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Resumo

O desenvolvimento de biomateriais utilizando os conceitos da industria 4.0 tem atraido
muito atencdo devido a vasta possibilidade de aplicagdes. Técnicas de engenharia de tecidos
envolvem muitas vezes a construcdo de suportes tridimensionais que auxiliam no tratamento
desses. Nesse cendrio, a impressdo 3D exerce um importante papel para prover solucdes.
Doencas degenerativas, como osteoporose e osteoartrite, além de outros fatores, como o
envelhecimento que promove a perda éssea, que afeta o tecido cartilaginoso. Esses tecidos
costumam apresentar capacidade de regeneracao baixa ou inexistente ainda mais quando sao
atingidos por essas doencas. Os tratamentos disponiveis para viabilizar uma possivel
regeneracao dependem da utilizagdo de altos teores de medicamentos administrados via oral
ou intravenosa. A combinacdo de matrizes poliméricas com farmacos para tratamento de
tecidos danificados pode ser uma boa alternativa. Os defeitos 6sseos estdo presentes em
varias formas e tamanhos. Neste contexto, a impressdo 3D permite a producdo de
dispositivos personalizados. A escolha do material adequado para aplicagdes de impresséo
3D ¢ essencial. A técnica “Fused Deposition Modeling” (FDM) ¢ uma das mais utilizadas
em manufatura aditiva. Nessa técnica, filamentos sdo utilizados para a produgdo dos mais
variados tipos de dispositivos. Este trabalho teve por objetivo produzir suprimento, em forma
de filamentos para a utilizacdo em impressdo 4D, especificamente, pela técnica de FDM.
Para tal, os materiais selecionados foram atorvastatina (ATV) e policaprolactona (PCL). A
ATV é um medicamento utilizado para reducdo do colesterol que tem como efeitos
pleiotropicos: anabolismo 0sseo, condicionado ao uso prolongado ou alta dosagem. A
policaprolactona (PCL), um polimero sintético de elevada biocompatibilidade, tem sido
utilizada em diferentes técnicas de producdo de biomateriais, como técnicas de manufatura
aditiva. Este polimero é amplamente utilizado em matrizes de liberacdo de farmacos. Os
filamentos foram produzidos por extrusdo a quente (HME) e -caracterizados por
espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletrébnica de varredura por microscopia (SEM), analise termogravimétrica (TGA) e
calorimetria de varredura diferencial (DSC). A liberacdo de ATV por filamentos foi avaliada
por espectrofotometria UV-vis em solugdo tampdo fosfato (pH = 7,4) a 37%C. As
propriedades da PCL e a ATV foram mantidas apds o processo de extrusdo. Foi observado
que a técnica de HME favoreceu a solubilizacdo da ATV na matriz de PCL. Os estudos de
liberacao dos filamentos foram realizados por um periodo de 20 dias e dos “scaffolds” por
um periodo de 8 horas. A quantidade de ATV liberada para os filamentos foi de 0,50%
enquanto para os “scaffolds” foi de 0,10%. Esse resultado indica que os filamentos liberam
ATV por um periodo prolongado. Para validacdo da aplicacdo do filamento em FDM,
“scaffolds” de PCL/ATV foram produzidos. Os “scaffolds”, assim como os filamentos,
foram submetidos ao ensaio de liberacdo utilizado UV-vis. Os filamentos produzidos tém
potencial para serem aplicados como suprimento para manufatura aditiva e produtos obtidos
a partir destes sdo aplicaveis a liberacao prolongada do farmaco, podendo futuramente serem
utilizados como biomateriais com foco para a aplicacdo em regeneracao tecidual.

Palavras-chave: Policaprolactona; atorvastatina; liberacéo de farmaco



Abstract

The development of biomaterials using the concepts of Industry 4.0 has been getting a lot of
attention due to the wide possibility of applications. Tissue engineering techniques often
involve the construction of three-dimensional porous “scaffolds”. In this scenario, 3D
printing has an important role in providing solutions. Cartilaginous tissue and bone loss are
associated with trauma, aging, and degenerative diseases. These tissues usually have low or
no regeneration capacity. Palliative treatments are expensive, as these diseases are often
incurable and/or remain for a long time. The available treatments for possible regeneration
depend on high levels of drugs administered orally or intravenously. The combination of
polymeric matrices with drugs for the treatment of damaged tissues can be a good alternative.
Bone defects come in various shapes and sizes. In this context, 3D printing allows the
production of customized devices. Choosing the right material is essential. This work aims
to produce suppliers for 3D printing, specifically for Fused Deposition Modeling (FDM)
techniques. Thus, the selected materials were atorvastatin (ATV) and polycaprolactone
(PCL). ATV is a cholesterol-lowering medication that has the following pleiotropic effects:
bone anabolism conditioned to prolonged use or high dosage. The filaments were produced
by hot melting extrusion (HME) and characterized by Fourier transform infrared
spectrometry (FTIR), scanning electronics microscopy (SEM), thermogravimetric analysis
(TGA), and differential scanning calorimetry (DSC). The ATV delivery by filaments was
evaluated in phosphate buffer solution (pH = 7.4) at 37 °C. PCL and ATV properties were
kept after the extrusion process. PCL/ATV filaments deliver ATV a long way. Moreover,
PCL/ATV scaffolds were successfully produced by FDM. PCL/ATV filament release
studies were performed for a period of 20 days and scaffolds for a period of 8 hours. The
amount of ATV released for the filaments was 0.50 % while for the scaffolds it was 0.10 %.
These results indicate that the filaments release ATV for a prolonged period. The scaffolds,
as well as the filaments, were submitted to the release test using UV-Vis. The filaments
produced have the potential to be applied as a supply for additive manufacturing and
products obtained from them are applicable to the prolonged release of the drug and may in
the future be used as biomaterials with a focus on application in tissue regeneration.

Keywords: Polycaprolactone; atorvastatin; drug release
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1 INTRODUCAO

No ano de 2011, na Alemanha, durante a Feira Industrial de Hannover que contou
com a participacdo de grupos representantes de diferentes areas (académica, politica e de
negdcio), surgiu o termo “Industria 4.0”. Nessa feira foram discutidas melhorias em
competitividade na inddstria e avancos tecnologicos. Nesse cendrio, ficou evidenciado a
relevancia de inUmeros conceitos usados e também forma de se reportar a Industria 4.0
podendo-se citar: Cyber Physical System (CPS), SmartFactory, Smart Production,
MachinetoMachine (M2M), Advanced Manufacturing, Internet of Things (1oT), Internet
of Everything (IoE) ou Industrial Internet. (NETO et al., 2018; OZTEMEL; GURSEYV,
2018). Dentre essas, a manufatura aditiva, tem proporcionado grandes avangos na area de
biomateriais, em especial na area de bioengenharia tecidual. 1sso porque, com essas técnicas
é possivel obter materiais personalizados de acordo com a necessidade dos pacientes. A
engenharia de tecidos € uma tecnologia que usa uma matriz biocompativel ou biodegradavel
para substituir tecidos danificados ou quando combinada com células vivas e/ou
medicamentos tratar de tecidos. A engenharia tecidual, geralmente, é dependente de uma
plataforma tridimensional de crescimento celular denominada “scaffold”, produzidas
preferencialmente utilizando materiais poliméricos ou compositos (MELCHELS et al.,
2012; DOMINGOS, 2012; LEITE, 2016; CORREIA, 2017). Pode-se destacar os trabalhos
de Gharbani et al (2015), Raizer; Menaszek; Castano (2017), Fedore et al (2017), Coelho et
al (2017) e Shafei et al (2017) que utilizam polimeros para a producéo de “scaffolds” , por
extrusdo, SLS, eletrofiacdo e solvent casting, incorporados com células e/ou medicamentos.

As doencas degenerativas e 0s traumas severos estdo entre as principais causas de
graves lesdes teciduais. A pratica mais utilizada para tratamento desse tipo de lesdo era a
remocdo do tecido danificado, o que acarretava dano permanente e uma série de limitacdes.
(SIMAS, SANTOQOS, 2009). Dentre as doencas degenerativas, destacam-se a osteoporose e a
osteoartrite, que sdo caracterizadas pela reducdo da massa 6ssea e pelo desgaste do tecido
cartilaginoso (ADAMI, 2019; FERREIRA JUNIOR, 2016).

A atorvastatina que é uma estatina sintética, mais potente que as estatinas naturais,
lipossoluvel de terceira geracdo e tradicionalmente utilizada para tratamento de
dislipidemias e outras enfermidades associadas aos niveis elevados de colesterol, tem-se
demonstrado uma alternativa promissora na prevencdo de perda de massa Ossea e na
reabsorcdo/neoformacdo d6ssea (MUNDY, 1999; MUNDY, 2001; McTAGGART et al.,
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2001; HORIUCHI, MAEDA, 2006). Por isso, se destaca como opc¢ao terapéutica pelo custo-
beneficio quando comparada as outras estatinas usadas para tratar dislipidemias (COSTA.-
SCARPLATZ et al, 2008; NEWMAN et al., 2008; MUKHTAR, REID, 2005). Segundo
Mundy (2001), os farmacos da classe das estatinas, especificamente a atorvastatina
conseguem estimular a formacdo de tecido Osseo a partir da estimulacdo do fator de
crescimento promovido pela proteina morfogenética 6ssea-2 (BMP-2). Em vista disso para
que o efeito de estimulacdo de formacdo do tecido Gsseo ocorra a dosagem de estatina
utilizada, necessariamente, precisa ser mais elevada do que a utilizada normalmente para
tratamento de dislipidemias. Além disso, a principal via de administracdo desse tipo de
medicamento é a oral, sdo necessarias diversas doses em elevada concentracdo para que 0
efeito da BMP-2 se mantenha (MUNDY et al, 1999; REINER, 2013).

Os polimeros se destacam entre 0s principais materiais para a producdo de
biomateriais pela possibilidade de alteracdes quimicas, fisicas e tratamentos superficiais.
Além disso, a amplitude de caracteristicas, como resisténcia mecanica e polaridade, tornam
0 campo de aplicacdo dos polimeros como biomateriais muito maior. A policaprolactona
(PCL) € um polimero termoplastico biodegradavel de origem sintética do tipo poliéster
alifatico com T4 de -60°C, Tm na faixa de 59°C a 64°C e temperatura de degradacdo de
aproximadamente 350°C. (SIDDIQUI, 2018; HAYASHI, 1994; LABET, THIELEMANS,
2009; DOMINGOS, 2012). A PCL é um dos principais polimeros utilizados para producao
de biomateriais como micelas, nanoparticulas ou filamentos (SIDDIQUI et al., 2018). Pode-
se destacar os trabalhos Alex et al (2016), Davoodi et al (2016), Chen et al (2017) e
Sultanova et al (2016) que utilizam a PCL como matriz incorporadas com diversos
medicamentos como sistemas de liberacdo. Liberacdo de farmaco pode ser definida como a
forma com que o farmaco se torna disponivel para absor¢do do organismo e o sistema de
liberacdo é a forma com a qual o farmaco é levado ao organismo (DURAN, 2006;
HOFFMAN, 2008).

A partir dos anos 2000, o PCL passou a ser o principal polimero utilizado para o
Drug Delivery System (DDS) tanto de liberacdo sustentada quanto de liberacdo prolongada.
Um dos principais fatores para o aumento do uso do PCL, é a cinética de degradacdo que
torna possivel a eliminacdo completa do polimero ap6s 2-3 anos pelo processo de bioeroséo.
Além disso, as propriedades mecanicas favorecem o processamento por diversos meios, o
que amplia a gama de dispositivos a serem produzidos. Em vista disso, polimeros

biodegradaveis sdo os preferenciais para sistemas de liberacdo controlada, pois tém
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demonstrado eficacia na liberagdo em sitios determinados e no tempo requerido (LIMA,
2019; SIMAS, SANTOS, 2009).

A associacao de materiais poliméricos como carreadores de farmacos vem ganhando
visibilidade e estreitando as pesquisas nos campos farmacéuticos e de engenharia
(FERREIRA, 2017). Muitas tecnologias e métodos de processamento ja populares na
engenharia vém sendo introduzidas nas areas biomédicas e farmacéuticas. Destacam-se as
técnicas de impressdo 3D, como a Fused Deposition Modelling (FDM), a Selective Laser
Sintering (SLS), a Stereolithography (SLA) e a Hot-Melting Extrusion (HME). Estas
técnicas tém sido usadas de formas mais amplas nessas industrias pelo processamento
simples, pelo impacto ambiental reduzido, ja que estas técnicas nao requerem a utilizacéo de
solvente, e pelo menor custo de producéo (LIMA, 2019).

A HME destaca-se como uma das principais técnicas para a producéo de implantes
de longa duracdo, de formas farmacéuticas de liberacdo sustentada/prolongada e de
filamentos utilizados na producdo de sistemas de liberacdo feitos por impresséo 3D.
Enquanto as técnicas de impressdo 3D, especificamente a FDM, vém sendo aplicadas,
preferencialmente, as diversas formas farmacéuticas de liberacdo. Esse método de
administracdo de farmaco vem sendo utilizado, principalmente, no tratamento de doencas
crénicas, porque exigem menor dosagem, quantidade total de farmaco e garantem maior
conforto e controle ao paciente (LIMA, 2019; SIMAS, SANTQOS, 2009).

Diante disso, ainda é possivel destacar trabalhos realizados pelo Laboratério de
Desenvolvimentos de Materiais da UFRRJ (LADEMAT) como o desenvolvimento de filmes
de PCL carregados com atorvastatina e a producao de filamentos carregados com farmaco
como sistemas de liberacdo controlada.

Deste modo, o presente estudo busca desenvolver formulacGes de PLC+ATV em
forma de filamentos, filmes e “scaffolds” que possam ser utilizados para liberagdo

controlada.
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2 Objetivo
2.1 Objetivo Geral

Esta dissertacdo teve como objetivo produzir e caracterizar filamentos de
policaprolactona (PCL) com o farmaco atorvastatina (ATV) utilizaveis como suprimento
para impressao 3D com potencial aplicacdo para o tratamento de danos aos tecidos 6sseos e
cartilaginosos.

2.2 Objetivos Especificos

- Produzir filamentos de PCL a partir de técnica de extrusdo (HME) a partir a mistura fisica
na forma de po contendo polimero e farmaco e a partir de uma matriz polimérica de PCL e
ATV produzida por “solvent casting”,

- Avaliar as propriedades térmicas dos filamentos produzidos

- Avaliar a morfologia dos filamentos

- Avaliar as possiveis interacdes quimicas entre PCL e ATV

- Avaliar a utilizacdo do filamento na producéo de “scaffolds” por manufatura aditiva.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Engenharia Tecidual

A humanidade tem buscado formas de melhorar a qualidade de vida garantindo uma
maior longevidade. Atualmente, a popula¢do possui uma expectativa de vida mais alta e mais
saudavel, o que acarreta a necessidade de substituicdo de tecidos e drgdos para preservar a
salde (CORREIA, 2017; LANZA et al., 2011). Mesmo que os tecidos cartilaginosos 6sseos
tenham grande capacidade de regeneracao, estes estdo sujeitas ao desgaste originados pela
idade ou por patologias conhecidas ou ndo. Em razdo disso, enxertos de diversos tipos séo
utilizados a fim substituir ou promover a neoformacdo desses tecidos (O’BRIEN, 2011;
LEITE, 2016; CORREIA, 2017).

Uma das formas mais conhecidas de substituicdo e de estimulo a neoformacéo
tecidual € a técnica de transplantes de orgdos, células e tecidos. Apesar da técnica de
transplantes de variados tecidos ser amplamente conhecida, ndo ha doagdes suficientes para
suprir a necessidade da populacdo. Segundo a Associacdo Brasileira de Transplante de
Orgéos (ABTO, 2019), a realizacio de transplantes envolve muitos fatores como a
compatibilidade e a autorizacdo familiar (LEITE, 2016). Em 2019 o Brasil registrou o total

de 29.296 transplantes de tecidos, conforme Tabela 1.

Tabela 1: Quantidade de transplantes teciduais realizados no Brasil (2019).

Tecidos
Tecidos Total
Ossos 10.418
Cornea 14.943
Medula Ossea 3.805
Pele 130
Total 29.296

Fonte: Manual Associacéo Brasileira de Transplante de Org&os - 2019

Nesse cenario a engenharia tecidual se apresenta como a tecnologia que pode
combinar uma matriz biocompativel e/ou biodegradavel com células vivas ou medicamentos
a fim de tratar tecidos danificados, substituir tecidos ndo passiveis de recuperacao e para
otimizar algumas funcgdes teciduais. Essa técnica pode ser definida como uma ferramenta
multidisciplinar da medicina, biologia, ciéncia dos materiais e engenharia e pode ser

subdivida pautada no tipo de funcéo a ser suprida.
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Considerando essa subdivisdo, pode-se destacar, dentre outras, a utilizacdo da
engenharia tecidual para regeneracdo 0ssea, vasos sanguineos e tenddes e ligamentos. Para
grande parte das aplicacBes, a engenharia tecidual é dependente de uma plataforma
tridimensional de crescimento celular denominada “scaffold”, que sdo produzidos em
materiais poliméricos, metalicos, ceramicos ou compdsitos (MELCHELS et al., 2012;
DOMINGOS, 2012; LEITE, 2016; CORREIA, 2017)

Os “scaffolds” sdo o suporte para o crescimento de tecido novo e servem como base
para adesdo, proliferacdo e crescimento celular (DOMINGOS, 2012; SAMPAIO, 2012;
PEREIRA, REIS, OLIVEIRA, 2018). Em consequéncia da complexidade e da variedade de
tecidos que podem ser utilizados, ndo ha um modelo de “scaffold”” adequado. A estrutura a
ser construida é dependente do tipo de tecido e do tipo de lesdo a ser tratada e dividem-se
em dois métodos: temporarios e permanentes. (HUTMACHER et al., 2004; SAMPAIOQ,
2012).

Em decorréncia do envelhecimento da populacdo e da maior expectativa de vida,
doencas que acarretam perda de massa muscular, cartilaginosa e 0ssea alem de afetar a
neoformacéo tecidual tém se tornado mais comum. As principais doencas que acarretam em
perda de massa 0ssea sdo aquelas caracterizadas por inflamacao (artrite reumatoide) ou pela
deterioracdo de tecido 6ssea e cartilaginoso (ADAMI et al., 2019). A populacdo mundial é
atingida substancialmente por duas doencas desse tipo:

- Osteoporose: segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a osteoporose pode ser
definida por disturbios nas atividades fisiologicas e sdo responsaveis pela reducdo da massa
Ossea (reducdo da densitometria 0ssea), que acarreta a fragilidade 6ssea e consequentemente
em fraturas. A osteoporose pode ser dividida em primaria e secundaria, a primeira decorrente
de manifestacdo espontanea ou desconhecida e a segunda decorrente de condi¢des clinicas
como neoplasias e anormalidades enddcrinas. Os tipos de fraturas mais comuns causadas
pela osteoporose sdo aquela por compressédo vertebral, fraturas de punhos e, quando a doenca
estd em estagio avancado, fraturas de bacia (sinfise pubiana) (MASI, 2008; BLIUC et al.,
2015; ADAMI et al., 2019).

- Osteoartrite: define-se pela degradacédo da cartilagem articular concomitante a proliferacao
do tecido 6sseo, conectivo e cartilaginoso provocada por algum tipo de disfuncéo articular.
A forma mais comum de desenvolvimento da doenga é em decorréncia da restricdo e da
reducdo da qualidade de vida (WOOLF, PFLEGER, 2003; LOESER et al., 2012;
HAWKER, 2019).
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Em razdo deste envelhecimento populacional, a osteoartrite é a forma mais comum
de doenga articular que resulta em limitacGes das atividades diarias. A dominancia da artrite
de joelho no mundo é de 3,8%. Todavia em paises como Estados Unidos e Canada este tipo
de artrite atinge em torno de 10% dos portadores de osteoartrite. A estimativa no cenario
brasileiro para o ano de 2019 é que 1% da populacdo desenvolvera osteoartrite de joelho, e
dessas 5% necessitardo de tratamento medicamentoso.

Estes sdo exemplos de doencas que afetam, sobretudo, a popula¢do mais idosa e que
tem seu desenvolvimento ou agravamento motivados por sedentarismo, alteracdes
metabdlicas desconhecidas e por habitos alimentares insalutiferos, além disso, sdo incuraveis
(ADAMI, 2019; HAWKER, 2019). Em fungédo disso a demanda por tratamentos com
potencial de minimizar a dor, retardar o agravamento ou impedir o desenvolvimento desse
tipo de doenca estimulou e ainda estimula a aplicacdo da técnica de engenharia tecidual.

A engenharia tecidual aplicada aos tecidos 0sseo e cartilaginoso pode ser definida
como um campo multidisciplinar que busca o desenvolvimento de terapias a fim de
solucionar doencas 0sseas, como as supracitadas. Visando alcancar esse objetivo, pesquisas
indicam a utilizacdo de suportes tridimensionais ( “scaffolds”) como base de sustentacao
para células como o principal expoente na busca do desenvolvimento de novas tecnologias.

O inicio da aplicacdo da engenharia tecidual na substituicdo 0ssea foi realizado com
a utilizaco de enxertos autdgenos, alogenos, isdgenos, xendgenos e sintéticos (PERIC
KACAREVIC, 2019; MARTINS et al., 2019; DROSOS et al., 2012; YANG, SYKES, 2007;
STEVENS, 2008). Os enxertos autégenos sdo aqueles transplantados de um lugar para outro
em um mesmo paciente, esse tipo de enxerto ndo apresenta problemas de
histocompatibilidade e de transmissdo de doencas, por outro lado, estes tém como
desvantagem a quantidade limitada de enxerto disponivel e a morbidade associada a
extracdo. Enxertos produzidos a partir do 0sso iliaco, da calota craniana, da tibia, das costelas
e da mandibula destacam-se entre os principais doadores de eleicdo (MARTINS et al., 2019).

Atualmente com a oportunidade de induzir o crescimento de tecido 4sseo, a partir do
cultivo celular em “scaffolds” de diferentes materiais, os implantes aplicados a engenharia
tecidual Ossea dividem-se em provisorios e permanentes. Como busca-se reduzir a
quantidade de procedimentos invasivos durante o tratamento, 0s “scaffolds” temporarios
sdo o foco das pesquisas atuais. Um dos fatores que estimula a produgdo de “scaffolds”
temporarios é a grande variagdo de materiais que podem ser usados como insumo (PERIC
KACAREVIC, 2019; DIMITRIOU et al., 2011). Os “scaffolds” precisam de caracteristicas
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especificas para serem aplicados & osteoregeneracdo, dentre as quais destacam-se (PERIC
KACAREVIC, 2019; HOLLISTER, 2005):
- Resisténcia Mecénica: Os “scaffolds” aplicados na regeneracdo Gssea necessariamente
precisam ter resisténcia mecanica compativel ao tecido Gsseo a ser tratado (PERIC
KACAREVIC, 2019; O’BRIEN, 2011);
- Arquitetura: O tamanho e a forma dos “scaffolds” precisam ser adaptados ao dano do
tecido. Além disso, geralmente busca-se uma arquitetura porosa, com tamanho variando
entre 200-600um, para estimular o crescimento celular (PERIC KACAREVIC, 2019;
BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012; HOLLISTER, 2005);
- Porosidade: Para garantir a estrutura 6ssea ideal a area superficial de cultivo celular deve
ser grande, logo a interconectividade dos poros deve ser superior a 90% (PERIC
KACAREVIC, 2019; DOMINGOS, 2012; HOLLISTER, 2005);
- Osteogénese: Ocorre quando o0s osteoblastos sdo inseridos na area danificada com o
biomaterial a ser enxertado;
- Osteocondutividade: Habilidade do ‘“scaffold” para suportar a adesdo de osteoblastos e
garantir a conexao adequada com a estrutura tecidual que seja compativel com a migracéo
celular (PERIC KACAREVIC, 2019; OLZTA et al., 2007);
- Osteoindutividade: Habilidade do “scaffold” em promover a diferenciacdo das células
osteoprogenitoras, que podem ser aplicadas em tecidos cartilaginosos e 0sseos, dos
osteoblastos (PERIC KACAREVIC, 2019; LIU, LIM, TEOH. 2013);
- Osteointegracdo: Envolve a integracdo das propriedades antes citadas do “scaffold” ao
organismo (PERIC KACAREVIC, 2019; PARITHIMAKALAIGNAN;
PADMANABHAN, 2013).

As exigéncias que devem ser cumpridas para que um biomaterial possa ser aplicado
sdo complexas, como visto sdo inUmeras caracteristicas a serem atendidas para que um

“scaffold” possa apresentar a eficacia pretendida.

3.2 Biomateriais

Durante a Conferéncia da Sociedade Europeia de Biomateriais (ESB), em 1976, o
vocabulo biomaterial foi concebido e descrito na época como “material utilizado para
producdo de dispositivos médicos com capacidade de interagao bioldgica” (O’BRIEN,
2011). Atualmente podem ser definidos como sistemas, provenientes de origem natural ou

sintética, que sdo utilizados de forma permanente ou provisoria para tratar ou substituir um
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6rgéo, tecido ou funcdo do corpo (XU et al, 2019). Este tipo de material é utilizado em &reas
como a medicina em diversos produtos, tais quais proteses 6sseas, oculares, ortopédicas e
mamarias, pinos para fixacdo ortopédica e ossiculos do ouvido (MADRID et al., 2019;
CHEN, LIU, 2015; PERIC KACAREVIC, 2019).Atualmente a liberacdo controlada de
farmacos é um dos principais foco de uso dos biomateriais.

Os biomateriais séo divididos em quatro geracGes em funcdo da complexidade e da
capacidade de interacdo com sistemas bioldgicos. A 12 geracdo foi desenvolvida entre as
décadas de 1950 e 1960, com a intencdo de substituir um tecido causando a menor resposta
toxica. Entretanto os materiais utilizados eram provenientes de aplicagdes em outras areas,
como quimica, alimenticia e energética, os quais geralmente acarretavam rejeicdo ou
apresentavam toxicidade. Quando funcionavam, tinham interagdo muito baixa com o
organismo o0 que os levou a serem denominados como inertes (CORREIA, 2017;
SINHORETI, VITTI, CORRER-SOBRINHO, 2013; NAVARRO et al., 2008).

A 22 geragéo buscou desenvolver materiais bioativos e biorreabsorviveis. Durante as
décadas de 1980 e 1990 o foco das pesquisas eram em desenvolver a interacdo com o
organismo. Os materiais criados na 22 geracdo ocasionavam a degradacdo do biomaterial
conforme o tecido era formado. Devido a essa caracteristica passaram a ser conhecidos como
bioativos, nessa classe destacam-se o0s poliglicélicos, os poliactideos e as policaprolactonas
que sdo utilizados até hoje (CORREIA, 2017; SINHORET]I, VITTI, CORRER-SOBRINHO,
2013; NAVARRO et al., 2008; SHASTRI, ALTANKOV, LENDLEIN. 2010).

Em meados da década de 1990 a busca por materiais que pudessem se adaptar ao
organismo pautaram as pesquisas sobre biomateriais. Essa fase foi denominada 32 geracéo e
originou materiais que além de bioativos também eram reabsorviveis. A principal
caracteristica dos biomateriais de 3% geracdo era a capacidade de induzir, a partir de estimulos
internos ou externos, ao préprio organismo o crescimento ou regeneracdo do tecido
(SINHORETI, VITTI, CORRER-SOBRINHO, 2013; NAVARRO et al., 2008; SHASTRI,
ALTANKOV, LENDLEIN. 2010).

Atualmente, a 4% geracdo é aquela que torna os biomateriais capazes de induzir
resposta celular e funcdes teciduais, além de serem estimulados de forma interna e externa a
partir de gatilhos quimicos e fisicos. Desde o ano de 2010, estes sdo denominados como
biomateriais “smart” e as pesquisas focam no tratamento superficial dos materiais afim de
moldar propriedades como a topografia e a rugosidade (HOLZAPFEL et al., 2013;
HUTMACHER et al. 2007).
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A escolha de um biomaterial é guiada pela aplicacdo, que pode ser definida pela
afinidade quimica ou fisica com o tecido a ser tratado ou substituido. Isto posto, a resposta
celular gerada pelo biomaterial é extremamente relevante, visto que o preenchimento de uma
vacancia nao é a sua principal funcdo, com excecdo dos biomateriais inertes (LEITE, 2016;
CORREIA, 2017). Na Tabela 2 tém-se os principais exemplos de materiais utilizados para a
producéo de biomateriais.

Tabela 2: Principais tipos de biomateriais.

Tipo Material Vantagens Desvantagens

Quitosana,
colageno, alginato

Biocompatibilidade,

. A biodegradabilidade, Processamento,
Naturais de sodio, acido « A o
A elevada adeséo resisténcia mecanica.
hialurdnico,
. celular.
carragenina.
Polimeros Policaprolactona,
poliécido latico, Disponibilidade,  Baixa adesdo celular,
o poliacido latico  biocompatibilidade, geracdo de produtos
Sintéticos C p -~
glicolico, processamento, secundarios pela
poli(metacrilato de custo. degradacéo.
metila).
Ceramicas Fosfato tricalcico, Biocompatibilidade, Fragilidade,
hidroxiapatita. osteocondutividade.  suscetivel a fratura.
. Titanio, ligas de  Resistente a fratura, .I munogenec_|dade,
Metais - impede cresimento
cobalto rigidez ; .
tecidual, toxicidade.
Composicio Processamento,
- PLC/Hidroxiapatita omposig suscetivel a
Compasitos ) especifica, estrutura «
, PCL/ gelatina o degradacéo,
especifica

resisténcia mecanica

Os biomateriais sdo geralmente classificados segundo a natureza quimica, divididos
em naturais e sintéticos. Dentre 0s naturais estdo 0s materiais autdgenos, alégenos e 0s
xendgenos. Autdgenos sao aqueles provenientes do mesmo organismo lesionado. Alégenos
sdo aqueles originados de organismos da mesma espécie e 0s xendgenos sdo aqueles de
espécies diferentes. Entretanto os sintéticos, que atualmente sdo os mais utilizados,
compreendem as ceramicas, os metais e os polimeros (PERIC KACAREVIC, 2019;
WILLIAMS, 1987; RATNER, HOFFMAN, 2004).

Segundo Williams (1987) os biomateriais podem ser classificados segundo sua

atividade fisioldgica:
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- Biotoleraveis: sdo aqueles que sdo isolados dos tecidos circunvizinhos por meio de uma
camada fibrosa. A tolerabilidade dos tecidos é medida em funcdo da espessura da camada
formada. Os polimeros sintéticos e os materiais metalicos est&o entre os principais materiais
biotoleraveis (WILLIAMS, 2009);

- Bioativos: sdo aqueles que propiciam ligacdes com os tecidos circunvizinhos, isto é,
integram-se ao organismo. Ainda, quando usado em regeneracdo Ossea, podem ser
subdivididos em osteoindutores e osteocondutores. Osteoindutores sdo aqueles que
proporcionam resposta intracelular e extracelular na superficie do material, enquanto os
osteocondutores sdo aqueles que propiciam a construcdo de uma superficie biocompativel
que beneficia o desenvolvimento de osteoblastos. Os materiais ceramicos, como a
hidroxiapatita, estdo entre os principais materiais bioativos (XU et al, 2019; CORREIA,
2017; WILLIAMNS, 1987; CAO; HENCH, 1996);

- Inertes: sdo aqueles que tem pouca ou nenhuma interagdo com os tecidos adjacentes.
Destacam-se a alumina, zircOnia, titanio e suas ligas entre os materiais inertes (CORREIRA,
2017; STEVENS, 2008; CASTNER; RATNER, 2002);

- Biorreabsorviveis: sdo aqueles que sdo degradados pelo organismo apds ou durante o
periodo de acdo. Este tipo de material € normalmente expelido, sem necessidade de
intervencao cirargica, ou absorvido pelo organismo (CORREIA, 2017; ROKKANEN et al.,
2000; BARBANTI et al., 2005).

O biomaterial adequado ¢é aquele que ndo acarrete danos locais ou algum tipo de
toxicidade. Um dos fatores de controle para a producdo de um biomaterial adequado € a
biocompatibilidade, que pode ser definida como a capacidade de estimular a resposta
adequada para qual foi projetado (SMITH et al. 2009; WILLIAMS, 1987; ROGERO et al,
2003).

3.3 Polimeros

Polimeros sdo macromoléculas, de origem natural ou sintética, formadas por
unidades de repeticdo, denominadas “meros”, por de natureza ligacdo covalente
(intramoleculares) e por ligagdes de Van der Waals (intermoleculares) entre as cadeias. E
possivel classificar os polimeros em termoplasticos, termofixos e elastdmeros. A estrutura
da cadeia formada dos termoplasticos, que pode ser dividida em linear, ramificada ou

reticulada, ligadas covalentemente a cadeia principal, formando uma rede tridimensional,
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que é responsavel pelas propriedades do polimero (OREFICE, 2012; AKCELRUD, 2007;
CANEVAROLO JR., 2006; MANO; MENDES 1999). Enquanto os termofixos sdo
reticulados a partir de reacdes de vulcanizacdo e reticulagdo (KOUTSOS, 2009).

Além disso, as propriedades quimicas e fisicas também dependem da cristalinidade
do polimero. A estrutura pode ser amorfa, que apresenta as moléculas de forma totalmente
aleatéria, e cristalina, que apresenta parte das moléculas organizadas em uma estrutura
definida. De maneira geral, as caracteristicas apresentadas pelos polimeros sdo baixa
resisténcia mecanica, térmica, elétrica e baixa densidade quando comparadas aos materiais
metélicos e cerdmicos (CALLISTER, 2002; AKCELRUD, 2007; KOUTSOS, 2009;
ALMEIDA; 2010)

Quando h& a presenca de heteroatomos na estrutura, os polimeros tornam-se
vulneraveis a quebra hidrolitica. Além disso, fatores como a cristalinidade e a massa molar
tornam os polimeros mais ou menos vulneraveis a degradacdo. Assim, 0s polimeros
reabsorviveis e bioabsorviveis geralmente sdo aqueles que possuem baixa massa molar,
possuem percentual de fase amorfa e sdo hidrofilicos, dentro dessa classe destacam-se a
quitosana e celulose nos polimeros naturais e a policaprolactona (PCL), o poliacido latico
(PLA) e o poli (alcool vinilico) (PVA) nos polimeros sintéticos. No entanto, aqueles
polimeros que sdo hidrofobicos, apresentam alto grau de cristalinidade e séo formados por
ligacdo do tipo carbono-carbono na cadeia principal sdo resistentes a degradacéo
(ALMEIDA, 2010; GOMES, 2010).Em consequéncia da grande versatilidade dos
polimeros, estes tém sido aplicado em areas médicas visando a substituicdo e regeneragédo
de tecidos, a liberacdo de farmacos e na producdo de cosméticos (KLOSS et al., 2005;
SINHA et al., 2004; VOGELSANGER et al., 2003). Na Figura 1sdo apresentados alguns

polimeros biodegradaveis, conforme o tipo.
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Figura 1: Tipos de polimeros biodegradaveis.
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Fonte: Brito, G. F.; Agrawal, P.; Araujo, E. M.; Méllo, T. J. A.,2011.

Além da classificacdo apresentada na Figura 1, também é possivel classificar os
polimeros biodegradaveis conforme o tipo de sintese, a possibilidade de reutilizacéo e grau
de biodegradabilidade. Segundo THAKUR & THAKUR (2015), a principal forma de
classificacdo de polimeros biodegradaveis, € a separacdo em dois grupos: () os agro-
polimeros, que sdo obtidos a partir de biomassa; e (1) os biopoliésteres, que podem ser
naturais ou sintéticos.

Nos ultimos 20 anos, o uso de polimeros biodegradaveis, gradativamente, emergiu
como o principal insumo das aplicagdes biomédicas, tomando o lugar dos materiais
bioestaveis como as ligas metalicas, as ligas ndo metéalicas e as ceramicas. O aumento do uso
dos polimeros, principalmente os biopoliésteres, pode ser atribuido a baixa probabilidade de
efeito inflamatdrio ou resposta tdxica, permeabilidade e processabilidade. Na Gltima década
0os polimeros biodegradaveis vém sendo amplamente utilizados na busca pelo
desenvolvimento de placas Osseas, de parafusos 0sseos, de dispositivos reservatérios de
contraceptivos, de fios de sutura, de cosméticos, de adesivos médicos, de membranas para
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regeneragdo guiada, “scaffolds” para engenharia tecidual e sistemas de liberagéo de farmaco
(nanoestruturados e microestruturados) (THAKUR, THAKUR, 2015).

Atualmente, os polimeros sdo 0s materiais mais usados para a producdo “scaffolds”
devido a biocompatibilidade, flexibilidade e a biodegradabilidade e vem sendo amplamente
utilizados em acBes biomédicas em geral, como na liberacdo controlada de farmacos, na
preparacdo de cosméticos, em adesivos médicos e na substituicdo permanente de tecidos
(THAKUR, THAKUR, 2015; LIMA et al., 2019; SIMOES, PINTO, SIMOES, 2019).

3.4 Policaprolactona (PCL)

A classe dos poliésteres sintéticos biodegradaveis é utilizada como insumos medicos
desde a decada de 1970 (SIDDIQUI, 2018). A policaprolactona é um polimero termoplastico
biodegradavel, que atualmente se destaca como insumo para a producao de biomateriais, de
origem sintética do tipo poliéster alifatico e faz parte do grupo dos polimeros absorviveis ou
reabsorviveis. A policaprolactona pode ser polimerizada por dois métodos, o primeiro pela
abertura do anel de e-caprolactona e o segundo pela condensacdo do acido 6-
hidroxicaproico. A estrutura, apresentada na Figura 2, é do tipo semicristalina linear.
Apresenta extensas cadeias de carbono com baixa mobilidade, temperatura de transicao
vitrea (Tg) de -60°C, temperatura de fusdo (Tm) de 59°C a 64°C e temperatura de degradacdo
de aproximadamente 350°C. Por ser um polimero semicristalino, apresenta degradacao
hidrolitica nas zonas amorfas, pois 0s grupos éteres ficam expostos (SIDDIQUI, 2018;
HAYASHI, 1994; LABET, THIELEMANS, 2009). O PCL é soluvel em cloroférmio,
diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno e possui baixa solubilidade em acetona,
dimetilformamida e acetonitrila (SIDDIQUI, 2018; DOMINGOS, 2012).

Figura 2: Formula estrutural da policaprolactona.

Fonte: Mazzarino, L., (2013).

Em 1930, iniciou-se a producdo comercial da policaprolactona sintetizada pelo grupo
Carothers. E foi um dos primeiros polimeros sintéticos que eram passiveis a degradacao por

micro-organismos. Nas décadas seguintes, as pesquisas tiveram como foco outros polimeros,
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por terem taxa de degradacdo mais rapida, o que era procurado para utilizacdo em sistemas
de liberacdo de farmaco tradicionais. Em funcdo do elevado tempo de degradacgdo, a
policaprolactona destacou-se como o principal insumo para a fabricacdo de fios de sutura.
Como mostrado na Tabela 3, o tempo de degradacdo do PCL é muito elevado quando
comparada a outros polimeros também aplicados a medicina (DOMINGOS, 2012;
WOODRUFF, HUTMACHER, 2010; SENEDESE, 2011).

Tabela 3: Vida util de polimeros aplicados a medicina

Material Madulo Tipo de Vida Util Processamento
Degradacéo
Policaprolactona 0,4 GPa Hidrolise 1 a4 anos Extrusao, SL.S’ Solvent
Casting
POI,' (audo 2,7 GPa Hidrolise 12 a 18 semanas Extrusdo, SL.A’ Solvent
latico) Casting
Poli (acido
latico-co-acido 7,0 GPa Hidrdlise 6 a 12 Semanas Extrusdo, Solvent Casting
glicélico
Acido 2x10°a o . Fotopolimerizagéo,
Hialurdnico 1x10*GPa Enzimatica 1238 dias Electrospinning
Coléageno lalbGPa Enzimética > 1 hora Electrospinning

A partir da década de 2010, com o advento da engenharia de tecidos e dos sistemas
de liberacdo de farmaco modificados, a policaprolactona despontou como um dos principais
materiais para a producdo de “scaffolds” devido as suas propriedades reoldgicas e

viscoelasticas, conforme apresentado na Tabela 4 (SIDDIQUI et al., 2018).
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Tabela 4: Biomateriais & base policaprolactona.

“scaffold”  Processamento  Tipo de célula Aplicagdo Fonte
PCL + Eletrofiacio Condrdcitos Tecido Gharbaniet
Aorta ¢ primarios traqueal al., 2015.

Rajzer;
PCL + - L Menaszek;
Osteogen Eletrofiagcéo Osteoblastos Tecido 0sseo Castano,
2017.
PLC + Eletrofiacdo + Gas  Fibroblastos Tecido Hamlet et
Gelatina foaming dérmicos epitelial al.,2017.
PCL + .. . ) . Coelho et al.,
Colégeno Bioimpresséo 3D  Fibroblastos Tecidos 2017,
Pré- Thadavirul;
. osteoblastica o Pavasant;
PCL + PHB  Solvent Casting derivado de Tecido 0sseo Supaphol |
roedores 2017.
. Fibroblastos . Shafeiet al.,

PCL + PPy Eletrofiacao 1929 Tecido neural 2017,

MSC's derivado Defeitos Du et al.,

PCL +Hap SLS de roedores osteocondrais 2017.

Puppi;
PCL + RapidPrototyping—  Osteoblastos Tecidos Monelli;
PHBHHXx RP MC3T3-E1 Chiellini,
2017,
Pre-
PEG + PCL  Extrusio - PED oste_oblastlca Regen(_eragao Fedoreet al.,
derivado de craniana 2017.
roedores

Fonte: Siddiqui (2018).

Em 2017, Thadavirul,

policaprolactona com polihidroxibutirato em “scaffolds” aplicados a regeneragdo 0Ossea.

Pavasant e Supaphol estudaram a utilizacdo da

Observou-se que hd uma redugéo da porosidade quando “scaffolds” de PCL sdo comparados

com as blendas de PCL-PHB e PCL-PHBYV. Também € possivel observar que com a reducgéo

da porosidade ha o aumento do médulo compressivo, 0 que pode ser observado na Tabela 5.
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Tabela 5: Propriedades de “scaffolds” de PCL/PHB

Composicao Densidade Porosidade (%) Maodulo Compressivo (kPa)
PCL 0,0853 + 0,0063 92,55 + 0,55 57,77 £8,2
PCL/10% PHB  0,1876 + 0,0464 83,61 + 4,05 287 +6,9
PCL/20% PHB  0,1540 £ 0,0433 86,55 + 3,78 735+4,5
PCL/30% PHB  0,1347 £+ 0,0307 88,24 + 2,68 1223 +1,4
PCL/10% PHBV  0,2129+ 0,0605 81,41 £5,29 951+1,3
PCL/20% PHBV 0,1512 +0,0238 86,80 + 2,08 1708 + 8,0
PCL/30% PHBV  0,1375 £ 0,0148 87,99 £ 1,29 1861 £ 1,0

Fonte: Thadavirul (2017)

O aumento do modulo de compressdo, resultante da blenda de PCL + PHB/PHBYV,

apresentado na Tabela 6, justifica-se pela reducéo da cristalinidade, aumento da flexibilidade

e da processabilidade do material utilizado para a matriz. Segundo Olubamiji et al. (2016),

além do percentual de poros no “scaffold”, o tamanho e a orientagdo dos poros tém elevada

influéncia nos modulos de elasticidade de tracdo e compressao, os valores sdo apresentados

na Tabela 6.

Tabela 6: Propriedades de “scaffolds” de PCL produzidos a partir do processo de
Bioimpressdo.

Tamanho

Tipo Processamento Dimensoes dos poros Orientacdo Porosidade E
(mm) (%)

(pm)
400 0-90 36,91 46,04
300 0-45 42,65 20,83
300 0-45-90-135 44,53 25,36
200 0-90 56,84 18,15
400 0-45 51,98 24,75
400 0-45-90-135 53,53 34,44

“scaffold” Bioimpressdo 15x15x2,4 400 0-90 63,72 15,86
300 0-90 67,39 9,74
300 0-45-90-135 68,73 16,41
300 0-45 70,65 11,68
200 0-45 72,13 9,66
200 0-45-90-135 75,98 14,59
200 0-90 80,28 6,03
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E possivel observar que com o aumento do tamanho dos poros e com reducéo da
densidade de poros 0 médulo de elasticidade aumenta. Além disso, segundo Olubamiji et al.
(2016) 0 aumento de 100um acarreta aumento de aproximadamente 1,6 vezes no médulo de
elasticidade. H& também o aumento em 1,2 vezes com a mudanca de orientacdo nos angulos

dos poros, como mostrado na Figura 3.

Figura 3: Orientacdo dos poros nos “scaffolds” PCL/PHB

0-90° 0-45-90-135° 0-4°

Fonte: (THADAVIRUL; PAVASANT; SUPAPHOL, 2017)

Vale destacar o trabalho de PEREIRA, 2021 realizado no LADEMAT-UFRRJ, que
consistiu na producdo de filmes de PCL carreados com atorvastatina. Os filmes de PCL
foram produzidos por dois métodos diferentes, o primeiro consistiu na solubilizacdo do PCL
em cloroférmio, sob agitacdo, em uma solucdo 10% p/v, seguido da mistura com a
atorvastatina em p6 (método 1). Enquanto o segundo consistiu na solubilizacdo da
atorvastatina na solucdo 10% p/v de PCL, também sob agitacdo (método 2). Foram
produzidos nove filmes no total, um somente de policaprolactona e 4 de cada método, com
concentracdes de atorvastatina variando em 40mg, 80mg, 120mg e 160mg. Os filmes
produzidos sdo mostrados na Figura 4.

Figura 4: Filmes produzidos no LADEMAT por 2 métodos de solvent casting.
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Fonte: Pereira (2021).

Os filmes produzidos pelo método 2, independente da concentracao utilizada, foram
uniformes. Em contrapartida, nos filmes obtidos pelo método 1, observou-se aglomerados
do farmaco em determinadas regides do filme. Também se observou que o PCL manteve sua
estrutura quimica, uma vez que ndao houve nenhuma indicacdo da formacdo de novas
ligacGes quimicas no PCL (PEREIRA, 2021).

O processo de metabolizacdo do PCL ocorre pela hidrolise no Ciclo de Krebs. A
degradacéo pela difusdo da agua para as zonas amorfas do polimero que estimula a reacao
em cadeia que fragmenta as cadeias poliméricas. Esse processo é diretamente afetado por
fatores como tamanho, cristalinidade, temperatura e pH, o que causa impacto significativo
quando aplicados a fungdo terapéutica provisoria (SIDDIQUI, 2018; WOODRUFF,
HUTCHMACHER, 2010).

Dentre os poliésteres alifaticos, o PCL € aguele que apresenta custo mais baixo e uma
capacidade de ser moldado em diferentes formas e com diversos tipos de materiais. Em
funcéo disso, ¢ amplamente utilizado como substituto 6sseo para osteoindu¢édo, na confeccéo
de fios de sutura e como meio para liberacdo de farmaco. Posto isso, € 0 mais atrativo dos
poliésteres biodegradaveis (SIDDIQUI, 2018; DOMINGOS, 2012; PATRICIO et al., 2013).

O PCL possui algumas vantagens frente a outros polimeros também utilizados em
aplicacBes medicas, como, por exemplo, as rotas de producdo que sdo mais baratas quando
em comparacdes com outros poliésteres. Com relacao a liberacdo controlada de farmacos, o
PCL possui uma degradacdo mais lenta quando comparada ao poliacido latico (PLA) e aos

poliglicolideos.
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Por conseguinte, em virtude das caracteristicas apresentadas o PCL propicia a
producdo de produtos que variam de “scaffolds” a nanoesferas, tornando-se um dos
principais polimeros para aplica¢c@es biomédicas (SIDDIQUI, 2018; LIMA, 2018).

3.5 Atorvastatina

As estatinas sdo substancias que possuem a propriedade de inibicdo da sintese de
colesterol pelas células em todo o organismo, especialmente nos hepatdcitos, extensamente
utilizadas em tratamentos de diversas dislipidemias (ZHANG et al., 2014; MUNDYet al.,
1999; MAEDA et al, 2001; PINTO et al., 2005). Nas décadas de 1970 e 1980, essa classe
de farmaco era um dos medicamentos mais prescritos no mundo em fungdo do grande
numero de pessoas acometidas com doencas cardiovasculares causadas por dislipidemias
(ENDOet al., 1977; ISTVAN, 2003). Além do efeito da reducdo do colesterol, esses
farmacos tém apresentado efeitos benéficos na reducdo de mortes resultantes de problemas
do coracdo, estimulacdo da angiogénese, efeitos pleiotropicos (anabolismo 0sseo,
vasodilatacdo, antioxidacéo, anti-inflamacéo e agdoimunossupressoras), redugdo do nimero
de infartos do miocéardio e melhora do sistema cardiovascular (REINER, 2013; ZHANG et
al., 2014; MUNDY, 2001).0 processo de inibicdo decorre da disputa com a enzima limitante
de colesterol, a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima (HMG-CoA) que é convertida em
mevalonato. As estatinas podem ser divididas em duas classes, aquelas que séo derivadas do
processo de fermentacdo que sdo denominadas naturais e aquelas derivadas da alteracédo da
mevastatina denominadas sintéticas (HORIUCHI, MAEDA,2006).

A atorvastatina € uma estatina sintética lipossolivel de terceira geracdo e tem maior
tempo de meia vida e lipofilicidade, o que a torna mais potente que as estatinas naturais
(McTAGGART et al., 2001). Por isso, esta se destaca como opcdo terapéutica pelo custo-
beneficio quando comparada as outras estatinas usadas para tratar dislipidemias (COSTA-
SCARPLATZ, 2008; NEWMAN et al., 2008; MUKHTAR, REID, 2005). As propriedades
da atorvastatina calcica, que é a mais usada para inducdo de formacdo éssea, sdo

apresentadas na Tabela 7:
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Tabela 7: Propriedades da Atorvastatina Célcica

Substéancia Atorvastatina Célcica (ATV)
Formula Molecular | (C33H34FN205)2Ca « 3H20
Massa Molecular 1155,36g/mol
Ponto de fusdo 159,2 - 160,7°C
pKa 4,29+0,10

Metanol, &gua, meio alcalino e pH
Solubilidade neutro
Cor Branca
Aspecto P6

A partir disso, os estudos passaram a buscar a relacdo entre as estatinas e o tecido
0sseo. A maior parte das pesquisas buscou esclarecer o efeito deste tipo de medicamento a
densidade mineral 6ssea (DMO), a ocorréncia de fraturas, aos indicadores de formacéo dssea
(osteocalcina, fosfatase alcalina 0ssea e propeptideo carbdxi) e de reabsor¢do Ossea
(fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), telopeptideos e carboxiterminais de colageno
Tipo 1) (HAN. 2010; GOES, 2010; JIN, 2014).

O efeito osteogénico das estatinas foi descoberto a partir de estudo sobre estimulacéo
de formagéo Ossea a partir da proteina BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein 2) ““in vitro””
e in vivo em roedores. A BMP-2 é capaz de iniciar os mecanismos de migracao, proliferacéo,
diferenciacdo dos osteoprogenitores e das células mesenquimais necessarios para formacao
de tecido 6sseo (MUNDY, 2001). O processo de formacdo e anabolismo também pode
ocorrer a partir da sinalizacdo da via TGF-B/SMAD3, pelo estimulo ao VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) (KAJI et al, 2008; WONG, RABIE, 2004),

Aproximadamente 30.000 compostos foram testados em cultura de células visando
encontrar aquelas que conseguissem estimular a producdo da BMP-2.0bservou-se que as
estatinas amplificaram a manifestacdo do RNA mensageiro (RNAm) da BMP-2, otimizaram
a producdo da proteina em no minimo duas vezes, aumentam o teor da osteocalcina, da
fosfatase alcalina, do coladgeno Tipo I, da diferenciacdo dos osteoblastos e do fator de
crescimento endotelial, que séo indicadores da estimulacdo de neoformacdo &ssea.
(MUNDY et al, 1999; WEIVODA, HOHL,2011; MAEDA et al., 2004).

Segundo Uryar et al. (2009), houve um aumento da densidade mineral 6ssea areal da
regido mediana e da metéafise distal do fémur de roedoras ovariectomizadas submetidas a
tratamento com atorvastatina. Além deste, Liu et al. correlacionou 0 aumento da densidade

OGssea com o uso das estatinas.
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3.6Técnicas de producdo de biomateriais

3.6.1 Extruséo

A extrusdo é um processo de modelagem continua de um polimero que ocorre em
trés etapas, que acontece em trés zonas denominadas: zona de alimentacdo; zona de
compressdo e zona de trabalho, conforme Figura 5 (CANEVAROLO JR., 2006; SEBIO,
2003; PARENTE 2006).

Figura 5: Corte longitudinal de uma extrusora industrial.
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Fonte: Parente (2006).

O procedimento tem como objetivo a termoplastificacdo de um material sélido em
um fluido viscoso a fim de extrusa-lo em uma matriz sob temperatura e altas pressées. Na
zona de alimentacdo a massa polimérica, em graos ou em pd, € inserida no equipamento por
meio funil. Durante todo o processo a rosca € responsavel pelo transporte do polimero entre
as zonas (PARENTE, 2006; SEBIO 2003).

Na zona de compressao ocorre a total fusdo do polimero mediante o cisalhamento
entre as particulas, o atrito deste com a superficie da rosca e com a parede da extrusora e 0
aquecimento gerado por resisténcia elétrica. Por fim, na zona de trabalho, o polimero fundido
é forcado por um perfil, a fim de molda-lo (PARENTE; 2006).

Os parametros de controle da extrusora geralmente sdo: perfil de temperatura do
processo; a vazao maxima da extrusora; a razdo largura/diametro da rosca; configuracéo da

rosca; o tempo de residéncia do material e o processo de secagem do material.
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Depois de definido o polimero que sera extrusado, os parametros de controle a ser
ajustados sdo: temperatura de fusdo; indice de fluidez (MFI); velocidade de rotacao; presséo
aplicada na zona de trabalho.

Liu et al. (2018) produziram filamentos de policaprolactona pelo método de extrusao.
O material foi depositado em uma camara de aquecimento e mantido acima da temperatura
de fuséo (Tm). Os filamentos foram produzidos com trés temperaturas diferentes: 90, 110 e
130°C e com trés velocidades de rotacdo da rosca: 2,5, 5 e 10 rpm, como mostrado na Figura
6.

Figura 6: Mddulo de Young (a) e (c) e limite de escoamento (b) e (d) para filamentos de
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Fonte: Liu, 2018.

E possivel observar que com o aumento da velocidade rotacdo a resisténcia a tracao
e rigidez sdo aumentadas independente da temperatura do processo. Enquanto para o
aumento da temperatura, é observado a reducdo da resisténcia a tracdo e da rigidez. A
estrutura dos polimeros tem influéncia nas propriedades mecanicas e de degradacg&o.

Durante o processo de impressdo do filamento, hd um gradiente de temperatura entre

camara e o bocal. Consequentemente o polimero pode perder calor, alterando a viscosidade
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antes de atingir o bocal da extrusora. Este processo de sub-resfriamento favorece a nucleagao
e a cristalizacdo parcial da policaprolactona. A utilizagdo de uma temperatura de fusdo
menor pode reduzir a chance do processo de sub-resfriamento, uma vez que a diferenca para
a temperatura ambiente serd menor. Considerando que o processo de cristalizacdo ocorre de
forma lenta, com a diferenca de temperatura sendo menor haver4 menos tempo para que o
processo de sub-resfriamento ocorra (LIU et al, 2018).

Vale apontar o trabalho de producdo de filamentos carregados com olanzapina
realizado por ALMEIDA et al., 2021 no LADEMAT em 2019. Os filamentos foram
produzidos utilizando uma extrusora monorosca com temperatura da Unica zona de
aquecimento ajustada em 80°C. Os filamentos foram cortados com 4 cm de comprimento e

2,6 mm de diametro, conforme Figura 7.

Figura 7: Filamento de PCL/Olanzapina.

Fonte: Almeida, 2021.

3.6.2 Extrusdo na producao de farmacos

A industria farmacéutica tem aplicado o processo de extrusdo no desenvolvimento
de formas farmacéuticas de liberacdo controlada (FFLC). A introducéo desta técnica no setor
farmacéutico ¢é justificada pela versatilidade dos produtos que podem ser obtidos. O interesse
na utilizagdo da extruséo intensificou na Gltima década (PATIL, TIWARI, REPIKA, 2016;
SIMOES, PINTO, SIMOES, 2019).

A técnica tem sido usada para a producdo de sistemas de liberagdo de farmaco via
enteral, parenteral e ndo tradicionais como a respiratoria, ocular e intranasal, alguns

exemplos sdo apresentados na Tabela8.
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Tabela 8: Exemplos de dispositivos produzidos a partir do processo de extruséo.

Nome . N Matriz
Forma . Marca Farmaco Indicagéo .
comercial polimérica
Ocular Ozurdex®  Allergan  Dexametasona  Edema macular PLGA
Depot- Sanofi . Carcinoma de
Implante Profact® Aventis Buserelina préstata PLGA

NV Etonogestrel /
Organon etinilestradiol
Oral Norvir® Abbott Ritonavir HIV PEG

Dispositivo  NuvaRing® Contraceptivo EVA

Entre os anos de 2000 e 2010 o interesse na utilizacdo da extrusdo impulsionou as
pesquisas dando origem a inUmeros artigos analisando a possibilidade da fabricacdo de
sistemas de liberacdo (polimero + farmaco) como filmes, pellets, granulos e pastilhas. No
fim da ultima década, a técnica ja havia se difundido e, a variedade de produtos
comercialmente disponiveis era grande. A aplicacdo em FFLC via de administracdo nao
tradicional comecou a ter maior impacto a partir de 2010. A Food and Drug Administration
(FDA) e a European Medicines Agency (EMA) aprovaram em 2016 o Probuphine®,
implante subcutaneo para tratamento em dependéncia de opioide. Em 2018, a FDA aprovou
o Annovera®, o primeiro dispositivo contraceptivo hormonal que tem vida Gtil de 1 ano
(SIMOES, PINTO, SIMOES, 2019).

A extrusdo ainda tem foco em produtos com via de administracdo oral, porém ja
existem produtos comercialmente disponiveis por meio de outras vias de administracao
como as pastilhas oculares, como a Lacrisert® e implantes oculares, como o Ozurdex®
(PATIL, TIWARI, REPIKA, 2016; SIMOES, PINTO, SIMOES, 2019).

3.6.3 Fused Deposition Modeling (FDM)

Técnicas de prototipagem rapida (RP) sdo utilizadas para produzir modelos fisicos
diretamente de arquivos em CAD (Computer Aided Design). O modelo 3D em CAD ¢
convertido em um arquivo no formato STL (Stereolithography file). O arquivo STL
representa o sélido na forma de uma malha triangular que é mapeada pelas faces triangulares
e pelos vetores normais. Em seguida, o arquivo STL é fatiado em camadas e as trajetdrias
do bocal de extrusdo sdo determinadas. O resultado é um arquivo em formato SML
(Stratasys Modeling Language) que é transmitido para a impressora (PUPPI, CHIELILINI,
2020; GIANNITELI et al., 2014).
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O processo de impressdo consiste na utilizacdo de um filamento polimérico que é
fundido em uma cadmara aquecida e extrusado através de um bocal que se move no plano X-
Y combinado com a plataforma de deposicdo que se desloca no eixo Z, conforme Figura 8.
O filamento é inserido no bocal e é transportado pela acdo de rolos tracionadores. A fusdo
ocorre por meio da acdo de resisténcia elétrica e a vazdo de material depositada é controlada
por bombas volumétricas de pressdéo (DAMINABO et al., 2020; GIANNITELLI et al.,
2014).

Figura 8: Esquema do processo de impressao 3D por FDM.
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A principal vantagem da utilizacdo das técnicas de RP é a obtencdo de “scaffolds”
personalizados. Esse processo tem como variaveis de controle principais a temperatura de
aquecimento da camara e a velocidade de deposicdo que sdo dependentes do tipo de
polimeros e de aplicacdo a qual se destina (DAMINABO et al., 2020; GIANNITELLI et al.,
2014).

Os polimeros adequados para este tipo de processo englobam a classe dos sintéticos,
como poliésteres, polipropileno, ABS e policarbonatos. A porosidade é um dos principais
fatores que garantem a adesdo celular. Na dependéncia de gerar estruturas porosas, 0S
polimeros naturais ndo podem ser processados por esta técnica, pois a temperatura de
operacdo € alta, 0 que ndo permite que a estrutura apresente porosidade (DAMINABO et al.,
2020).

3.7 Sistemas de liberacdo de farmaco

Liberacdo de farmaco é a forma com que o fA&rmaco se torna disponivel para absor¢ao
do organismo. Isto posto, o sistema de liberacdo é a forma com a qual o farmaco é levado ao

organismo. As principais formas que esse processo ocorre sdo a oral, intravenosa, parenteral
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e transdermal. A busca por sistemas de liberacdo de farmacos teve inicio no seculo XX e, os
principios que norteiam os sistemas desenvolvidos atualmente, como a reducdo da
superdosagem e 0 aumento da eficacia terapéutica, foram cunhados nessa época (DURAN,
2006; HOFFMAN, 2008).0 conceito de sistema de liberacdo disseminou-se a partir das
décadas de 1950 e 1960.A criacdo do SPANSULE em 1952 e consistia em cépsulas
preenchidas com granulos que tinham velocidade de dissolucédo diferentes, fomentou a busca
por outras formas farmacéuticas de liberacio(HOFFMAN, 2008; ANSEL et
al.,2007).Exemplos de sistemas de liberacdo de fa&rmaco sdo apresentados na Tabela 9
(LIMA et al., 2019).

Tabela 9: Exemplos de sistemas de liberacdo de farmaco.

Formulagéo Farmaco Patologia alvo Fonte

Polimero + Yang; Aghazadeh-

Fs PTH Osteoporose  Habashi, Panahifan,
armaco
2017.
Certolizumab Certoluzimabe Artrite Zhou; Zhou; Chen
Pegol reumatoide 2014.
Quitosana +
Acido Anti-1L-6 Artrite Lima et al., 2018.
Hialurénico
. . Jain; Tran; Amiji,
Tufitsin IL- 10 Artrite 2015
SsiRNA
HPMA Semadd Osteoporose  Zhang et al.,2016.
Nar:joerrllalchelas Anti-miR-214  Osteoporose Sun et al., 2016.
PEI- Magalhaes et
Pluronic® mirRNA-215 Osteosarcoma 9
al.,2018.
L64
PEG- . Metastase
PAMAM Bortezomib 6ssea Wang et al.,2018.
PLGA Triancinolona Osteoartrite Kumar et al.,2018.

acitonida

Fonte: Lima et al., (2019), Biodegradable polymer: an update on drug delivery in bone and
cartilage diseases.
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Para carregar o farmaco, sdo usadas matrizes que podem ser classificadas em
sistemas matriciais e sistemas reservatorios. O primeiro engloba 0s processos de
intumescimento, erosdo da matriz e difusdio do farmaco, que podem ocorrer
concomitantemente durante a liberacdo. Para esse tipo de matriz, em geral, sdo utilizados
polimeros hidrofilicos e inertes. Entretanto, quando h& a necessidade de utilizacdo de
matrizes hidrofobicas, o processo ocorre principalmente por difusdo. No segundo, o farmaco
é revestido por uma camada polimérica e o processo de liberacdo ocorre por difusdo que tem
relacdo direta com a porosidade da membrana (LIMA et al., 2019).

O processo de liberacdo do farmaco é regido por modelos matematicos. Os principais
séo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Principais modelos matematicos de liberagéo.

Modelo Equacao
() Ordem Zero Q =kt
(1 Primeira Ordem logN -m = Kt
() Higuchi Q, =k -t1/2
(V) Hixson-Crowell w01/3 — w:/?’ = kst
M _
V) Korsmeyer-Pepas A(/It D = a(t—1D"+b
M
(V) Hopfenberg M—t =1-[1-k(¢—D"]
(VI)  Baker-Londsdal 3 AR
aker-Londsdale “li-(1-= -t =
af <1 Mm> o=k

Fonte: Adaptado de Costa; Lobo, 2001.

Vale destacar que os modelos mais comuns em sistemas de liberacdo séo:
- Ordem zero - Q, = ktonde:

Qt -Quantidade de farmaco liberado ao longo do tempo;

k — Constante de proporcionalidade de ordem zero;

t— Tempo.
- Primeira ordem -log Qt = Kt , onde:

Q- Quantidade de farmaco liberado ao longo do tempo;

ki — Constante de proporcionalidade de ordem 1;

t— Tempo.
- Higuchi - @, = k - t/2 onde:
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Qt- Quantidade de farmaco liberado ao longo do tempo;
k — Constante de proporcionalidade de Higuchi;

t — Tempo.
1/3 1/

- Hixson-Crowell - w,"® —w,"® = kst, onde:

- Korsmeyer-Peppas -

W, - Quantidade inicial de farmaco na forma farmacéutica;
W: — Quantidade restante de farmaco existente na forma farmacéutica no tempo t;
k — Constante Hixon-Crowell — Relagdo superficie/volume;

t — Tempo.

M-y
Moo

MM - Liberagéo fracional,

=a(t—1)" + b, onde:

| — Tempo até o inicio do processo de liberagéo;
a — Constante das caracteristicas estruturais e geométricas da forma farmacéutica;
b — Efeito da liberag&o abrupta inicial.

t — Tempo.

M\ M,
- Baker-Lonsdale - 5|1 ~ (1 - M_m) ~31. = ke, onde:

M; — Quantidade de farmaco liberado ao longo do tempo;
M., - Quantidade de farmaco liberado ao longo do tempo infinito;
k — Constante de liberacdo correspondente ao declive da curva.

t— Tempo.

M
- Hopfenberg - M—t =1—[1—k,(t — D"], onde:

[ee)

M; — Quantidade de farmaco dissolvido no tempo;

M., - Quantidade total de farmaco dissolvido quando a forma se desintegra por

completo;

Mi/M.. - Fracdo de farmaco dissolvido;
K: — Constante da taxa de erosao;
t — Tempo.

Os sistemas de liberacdo regidos por modelo de ordem zero ocorrem de forma lenta

pois ndo sofrem com o processo de degradacdo. Dessa maneira, a representacdo grafica da

quantidade de farmaco liberado em funcdo do tempo € linear, ou seja, uma reta. O perfil de

liberacdo € independente da quantidade restante na formulacdo. Este modelo se aplica a
liberagdo controlada e prolongada. (COSTA; LOBO, 2001).

Em geral, os sistemas regidos por modelos de primeira ordem podem descrever

sistemas de pronta liberacdo (convencional) e de liberagdo modificada. Este modelo é
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utilizado quando existe relacdo linear do logaritmo da quantidade de farmaco restante com
o tempo (LIMA et al., 2019; MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; LOPES; LOBO; COSTA,
2005). Os dispositivos que seguem esse tipo de liberagéo, sdo aqueles onde a quantidade de
farmaco liberado é proporcional a quantidade restante no interior do dispositivo.

O modelo de Higuchi descreve a liberacdo como um processo fundamentado na lei
de Fick. Neste modelo hd uma atenuacéo na taxa de liberagdo do farmaco com o tempo que
é causada pelo aumento da distancia que o solvente tem que percorrer até penetrar na matriz
e entrar em contato com o farmaco. Este modelo é geralmente utilizado para farmacos
poucos soliveis carregados em matriz solidas ou semissolidas (HIGUCHI, 1963;).

O modelo de Hixson-Crowell descreve o processo de liberagdo de formas
farmacéuticas, tais como comprimidos, em que a dissolu¢do ocorre em planos paralelos a
superficie do farmaco. Esse modelo assume que a taxa de liberacdo é limitada pela
dissolucdo das particulas do farmaco e ndo pelo processo de difusdo, que pode ocorrer
atraves da matriz polimérica (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; COSTA; LOBO, 2001).

O modelo de Kornsmeyer-Peppas relaciona a liberagcdo do farmaco com o tempo de
forma exponencial. Esse modelo é adequado para quando a liberacdo ocorre de modo
unidimensional e que a relacdo largura/espessura ou comprimento/espessura seja de no
minimo 10. O modelo ¢é geralmente aplicado a formas farmacéuticas poliméricas a fim de
analisar a possibilidade de um ou mais sistemas de liberacdo estarem agindo
concomitantemente (PEPPAS,1985 apud MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; LOPES;
LOBO; COSTA, 2005).

O modelo de Baker-Londsdale foi concebido a partir do modelo de Higuchi para
descrever a liberacdo controlada do farmaco a partir de uma matriz esférica (BAKER-
LONDSDALE, 1974 apud MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; COSTA; LOBO, 2001).

O modelo de Hopfenberg descreve a liberacdo de farmacos a partir do mecanismo de
erosdo. Este modelo é aplicado a variados perfis geomeétricos que sofrem erosdo heterogénea.
A limitacdo da liberacdo é a propria erosdo da matriz e a difusdo que depende do tempo
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

E possivel classificar esses sistemas em tradicionais e controlados, porém dentro
dessas classes ainda é possivel subdividi-las em relacdo ao tempo, local de acdo e objetivos.
Os tradicionais, geralmente, sdo aqueles que o pico de concentracdo do farmaco é atingido
em um intervalo de tempo muito proximo & administracdo e tem declinio rapido da

concentracdo. A acgdo terapéutica provocada por esse tipo de administracdo é regida pela
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dose utilizada, abaixo dessa o farmaco ¢ ineficaz e acima é toxico, conforme Figura 9 (LIMA
et al., 2019).

Figura 9: Perfis dos sistemas de liberagao.

Concentracio toxica minima

Concentragio efetiva mediana
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/ Rapida liberagio
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Tempo (t)

Fonte: Liecht, Kryscio, Slaughter, Peppas, 2010);

Os sistemas modificados sdo o foco de estudo atualmente, pois esse tipo de sistema
necessita, obrigatoriamente, de tratamentos superficiais que garantam propriedades
especificas que propiciem a interacdo com as células. As principais carateristicas desse tipo
de sistema sdo a possibilidade de seccionar o medicamento, o controle da velocidade de
liberacdo sem alteracdo da estrutura quimica, o0 monitoramento da taxa de liberacdo e a
direcdo na qual o efeito farmacoldgico deve ser acionado (LIMA et al., 2019). Por
conseguinte, esse tipo de sistema acarreta a reducdo de problemas como subdosagem e
sobredosagem e em possiveis efeitos colaterais (ANSEL et al. 2007;). Ha diversas vantagens

para o sistema de liberacdo modificada, conforme Tabela 11.
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Tabela 11: Principais carateristicas dos sistemas de libera¢éo controlada.

Vantagem
Reduc&o da flutuacéo dos niveis do Velocidade de liberagdo elimina os picos e 0
farmaco vale da curva de liberacéo.

E possivel liberar mais que uma dose com
Reducéo da frequéncia de administracdo apenas um implante.

Com a eliminacéo do pico, as chances de
Reducdo dos efeitos colaterais concentracao toxica diminuem.

O custo inicial da producéo do sistema é alto,
porém o custo total do tratamento pode ser

menor em fungéo da eficacia terapéutica e do
tempo de atengéo requerido aos profissionais

Reducéo dos custos com a saude de saude.
O paciente estard menos suscetivel ao
Maior conveniéncia esquecimento de doses.

Fonte: Adaptado de ANSEL et al, 2007.

Ainda assim, é necessario atentar para as desvantagens do sistema de liberacao
modificada, como a reducéo da flexibilidade no ajuste dataxa de liberacdo da dose e da faixa
terapéutica e a possibilidade de falha catastrofica, resultando na liberacéo subita e integral
do farmaco (ANSEL et al., 2007; RESENDE, 2006).

Os sistemas de liberacdo modificada geralmente sdo controlados pela difuséo, grau
de inchamento ou erosdo, entretanto atualmente os principais gatilnos de liberacdo sdo
estimulos externos. Quando controlados pela difusdo, o processo ocorre em funcdo do
gradiente de concentracdo, baseados na Lei de Fick. Quando do grau de inchamento, o
processo ocorre conforme a flexibilidade do polimero apds a absorcdo de um fluido e do
volume livre gerado. Ao passo que a erosdo trata principalmente de polimeros
biodegradaveis. No sistema de liberacdo por estimulo, pode-se citar os gatilhos por
temperatura, pH e presenca de moléculas, a liberacdo sé € iniciada apos a ativacdo (LIMA
et al., 2019).

Os materiais poliméricos séo a principal base dos sistemas de liberacdo atualmente
estudados por serem capazes de ajustes que permitem atender as necessidades especificas de
cada caso. Nas formulacdes utilizadas em sistemas de liberacdo convencional os polimeros
séo usados como mascaradores de odor e sabor, aglutinantes e diluentes. Por outro lado, nos

sistemas modificados os polimeros séo utilizados como hidrogéis responsivos, bioadesivos,
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biomiméticos entre outros (VILLANOVA:; OREFICE; CUNHA, 2010; ZHANG, CHAN;
LEONG, 2013).

O sistema de liberacdo de farmacos aplicados as matrizes poliméricas € regido por
um coeficiente de difusdo. Este coeficiente é geralmente influenciado por propriedades do
polimero utilizado como matriz, como exemplo pode-se destacar o grau de cristalinidade,
polaridade e intumescimento. A capacidade de intumescimento (variagdo de volume) é um
dos principais critérios de escolha do polimero a ser utilizado, dependendo do caso a difusao
pode ndo ocorrer seguindo a Lei de Fick ou a Lei de Noyes-Whitney. Polimeros
termoplasticos, geralmente, seguem comportamento ndo-Fickiano, em contrapartida,
elastbmeros tendem seguir o comportamento descrito pela Lei de Fick. Desse modo, é
possivel estabelecer modelos matematicos para avaliar o perfil de dissolu¢do ““in vitro””.
Nos sistemas de liberacdo modificada, 0 comportamento € geralmente descrito por modelos
dependentes (NARASIMHAN, 2014; COSTA,; LOBO; 2001; RUELA, 2015).

Entre os anos de 2000 e 2010, os polimeros biodegradaveis surgiram como o
principal material a ser utilizado como matriz para liberacdo controlada de farmacos. Uma
das principais vantagens dos materiais biodegradaveis é que estes ndo manifestam o efeito
de “dose-dumping”, que € a liberacdo integral de um medicamento causada por fatores
ambientais (MALIKMAMMADOV et al, 2017).

Segundo Malikmammadov et al. (2017), o PCL atraiu a atengdo e tornou-se umas
das principais matrizes biodegradaveis para sistemas de liberagdo convencionais ou
modificadas em funcao da biodegradabilidade, da biocompatibilidade e da baixa velocidade
de degradacdo quando comparada a outros poliésteres alifaticos. A estabilidade do estado
“borrachoso” a temperatura ambiente o faz mais apto para a aplicacdo em dispositivos de

liberacdo. Na Tabela 12 tém-se alguns dispositivos PLC + Farmaco.
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Tabela 12: Dispositivos PCL + Farmaco para aplicagdo biomédica.

Matriz Tipo Processamento Farmaco Fonte
PCL Nanoparticula Emulsmcagao- Carboplatina Alex et al,
evaporagao 2016.
PCL Nanoparticula Extra(gao _IquIdo- Doxorrubicina Davoodiet al.,
liquido 2016.
PCL /Acido : Evaporacdo do . Chenetal.,
Hialurénico Micela solvente Lipiodol 2017.
PEG/ PCL Micela Evaporaggo do Curcuma Maet al., 2007.
co-solvente
PCL Microesfera EmuISIflcagao- Doxiciclina Ravalet
evaporacao al.,2014.
PCL Eletrofiacdo Eletrofiacdo Dexametosona Hszuoelt6al.,
— . - Sultanovaet
PCL Eletrofiacéo Eletrofiacéo Ampicilina al.. 2016
. . Células tronco ~ Romagnoliet
PCL Filme Solvent Casting (hAMC) al., 2015.

Em 2016, Alex et al. estudou a utilizacdo de nanoparticulas de PCL em sistemas de

liberacdo por via intranasal. Os testes

““in vitro”” resultaram em um perfil aproximado a

Kornsmeyer-Peppas, que pode ser graficamente representado pelo percentual acumulado de

farmaco pelo tempo. Baseado nos resultados obtidos pelos autores, 0 comportamento da

liberacdo tem uma fase inicial (primeira hora) convencional, seguido pelo perfil de liberagédo

controlado durante 72 horas. O periodo de liberacdo controlada € justificado pela baixa taxa

de difus@o em razéo da elevada lipofilicidade da matriz polimérica. A partir do modelo de

Kornsmeyer-Peppas, 0 valor do expoente de liberacdo encontrado foi de 0,5321. Uma vez

que o coeficiente n >0,5, é possivel assumir que o modelo é ndo-Fickiano, ou seja, a difusdo

ocorre concomitantemente com a erosao.
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4 Materiais e Métodos

A metodologia desta dissertacdo consiste na analise e preparacdo de filamentos por
extrusdo, matrizes por solvent casting e “scaffolds” por FDM utilizando como insumo 0s
filamentos PCL com atorvastatina, bem como a utilizagdo como sistemas de liberagdo
controlada.

Neste capitulo serdo apresentados 0s materiais utilizados para a producao do filme,
do filamento e do ““scaffold”” e a metodologia para a producédo, ensaios e analises. A
Figura 10 apresenta o fluxograma do procedimento experimental do trabalho.

Figura 10: Fluxograma do procedimento realizado no presente trabalho.

Solvent Filamento

Caracterizagdo Produgso dos Casting Impressao
dos insumos | dispositivos 3D - FDM
Extrusdo Filamento

Liberagao
“in vitro™

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1 Materiais

Para a producdo dos filamentos, foram utilizados: pellets (granulos) de
policaprolactona (Polymorph Mw 60.000,00); atorvastatina em forma de p6 (doada pela
FIOCRUZ) e o solvente Cloroférmio P.A. A.C.S. (estabilizado com amileno) 100%
(Labsynth).

4.2 Metodologia

4.2.1 Solvent Casting

Inicialmente, solubilizou-se 2,4 g de Atorvastatina (ATV) em 75ml de cloroférmio,
em seguida, adicionou-se 20g de PCL e homogeneizou-se sob agitacdo magnética e
aquecimento intermitente a 30°C por 4h horas com a ajuda de um bastéo de vidro. Aliquotas
de 10 ml da solucdo foram vertidas em placas de petri para a evaporacdo do solvente e
solidificacdo da matriz. Apos a solidificacdo as matrizes foram acondicionadas em placas de

petri protegidas e mantidas em estufa.
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4.2.2 Extrusédo — Filamento

Os filamentos foram preparados por dois métodos distintos: A primeira rota consistiu
na mistura fisica de 20g de PCL (pellets) com 2,4g ATV. A extrusora Filmag3D STD —
Brasil (Laboratério de Desenvolvimento de Materiais — LADEMAT — IT/DEQ/UFRRJ),
com temperatura da Unica zona de aquecimento configurada em 80°C e os insumos foram
separadamente vertidas no funil de alimentacdo e misturadas e fundida pela acdo de rotacdo
da monorosca.

A segunda rota de processamento teve como ponto de partida a utilizagdo dos filmes
de PCL/ATYV produzidas por “solvent casting” como insumo para producdo do filamento,
que foram inicialmente cortados e posteriormente, adicionados no funil da extrusora, com
temperatura da Unica zona de aquecimento configurada em 69°C.

As amostras produzidas foram nomeadas como PCLf (filamento de PCL), e
PCL_ATVTfd (filamento de PCL/ATV obtido através da mistura direta dos solidos) e
PCL_ATVT (filamento de PCL/ATV obtido atraves da mistura preparada por casting).

4.2.3 Impresséo 3D - FDM

O filamento PCL_ATV{d produzido pelo processo de extrusao foi o utilizado no
processo de impressdo de 3D. A impressora CTC Dual MK8 foi utilizada para impresséo
dos “scaffolds” PLC/IATV com temperatura de 90°C. A geometria da girdide foi planejada
com dimensdes de 78x80x78 mm, totalizando 486,72 mm? de volume, volume construido
de 113,99 mms3, resultado em um volume de poros de 76,58 %. Um modelo do “scaffolds”

impresso é apresentado na Figura 11.

Figura 11: Geometria do “scaffold” — Fotografia de “scaffold”” produzido no Laboratdrio
de Desenvolvimento de Materiais.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.4 Espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia busca analisar a interacdo da radiacdo eletromagnética com a
amostra e é de fundamental importancia para determinacdo estrutural. A técnica de FTIR
consiste na utilizacdo de radiacdo eletromagnética para identificar grupos funcionais de
compostos a partir de movimentos vibracionais carateristicos (BENETTI, 2014;
CANEVAROLO, 2006). As moléculas de um composto possuem uma frequéncia
vibracional prépria. No momento em que a radiacao utilizada tem a mesma frequéncia que
0 campo elétrico gerado pela amostra, a interacdo o ocorre e a radiacdo é absorvida.

O PCL, a atorvastatina e as interacbes PCL/ATV foram analisadas em
espectrofotdbmetro com Transformada de Fourier na regido do infravermelho Bruker, modelo
Vertex 70 com Platinum ATR (refletancia total atenuada) no Laboratério de Quimica
Organica IQ/UFRRJ), e sob condicdes de 4 cm™ de resolucio, faixa de nimero de onda de
4000-400cm™ e 64 varreduras.

4.2.5 Calorimetria Diferencial de Varredura — DSC

DSC ¢é uma técnica termoanalitica utilizada para identificar mudancas nas
propriedades térmicas de um material. A técnica consiste em mensurar a variagdo do fluxo
de calor em comparacdo a um material de referéncia inerte na faixa de temperatura analisada.

A amostra e a referéncia sdo submetidas a uma varredura térmica a fim de identificar
reacdes quimicas que possam acarretar a absorcdo ou liberacdo de calor. A analise fornece
termogramas que apresentam picos positivos referentes a reacdes exotérmicas e picos
negativos referentes a reaces endotérmicas. O DSC é utilizado na industria farmacéutica na
determinacdo de pureza dos farmacos, analise de compatibilidade entre 0s componentes e na
identificacdo de polimorfismo.

O comportamento da fusdo do PCL, da ATV e da formulacdo PCL+ATV foram
analisadas em um calorimetro DSC 250, TA Instruments, Brasil — Laboratorio de Micro e
Nanotecnologia de Farmacos — Farmanguinhos/FIOCRUZ, utilizando taxa de aquecimento
de 10°C/min 30°C até atingir 300°C.

4.2.6 Andlise Termogravimétrica — TGA
A andlise termogravimétrica é uma técnica de analise usada na determinacdo de

variagao positiva ou negativa da massa sob variacio de temperatura. E possivel obter dados
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sobre os processos que envolvem perda ou ganho de massa como evaporacao, oxidagédo e
decomposigao.

As analises foram realizadas em um analisador TA Instruments, modelo 550, Brasil
— Laboratdrio de Micro e Nanotecnologia de Farmacos — Farmanguinhos/FIOCRUZa fim de
verificar a estabilidade térmica das amostras. A andlise foi realizada em atmosfera de
nitrogénio a uma taxa de aquecimento de 20°C/min de 30°C até atingir 600°C em cadinho

aberto de aluminio.

4.2.7 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) e espectroscopia de energia
dispersiva (EDS)

Na tecnica de microscopia eletronica de varredura utiliza-se um feixe de elétrons para
varrer a superficie de uma amostra que gera uma imagem com grande riqueza de
informac@es. O equipamento, geralmente, utiliza um filamento de tungsténio (W) aquecido
como fonte do feixe de elétrons, que é operado numa faixa de 1 a 50kV. A técnica gera raios-
X, elétrons retroespalhados e secundarios que sdo coletados por detectores adequados e
convertidas em um sinal de imagem (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

TRTXTR

Os dispositivos foram analisados antes e depois do ensaio de liberacéo in

19399

Vitro a fim de identificar alteracBes na superficie em funcéo da liberacdo de farmaco e
do processo de degradacao do polimero.

As analises por microscopia eletrénica de varredura foram realizadas em microscépio
FEI, Quanta FEG 450, instalado no Centro de Caracterizacdo em Nanotecnologia para
Materiais e Catalise (CENANO) do Instituto Nacional de Tecnologia (INT), vale destacar
que as amostras foram submetidas a um processo de metalizacdo com platina por ndo serem
condutores, com aumento, tenséo de 15kV-20kV e o0 EDS realizado com detector OXFORD,

modelo X-MAX com detector de 20mm2.

4.2.8 Ensaio de liberacéo “in vitro”

Para avaliar a taxa de liberacdo do farmaco, os filamentos e 0s “scaffolds” foram
submetidos a um ensaio de liberacdo “in vitro” por quantificacdo de absorbancia analisadas
em um espectrofotdmetro UV-Vis Spectrophotometer Kasuaki, modelo IL-593-S. Os
filamentos foram avaliados em 2 ensaios: O primeiro consistiu na imersdo de amostras de

filamento de 6 cm de comprimento em 25 ml de solugdo tampéo fosfato (pH 7,4), com
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agitacdo e temperatura constante de 37 °C. Este ensaio teve duracéo de 8 horas com analises
realizadas em intervalos de 60 min.

O segundo consistiu na imerséo de amostras de filamento de 6 cm de comprimento
em 10 ml de solucdo tampédo fosfato (pH 7,4), sem agitacdo e realizada a temperatura
ambiente. Este ensaio teve duracdo de 20 dias com analises realizadas em intervalos de 24
horas.

Os “scaffolds” foram imersos em 15ml de PBS (pH 7,4), com agitacédo e temperatura
constante de 37 °C. Este ensaio teve duracdo de 8 horas com analises realizadas em intervalos
de 60 min.
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5 Resultados e Discussoes

No presente trabalho foram produzidos filamentos de PCL e ATV por dois métodos
distintos. O primeiro método envolveu a producdo do filamento pela combinagdo dos
materiais na forma solida e o segundo envolveu a producdo do filamento a partir de uma
mistura de PCL e ATV obtida por solvent casting.

Para a determinacdo das condicOes da producdo dos filamentos por HME foram
utilizados os dados de andlise térmica dos materiais puros (item 5.1). Com o objetivo de
comparar a viabilidade dos métodos 1 e 2 as amostras foram avaliadas por microscopia
eletronica de varredura (SEM). As amostras mais homogéneas foram submetidas a analise
térmica, analise de FTIR e a estudos de liberacao por UV-vis. Além disso, apenas as amostras
consideradas homogéneas tiveram sua aplicacéo testada utilizando a técnica FDM.

5.1 Analise térmica do PCL e da ATV para determinacao da janela de operacdo na

producéo por HME

A Figura 12 mostra as curvas de TGA do PCL e da ATV. De acordo com a curva
obtida para o PCL, o inicio da degradacéo termica desse polimero ocorre em torno de 390
°C e a temperatura final de degradacdo foi de aproximadamente 480 °C. Trabalhos
encontrados na literatura mostram que a degradacdo do PCL comeca em 390 °C e a
temperatura final € em torno de 495 °C. Resultados similares foram observados por Silva et
al (2021) e Almeida et al (2021).

A atorvastatina é tri-hidratada (KIM et al, 2008) e, segundo a literatura apresenta trés
regibes de perda massa. Os resultados obtidos indicam a ocorréncia dessas regides. A
primeira, em torno de 75 °C, pode ser atribuida a perda de agua (KIM et al, 2008). A segunda
em torno de 150 °C é relacionada a perda de agua de hidratacdo (SHETE et al, 2010).

Figura 12: Curvas de TGA do (a) PCL e ATV.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 13 mostra as curvas de DSC do PCL e ATV. De acordo com a curva obtida
para o PCL, este polimero apresenta apenas uma transicdo térmica em torno de 58 °C
correspondente a fusdo. Para o PCL nao foi registrada a temperatura de transicao vitrea. A
atorvastatina apresentou dois eventos térmicos. O primeiro em torno de 150°C e o segundo
em torno de 160 °C, conforme Choudary et al, 2012, Jahangiri et al, 2015 e Sonje et al,
2010). Segundo a literatura, a atorvastatina apresenta um evento térmico entre 75 °C-125 °C
que é atribuido a perda das moléculas de agua, uma vez que a atorvastatina € tri-hidratada.
E outro evento em 158,8 °C correspondente a fusdo da ATV (ZHANG et al, 2009).

Figura 13: Curvas de DSC do (a) PCL e ATV.
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5.2 Analise morfoldgica dos filamentos obtidos pelas método 1 e pelo método 2

A Figura 14 mostra a fotomicrografia obtida por SEM da atorvastatina. E possivel
observar que a morfologia do farmaco é similar a graos de variados tamanhos. Com aumento
de 15000 vezes (Figura 14a) pode—se observar que algumas particulas se assemelham a

agulhas.

Figura 14: Microscopia eletronica de varredura da atorvastatina: (a) Aumento de 15000x;
(b) Aumento de 5000x.

HV WD mag spot HF ode 5 um — HV WD mag spot HFW det mode

20.00 kV 10.0 mm 15000 x 1.5 19.9 S Quanta FEG 450 CENANO 20.00 kV/10.0mm 5000 x 1.5 59.7 ym ETD SE Quanta FEC

Fonte: Elaborada pelo autor.
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As fotomicrografias do filamento de PCL puro produzidos pelo método 1, sdo
apresentadas na Figura 15. E possivel observar que o filamento obtido é uniforme, entretanto
na superficie ha regides com fragmentos de PCL que parecem ndo ter fundido durante a
extrusdo. Esses fragmentos podem ser residuos de pellets que ndo foram misturados com a
eficiéncia necessaria (LI1U et al, 2018). Uma vez que a temperatura utilizada no processo de
extrusdo foi de 80 °C, isto é, muito prdximo da Tm do PCL, é possivel que nem todo o PCL

tenha atingido a fuséo.

Figura 15: Fotomicrografia do filamento de PCL puro, a) e b) superficie lateral e ¢) e d)

superficie de fratura.

2020/10/02 15:09 HL D5,3 x100

2020/10/02 15:02HL D53 x50 2mm | TM3000_

2020/10/02 15:21 HL D5,1 x100 1mm

TM3000_ 2020/10/02 15:19HL D51 x50 2mm | | TM3000_

Fonte: Elaborada pelo autor.

E possivel verificar pela Figura 16, a presenca de fragmentos de PCL que ndo fundiram

completamente, o que corrobora a hipotese descrita anteriormente.

Figura 16: SEM da superficie de fratura do filamento de PCL puro com aumento de 500x.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As fotomicrografias do filamento PCL_ATVfd preparados a partir do filme
posteriormente extrudado sdo apresentadas na Figura 17. Foi possivel observar que a
atorvastatina ndo foi distribuida uniformemente, ha pontos do filamento na qual é possivel
encontrar aglomerados do farmaco (detalhe Figura 17b). Durante o processo de mistura do
farmaco no polimero, é possivel que as particulas tenham se aglomerado. Seguido do
processo de extrusdo, onde a acdo da rosca sobre os pellets PCL/ATV pode néo ter sido

eficiente a ponto de desagregar e misturar as particulas de atorvastatina.

Figura 17: SEM da superficie do filamento PCL_ATVfd (a) com aumento de 50x e (b)

com aumento de 100x.

0 pm 20 40 60 80 0pm 20 40 60 80

20

40

2020/10/02 15:37 HL D5,0 x100 1 mm

TM3000_ 2020/10/02 15:34 HL D5,0 x50 2mm || TM3000_

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 18 mostra uma regido distinta do mesmo filamento de PCL_ATVfd. Nota-
se que nesta regido ndo ha presenca de aglomerados de farmaco, porém € possivel ver que a
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superficie do filamento ndo é uniforme como na regido mostrada anteriormente. Essa
variacdo na topografia pode ser explicada pelo gradiente de temperatura entre a camara de
aquecimento e o bocal da extrusora, a diferenca de temperatura pode fazer com o que o
polimero ndo seja aquecido uniformemente o que acarreta deformacdes na superficie do
filamento (LIU et al, 2018).

Figura 18: SEM da superficie da regido A2 do filamento PCL_ATVfd: (a) com aumento de

50x e (b) com aumento de 100x.

40

- e e e e A

TM3000_ 2020/10/02 1558 HL D4,6 x50 2mm || TM3000_ 2020/10/02 16:00 HL D4,6 x100 1 mm

Fonte: Elaborada pelo autor.

As fotomicrografias dos filamentos de PCL_ATVfd em duas regides distintas sdo
apresentadas na Figura 19. Percebe-se que na Figura 19a ha a presenca de aglomerados em
alguns pontos da amostra. Enquanto que na Figura 19b é possivel observar que o farmaco
estd mais distribuido, ha regiGes com maiores concentracfes de atorvastatina, mas ndo ha

presenca de “graos” de farmaco.

Figura 19: SEM das superficies de regides distintas do filamento PCL/ATV com aumento
de 500x.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As fotmicrografias das superficies de fratura dos filamentos (a) Regido 1 PCL/ATV,
(b) Regido 2 PCL/ATV e (c) polimero puro sdo apresentadas na Figura 20. E possivel
observar que na Figura 20 (a) ha a presenca de farmaco no canto inferior esquerdo do

filamento.
Figura 20: SEM das superficies de fratura do filamento PCL/ATV (a) regido 1 com

aumento de 100x e (b) regido 2 com aumento de 100x e do (c) filamento PCL puro com

aumento de 100x.

2020/10/02 16:08 HL D4,7 x100 1mm

20 15:21 HL D5,1
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As fotomicrografias do filamento PCL/ATV preparados a partir das matrizes
produzidas por solvent casting sdo apresentadas na Figura 21. E possivel observar que em
comparacdo com filamento apresentado anteriormente, pode-se dizer que a superficie € mais
uniforme e ndo sdo encontrados agregados de farmaco nesta superficie. Com isso é possivel
inferir que o farmaco est4d homogeneamente disperso na matriz polimérica. Além disso, a
Figura 21 apresenta a comparacdo do filamento de PCL com o PCL/ATV e é possivel
perceber que o processo de solvent casting tornou o filamento carregado com ATV tao

uniforme quando o de PCL puro.

Figura 21: SEM: (a) Filamento de PCL; (b) Filamento de PCL_ATVT,

p r—
HV

15.00 kV 10.9 mm| 100 x | 4.0 2.98 mm ETD SE Quanta FEG 450 CENANO 15.00 kV.11.2mm 100x 4.0 298 mm ETD SE Quanta FEG 450 CENANO

HV WD |mag o spot HFW  det mode - 1mm - WD mag o spot HFW  det mode| - 1mm -

Fonte: Elaborada pelo autor.
A Figura 22 mostra o detalhe do filamento de PCL/ATV e na Figura 26 € possivel
ver a superficie de fratura, € possivel observar que mesmo com o aumento de 500x nao é

possivel identificar agregados de ATV na superficie.

Figura 22: SEM: (a) Filamento PCL_ATVf com aumento de 100x; (b) Detalhe do
filamento com aumento de 500x.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na superficie de fratura ndo € possivel observar a presenca de aglomerados, conforme
mostrado na Figura 23. As marcas presentes na superficie de fratura podem ser explicadas
pelo modo de preparo da amostra, que foi cortada com um bisturi cirdrgico. Em razdo da
maleabilidade do PCL, ha a formacgdo dessas marcas.

Figura 23: Superficie de fratura: (a) Filamento de PCL puro; (b) Filamento de PCL_ATV.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As amostras PCLf PCL_ATVf e o farmaco foram submetidos a analise quantitativa
por EDS, cujo espectros sdo apresentados nas Figuras 24, 25 e 26, respectivamente. O
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PCL_ATVfd, ndo foi analisado por esta técnica por ndo apresentar uma boa distribuicdo do
farmaco na matriz.
Figura 24: EDS do filamento de PCL puro.

Spectrum 1

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 25: EDS da atorvastatina.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 26: EDS do filamento de PCL/ATV.

PCL-ATV - Matriz versus Carga W Matriz

Fonte: Elaborada pelo autor.

No espectro da ATV é possivel observar a presenca dos elementos carbono, oxigénio,
fldor, nitrogénio e calcio. Segundo a literatura a formula empirica da atorvastatina calcica é

(Cs3H34FN205).Ca-3H.0, assim pode-se afirmar que o0s elementos caracteristicos
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encontrados no EDS sd0 0s mesmos presentes na atorvastatina calcica (ANTONIO, 2010;
SONUJE et al., 2010). No espectro de EDS do filamento de PCL puro foram encontrados
elementos carbono e oxigénio.

Na analise dos filamentos de PCL/ATV foi possivel observar a presenca dos
elementos caracteristicos da ATV. Os picos tém menor intensidade em razdo do farmaco
estar disperso na matriz polimérica. Observou-se que, na obtencdo dos mapas de EDS em
pontos de aglomerados de atorvastatina, os picos de célcio (Ca), fltor (F) e nitrogénio (N)
sdo mais intensos. Vale destacar que é possivel garantir a presenca do farmaco no filamento
pelos resultados encontrados no EDS, uma vez que comparando as fotomicrografias dos
filamentos de PCL e PCL/ATV ndo é possivel distingui-los visualmente. Além disso,
observou-se que em alguns pontos dos filamentos os elementos cloro, silicio, ferro e
aluminio foram encontrados. Esses residuos foram encontrados em pequenas quantidades.
O cloro justifica-se pela utilizagdo do solvente cloroformio utilizado para preparacdo dos
filmes. Enquanto o silicio, o ferro e o aluminio, provavelmente, séo residuos da estrutura e

parafuso da extrusora monorosca utilizada para obtencédo do filamento.

5.1 Analise Quimica do PCL_ATVf

As amostras de filamento de PCL puro, da atorvastatina e do filamento de PCL/ATV
foram analisadas por FTIR e o0s espectros sdo apresentados nas Figuras 27, 28 e 29. O
espectro do PCL apresenta bandas caracteristicas de acordo com as encontradas na literatura.

Os grupos mais importantes identificados foram a carbonila pertencente ao grupo
éster da policaprolactona com niimero de onda de 1727 cm™. Também ha o alongamento da
ligacdo CH,, assimétrico a 2951 cm™ e simétrico a 2854 cm™, o alongamento da ligacdo
COC, assimétrico a 1237 cm™ e simétrico a 1104 cm™, além dos alongamentos das ligacGes
C-O e C-C em 1297 cm™, como mostrado na Tabela 13, e na Tabela 14 sdo mostradas as
principais bandas da atorvastatina(SILVA et al., 2016; GOMEZ-LIZARRAGA et al., 2017;
LAKSHMI NARASAIAH et al., 2010).

Tabela 13: Bandas caracteristicas do PCL.

Posicdo (cm-1) Atribuicédo
2951 Alongamento assimétrico CH2
2854 Alongamento simétrico CH2
1727 Alongamento da carbonila
1297 Alongamento das ligaces C-O e C-C (Fase cristalina)
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1237
1166
1104
1043

Alongamento assimétrico COC

Alongamento OC-O

Alongamento simétrico COC

Alongamento das liga¢des C-O e C-C (Fase amorfa)

Tabela 14: Bandas caracteristicas da Atorvastatina

Posicédo (cm-1) Atribuicédo
3361 Estiramento da ligacdo OH
3237 Estiramento da ligagdo NH
2953 Estiramento da ligagdo CH3
2873 Estiramento da ligacdo CH
1646 Deformacdo axial da ligagdo C=0O de amida
1575 Deformacdo angular da ligacdo N-H
1433 Alongamento simétrico COC

Observa-se que ndao houve mudancas significativas nas caracteristicas do PCL e da

ATV durante o processo de producédo do filamento, uma vez que os espectros do polimero

puro e do filamento PCL/ATV tem picos com valores bem proximos dos encontrados na

literatura, com deslocamento pequeno nos valores das bandas (ZANETTI et al. 2019).

Também ndo foi observado a formacdo de novas ligacGes além daquelas encontradas no

polimero.

Transmitancia (u.a.)

Figura 27: Espectro de FTIR da Atorvastatina.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 28: Espectro de FTIR do polimero puro (PCL) e das regides PCL_ATVf1,
PCL_ATVf2 e PCL_ATV1{3 do filamento de PCL/ATV.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

E possivel observar na Figura 28 que ha variagcdo na intensidade dos picos, o que

pode ser explicado pela propor¢do dos componentes na mistura (PCL/ATV).

Figura 29: Sobreposicao dos espectros de FTIR do polimero puro e do filamento de
PCL/ATVH.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
5.2 Analise térmica do PCL_ATVf

Na Figura 30, 31 e 32 s@o mostradas as curvas de TGA, DTG e DSC dos filamentos
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de PCL e dos filamentos PCL_ATV{. De acordo com as curvas de TGA e DTG é possivel
observar que o filamento incorporado com ATV tem o inicio da degradagdo em temperatura
menor que o do filamento puro.

Figura 30: Curvas de TGA do filamento de PCL e do filamento de PCL_ATVH.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 31: Curvas de DTG do filamento de PCL puro e do filamento de PCL_ATVH.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 32: Curvas de DSC do PCL; da ATV, do filamento de PCL e do filamento de

PCL_ATVH.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 32 apresenta as curvas de DSC dos filamentos de PCL puro e dos
PCL_ATVT{. A curva do PCL mostra apenas uma transi¢do térmica em torno de 58 °C. Na
curva do filamento de PCL incorporado com ATV (PCL_ATVf) mostra dois picos
endotérmicos. O primeiro em torno de 60 °C referente ao polimero e o segundo comecando
aproximadamente na faixa de 100 °C a 140 °C referente a perda de volateis. Vale destacar
0 pico em 160 °C referente a fusdo/degradacdo da atorvastatina. Este pico indica a presenca
da atorvastatina dispersa na matriz polimérica de PCL.

Os dados reforcam a hipdtese de a atorvastatina estar solubilizada na matriz
polimérica, tanto que ndo é possivel observar particulas na superficie da matriz, conforme
Figura 22. Vale destacar que uma das principais vantagens da utilizacdo da HME é a reducéo
da cristalinidade que resulta no aumento da biodisponibilidade (STANKOVIC et al., 2015),
A Tabela 15 mostra a comparacéo dos dados do AH de fusdo dos insumos com o filamento
PCL_ATVT, é possivel observar a reducdo da entalpia de fusdo da ATV. Segundo Byrard
(2005) a inexisténcia de um pico referente a fusdo do farmaco pode indicar que a este €
disperso na matriz. Também é possivel observar reducdo no AH de fusdo do PCL, ou seja,
reducdo da cristalinidade, em razéo da presenca intracadeia. Segundo Silva (2016), avaliou

a compatibilidade do farmaco ATV com diversos excipientes e foi observado a redugédo da
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temperatura dos dois picos exotérmicos da ATV além da reducéo consideravel do calor de

reacao.

Tabela 15: Variagéo do calor de reacdo de fusdo dos insumos.

Delta H (J/g)

PCL ATV
PCLf 83,958

PCL_ATVf | 92,579 12,041
ATV 64,21

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3 Estudo da liberacéo de atorvastatina

Inicialmente uma varredura padrédo de ATV em PBS foi realizada por UV-Vis, a fim
de identificar o comprimento de onda com maior intensidade de absorbancia. A varredura
mostra que o comprimento de onda onde a absorbancia foi maxima foi de 292,5 nm,
conforme Figura 33.

Figura 33: Varredura de atorvastatina em solucdo fosfato (PBS).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para a capacidade de liberacéo do filamento, do filme e dos “scaffolds” foi realizado
0 ensaio de liberagdo ““in vitro””. Inicialmente foi feita uma varredura do espectro de
absorcédo da atorvastatina. A varredura no espectrofotometro na faixa de 190 a 600 nm para
definir o comprimento de onda ideal para as analises, as absorbancias foram lidas com maior
sensibilidade quantitativa em comprimento de onda de 292,5 nm em cubeta de quartzo.

Em seguida, a partir da solubilizacdo da atorvastatina em cloroférmio, preparou-se
uma solucdo mée de atorvastatina em PBS. Logo ap0s, dilui-se essa solugdo em concentracao
de: 0,025; 0,020; 0,015; 0,010; 0,005 pg/ml. As solugdes foram analisadas por UV-vis para
a criacdo da curva de calibracdo mostrada na Figura 34, de modo a obter o coeficiente de

correlagéo.

Figura 34: Curva padréo de absorbancia da atorvastatina em PBS.

0.9

y = 28.267x + 0.0744
0.8 ®

R? = 0.9861 e
07 .

= 06 e
Q
& 05 Lo
£
0.4
0.3 :
0.2
0.1

0
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030

Concentragio (mg/mL)

Abso
@

ot
.

.
o
o

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para avaliar a capacidade de liberacao dos filamentos as medicGes em UV-Vis, foram
realizadas, em triplicata. Foi realizada a cinética para um periodo de 8h com leituras
realizadas em intervalos de 1 hora. Um estudo mais amplo foi conduzido em periodos de 24
horas durante 20 dias. As amostras foram imersas em solucdo de PBS pH 7,4, com agitacédo
orbital de 75 rpm, a temperatura de 37 °C em uma estufa shaker Ethik Technology 430/RBD.

Aliquotas de 5 mL da solugdo foram retiradas para analise.
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A quantidade de farmaco liberada foi mensurada por meio do espectro de absorbancia
obtido pelo espectrofotdmetro UV-Vis Spectrophotometer Kasuaki, modelo 1L-593-S. Cada
aliquota usada no estudo foi retornada as amostras ap0s analises.

A fim de estudar a capacidade de liberacdo do filamento, estes foram submetidos a
ensaio de liberacdo. Para quantificar a atorvastatina construiu-se uma curva padréo. Esta
curva foi preparada em solucdo tampéo fosfato (PBS), pH 7,4 e a ATV apresentou banda de
absorcdo na faixa de 292,5 nm. O modelo linear que correlaciona a absorbancia e a
concentracdo é mostrado na equacao 1.

y = 28,267 x + 0,0744 (1)

Onde x é a concentragdo e y a absorbancia obtida. O coeficiente linear da curva (R?)
foi de 0,9861, e R2 acima de 0,9 apontam para um modelo satisfatorio. A partir desta
equacdo, as concentracbes de atorvastatina foram estimadas matematicamente. Os
filamentos analisados foram pesados, e para estimar a quantidade de farmaco presente em
cada fragmento foi calculado tendo como base a proporcao de 2,4 g de ATV para 20 g de
PCL.

Foram feitos 2 processos de liberagdo. O primeiro consistiu em avaliar a liberacédo
em intervalos de 1 hora, este ensaio foi feito em um shaker com temperatura programada em

37 °C. O perfil das varreduras de absorbancia em funcéo da hora é mostrado na Figura 35.

Figura 35: Varredura do filamento de PCL_ATVTf - 8h.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O percentual de massa dissolvida em fungdo do tempo é mostrado na Figura 36.

Figura 36: Perfil de liberacdo da ATV contida nos filamentos de PCL_ATVT.
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Os dados experimentais de liberacdo foram ajustados por uma equagdo nao-linear

com a utilizagdo do programa OriginPRO. A Tabela 16 abaixo mostra os dados do modelo

ajustado.

Tabela 16: Dados da equacéo ajustada.

Equacéo y = a*t"b

Chi2 0,70999

R2 0,97857
Valor Erro

a 0,02003 | 0,00188

b 0,37037 | 0,01847
Fonte: Elaborada pelo autor.

Onde y é o percentual da massa dissolvida e t o tempo de liberacao.
O segundo consistiu em avaliar a liberacdo em intervalos de 24 horas, este ensaio foi
feito em temperatura ambiente. O perfil das varreduras de absorbancia em funcao da hora é

mostrado na Figura 37.

Figura 37: Varredura do filamento de PCL_ATVTf - 20 dias.

—— 312h —— 264h ——240h ——216h ——192h —— 168h —— 144h — 120h —— 48h ——24h

Absorbancia (u.a.)

200 250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborada pelo autor.

O percentual de massa dissolvida em funcdo do tempo é mostrado na Figura 38.

Figura 38: Perfil de liberacdo da ATV em filamentos de PCL_ATVHT.
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Os dados experimentais de liberacdo foram ajustados por uma equacdo ndo-linear
com a utilizacdo do programa OriginPRO. A Tabela 17 abaixo mostra os dados do modelo
ajustado.

Tabela 17: Dados da equacéo ajustada.

Equacéo y = b*t"c
Chiz2 0,15483
R2 0,9978
Valor Erro
b 0,0086 | 0,00381
C 0,67505 | 0,06607

Fonte: Elaborada pelo autor.

E possivel observar que o filamento avaliado diariamente, depois de 20 dias ndo
liberou 100 % da atorvastatina, mas apenas 0,50 %. Enquanto o avaliado a cada hora, ap6s
8 horas liberou 0,20 %. Vale destacar a diferenca entre o perfil de liberacdo nos dois ensaios,
uma vez que o diario liberou apenas 0,07 % nas primeiras 48 horas. Por outro lado, o de 8 h
liberou pouco mais de 0,15 % na primeira hora. Isso pode ser justificado pela variagcdo na

metodologia do ensaio, uma vez que o diario foi feito a temperatura ambiente.
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De acordo com Lima et al., (2019) e Cai et al., (2002) as propriedades poliméricas
influenciam diretamente na liberacdo do farmaco. O sistema de liberacdo de matrizes
poliméricas geralmente € regido por um coeficiente de difusdo e este é influenciado pelo
grau e cristalinidade, polaridade, intumescimento, taxa de degradacéo,
hidrofilicidade/hidrofobicidade.

Segundo Liecht et al., (2010) e Rong et al., (2012) a liberacdo controlada pode ser
caracterizada quando a dissolucdo do farmaco no meio ndo alcanga 50 % ap0s 4 dias. Neste
trabalho, apds 20 dias apenas 0,50 % da massa foi dissolvida.

A partir dos principais modelos matematicos encontrados na literatura para a cinética
de liberacdo de farmaco, os resultados foram ajustados para os seguintes modelos:

» Ordem zero;

e Primeira ordem;

« Higuchi;

» Hixson-Crowell; e

» Kornsmeyer-Peppas.

Nenhum dos modelos ajustados teve resultado satisfatorio. O coeficiente de correlagao
(R?) foi de aproximadamente 0,5. De acordo com a literatura, para que um modelo seja

considerado aceitavel.

5.4 Impressédo do “scaffold”

Os filamentos de PCL/ATV produzidos foram submetidos ao processo de impressao
3D utilizando a técnica de FDM (Fused Deposition Modeling). E possivel observar que os
filamentos produzidos ndo sdo uniformes, ou seja, na extensdo ha variacdo na sua espessura,

conforme Figura 39.

Figura 39: (a) Filamento de PCL puro; (b) Filamento de PCL incorporado com ATV.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise térmica do PCL apresenta um pico endotérmico aproximadamente em 58
°C, este correspondente a temperatura de fusdo. Vale destacar que nao foi observado pico
referente a temperatura de transicdo vitrea (Tg). Em razdo disso, incialmente utilizou-se uma
temperatura proxima a Tm para as condicdes de impressdo. O procedimento de impressao
envolve o carregamento do farmaco, através de um sistema de roldanas localizado préximo

a zona de aquecimento, conforme Figura 40.

Figura 40: Esquema do processo de impressdo por FDM.

Devido as caracteristicas térmicas do polimero e a dificuldade de garantir um
pleno isolamento térmico, ao ser tracionado o filamento sofre deformacdo como

apresentado na Figura 41. Devido a isso, foram feitos ajustes na impressora 3D
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visando aumentar a distancia entre a roldana e a zona de aquecimento de modo a

favorecer o carregamento.

Figura 41: Deformacao causada pelas engrenagens de tragdo da impressora 3D.

Fonte: Elaborada pelo autor.
Com esse novo arranjo foi possivel carregar o filamento de PCL. Contudo, foi
observado que acima da Tm (aproximadamente 20 °C acima da fusdo do PCL) do PCL, o

produto obtido tende a ficar de forma esférica conforme apresentado na Figura 42.

Figura 42: Formacéo de esfera no bocal de deposicado da impressora.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a impressdo 3D € necessario que o material fundido escoe e se deposite sobre a
bandeja. Desse modo, a formacao dessa forma esférica inviabiliza a produgéo, uma vez que
em contato com a temperatura ambiente, esta solidifica e impede o escoamento do filamento.
Inicialmente, visando contornar os problemas causados pela tensdo superficial duas acdes
foram realizadas, a primeira consistiu no aumento da temperatura setada a fim de tornar o

filamento mais fluido, facilitando escoamento, o0 que ndo ocorreu. Em seguida alterou-se o
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bico de extrus&o, aumentando o didmetro do bocal de deposicao e a alteragédo da alimentagéo
do filamento. Para tal, uma sessdo guia foi criada através da expansdo do canal de
alimentacdo e no lugar da roldana o filamento foi empurrado com auxilio de uma chave em
L acoplada a sessdo de extrusao da impressora 3D.

Tendo isso em vista, adaptacdes foram suficientes para que fosse possivel a obtencdo

do “scaffold”, conforme Figura 43.

Figura 43:(a) Alteracdo da forma de alimentacdo; (b) Detalhe durante a impresséo do

“scaffold”.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Por fim, é possivel observar, conforme Figura 41, que a impressao do “scaffold” pela
técnica de FDM utilizando o filamento de PCL/ATV ¢ possivel. Porém sdo necessarias

adaptac6es na forma de alimentacdo/carregamento do filamento e no bocal de deposicao.

5.5 Estudo da liberacédo — “scaffolds”

Com o intuito de avaliar a liberagdo de farmaco nos “scaffolds”, estes foram
submetidos a ensaio de liberagdo. Este ensaio foi realizado mantendo 0s “scaffolds”
submersos em solucdo tampéo fosfato (PBS) durante 8h, com andlises para quantificacdo
por UV-vis sendo feitas a cada 60 minutos. A curva analitica preparada em solucdo de PBS
apresentou maxima absorc¢do na faixa de comprimento de onda de 292,5 nm.

O modelo linear que estabelece a correlacdo entre a absorbancia e a concentracéo é
dada pela equacdo 1. A partir desta equacao foram calculados os valores de concentracdo de

atorvastatina nos intervalos determinados. A curva obtida é apresentada na Figura 44.

Figura 44: Perfil de liberacdo do “scaffold”.
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Os dados experimentais de liberacdo foram ajustados por uma equacdo ndo-linear
com a utilizacdo do programa OriginPRO. A Tabela 18 abaixo mostra os dados do modelo
ajustado.

Tabela 18: Dados da equacéo ajustada.

Equacéo y = a*x"b
Chi2 0,1191
R2 0,9936
Valor Erro

a 0,0034 | 3,30e-4

b 0,5373 | 0,01731
Fonte: Elaborada pelo autor.

E possivel observar que ao final do ensaio, 0s “scaffolds” n&o liberaram toda a
atorvastatina presente nas matrizes. Segundo a literatura, a morfologia das matrizes, a
quantidade de poros, a orientacdo desses poros tem grande influéncia no perfil de liberacao
(ALEX et al, 2016; THADAVIRUL, PAVASANT, SUPAPHOL; 2017)

Vale ressaltar que nas imagens da analise de SEM, a superficie dos filamentos
utilizados para a producdo dos “scaffolds” ndo tinha aglomerados de atorvastatina em suas

superficies, o que pode causar uma desaceleracdo no processo de liberagdo.
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Assim como para os filamentos, os dados experimentais foram ajustados pelos de

liberagdo mais comuns: ordem zero, primeira ordem, Hixson-Crowell, Higuchi e

Kornsmeyer-Peppas, a fim de se obter um melhor entendimento dos fenémenos envolvidos.

Os gréficos de cada modelo sdo apresentados na Figura 45. Os coeficientes de correlagdo

(R?) obtidos estéo apresentados na Tabela 19.

Figura 45: Avaliagéo do perfil de liberacdo da atorvastatina no “scaffold”’: (a) ordem zero;
(b) primeira ordem; (c) Hixon-Crowell; (d) Higuchi; (e) Kornsmeyer-Peppas.
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Tabela 19: Coeficientes de correlacdo dos modelos cinéticos.

Modelo (R?)
Ordem zero 0,9826
Primeira Ordem 0,9326
Hixon-Crowell 0,9875
Higuchi 0,9460

Kornsmeyer-Peppas  0,9930
Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir dos gréficos e da tabela apresentados, é possivel dizer que o valor de R2
indica que o modelo que pode descrever o comportamento da liberagdo de atorvastatina nos
“scaffolds” &€ 0 modelo de Kornsmeyer-Peppas.

Considerando que os dados experimentais ndao apresentam perfil exponencial e essa
é a principal caracteristica do modelo de Korsmeyer-Peppas. Este modelo ser o mais
adequado pode ser justificado por ser o Unico que considera que o perfil geométrico que esta
sendo analisado tém influéncia sobre a liberagdo. Além disso, geralmente, esse modelo é o
melhor ajuste para sistemas onde a etapa de liberacéo é regida por mais de um modelo. Ou
seja, o processo de liberacdo pode ocorrer de forma convencional durante a primeira hora e
ser seguida por um perfil controlado durante um intervalo. Também é possivel que 2
mecanismos de liberacdo ocorram em paralelo, conforme observado por Alex et al (2016),

que verificou que o mecanismo de difusdo ocorre simultaneamente com a erosao.
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6 Conclusodes

Apenas os filamentos obtidos pelo método 2 apresentaram uma superficie sem a
presenca de aglomerados.

As andlises térmicas compravam a presenca da atorvastatina no filamento, uma vez
que é possivel observar picos no DSC correspondentes tanto a policaprolactona quanto a
atorvastatina. A analise quimica por espectroscopia com transformada de Fourier na regiao
do infravermelho mostra que nenhuma nova ligacdo entre a atorvastatina e a
policaprolactona foi formada durante o processamento do filamento.

Quanto a analise de liberacdo do farmaco dos filamentos indicou que ao final dos 20
dias, a dissolucdo chegou ao méximo de 0,50 % da massa total de atorvastatina. Em razdo
disso, pode-se inferir que ha uma liberacdo prolongada de ATV. Quanto aos “scaffolds”, a
dissolucéo chegou ao maximo de 0,10 % apos 8h de ensaio.

Os dados dos experimentos dos filamentos e dos “scaffolds” foram ajustados aos
modelos mais comuns encontrados na literatura. Para os filamentos, nenhum dos modelos
ajustados apresentou coeficiente de correlacdo que pudessem ser considerados fortes
(R2>0,95). Para 0s “scaffolds”, 0 modelo que mostrou o melhor ajuste foi o de Kornsmeyer-
Peppas. Este modelo apresentou coeficiente de correlacdo (R?) de 0,9963. Este modelo tem
por caracteristica a liberagdo exponencial do farmaco.

Diante do exposto é possivel inferir que os filamentos de PCL/ATV tem condicGes
adequadas para serem utilizados como suprimento para o processo de manufatura aditiva
(FDM) para a producdo dos “scaffolds”.
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7 Sugestao para trabalhos futuros

Aumentar a concentracdo de farmaco utilizada na preparacdo das matrizes;

Alterar o tipo de impresséo para perpassar o problema de alimentacéo por FDM;

Aquisicdo de novos “nozzles” com diametros distintos para deposi¢éo por FDM.

Utilizar um banho acoplado a extruséo a fim de obter um filamento de espessura
uniforme;

Estimar o parametro de Flori para avaliar a solubilidade do farmaco na matriz
polimérica.

Quantificar a quantidade de solvente presente na matriz por espectometria de
massa, a fim de avaliar se ainda existe cloroférmio nos filamentos e “scaffolds”

analisados.

Avaliar o filamento e 0 “scaffold” apds o processo de liberacdo a fim de avaliar a

perda de massa e possivel erosdo da matriz polimérica.
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