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RESUMO

A osteoporose é uma doenca caracterizada pela fragilidade e fratura 6ssea por baixo
impacto. A populacdo estd envelhecendo e tendo uma expectativa de vida maior, este fator
faz com que a osteoporose seja um problema de saude publica, pois h& maior risco de
fraturas entre as pessoas mais velhas. Alternativas de regeneracdo tecidual tém sido
desenvolvidas, a fim de contornar os problemas causados pela osteoporose. Para esse
propdsito, tém sido consideradas técnicas da Engenharia Tecidual, baseadas na utilizacao
de biomateriais poliméricos carreados com um farmaco com propriedades benéficas para
auxiliar o tratamento das areas com lesGes e desgaste 6sseo. A atorvastatina (ATV),
estatina redutora de colesterol, tem exibido em diversos estudos acbes secundarias
interessantes, como anabolismo dsseo devido ao seu uso prolongado. Entretanto, séo
necessarias altas doses desse farmaco para esse efeito e as formas comercializadas desse
farmaco sdo comprimidos de uso oral e injecdo intramuscular, tendo pouco direcionamento
para o tecido 6sseo. Para obter um aumento na biodisponibilidade da ATV, é necessario
desenvolver novos sistemas de liberacdo controlada para este farmaco. Uma boa alternativa
é a administracdo por via de implante, que, em alguns casos, aumenta a biodisponibilidade
do farmaco em 4-10 vezes, além de aumentar o intervalo de administracdo do
medicamento. Esses sistemas farmacéuticos sdo depositados na estrutura 6ssea do paciente
por intermédio de uma cirurgia e utilizam como matriz, polimeros. Entre os polimeros
biodegradaveis, a policaprolactona (PCL) e poli(acido lactico) (PLA) tém se destacado e
sdo intensivamente investigados para aplicacBes biomédicas, devido sua caracteristica
biorreabsorvivel, boa adesdo celular e por levar de meses a anos para degradar quando
exposto ao meio bioldgico. Dessa forma, esse trabalho teve por objetivo a producdo e a
caracterizacdo de filamentos utilizando o PCL e o PLA carregados com ATV, através do
método de extrusdo a quente (HME). Os filamentos produzidos no formato cilindrico
carreados com ATV foram caracterizados pelas técnicas de microscopia eletronica de
varredura (MEV) e MEV acoplado a espectroscopia de energia dispersiva (EDS). De
acordo com os resultados obtidos por essas técnicas de andlise, foi possivel concluir que os
filamentos produzidos pela técnica de HME apresentam estrutura uniforme e homogénea,
com boa dispersdo do farmaco. A liberacdo do farmaco presente nos filamentos de
PCL_ATVf e PLA_ATVT foi avaliada em solucdo tampdo fosfato (pH 7,4) a 37°C e
rotacdo de 75 rpm em um espectrofotdmetro UV-VIS, registrando a liberacdo em tempos
pré-definidos durante 8 horas. Através desta analise, observou-se que o farmaco é liberado
de forma prolongada em ambos os filamentos e que a morfologia do material tem
influéncia no mecanismo de liberacéo.

Anais dos Resumos do Congresso de Ciéncia e Tecnologia dos Biomateriais —
BIOMAT?22. 23Nov22. Rio de Janeiro. Editora Even3.com.br. ISBN XXXX. Edi¢do
digital. Organizadores Carlos Nelson Elias, Ana Karine Rocha de Andrade Nattrodt e

Roberto Hirsch Monteiro



Palavras-chave: Policaprolactona. Poli(Acido Léctico); Atorvastatina. Extrusdo A Quente.
Engenharia Tecidual.

1. Introducéo

A osteoporose é uma doenca caracterizada pela fragilidade dssea e alteragdes na sua
microarquitetura, tem como desfecho clinico mais importante a ocorréncia de fraturas
Osseas por baixo impacto (KANIS, JA et al.,1994). Segundo dados da International
Osteoporosis Foundation (IOF) e do Manual Brasileiro de Osteoporose (2021), a
populacdo esta envelhecendo e tendo uma expectativa de vida maior, este fator faz com
que a osteoporose seja um problema de saude publica, pois ha maior risco de fraturas entre
as pessoas mais velhas. Alternativas de regeneracéo tecidual tém sido desenvolvidas, afim
de contornar os problemas causados pela osteoporose. Para esse propdsito, tém sido
consideradas técnicas da Engenharia Tecidual, que é um campo multidisciplinar que
envolve a aplicacdo de principios e métodos da engenharia e das ciéncias da salde para
assistir e acelerar a regeneracdo e o reparo de tecidos defeituosos ou danificados, com a
utilizacdo de biomateriais (TABATA, 2009).

Embora que o desenvolvimento de biomateriais esteja evoluindo, ainda ndo existem
biomateriais clinicamente aprovados e designadamente adaptados para aplicacbes em 0ss0s
osteopordtico, sendo necessario o desenvolvimento de biomateriais que atuem no
restabelecimento a regeneracdo 6ssea normal no local da fratura (LIU et al., 2018). Com
isso, além de selecionar o material constituinte da estrutura, ha a selecdo da técnica
utilizada para producao da mesma, sendo a manufatura aditiva (AM) a mais utilizada.

A AM ¢ definida como os processos de fabricacdo com o objetivo de se criar um objeto
tridimensional por camadas a partir de um modelo virtual. Apenas nos ultimos cinco anos
foi normatizada pela série ASTM 52900 e as normas I1SO 17296, DIS 20195 e ASTM
F2792 (SILVA et al., 2020 apud CULMONE; SMIT & BREEDVELD, 2019; GARDAN,
2019; KOESTER et al., 2016; JAFFAR-BANDJEE; CASAS & KRIJNEN, 2018; MA et
al., 2018), sendo subdividida em sete categorias disponiveis comercialmente:
(1)jateamento de aglomerante; (2)deposicédo direta por aplicacdo de energia;(3) extrusdo de
material; (4)jateamento de material;(5) fusdo seletiva de material em p;(6) laminacdo de
chapas e (7) fotopolimerizacéo de liquido (CULMONE; SMIT & BREEDVELD, 2019).

O uso das tecnologias de AM, como Hot-Melting Extrusion(HME) e impressao
tridimensional 3D, no desenvolvimento de arcabougos porosos aplicaveis a engenharia
Ossea tem sido estudados por varios pesquisadores, pois essas tecnologias sdo capazes de
fabricar por extrusdo e deposicdo um termoplastico ou solugdo por meio de um bocal,
incluindo o modelamento por deposicdo de material fundido (FDM, sigla do inglés para
fuseddepositionmodeling) e permitindo a construcdo de materiais com estrutura pré-
definida e de alta complexidade a partir de modelos digitais, de acordo com a necessidade
dos pacientes, respectivamente (MAZZOLI et al., 2015).HME ¢é um processo de fabricagédo
semi-continuo ou continuo que envolve a fusdo, mistura, homogeneizacdo e bombeamento
de matérias-primas alimentadas. Esta técnica tem sido usada de forma mais ampla na
industria farmacéutica pelo fato de seu processamento ser simples, ter baixo impacto
ambiental, ja que esta técnica ndo requer a utilizacdo de solvente, e pelo menor custo de
producdo. (LIMA, 2019). Destaca-se ainda pela producédo de implantes de longa duracdo,
de formas farmacéuticas de liberacdo sustentada/prolongada e de filamentos utilizados na
producdo de sistemas de liberacdo feitos por impressao 3D. (LIMA, 2019; SIMAS,
SANTOS, 2009).
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O sistema de liberacdo controlada revoluciona o campo de entrega de drogas, uma vez que
a acdo do farmaco é maximizada através do controle temporal e espacial (DE SOUSA,
2020; apud BANNACH et al., 2010; PAL et al., 2018). Assim, o principio ativo é
distribuido sem sofrer mudancas conformacionais na estrutura e colapsos em outros tecidos
ou regides do sistema. Na farmacologia o sistema de liberacdo controlado veio a ser
utilizado por volta do século XX ndo substituindo totalmente os métodos de liberacao
convencional (DE SOUSA, 2020; apud GENNARO, 2004; FAHNING E LOBAO, 2011).
Os polimeros se destacam entre os principais materiais para a producdo de biomateriais
pela possibilidade de alteragdes quimicas, fisicas e tratamentos superficiais. Neste presente
trabalho, utiliza-se de dois polimeros a policaprolactona (PCL) e o Poli (Acido Léctico)
(PLA). O PCL que é um poliéster alifatico amplamente empregado na producdo de
biomateriais, devido a sua capacidade de degradacdo e baixa toxicidade, permitindo sua
aplicacdo na engenharia tecidual e na producdo de arcaboucos usados como matrizes
carregadoras de substancias ativas (farmacos, fatores de crescimento entre outras).(LI,
2008; HOSSEINKAZEMI, 2015) O poli(acido latico) (PLA) € um poliéster, que tem como
caracteristica a biocompatibilidade e bioreabsorcédo, este polimero é de grande interesse
tecnoldgico devido as suas aplicagcbes no campo ambiental, como pléstico biodegradavel, e
na area biomeédica é atualmente um dos polimeros mais utilizados, pesquisado para
preparacdo de suturas cirdrgicas, scaffolds e sistemas de liberacdo de farmacos (AURAS,
2010)

Um biomaterial ideal, para atuar no tratamento de defeitos 6sseos, deve servir ao propésito
de fornecer substancias, capazes de tratar a doenca causadora da perda 6ssea (WINKLER
et al., 2018). Em relacdo a osteoporose, geralmente o tratamento é feito por duas classes
farmacéuticas: os inibidores da reabsorcdo 6ssea, que inibem a acdo dos osteoclastos; e 0s
agentes anabdlicos, que efetivamente aumentam a massa 0ssea. Sendo assim, dentre 0s
medicamentos utilizados no tratamento da osteoporose, um dos mais empregados sdo as
estatinas. (MORA-RAIMUNDO; MANZANO; VALLET-REGI, 2017).

As estatinas sao medicamentos utilizados para a reducdo de taxas elevadas de colesterol,
entretanto, diversos estudos apontam que elas possuem acdo no tecido Gsseo através da
proteina morfogenética 6ssea BMP-2. As estatinas tem a capacidade de intensificar a
reabsorcao de materiais sintéticos e aprimorar o tecido 6sseo. Dessa maneira, supdem-se
que se as estatinas orientadas exclusivamente ao 0sso, podem ser benéficas no tratamento
da osteoporose e fraturas. (OLIVEIRA et al., 2015)

2. Materiais e métodos

2.1 Materiais

Para a producdo dos filamentos de PCL/ATV, foram utilizados pellets de policaprolactona,
atorvastatina em forma de pé e o solvente cloroférmio.

Em relacgdo a producdo dos filamentos de PLA/ATV, foram utilizados pellets de poli (acido
lactico), atorvastatina em forma de po e o solvente cloroférmio.

2.2 Métodos

2.2.1 Preparo das matrizes polimero/farmaco

Em baldes de fundo chato foram adicionados 75 ml de cloroférmio, solubilizou-se 7,2 g de
Atorvastatina (ATV), o sistema foi mantido sob agitacdo por aproximadamente 30
minutos. Em um dos baldes, foi adicionado 60 g de PCL e no outro 60 g de PLA. As
solugdes permaneceram sob agitacdo magnética e aquecimento constante a 30°C por 4
horas até sua completa homogeneizagdo. As soluc@es resultantes foram vertidas em placas
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de petri para a evaporacdo do solvente. Desse modo foram obtidas matrizes de PCL/ATV e
de PLA/ATV.

2.2.2 Extrusao a Quente - HME

Para a produgéo dos filamentos por HME, as matrizes de PCL/ATV e de PLA/ATV foram
cortadas, com tamanhos proximos aos dos pellets de PCL e PLA. Os filamentos foram
produzidos na extrusora Filamag 3D. Para a producdo dos filamentos de PCL/ATV
(PCL_ATVf) a temperatura de extrusao foi igual a 69° C. Ja para a producéo do filamento
de PLA/ATV (PLA_ATVf) a temperatura utilizada foi de 169° C. Os valores utilizados
foram selecionados com base em trabalhos desenvolvidos no Laboratério de
Desenvolvimento de Materiais (LADEMAT — IT/DEQ/UFRRJ), tais como Pereira, (2020)
e de Almeida (2020).

2.3 Caracterizagdes dos filamentos

2.3.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e analise quantitativa por EDS

As andlises por microscopia eletrénica de varredura foram realizadas em microscopio FEI,
Quanta FEG 450, instalado no Laboratorio Sistema Nacional de Laboratorios em
Nanotecnologias do Instituto Nacional de Tecnologia (INT) com aumento, tensdo de
15kV-20kV.

2.3.2 Ensaio de liberacéo “in vitro”

Inicialmente, realizou-se a varredura da solucdo tampéo fosfato (pH 7,4) para que fosse
possivel observar o perfil e em qual comprimento de onda ele é absorvido por UV-visivel.
Procedeu-se a varredura no espectrofotobmetro na faixa de 190 a 600 nm para escolher o
comprimento de onda adequado para anélise da ATV.

Para a quantificacdo do farmaco, foi necessario fazer uma curva padrdo, onde foi preparada
uma solucdo tampéo fosfato (PBS), pH 7,4 e a ATV. Preparou-se uma solucdo mae de
atorvastatina em PBS, em seguida, dilui-se essa solu¢do em concentracdo 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 e pode-se obter o coeficiente de correlagdo. Com isto, os filamentos
carreados com farmaco foram analisados.

Todas essas analises foram realizadas em um espectrofotdmetro  UV-Vis
Spectrophotometer Kasuaki, modelo 1L-593-S. Amostras de PCL-ATVf e PLA_ATVf
medindo 10 cm foram imersas em 25mL de solucdo tampéo fosfato (pH 7,4), todo o
processo foi realizado em triplicata. Estes foram levados ao shaker Ethik Technology
430/RBD, onde permaneceram em agitacdo constante e temperatura constante de 37°C.
Este ensaio teve duracdo de 8 horas com aliquotas sendo retiradas em intervalos de 60 min
para que fossem analisadas.

3. Resultados

3.1 Caracterizacg0es dos filamentos de PCL/ATV e PLA/ATV
3.1.1 Analise morfoldgica (MEV) e andlise quantitativa por EDS
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Figural: Imagens de MEV do farmaco ATV

Figura 2: Imagem de MEV PCL puro e PCL_ATVf

Figura 4: Anélise superficie de fratura dos filamentos PCL_ATVfe PLA_ATVf

PCL_ATVS PLA_ATVI

Tabela 1: Resultados andlise quantitativa EDS dos filamentos de PCL_ATVfe PLA ATVf
Filamentos Andlise Quantitativa por EDS
PCLp C; 0
ATV C; O; F; N; Ca
PCL_ATVf C;O;F;N; Ca; Na; S
PLA ATVf C; O; F; N; Ca;
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3.1.2 Estudo do sistema de liberacéo de farmaco (ATV)
Figura 5:Espectro da atorvastatina em solucgéo tampdo fosfato pH=7,4.
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4. Analise e discussdo
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4.1 Analises morfologica (MEV) e andlise quantitativa por EDS

A Figura 1 mostra o MEV do farmaco atorvastatina. Nota-se que a morfologia do farmaco
assemelha- se a gréos de diversos tamanhos. Com aumento de 15000 vezes pode-se
observar que algumas particulas possuem formatos parecidos ao de agulhas.

A Figura 2 mostra o contraste entre do filamento de PCL puro (a) com o PCL_ATVf (b),
com aumento de 300 vezes sobre a superficie dos filamentos, e o contraste entre o
filamento de PLA puro(a) com o PLA/ATV(b)(Figura 3), com aumento de 1000 vezes, é
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possivel notar que os filamentos carregados com ATV possui uma estrutura uniforme
semelhante aos filamentos puros, isto devido ao processo inicial de producdo dos
filamentos. Também é possivel observar que a superficie do filamento é uniforme e nédo
sdo encontrados agregados de farmaco nesta superficie. Assim, pode-se dizer que o
farmaco esta disperso de forma homogénea na matriz polimérica.

Ao analisar a superficie de fratura do filamento PCL_ATVf, é possivel notar marcas que
podem ter sido originadas devido ao processo de fratura, isto se deve a maleabilidade do
polimero PCL. Outro fator a ser observado na superficie de fratura é que ndo ha a presenca
de aglomerados de farmaco. Em relacdo a superficie de fratura do filamento de
PLA_ATVf, ndo é possivel ver aglomerados de farmaco. O mesmo pode ter formado
particulas submicrométricas ou se solubilizado a matriz polimérica. As analises estdo
representadas na Figura 4.

O filamento de PCL puro, atorvastatina, PCL_ATVf e PLA_ATVf foram submetidos a
analise quantitativa por EDS e os mesmos estdo detalhados na tabela 1. Na anélise
quantitativa por EDS do filamento de PCLp verifica-se a presenca dos elementos carbono
(C) e oxigénio (O). No farmaco ATV possivel observar a presenca dos elementos carbono,
oxigénio, fluor, nitrogénio e célcio. Segundo a literatura a férmula empirica da
atorvastatina célcica € (CssH34FN20s).Ca-3H20, entdo pode-se afirmar que os elementos
caracteristicos encontrados no EDS sdo 0s mesmos presentes na atorvastatina célcica
(ANTONIO, 2010; SONJE et al., 2010). Na anélise dos filamentos de PCL_ATVf e do
PLA_ATVf é possivel observar a presenca dos elementos caracteristicos da ATV, que sao
os elementos oxigénio (O), carbono (C), nitrogénio (N), fldor (F), calcio (Ca) e Sodio (Na).
Esses elementos fazem parte da estrutura quimica do farmaco, sendo caracteristicos do
mesmos (Sonje et al., 2010) Os picos dos filamentos com farmaco tém menor intensidade
em razdo do farmaco estar disperso na matriz polimérica. Observou-se que fazendo os
mapas de EDS em pontos de aglomerados de atorvastatina, os picos de célcio (Ca), fluor
(F) e nitrogénio (N) sdo mais intensos. Vale salientar que é possivel garantir a presenca do
farmaco no filamento pelos resultados encontrados no EDS, uma vez que comparando o
MEYV dos filamentos de PCL e PCL/ATV nao é possivel distingui-los visualmente.

4.2 Estudos do sistema de liberacdo de farmaco (ATV)
Afim de avaliar a capacidade dos filamentos de liberar ATV, os mesmos foram submetidos
a um ensaio de liberacdo. A liberacéo foi feita em solucéo tampao fosfato pH 7,4, a 37 °C,
para simular as condi¢des fisiologicas do paciente.
Para identificar o comprimento de onda onde ocorre absorcéo atribuida a ATV, foi feita
uma varredura de ATV em PBS na faixa de 190 nm a 600 nm. O resultado da varredura,
apresentado na Figura 5, mostra que o comprimento de onda com maior intensidade de
absorbancia foi de 292,5 nm.
Assim, para quantificar a atorvastatina construiu-se uma curva padrdo. Esta curva foi
preparada em solucdo tampédo fosfato (PBS), pH 7,4 e a ATV apresentou banda de
absorcéo na faixa de 292,5nm. Com base na curva padréo encontrada para a atorvastatina,
obteve-se a Equacdo 1, onde o modelo linear correlaciona a absorbancia e a concentracdo

Equacéo 1: Modelo linear absorbancia/concentragéo

y = 28,267 x + 0,0744

x= concentra¢do (mg/mL);
y= absorbancia obtida;
O coeficiente linear da curva (R?) foi de 0,9861 , e segundo a literatura R? acima de 0,95
quer dizer que o modelo é satisfatorio (DASH et al., 2010). A partir desta equacdo, as
concentracdes de atorvastatina foram estimadas matematicamente.
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O percentual de massa dissolvida em funcdo do tempo para o filamento PCL_ATVf é
mostrado na Figura 6. Os dados experimentais de liberacdo foram ajustados por uma
equacdo ndo-linear, para que se possa analisar o comportamento da liberagdo do farmaco e
os fendmenos envolvidos durante esse processo. O valor do coeficiente linear (R?)
encontrado apds o ajuste da equagdo ndo - linear foi de 0,98026, sendo assim considerado
satisfatorio. Pelo percentual de massa dissolvida, nota-se que ao final do ensaio de 8 horas,
0 méximo de dissolugdo do farmaco na amostra de PCL_ATVf foi de 0,20%. De acordo
com Rong e colaboradores (2012), a dissolugdo do farmaco contido nos filamentos pode
ser considerada como prolongada, quando a liberagdo do insumo ativo dos filmes néo
alcancou 50% de liberagdo apds 100 horas de analise. Com os valores obtidos em 8 horas,
pode-se afirmar que o filamento PCL_ATVf atingird 50% de liberacdo do farmaco em
2000 horas, sendo considerada a liberacdo do farmaco como prolongada.

Para o filamento PLA/ATYV foi utilizada a mesma curva padréo para analise de liberacéo
do farmaco ATV, com banda de absorcao de absorcdo na faixa de 292,5nm. O percentual
de massa dissolvida em funcéo do tempo é mostrado na Figura 7. Os dados experimentais
de liberacao foram ajustados por uma equacao ndo-linear, através do programa OriginPro e
obteve-se o0 valor do coeficiente linear (R?) igual a 0,908, que segundo a literatura, estd um
pouco abaixo do esperado que seja satisfatorio. Foi observado que durante as 8 horas de
ensaio, o percentual maximo de massa dissolvida corresponde a 0,18%. Segundo estudos
de Li et al. (2018), prop6s estudos in vitro com filmes porosos de PLA com termogel
carreados com ATV, os resultados obtidos apresentam rapida liberagdo inicial com valores
de 24,76 + 1,35% e 36,17 + 1,57% detectadas durante os primeiros 6 dias. Durante 24 dias,
a ATV foi liberada deforma continua e lenta, onde cerca de 86% do farmaco foi liberado
em solucdo de elastase. O autor sugere que a taxa de liberacdo maior que 50% se deve ao
fato da solucdo de elastase possuir propriedade que promove a degradacdo de matrizes
poliméricas rapidamente.

Ao se fazer o comparativo entre os filamentos e suas liberacGes de farmaco (ATV) em
relacdo ao percentual de massa dissolvida, pode-se observar pela Figura 8 que o filamento
de PCL_ATV_f foi mais efetivo do que o filamento PLA_ATV _f, isso pode ter ocorrido
devido a interacdo do farmaco com o polimero. Segundo Pereira, (2020) apud Cai et al.,
(2002), a morfologia de matrizes poliméricas influencia no comportamento da liberacéo do
farmaco, assim como a taxa de degradacdo, hidrofilicidade/hidrofobicidade e na
composicdo dos dispositivos de liberacdo controlada. Assim, polimeros como a PCL e
filamentos que a tenham em sua composi¢do, tendem a liberar o farmaco mais facilmente
devido a sua temperatura de fusdo. Neste estudo os autores observaram que a
policaprolactona com Tg por volta de 37°C seria um portador de drogas em potencial.

5. Conclusbes

No presente trabalho, filamentos de PCL e PLA contendo ATV foram obtidos de forma
satisfatoria. As imagens obtidas pelo MEV mostraram a uniformidade da superficie e da
superficie de corte de ambos os filamentos. A analise quantitativa EDS confirmou a
presenca de elementos caracteristicos da ATV nos filamentos.

A andlise de liberacdo do farmaco dos filamentos obtidos indicou que, ao final dos ensaios
(ap0s 8 horas), a dissolugédo obtida chegou no maximo a 0,20% no filamento PCL_ATVfe
de 0,18% no filamento PLA_ATVf, e sendo correlacionados a outros estudos ja realizados,
indicaram uma liberacao prolongada da ATV.

Os dados experimentais da anélise de liberacdo dos filamentos foram ajustados no
programa OriginPro. O ajuste para os dois filamentos estudados apresentou coeficiente de
correlagdo (R?) acima de 0,95 para o filamento PCL_ATVf, sendo considerado satisfatorio
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e de 0,908 para o filamento de PLA_ATVf, apresentando-se um pouco abaixo do
satisfatorio.

Assim, pode-se dizer que que o método de producdo da matriz polimérica e 0 método de
HME sdo eficientes para a producdo de filamentos poliméricos carreados com farmacos. O
processamento e a morfologia das amostras tém influéncia direta na liberagdo do farmaco.
Os polimeros biodegradaveis PCL e PLA apresentam condicdes adequadas para o controle
da liberagdo da atorvastatina, sendo uma alternativa promissora para a Engenharia de
Tecidos.
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