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Resumo: Os fosfatos de calcio principalmente a
hidroxiapatita (HA) e o fosfato tricalcico (8-TCP) séo
biomateriais que vem sendo utilizados como substitutos
0sseos visto suas propriedades de osteoconducdo e
biocompatibilidade. Entretanto a diferenca na
solubilidade destes 2 materiais fez surgir o interesse no
uso de biocerdmicas bifasicas HA/B-TCP. Um dos
farmacos mais utilizados para tratamento de osteoporose
sdo os bisfosfonatos que contém alta afinidade com os
minerais presentes nos 0ssos. Neste trabalho fosfato de
calcio bifasico HA/S-TCP foi sintetizado e incorporado
com um aminobisfosfonato (alendronato) em uma
matriz polimérica de F108 (polimero termosensivel e
biocompativel) por meio do método da dispersdo solida
formando um biocompdsito para o tratamento de
osteoporose. Resultados de microscopia eletrdnica de
varredura e difracdo de raios X indicaram a formacgéo de
uma apatita bifasica com porcentagem de HA/S-TCP em
60%/40%. No espectro infravermelho do biocompésito
observou-se bandas caracteristicas do farmaco e da
biocerdmica bifasica indicando 0 sucesso na
incorporacdo destes biomateriais. Na curva de liberagdo
do biocompdsito observou-se uma liberagdo total do
farmaco em 70 minutos.
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Abstract: Calcium phosphates mainly hydroxyapatite
(HA) and tricalcium phosphate (B-TCP) are
biomaterials that have been used as bone substitutes
because of their osteoconductive and biocompatibility
properties. However the difference in the solubility of
these two materials has raised interest in the biphasic
bioceramics (HA/B-TCP) application. One of the most
used drugs for treating osteoporosis include
bisphosphonates that contain high affinity for minerals
present in the bones. In this work biphasic calcium
phosphate was synthesized and incorporated join with
an aminobisphosphonate (alendronate) in a polymer
matrix FI108 (thermosensitive and biocompatible
polymer) through the solid dispersion method to form a
biocomposite for the treatment of osteoporosis. Results
of scanning electron microscopy and X-ray diffraction
indicated the formation of a HA 60% and p-TCP 40%
biphasic apatite percentage. In the infrared spectrum of
the biocomposite was observed characteristic bands of
the drug and biphasic bioceramic indicating the
successful incorporation of these biomaterials. In the
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release curve of the biocomposite was observed a total
release of the drug in 70 minutes.

Keywords: biphasic calcium phosphate, hydroxyapatite,
S-TCP, alendronate.

Introducéo

Desde a descoberta de sua atividade farmacoldgica
na década de sessenta os bisfosfonatos vém sendo
extensivamente  utilizados para tratar  doencas
relacionadas aos 0ssos como osteoporose e a doenca de
Paget [1]. Devido a sua estrutura quimica o0s
bifosfonatos tem alta afinidade a hidroxiapatita (Caio
(PO4)s (OH)2 - mineral principal constituinte dos 0ssos
e dentes), os atomos de oxigénio dos grupos fosfatos
quelam os ions calcio da hidroxiapatita [2]. O efeito
farmacoldgico dos bisfosfonatos esta relacionado tanto
com a sua ligacdo a minerais dos 0ssos, tanto com o seu
efeito bioquimico nas células, predominantemente nos
osteoclastos (células responsaveis por quebrar 0ssos por
um processo chamado reabsorcdo éssea) inibindo a
calcificagdo e a reabsor¢do 6ssea [1,3,4].

Fosfatos de célcio (apatitas) sdo materiais de
conhecida aplicacdo como substitutos Gsseos em
engenharia de tecido 6sseo, devido as suas similaridades
ao mineral 6sseo e excelente biocompatibilidade. Esses
biomateriais podem formar fases distintas as quais,
possuem diferentes bioatividades e velocidades de
degradacdo. O comportamento da bioatividade e da
degradacdo, geralmente depende da razdo Ca/P e da
cristalinidade e pureza da fase [5]. Entre os varios
fosfatos de célcio, a hidroxiapatita (HA) e o fosfato
tricalcico (B-TCP) sdo os mais comumente utilizados
neste tipo de aplicagdo, devido a sua propriedade de
osteogénese, e a capacidade de formar fortes ligacdes
com o tecido 6sseo do hospedeiro. Em relagcdo a
degradacdo, a solubilidade do S-TCP é muito maior que
da HA, por isso advém a ideia do uso de fosfatos de
calcio bifasicos. Exemplificando, com as fases HA e -
TCP, é possivel balancear fases mais estaveis e fases
mais solUveis e controlar as propriedades de degradacédo
do biomaterial [6].

O uso de matrizes poliméricas biocompativeis pode
ser um dos métodos de incorporar farmacos e outros
biomateriais para o uso em liberacdo controlada. Os
blocos de copolimeros formados por Oxido de
polietileno (PEO) e o6xido de polipropileno (PPO)
conhecidos comercialmente por Pluronics® (BASF) sdo
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surfactantes ndo idnicos, termossensiveis, com boa
compatibilidade celular (aprovado pelo US FDA e
EMEA) e que podem ser encontrados em um amplo
espectro de pesos moleculares e diferentes razbes entre
0s seus mondmeros PEO/PPO [7].

Atualmente, com o incremento da expectativa de
vida da populacdo, sobre tudo feminina, os casos de
osteoporoses tém aumentado significativamente e o
desenvolvimento de biocompésitos com agentes
antiosteoporéticos se torna desejavel. Pessoas com
osteoporose possuem baixa capacidade
osteoregenerativa quando enxertos sdo aplicados. Desta
forma, desenvolver um enxerto capaz de liberar
bifosfonato nos primeiros dias da regeneragdo 6ssea ira
inibir os osteoclastos, favorecendo a acdo de
osteoblastos. Assim, enxertos 6sseos modificados com
polimeros para liberacdo controlada de bifosfonato pode
ser uma excelente opcéo em tratamentos de pessoas com
osteoporose.

Neste trabalho fosfato de calcio bifasico (HA/B-TCP)
foi preparado por meio do método sol-gel, e
incorporado juntamente com o farmaco alendronato
(C4H12NNaO7P2.3H,0 - aminobisfosfonato) em uma
matriz polimérica de PEO-PPO (F-108) utilizando o
método da dispersdo sélida para uso em liberagdo
controlada.

Materiais e métodos

A sintese do fosfato de célcio bifasico foi realizada
por meio do método sol-gel [8]. Sendo assim uma
mistura de 2,2 mol/L de Ca(NOs3)2.4H,0 e 7,6mL de
etanol foi adicionada em um baldo e deixada sob
agitacdo, entdo lentamente foi adicionado mais 1,7
mol/L de trimetilfosfato. A solucéo final foi mantida em
banho de 6leo a 80°C por 24h. Depois o sol obtido foi
aquecido até a eliminacéo do etanol e a formacao de um
p6 branco, este foi secado a 100°C por 12h e depois
calcinado a 700°C por 2h.

Para a preparacdo da matriz polimérica com
alendronado e fosfato de calcio foi utilizado o método
de dispersdo solida. As massas de Pluronic® F-108,
fosfato de célcio e alendronato utilizadas foram de
aproximadamente 5:1:0,5 respectivamente. Em um
béquer foi adicionado o F-108 e este aquecido em banho
maria sob agitagdo magnética até que todo o material
fundisse, entdo foi adicionado o fosfato de célcio e o
alendronato e a mistura foi mantida nas mesmas
condi¢Bes por mais 30 minutos. A mistura entdo foi
desgaiseficada em um dessecador a vacuo e secada a
temperatura ambiente.

As amostras em pd foram analisadas por difracdo de
raios X utilizando um difratdbmetro modelo Rigaku Rint
2000 operando com tamanho de passo de 0,02° e tempo
por passo de 3s no intervalo de 4° a 80°. Para a analise
de espectroscopia na regido do infravermelho as
amostras foram diluidas em KBr na proporg¢éo de 10:1 e
foram analisadas em um espectrometro FTIR Vertex 70
(Bruker, Alemanha) usando o acessoério EasiDiff (Pike
Technology) de reflectancia difusa em uma faixa
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espectral de 4000 a 400 cm® com resolugéo de 4 cm™.
As andlises de microscopia eletrdnica de varredura
foram realizadas em um microscépio JEOL modelo
JSM-7500F e as amostras em p6 depositadas sobre um
porta amostra de aluminio e recobertas com ouro. A
curva de liberacdo foi realizada em &gua a 37 + 0,5°C,
para a determinacdo da quantidade de farmaco foi
utilizado um método potenciométrico adaptado de
Moreno AH [9].

Resultados

A Figura 1 ilustra a comparacéo dos difratogramas
de raios X da amostra de fosfato de céalcio FCO1 e os
padrdes de HA e S-TCP obtidos no banco de dados de
estrutura cristalina JCPDS-74-565 e JCPDS-70-2065
respectivamente. Observa-se no difratograma da
amostra picos caracteristicos da fase hidroxiapatita e da
fase S-TCP, indicando a formacdo do material bifasico
HA/B-TCP que era esperado. Na amostra FCO1 também
foi realizada analise de microscopia eletrénica de
varredura, ilustrada na Figura 2.
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Figura 1: Difratograma de raios X da amostra FCO1 e
dos padrdes da fase HA e da fase - TCP.
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Figura 2: Microscopia eletrénica da varredura da
amostra FCO1.

Na etapa seguinte o biocompdsito composto pela
matriz F108, pela apatita bifasica HA/B-TCP (FC) e
pelo farmaco alendronato (AL) nomeado de F108FCAL
e os materiais puros (FC e AL) além de uma amostra
contendo apenas a matriz polimérica e a apatita biféasica
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(F108FC) foram analisados por espectroscopia na regido
do infravermelho. Na Figura 3 as principais bandas
caracteristicas do farmaco e do fosfato de calcio bifasico
foram demarcadas em areas hachuradas, sendo
destacada a faixa entre 1500 e 1800 cm™. Observa-se no
espectro da amostra F108FCAL, a presenca das bandas
do AL e do FC além das bandas caracteristicas do
polimero.
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Figura 3: Espectros na regido do infravermelho das
amostras F108FCAL, AL, F108FC e FC. As regides
demarcadas entre 450 - 700, 1500 - 1700 e 3300 e 3600
cm® correspondem as regides das bandas de absorgdo
caracteristicas dos grupos POz (O-P-O), NH; (N-H) e
NH: (N-H).

A Figura 4 ilustra a curva de liberacdo da amostra
F108FCAL. Mais de 80% do farmaco presente na
amostra foi liberado nos primeiros 20 minutos chegando
a 100% em 70 minutos.
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Figura 4: Curva de liberacdo da amostra FLO8FCAL.
Discusséo

A caracterizagdo da biocerdmica FC01 por
difratometria de raios X (Figura 1) revelou a formagéo
de um material bifasico HA/S-TCP. Observam-se na
amostra picos caracteristicos da fase HA (25,9; 32,9 e
31,8° 26) e picos caracteristicos da fase STCP (27,8;
31,0 e 34,2° 26). Na micrografia da amostra FCO1
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(Figura 2) observam-se aglomerados, onde ndo ¢é
possivel diferenciar as duas fases e nem determinar
tamanhos de cristalitos. De acordo com Dorozhkin SV
[6] esse resultado é caracteristico de apatitas biféasicas
com 60% de HA e 40% de S-TCP.

No espectro na regido do infravermelho da amostra
F108FCAL (Figura 3), observam-se bandas de absor¢do
caracteristicas do grupo fosfato correspondentes a area
hachurada em rosa na faixa entre 450-750 cm?!
(deformacdo angular O-P-O) [10,11], grupo este
presente tanto na apatita bifasica quanto no alendronato.
As faixas hachuradas em laranja apresentam bandas
caracteristicas do grupo amina entre 1500-1700 cm?
(deformagdo angular N-H) e entre 3300-3600 cmt
(deformacéo axial da ligacdo N-H) [12], grupo presente
apenas no alendronato. Além de bandas provenientes
das cadeias carbonicas (deformacgdes C-H, 1200-1500
cm?® e 2880 cm?) e do éter esta Gltima apenas do
polimero (1000 e 1200 cm™) [13]. A presenca das
bandas em destaque comprova a incorporacgao tanto da
apatita quanto do farmaco na matriz polimérica.
Inclusive na faixa ampliada observa-se que a amostra
preparada apenas com F108 e FC ndo apresenta a banda
caracteristica da amina que pode ser, entretanto
observada na amostra FL08FCAL e no farmaco puro AL.

Na curva de liberacdo obtida para a amostra
F108FCAL observou-se uma liberacdo total do farmaco
em 70 minutos. O experimento foi realizado em um
meio aquoso, o qual apresenta caracteristicas diferentes
do meio biolégico ao qual se pretende aplicar esse
biocomposito. Salienta-se que quando aplicado no corpo
humano, espera-se uma difusdo mais lenta uma vez que
0 Meio com sangue e 0SSO sera mais viscoso e podendo
0 sangue estar coagulado, retendo o farmaco por mais
tempo na regido desejada. Estudos de difusdo do
farmaco serdo realizados em diferentes pH e
temperaturas para prever o comportamento do
biocompdésito em organismos vivos. Sabendo-se que 0
bisfosfonato e o Pluronic® utilizado s&o hidrofilicos,
espera-se aumentar o tempo de retencdo do farmaco
através do uso de Pluronics® com diferentes graus de
hidrofobicidade.

Concluséao

Utilizando o método sol-gel foi possivel obter uma
apatita bifasica HA/B-TCP (60%/40%) a qual foi
incorporada em uma matriz poliméria de F108 junto
com alendronato. Resultados de espectroscopia nha
regido do infravermelho mostraram 0 sucesso na
incorporacdo dos materiais na matriz. A curva de
liberacdo do biocompoésito mostrou uma liberacdo eficas
do farmaco com total liberacdo completa depois de 70
minutos.
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