) em 1 L de &gua destilada. Despois da solubilizacdo da
hemoglobina na solucdo de PBS procedeu-se a centrifigacdo (ROTOFIX 32 A, Hettich)
a 3100 rpm durante 15 minutos. Obtem-se assim um sobrenadante onde se encontra
solubilizada a hemoglobina presente nos eritrocitos. Recolhido 1 mL de sobrenadante
junta-se 5 mL da solucdo de Drabkin. Esta solucdo permite converter todas as formas de
Hb em cianometahemoglobina permitindo assim a sua quantificagdo total no
comprimento de onda de 540 nm. A solucdo de Drabkin modificada € preparada por 50
mg de cianeto de potéassio (KCN;), 200 mg de di-hidrogenosfosfato de potassio
(KH,PO4), 140 mg de ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)g) e 1 mL de Triton X-100,
dissolvidos em 1L de agua destilada.posteriormente é filtrada e mede-se o pH, que €
aceitavel quando se encontra na gama de valores entre 7,0-7,4, posteriormente guardada
num frasco escuro até a sua utilizacdo. A concentracdo de Hb foi determinada por
espectrofotometria de UV-VIS (Jasco V-530) no comprimento de onda onde este
composto absorve (540 nm) e calculada mediante a equacao:

A xM x
[ = eg;?g,?’gln: 1x 1fgoo (%)

Onde Assnm corresponde & absorvancia 540 nm, epionm(11,0m.M.cm™)
corresponde ao coeficiente de absor¢do milimolar da cianometahemoglobina (HICN), M
(16114,5 g) esta relacionada com a massa molecular da hemoglobina e f4 é o factor de

diluicdo. Substituindo na equacdo 2, obtem-se:

[Hb] = 1,465 xAssonmfa (/)
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A solucgéo padrdo para a elaboracédo da curva de calibracéo foi aceite sempre que

o valor da concentracdo de Hb obedecia aos seguintes requisitos 1,59 < Asaonm

504nm

1,63 e Assonm < 0,003.

Posteriormente procedeu-se a determinacdo da [Hb] livre existente no plasma,
assim centrifugaram-se 5 mL de sangue a 3100 rpm durante 15 minutos resultando a
sedimentacdo de todas as particulas em suspensdo e o sobrenadante quue € o plasma.
Recolhe-se 1 mL de plasma ao qual se junta 1 mL de solucdo de Drabkin e se procede a
leitura a Asqo nm.Assim a [Hb] é determinada atendendo a equacéo da recta de calibracéo
multiplicada pelo fy4 (volume total/volume de amostra). Da qual se obtém um valor de
0,85¢/L, o que segundo a norma ASTM F 756-00 (2000) que indica que se a [Hb] livre
no plasma for inferior a 2,0 mg/mL a amostra de sangue pode ser utilizada para a
realizacdo dos testes de hemolise, conforme se verifica.

No que se refere & hemoglobina total no sangue foram diluidos 20ul deste em
5,00 ml de solucdo Darbkin e procedeu-se a leitura a Ass nm. Recorrendo novamente a
curva de calibracdo na qual se obtém uma concentracdo de [Hb] no sangue de 9,09 g/L.
Atendendo que segundo a norma a [Hb] no sangue deve ser 10 £ 1mg/mL, garantindo
assim que o sangue pode ser utilizado.

Apds todos os ensaios preliminares ao teste de hemdlise propriamente dito.
Colocou-se em 1 tubo de falcon~1g de silica ao qual se juntou 7ml de uma solucéo de
sangue diluida e foi incubado a 37 °C durante 3 horas conforme mencionado na norma.
Ap0s este periodo as amostras foram centifugadas a 3100 rpm durante 15 minutos.

Posteriormente procede-se a determinacdo das densidades dpticas (DO) no
sobrenadante através da leitura de Assonm. A percentagem de hemdlise foi calculada de

acordo com:

Doteste - DOcontrolo negativo

% Hemolise = ( > X 100

DOcontrolo positivo — DOcontrolo negativo
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ANEXO B
Analise FTIR para a silica - extrac¢do SCF:
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Figura 1. Espectro IV obtido para a silica GSH (pH=2,46) utilizando como método de secagem
extraccdo SCF.
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Figura 2. Espectro IV obtido para a silica MET (pH=5,47) utilizando como método de secagem
extraccdo SCF.
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Figura 3. Espectro IV obtido para a silica GSH (pH=6) utilizando como método de secagem
extraccdo SCF.
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Figura 4. Espectro IV obtido para a silica CYS+GSH (pH=7) utilizando como método de
secagem extracgdo SCF.
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Figura 5. Espectro IV obtido para a silica CYS (pH=8,6) utilizando como método de secagem

extraccdo SCF.
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Figura 6. Espectro IV de silica obtido para a CYS (pH=9,81) utilizando como método de
secagem extrac¢do SCF.
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ANEXO C
Microscopia Electronica de Varredura (SEM) para silica e compositos a
base de silica:

AccV  Spot Magn
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5pot Magn  Det 1 1ym
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0 573 £

GSH + Alginato de sodio GSH + Quitosano

GSH + Quitosano GSH + Quitosano
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ANEXO D
Porosimetria por intrusdo de Hg para os diferentes métodos de secagem:
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¢+ Evaporacao estufa de vacuo
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CYS + GSH (pH 7,00)
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CYS (pH 8,60)
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CYS (pH 9,81)
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MET (pH 5,47)
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GSH (pH 6,00)
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CYS (pH 8,60)

6,00

5,00 -
o

4,00
. " g
Py

[F'S]
=)
)
‘\

VOL. INT, (cc/g)

0,00
1000 100 10 1 0,1 0,01 0,001

Diametro (um)

:i-\.;n \

(]

22,00

: 4

on

S 4

= 1,50 adl),

=

—

= 1,00 Wy

= ; PR ¥ |41 f
0.50 oo/ "
0,00

1000 100 10 1 0.1 0,01 0,001

Didmetro (um)

93



CYS (pH 9,81)
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ANEXO E
Curva de calibragdo para a dexametasona

Tabela 1. Concentracdo e respectivas diluicGes para a obtencdo da recta de
calibracdo da dexametasona.

Amostra | Concentracdo da amostra | Absorvancia
1 50 1,813
50 1,890
’ 25 0,917
25 0,981
3 17 0,646
17 0,688
A 13 0,488
13 0,501
10 0,386
> 10 0,405
8 0,305
6 8 0,313
7 5 0,201
5 0,187
2 0,070
8 2 0,091
15 0,053
S 15 0,056
1 0,012
10 1 0,065
2.5
2.0 7 y=10,0371x + 0,012 &
= R*=10,9981
g 1.5 4
Z 107 &7
= s
0.5 A ‘_,.--’"'V
0.0 _y- T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Concentragéo (g/ml)

Figura 1. Curva de calibracdo da dexametasona.
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Analise FTIR para alguns compdsitos:

Absorvancia
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Absorvincia
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Anexo F
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Figura 1. Espectros IV para os compdsitos de silica.
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Microscopia optica de alguns compdésitos a base de silica:

Anexo G

GSH

Visao Macro

Dextrano (1.0 %)

Dextrano (0.5 %)

Gelatina (1.0 %)

Visdo microscopica

(40 x)

Quitosano (0.5 %)

Pectina de macd
(0.5 %) + Quitosano
(2 %) (s/agitacdo)

Pectina de macd
(0.5 %) + Quitosano
(2%)

Visao Macro

Visdo microscopica

Gelatina (0.5 %)

Alginato de sédio
0.5 %)

Amido (1%)

Carboximetilquitosano
(0.5 %)

HEMA (15 %)

Alginato de soédio +
gelatina (1.0 % +
1.0 %)

Dextrano oxidado
0.5 %)
Viniltrimetoxisilano
(025 %)
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3-glicidiloxipropil
trimetoxisilano
(0.25 %)

Acido acrilico (1.05 %)

Hidroxiapatite
(1.0 %)

Extracto de Pinheiro
(1.0 %)

Extracto de pinheiro +
quitosano (1.0% +
1.0%)

Taninos de Mimosa
(05 %)

Taninos de Tara
(0.5 %)

Hema (1.5 %)

CYS

3-glicidiloxipropil
(0.25 %)

Viniltrimetoxisilano
(0.25 %)
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