UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

DISSERTACAO

ESTUDO DE FILMES DE POLICAPROLACTONA CARREADOS COM
ATORVASTATINA PARA POTENCIAL APLICACAO EM
REGENERACAO TECIDUAL

DEBORA BAPTISTA PEREIRA

2020



oL RUR,

)

" UFRR}J

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

ESTUDO DE FILMES DE POLICAPROLACTONA CARREADOS COM
ATORVASTATINA PARA POTENCIAL APLICACAO EM
REGENERACAO TECIDUAL

DEBORA BAPTISTA PEREIRA

Sob a Orientagdo da Professora Dr?.

Roberta Helena Mendonca

e Coorientacéo da Dr?.

Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio

Dissertacdo submetida como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em Engenharia Quimica, no
Curso de Pos-Graduacdo em Engenharia Quimica, area de

Concentracdo em Tecnologia Quimica.

Seropedica, RJ
Fevereiro de 2020



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Secdo de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

P426e

Pereira, Debora Baptista, 1994-
Estudo de filmes de Policaprolactona carreados com Atorvastatina

para potencial aplicacdo em regeneracdo tecidual / Debora Baptista Pereira. -
Seropédica, 2020. 94 f.. il.

Orientadora: Roberta Helena Mendonca.

Coorientadora: Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio.

Dissertacao (Mestrado). -- Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Engenharia Quimica, 2020.

1. Atorvastatina. 2. Policaprolactona. 3. Solvente casting. 4. Liberacéo
controlada. I. Mendonca, Roberta Helena, 1980-, orient. Il. Ferreira de
Carvalho Patricio, Beatriz, 1987-, coorient. |11 Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro. Engenharia Quimica. IV. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

DEBORA BAPTISTA PEREIRA

Dissertacdo submetida como requisito parcial para obtengdo do grau de Mestre em Engenharia
Quimica, no Curso de Pés-Graduacdo em Engenharia Quimica, area de Concentracdo em
Tecnologia Quimica.

DISSERTACAO APROVADA EM: 18/02/2020.

Conforme deliberagdo numero 001/2020 da PROPPG, de 30/06/2020, tendo em vista a
implementacdo de trabalho remoto e durante a vigéncia do periodo de suspensdo das atividades
académicas presenciais, em virtude das medidas adotadas para reduzir a propagacao da pandemia
de Covid-19, nas versdes finais das teses e dissertacdes as assinaturas originais dos membros da
banca examinadora poderdo ser substituidas por documento(s) com assinaturas eletronicas. Estas
devem ser feitas na prépria folha de assinaturas, através do SIPAC, ou do Sistema Eletrénico de
Informacdes (SEI) e neste caso a folha com a assinatura deve constar como anexo ao final da tese

/ dissertacéo.

Membros da banca:

Roberta Helena Mendonca. Dra. UFRRJ. (Orientadora/Presidente da banca)
Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio. Dra. LMN/Farmanguinhos (Coorientadora)
Livia Deris Prado. Dra. LDVA/ Farmanguinhos

Daniele Cruz Bastos. Dra. UEZO



MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO FOLHA DE ASSINATURAS
SISTEMA INTEGRADO DE PATRIMONIO, ADMINISTRAGAO E

UFR RJ CONTRATOS

Emitido em 2020

TERMO N° 522/2020 - PPGEQ (12.28.01.00.00.00.00.42)

(N° do Protocolo: NAO PROTOCOLADO)

(Assinado digitalmente em 15/12/2020 17:24)
ROBERTA HELENA MENDONCA
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR
DEQ (12.28.01.00.00.00.00.45)
Matricula: 2626057

(Assinado digitalmente em 14/12/2020 13:59)
LIVIA DERIS PRADO
ASSINANTE EXTERNO
CPF: 118.790.167-96

(Assinado digitalmente em 14/12/2020 13:33) (Assinado digitalmente em 14/12/2020 11:03)
DANIELE CRUZ BASTOS BEATRIZ FERREIRA DE CARVALHO PATRICIO
ASSINANTE EXTERNO ASSINANTE EXTERNO
CPF: 091.723.287-97 CPF: 124.366.057-00

Para verificar a autenticidade deste documento entre em https://sipac.ufrrj.br/documentos/ informando seu nimero:
522, ano: 2020, tipo: TERMO, data de emisséo: 14/12/2020 e o cddigo de verificagdo: da5cbaa95a



https://sipac.ufrrj.br/public/jsp/autenticidade/form.jsf

Dedico esse trabalho aos meus pais Mario e Rosania, que sempre foram meus

maiores incentivadores e minha maior forca para chegar até aqui.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me permitir chegar onde estou hoje.

Aos meus pais Mario e Rosania, por terem me ensinado valores que carregarei para o
resto da minha vida, por terem acreditado em mim e se esforcado para me darem todo o
suporte necessario.

A professora Roberta Helena Mendonca, pela orientagéo, amizade e confianca que
depositou em mim.

A minha coorientadora Beatriz Patricio, pela paciéncia, dedicagio e suporte no
desenvolvimento deste trabalho.

A Hélvecio Vinicius Antunes Rocha, Michelle Alves Sarcinelli e Marcelo
Henrique da Cunha Chaves, do Laboratério de Micro e Nanotecnologia
deFarmanguinhos, por toda colaboracéo, gentileza e contribuicfes essenciais ao presente
trabalho.

A técnica Anastacia do Instituto de Quimica da UFRRJ pelas analises de
Espectrometria de infra-vermelho com transformada de Fourier.

A l1zadora e ao Prof. Lindoval, do Laboratorio de Catéalise/UFRRJ-IT-DEQ pela
realizacdo analise de difragdo de raios-X.

Ao Laboratério de Micro e Nanotecnologia de Farmanguinhos (LMN/FIOCRUZ)
pelas andlises de microscopia eletrénica de varredura, termogravimetria, calorimetria
exploratdria diferencial e testes in vitro, assim como pela doacéo do farmaco atorvastatina.

Aos amigos do Laboratério de Desenvolvimento de Materiais do DEQ-UFRRJ,
Talita, Hellen, Yasmin, Vinicius e Matheus por dividirem momentos de felicidade, ansiedade,
conhecimento e muito trabalho.

As minhas queridas amigas, Priscila, Bruna, Isabelle, Caroline, Jeane, Thaiz,
Amanda, Mayara, Rafaela. Vocés foram meu porto seguro por todos esses anos e se tive
forcas para chegar onde estou foi gracas a voceés.

Aos amigos que a UFRRJ me presenteou, Dominique, luri, Sabrina, Lucas Oliveira,
Glaucia, Lucas Tricarico, Dayane, Aleixo, Grabriela, Jonathan, Luiz Fernando, Florence, por
todo apoio e por sempre estarem torcendo por mim.

A minha querida avé Lucy, que hoje acompanha minhas conquistas de um lugar
distante.

Ao meu querido amigo Cassiano Pedro (in memorian), cujo exemplo de

determinacdo segue me inspirando até hoje.



A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, por todo o conhecimento que me
proporcionou e por ter sido minha maior conquista académica e ao PPGEQ

Finalmente, agradeco a CAPES, pois, 0 presente trabalho foi realizado com apoio
da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) -
Cdodigo de Financiamento 001 "This study was financed in part by the Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001".



RESUMO

PEREIRA, Debora Baptista. Estudo de filmes de policaprolactona carreados com
atorvastatina para aplicacdo em regeneracdo tecidual. 2020. 93p. Dissertagédo
(Mestrado em Engenharia Quimica, Tecnologia Quimica). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2020.

Danos ao tecido cartilaginoso e 6sseo sdo causados por diversos fatores como traumas,
inflamacbes e envelhecimento e podem acarretar na perda tecidual com
comprometimento funcional. Por ser um tecido que apresenta baixa ou até mesmo
nenhuma capacidade regenerativa, se torna dificil o tratamento e recuperacdo. Na
tentativa de superar estes problemas, pesquisadores tém desenvolvido e aperfeicoado
diferentes técnicas regenerativas baseadas na utilizacdo de biomateriais poliméricos.
Junto a esses, € de interesse utilizar um farmaco com propriedades benéficas para auxiliar
o0 tratamento das areas cartilaginosas danificadas pelo desgaste causado por inflamagoes
e lesbes. A atorvastatina (ATV), estatina redutora de colesterol, tem exibido em diversos
estudos acbes secundarias interessantes, como anabolismo 6sseo devido ao seu uso
prolongado. Entretanto, sdo necessarias altas doses desse insumo para esse efeito e as
formas comercializadas desse farmaco sdo comprimidos de uso oral, tendo pouco
direcionamento para o tecido cartilaginoso e 6sseo. Dessa forma, o objetivo do trabalho
foi desenvolver e avaliar filmes poliméricos para liberacdo controlada de atorvastatina.
Nesse contexto, foram desenvolvidos, filmes compostos por policaprolactona (PCL), um
polimero sintético biodegradavel, contendo ATV. Os filmes foram produzidos através da
técnica de solvent casting utilizando duas metodologias diferentes, sem e com
solubilizacdo do farmaco (métodos 1 e 2 respectivamente) e com diferentes proporgdes
farmaco/polimero. Esses foram caracterizados pelas técnicas de microscopia eletronica
de varredura (MEV), MEV acoplado a espectroscopia de energia dispersiva (EDS),
difracdo de raios X (DRX), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria diferencial de varredura (DSC).
De acordo com os resultados obtidos por essas técnicas, foi possivel concluir que os
filmes produzidos pelo método 2 foram considerados melhores por apresentarem maior
homogeneidade na dispersdo do farmaco. A liberacdo do farmaco presente nos melhores
filmes foi avaliada em solugdo tampao fosfato (pH 7,4) a 37 °C e rotacéo de 75 rpm em
um dissolutor com sensores de fibra Otica, registrando a liberacdo em tempos pré-
definidos por 5 dias. Atraves desse teste demonstrou-se que o mesmo foi liberado no
tempo estudado de forma prolongada, e que tanto a morfologia do material quanto o
processo de difusdo tém influéncia no mecanismo de liberacdo, sugerindo que o material
na superficie é liberado primeiro e em seguida, o filme sofre erosao, disponibilizando o
farmaco. A degradacdo dos filmes foi observada através do MEV realizada apds a
liberacdo, comprovando o processo de erosdo. Portanto, os filmes desenvolvidos tém
potencial aplicacdo para liberacdo controlada de farmacos, podendo futuramente ser
utilizado como biomaterial para regeneracdo do tecido cartilaginoso.

Palavras-chave: Atorvastatina, policaprolactona, solvent casting, liberacdo controlada.



ABSTRACT

PEREIRA, Debora Baptista. Study of atorvastatin-loaded polycaprolactone films for
application on tissue regeneration. 2020. 93p. Dissertation (Master in Chemical
Engineering, Chemical Technology). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2020.

Damage to cartilaginous and bone tissue is caused by several factors such as trauma,
inflammation and aging and can lead to tissue loss with functional impairment. Because
it is a fabric that has low or even no regenerative capacity, treatment and recovery is
difficult. In an attempt to overcome these problems, researchers have developed and
perfected different regenerative techniques based on the use of polymeric biomaterials.
Along with these, it is of interest to use a drug with beneficial properties to assist the
treatment of cartilage areas damaged by the wear and tear caused by inflammation and
injury. Atorvastatin (ATV), a cholesterol-lowering statin, has shown interesting
secondary actions in several studies, such as bone anabolism due to its prolonged use.
However, high doses of this input are necessary for this purpose and the commercialized
forms of this drug are tablets for oral use, with little direction for cartilage and bone tissue.
Thus, the objective of the work was to develop and evaluate polymeric films for
controlled release of atorvastatin. In this context, films composed of polycaprolactone
(PCL), a biodegradable synthetic polymer containing ATV, were developed. The films
were produced using the solvent casting technique using two different methodologies,
without and with drug solubilization (methods 1 and 2 respectively) and with different
drug / polymer proportions. These were characterized by scanning electron microscopy
(SEM), SEM coupled to dispersive energy spectroscopy (EDS), X-ray diffraction (DRX),
Fourier transform infrared spectrometry (FTIR), thermogravimetric analysis (TGA) and
differential scanning calorimetry. (DSC). According to the results obtained by these
techniques, it was possible to conclude that the films produced by method 2 were
considered better because they present greater homogeneity in the dispersion of the drug.
The release of the drug present in the best films was evaluated in a phosphate buffer
solution (pH 7.4) at 37 ° C and rotation of 75 rpm in a dissolver with fiber optic sensors,
recording the release at predefined times for 5 days. Through this test it was demonstrated
that it was released in the studied time in a prolonged way, and that both the material
morphology and the diffusion process have an influence on the release mechanism,
suggesting that the material on the surface is released first and then, the film is eroded,
making the drug available. The degradation of the films was observed through the SEM
performed after the release, proving the erosion process. Therefore, the developed films
have potential application for controlled release of drugs, and may in the future be used
as a biomaterial for the regeneration of cartilage tissue.

Keywords: Atorvastatin, polycaprolactone, solvent casting, controlled release.
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1 INTRODUCAO

A cartilagem é uma forma de tecido conjuntivo, que desempenha um papel crucial
no corpo humano, fornecendo uma estrutura de suporte para 6rgaos e conectando varios
tipos de tecido entre si (Sefat et al., 2019; Ulici, Chen, Cheng, & Tuan, 2017; Vinatier &
Guicheux, 2016). Apos o tecido da cartilagem ser danificado, devido a sua natureza
avascular, ha uma dificuldade na proliferacdo de condrécitos, célula do tecido
cartilaginoso (Weeren, Badylak, Benders, & Rene, 2013), o que dificulta a regeneragéo
desse tecido, podendo evoluir para diversas doencas, sendo a osteoartrite (OA) a mais
frequente (Rahmati, Mobasheri, & Mozafari, 2016; Sefat et al., 2019). Essa doenca se
caracteriza pelo desgaste da cartilagem articular e também por alteragcdes Osseas. As
causas vdo desde defeitos das articulagcdes até alteracbes do metabolismo (Sociedade
Brasileira de Reumatologia, 2019). Novos dados apontam o colesterol e 0 metabolismo
lipidico anormal como vetores catabolicos da doenca (Choi et al., n.d.; Zhai, 2019).

O tecido 0sseo € um tecido dindmico em constante remodelamento e tem por
funcdo: suportar partes moles, proteger Orgdos, armazenar ions, apoiar muasculos e
produzir células sanguineas (Portinho, Boin, & Bertolini, 2008). A osteoporose, por sua
vez, ¢ uma doenca esquelética progressiva, caracterizada pela fragilidade Ossea e
deterioracdo microarquitetural do tecido Gsseo, com consequente aumento da
suscetibilidade a fratura, podendo essas ocorrerem devido a lesdes de baixo impacto.
(Mora-Raimundo, Manzano, & Vallet-Regi, 2017).

Gracas a complexidade de doencas nesses tecidos, na dificuldade do tratamento
alcancar 0s mesmos, na carga mecanica que esses tecidos sofrem e por serem acometidos
por doencas degenerativas, 0s tratamentos existentes na inddstria para doengas nesses
tecidos &sseos e cartilaginosos ndo podem ser aceitos como curas absolutas (Perera,
Gikas, & Bentley, 2012; Rahmati et al., 2016).

O desenvolvimento de biomateriais para regeneracdo tecidual é uma alternativa
promissora para a recuperacao de diversos tecidos, incluindo o tecido 6sseo. Para tal, tém
sido utilizadas as técnicas de engenharia tecidual, um campo de estudo emergente, que
combina os principios da engenharia com os das ciéncias bioldgicas para desenvolver

substitutos bioldgicos que possam restaurar notavelmente as fungdes dos tecidos



alterados, visando tratar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo
(Bernhard & Vunjak-novakovic, 2016; Lanza, Langer, & Vacanti, 2013).

Os avangos da engenharia tecidual vém sendo acompanhados pelo
desenvolvimento de arcaboucos porosos (scaffolds), membranas para regeneracao
tecidual guiada, filmes para liberacdo controlada de farmacos, dentre outros (Barrére,
Mahmood, Groot, & Blitterswijk, 2008).

O polimero sintético policaprolactona (PCL) tem sido utilizado em diferentes
técnicas para a producdo de biomateriais, tais como eletrofiacdo, solvent casting,
moldagem por compressao, entre outras (Salmoria, Cardenuto, Roesler, Zepon, & Kanis,
2016; Woodruff & Hutmacher, 2010). Devido a sua biocompatibilidade e a
biodegradabilidade (Hakkarainen & Albertsson, 2002), este é extensivamente estudado
para administracdo controlada de medicamentos e aplica¢fes de engenharia de tecidos em
varias formulacgdes. Sua compatibilidade com uma ampla gama de medicamentos permite
a distribuicdo uniforme de medicamentos na matriz de formulagéo e sua degradacéo lenta,
facilita a liberacdo em até varios meses (Sinha, Bansal, Kaushik, Kumria, & Trehan,
2004).

Para atuar no tratamento de doengas ligadas a cartilagem e ao tecido 6sseo, um
biomaterial ideal, aléem de ser biocompativel, biodegradavel e de fornecer suporte a
viabilidade e funcionalidade celular, deve servir ao propdsito de fornecer substancias,
capazes de ajudar no tratamento da doenca causadora do problema. A atorvastatina
(ATV), uma estatina sintética, além de reduzir a incidéncia de doencas cardiovasculares
(Gazzerro et al., 2012; Korani et al., 2019), coronarias (Brugts et al., 2009; Vaquero et
al., 2007) e cerebrovasculares (Brugts et al., 2009) também modera as concentracdes
plasmaticas de outros lipidios, incluindo triglicerideos e colesterol presente na
lipoproteina de alta densidade (HDL-C, do inglés high density level) (Korani et al., 2019;
Wen, Huang, Lu, & Yuan, 2019). Sabe-se ainda que as estatinas tém uma série de efeitos
benéficos que independem das suas propriedades modificadoras sobre o metabolismo
lipidico, incluindo o anabolismo Osseo, acBes vasodilatadoras, antitrombdticas,
antioxidantes, anti-inflamatérias e imunossupressoras (Bone et al., 2007; Zeybek et al.,
2011). Essas caracteristicas podem auxiliar na recuperacéo do tecido 6sseo e no combate
a inflamacGes na cartilagem articular.

No presente trabalho, de forma a avaliar e combinar o uso de farmacos associados
a polimeros para a producdo de biomateriais, que no caso da ATV é comercializada na

forma de comprimidos, ndo tendo outro sistema de liberagcéo alem da forma oral, foram



desenvolvidos filmes de PCL incorporados com ATV para liberacdo controlada do
farmaco. Desse modo, os filmes desenvolvidos tém possivel aplicagcdo como biomateriais,
para que possam, futuramente, auxiliar no tratamento da degeneracdo da cartilagem,
sendo um material versatil capaz de ser implantado em diferentes locais de acordo com a
necessidade do paciente. Vale ressaltar que os filmes produzidos neste trabalho utilizando
ATV e PCL ndo foram estudados por outros autores, sendo um trabalho inédito.



2 OBJETIVO

Objetivo Geral
Esta dissertacdo teve como objetivo a producdo de filmes de Policaprolactona
incorporados com atorvastatina para aplicagdo no tratamento de regeneracéo tecidual de

doencas cartilaginosas e 0sseas.

Obijetivos Especificos
i.  Producéo de filmes poliméricos através de duas metodologias diferentes
com proporcoes de PCL e atorvastatina diferentes.
ii.  Caracterizar os filmes por meio de analises morfoldgicas, espectroscdpicas
e termicas.

iii.  Estudar a liberacdo in vitro da atorvastatina dos filmes.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cartilagem

A cartilagem é uma forma de tecido conjuntivo que fornece suporte para 6rgaos e
conecta varios tipos de tecido entre si. Além disso, esse tecido cria superficies entre 0s
0SS0S 0 que permite que na articulagdo ndo haja friccdo e nem dor, atuando como um
amortecedor; também ¢é responsavel por formar modelos de crescimento para
desenvolvimento 6sseo (Sefat et al., 2019; Ulici et al., 2017; Vinatier & Guicheux, 2016).
A consisténcia da cartilagem é dada por uma substancia gelatinosa conhecida como
sulfato de condroitina, na qual fibras protéicas incorporadas, como colageno e elastina,
conferem ao tecido uma natureza rigida porém flexivel (Sefat et al., 2019).

A cartilagem articular é um tecido avascular, esparsamente celularizado, cujas
caracteristicas bioquimicas refletem principalmente a composicao da matriz extracelular,
que € uma rede estrutural complexa ndo celular, que rodeia e suporta as células do tecido
conjuntivo (Portinho et al., 2008). Esta é hiperhidratada (contetdo de &gua variando de
66 a 80%), 5-6% sdo componentes inorganicos (principalmente hidroxiapatita) e do
restante organico, 48-62% ¢ formado por colageno tipo Il e 22-38% por proteoglicanas
(Rezende, Hernandez, Camanho, & Amatuzzi, 2000). A cartilagem pode sofrer alteractes
na sua constitui¢do devido a causas inflamatorias, trauma ou envelhecimento, o que leva
a diminuicdo da celularidade e posterior degradacdo da matriz extracelular (Vinatier &
Guicheux, 2016).

A auséncia de vascularizacao e proliferacdo de condrocitos (células presentes no
tecido cartilaginoso) fornece a cartilagem uma baixa capacidade de auto-cura que leva a
diversas doencas como ostrartrite, artrite reumatoide, osteogénese imperfeita,
osteocondrodisplasia,  policondondia  relaxante,  osteocrontrite,  cosocondrite,
escleroderma, astrite séptica e condromossarcoma (Rahmati et al., 2016; Sefat et al.,
2019).

No conjunto das doencas relacionadas ao desgaste da cartilagem, a OA é a mais
frequente. Ela € responsavel por 7,5% de todos os afastamentos de trabalho e é o quarto
maior fator de impacto determinante da aposentadoria (6,2%) no Brasil (Sociedade

Brasileira de Reumatologia, 2019). A incidéncia dessa doenca aumenta com o passar dos



anos, sendo pouco comum antes dos 40 e mais comum apds os 60 (Sociedade Brasileira
de Reumatologia, 2019). Na idade de 75 anos, 85% das pessoas tém evidéncia radioldgica
ou clinica da doenga, mas somente 30 a 50% dos individuos com alteragdes observadas
nas radiografias queixam-se de dor crénica (Organizacdo mundial da Saude, 2018,
Sociedade Brasileira de Reumatologia, 2019). Isso acaba levando a demora no tratamento
e agravando a doenca.

Novos dados apontam o colesterol, seus metabolitos e o receptor RORa. (receptor
orfao alfa - participa da regulacdo transcricional de alguns genes envolvidos no ritmo
circadiano) como vetores catabdlicos da doenca semelhante 8 OA em camundongos (Zhai,
2019). Estudos sobre anormalidades metabolicas e obesidade, em particular o
metabolismo lipidico anormal, foi associado a OA em humanos (Beier, 2019).

Os tratamentos atuais para a degeneracdo da cartilagem incluem métodos
cirirgicos e ndo cirargicos. Dentre os métodos cirdrgicos destacam-se: artroplastia
(reconstrucdo cirargica ou substituicdo de uma articulagdo por um implante) (Jackson &
Nordentoft, 2010), artroscopia (procedimento endoscOpico, minimamente invasivo,
atraveés do qual se examina e, por vezes, se realiza o tratamento dos danos do interior de
uma articulacéo) (Jackson & Nordentoft, 2010) e enxerto osteocondral (operacao na qual
uma pequena amostra de cartilagem saudavel com parte do tecido ésseo subjacente é
retirada de uma area doadora e implantado no site do destinatario) (Sefat et al., 2019). A
desvantagem dos procedimentos citados sdo mobilidade reduzida, perda de parte de
tecido saudavel durante o processo e, em alguns casos, dor local (Vinatier & Guicheux,
2016). Além do risco cirargico.

Os tratamentos ndo cirdrgicos incluem exercicios fisicos (fisioterapia) e utilizacao
de medicamentos (B. R. Costa et al., 2017). Os exercicios fisicos ajudam a aumentar a
mobilidade da articulacdo e na reparacdo da cartilagem, e, no caso do tratamento
farmacoldgico, sdo utilizados medicamentos analgésicos e agentes anti-inflamatérios ndo
esteroides e esteroidais. A maioria dos medicamentos & base de esteroides, com 0 uso
prolongado causam danos a longo prazo no figado e Sindrome de Cushing, quando
administrados por via oral e, portanto, ndo é a primeira escolha do tratamento (Page,
Hinman, & Bennell, 2011; Sostres et al., 2010).

O tecido 06sseo é um tecido dindmico em constante remodelamento; tem por
fungdo: suportar partes moles, proteger Orgdos, armazenar ions, apoiar musculos e
produzir células sanguineas. E um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por

células e material extracelular calcificado (Portinho et al., 2008).



A osteoporose é uma doenca esquelética progressiva, caracterizada pela
fragilidade dssea e deterioracdo da arquitetura do tecido 6sseo, com consequente aumento
da suscetibilidade & fratura, sendo a ocorréncia de fraturas por baixo impacto, o principal
desafio clinico (Mora-Raimundo et al., 2017). Os tratamentos atuais para essa doenca tém
algumas restricbes, como a adequacdo e seguranca a longo prazo, sendo que ainda néo
existe solucdo satisfatoria para o enfraquecimento 6sseo da osteoporose (Mora-Raimundo
et al., 2017). Na maioria das fraturas dsseas, a regeneracao ocorre sem a necessidade de
intervencdes, devido a capacidade do osso de auto reparo. Todavia, algumas lesbes
maiores necessitam de intervencgdes cirurgicas (Mora-Raimundo et al., 2017).

Devido a complexidade da cartilagem e do tecido 6sseo em termos de reparo, das
causas primarias desconhecidas, de doencas degenerativas e das cargas mecanicas que
ocorrem naturalmente, os tratamentos existentes para doencas que acometem esses tecido
ndo podem ser aceitos como curas absolutas (Perera et al., 2012; Rahmati et al., 2016).
Apesar de grandes feitos terem sido alcangados, ainda ndo existem biomateriais
clinicamente aprovados e especificamente adaptados para aplicagcdes na regeneracao do
tecido cartilaginoso e 6sseo, sendo necessario o desenvolvimento de biomateriais capazes

de restabelecer a regeneracdo normal da cartilagem.

3.2 Atorvastatina

A ATV é um agente redutor de lipideos sintéticos de grande importancia
medicinal, comercializado pela primeira vez pela Pfizer, sendo prescrito para o controle
do colesterol (Wan, Lu, Dalai, & Zhang, 2009). Sua molécula pode ser visualizada na
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Figura 1: Molécula da Atorvastatina Célcica (ZHANG et al., 2009).



Atorvastatina faz parte da classe farmacoldgica das estatinas, que sdo farmacos
frequentemente prescritos para o combate ao colesterol, exercendo seus efeitos através da
inibicdo da HMG-CoA redutase, enzima fundamental na sintese do colesterol. Ao inibi-
la, reduz o colesterol tecidual e ha um aumento na expressdao dos receptores de
lipoproteina de baixa densidade (LDL, do inglés low density lipoprotein), diminuindo a
circulagio dessa lipoproteina no sangue. E indicada para tratamento da
hipercolesterolemia (aumento da quantidade de colesterol no sangue) isolada ou
associada a hipertrigiceridemia (aumento dos niveis sanguineos de triglicérides), sendo
também utilizada na reducdo dos niveis sanguineos de lipoproteina de alta densidade
(HDL, do inglés high-density lipoprotein), inclusive de transmissdo genética/familiar
(Sonje et al., 2010)

A ATV é rapidamente absorvida apds a administracdo oral, sendo que a fracéo
absorvida e a biodisponibilidade absoluta sdo apenas cerca de 30% e 12%,
respectivamente (Sonje et al., 2010). Tal fato deve-se devido a uma depuracdo pré-
sistémica na mucosa gastrointestinal e/ou metabolismo de primeira passagem hepética
(Shete, Puri, Kumar, & Bansal, 2010; Zhang et al., 2009). Esse farmaco atinge
concentragdes maximas de plasma entre 1 a 2 horas e possui tempo de meia vida de 14
horas, porém a meia-vida da atividade de inibicdo da HMG-CoA redutase € 20-30 horas
devido a presenca de metabolitos ativos derivados desse farmaco que possuem maior
duracdo. Tem sua biotransformacao hepatica e sua excre¢éo biliar, majoritariamente, mas
é excretada também pela via urinaria (cerca de 2%) (Suave, Coelho, Amico, & Pezzin,
2009).

Em geral, os efeitos colaterais da ATV sdo bem tolerados e uma grande quantidade
de dados clinicos tem demonstrado a seguranca da utilizacdo de altas doses desse
medicamento, o que justifica a sua vasta utilizacdo (Schachter, 2005). Além de moderar
as concentrac6es plasmaticas de outros lipidios, incluindo triglicerideos e HDL-C (Korani
etal., 2019; Wen et al., 2019), reduzem a incidéncia de doencas cardiovascules (Gazzerro
et al., 2012; Korani et al., 2019), coronérias (Brugts et al., 2009; Vaquero et al., 2007) e
cerebrovasculares (Brugts et al., 2009).

Sabe-se ainda que as ATV tém uma série de efeitos benéficos que independem
das suas propriedades modificadoras sobre 0 metabolismo lipidico, os chamados efeitos
pleiotrdpicos, incluindo o anabolismo dsseo, agdes vasodilatadoras, antitrombdticas,
antioxidantes, anti-inflamatérias e imunossupressoras (Bone et al., 2007; Zeybek et al.,

2011). Gupta et al. (2008) mostrou que esse farmaco foi capaz de aumentar os niveis de



vitamina D em 33% e causou um estimulo na densidade mineral 6ssea (DMO) em
pacientes com doengas cardiovasculares, sendo medida no colo do fémur, coluna
vertebral e corpo inteiro. Em 2002, Pasco observou em estudo retrospectivo de controle
de casos, que o uso de estatinas estava associado a uma reducdo de 60% no risco de
fraturas Osseas, ao avaliarem 1.375 mulheres de idade entre 50 e 95 anos (Pasco,
Kotowicz, Henry, Sanders, & Nicholson, 2002).

CHAN (2000) realizaram um estudo caso-controle com informacGes obtidas em
servicos de saude nos Estados Unidos. Neste estudo verificaram os casos de mulheres
idosas com diagndstico de fratura déssea nao patoldgica (928 casos), que foram
combinados com os de pacientes-controle sem fraturas no periodo de um ano (2.747).
Mulheres com histérico de 13 meses ou mais de uso de estatinas mostraram 45 a 52% de
reducdo no risco de fraturas.

O mecanismo para essa diminuicdo de risco de faturas ainda ndo esta esclarecido,
assim, somente novas pesquisas poderdo elucidar a ac¢do dos inibidores da HMG-CoA
redutase no tecido 6sseo e comprovar sua utilizacdo na regeneracdo desse tecido, podendo

vir a atuar na reparacdo de defeitos 6sseos.

3.3 Engenharia Tecidual

A engenharia de tecidos, campo de pesquisa surgido na década de 1990, foi
definida por Langer e Vacanti em 1993 como “um campo interdisciplinar que aplica os
principios da engenharia e das ciéncias da vida ao desenvolvimento de substitutos
biologicos que restauram, mantém ou melhoraram a funcéo do tecido” (Langer & Vacanti,
n.d.; Vinatier & Guicheux, 2016).

A engenharia de tecidos € um campo de estudo emergente que combina 0s
principios de engenharia e ciéncias biologicas para desenvolver substitutos bioldgicos
que possam restaurar notavelmente as fungdes dos tecidos alterados (Bernhard & Vunjak-
novakovic, 2016; Langer & Vacanti, n.d.). E baseada em uma associacdo de biomateriais,
células e fatores biol6gicos ou ambientais, também conhecida como "triade da engenharia
de tecidos"(Sci, 2017). A engenharia de tecidos beneficiou-se grandemente dos recentes
avancos na engenharia de materiais e na compreensdo do papel dos fatores de crescimento
e das células-tronco na regeneracéo de tecidos (Singh, Ramakrishna, & Singh, 2017). Séo

utilizadas como ferramentas essenciais nessa area as células, biomateriais e os fatores de
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crescimento (Bernhard & Vunjak-novakovic, 2016). Com o objetivo de auxiliar a
regeneracdo e restauracdo dos tecidos lesados, gerando substitutos biol6gicos capazes de
reparar, conservar ou aperfeicoar o desempenho e atividade dos mesmos, aprimorando e
desenvolvendo novas terapéuticas e fabricando novos biomateriais (Singh et al., 2017).

Em geral, a engenharia de tecidos combina células e biomateriais para a
construgdo de um novo tecido, replicando o microambiente do mesmo (Lanza et al.,
2013). Assim, temos a formacdo da triade da engenharia de tecidos, composta pelas
células, biomateriais e fatores de crescimento. Nela, as celulas sdo responsaveis por
sintetizar a matriz do novo tecido. Os scaffolds sdo formados por matrizes porosas, que
fornecem um suporte fisico e ambiente apropriado para as células proliferarem e
adquirirem uma conformacdo semelhante a que tém nos érgdos e tecidos do organismo
(C. Silva & Revisao, 2010). Com o intuito de ajudar a proliferacdo e diferenciacao celular
podem ser adicionados nesses materiais fatores de crescimento como uma diversidade
de proteinas, condrocitos ou mesmo farmacos (Bernhard & Vunjak-novakovic, 2016;
Langer & Vacanti, n.d.; Rezende et al., 2000).

3.4 Biomateriais

Biomateriais sdo substancias ou combinacdes de substancias sintéticas ou
naturais, projetados para substituirem parte ou integralmente a funcao organica de forma
segura, econdmica e aceitavel fisiologicamente, agindo em contato direto com tecidos
vivos e com sistemas biologicos. Podem ser de uso temporario ou definitivo, os quais
visam tratar ou substituir, parcial ou totalmente, qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do
corpo (Carlos et al., 2010; Oliveira, Oliveira, Machado, & Rosa, 2010).

Os biomateriais devem satisfazer alguns requisitos tais como: biodegradabilidade
para a reconstrucao de um tecido sem inflamacéo; biocompatibilidade para que o material
execute uma resposta apropriada numa determinada aplicacdo, sem a obtencédo de reacGes
adversas quando este entra em contato com o0s tecidos vivos; 0s seus produtos de
degradacdo ndo devem ser toxicos nem devem provocar inflamacao e devem ser retirados
do corpo através das vias metabolicas; auséncia de toxicidade, mutagenicidade,
genotoxicidade e carcinogenicidade; facilidade de manipulacdo, reprodutibilidade e
processamento em larga escala (Ghasemi-Mobarakeh, Kolahreez, Ramakrishna, &
Williams, 2019).
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O comportamento fisiolégico do biomaterial pode ser classificado em:
bioreabsorviveis (lentamente decompostos pelo organismo e gradualmente substituidos),
biotoleraveis (s&o aceitos pelo organismo, porém, normalmente, sdo isolados dos tecidos
adjacentes pela formacgdo de tecido fibroso), bioativos (ficam em contato direto com
tecidos vivos pela presenca de ions no biomaterial, que estabelecem unido entre os tecidos
e 0 material implantado, estimulando o crescimento celular) e bioinertes (materiais que
apresentam uma resposta interfacial minima que néo resulta na ligacdo ou na rejeicdo do
tecido hospedeiro, formando uma cépsula fibrosa ndo aderente ao redor do material)
(Ghasemi-Mobarakeh et al., 2019; Hudecki, Kiryczyn, & Los, 2019).

A biocompatibilidade ¢ um dos requisitos mais importantes na engenharia de
tecidos, pois relacionam a interacdo das células e/ou sua adesao a superficie do material
(C. Silva & Revisdo, 2010). Existem trés caracteristicas da superficie dos materiais que
sdo relevantes nos estudos de biocompatibilidade, estas séo: a topografia, a composi¢édo
quimica e a energia de superficie (C. Silva & Revisdo, 2010). Essas caracteristicas
correspondem a primeira fase na interacdo da célula com o biomaterial porque conseguem
determinar a capacidade das células de se diferenciarem ou ndo em contato com o
implante. Caso as células se diferenciem, provocam a reconstituicdo do tecido original
(C. Silva & Reviséo, 2010).

As caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas dos materiais condicionam as
interacdes entre as células e os materiais. Uma das explicacdes plausiveis para que isto
aconteca € que algumas regides da membrana celular lipidica sdo muito hidratadas e
tendem a desenvolver contatos com superficies igualmente hidratadas (C. Silva &
Revisdo, 2010).

Na engenharia de tecidos os biomateriais incluem os seguintes tipos: polimeros,
ceramicos, compdsitos e metais. Sendo que os polimeros sdo 0s mais utilizados nessa
area, especialmente para tratar doencas que acometem a cartilagem, devido as suas
semelhancas, uma vez que apresentam as caracteristicas estruturais do tecido e também
oferecem uma elevada versatilidade nas propriedades mecéanicas (Chen, Liang, & Thouas,
2013).

Os polimeros sdo classificados de acordo com sua origem em: naturais, cuja
vantagem é de serem reconhecidos biologicamente pelo organismo, e sintéticos, tem a
vantagem de serem produzidos de forma reprodutivel em larga escala (Oliveira et al.,

2010). Podem ser utilizados para substitui¢do de tecidos moles ou rigidos pois apresentam
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varia¢Oes na organizacdo da sua estrutura molecular, propiciando a obtencdo de diversas
propriedades para aplicagdes especificas (Oliveira et al., 2010).

Ao considerar os beneficios dos biomateriais naturais, segundo a literatura, o foco
das pesquisas se direcionou no uso de polimeros como colageno (Li, Xing, Jiang, Ding,
& Li, 2009; Suave et al., 2009), fibroina de seda (Saghazadeh et al., 2018; Villanova,
Oréfice, & Cunha, 2010), quitosana (Kamaly, Yameen, Wu, & Farokhzad, 2016; Ram et
al., 2017), gelatina (Pachuau, 2015), &cido hialurdnico (Sinha et al., 2004) e alginato
(Narasimhan, 2001). Ainda assim, cabe ressaltar que, apesar das caracteristicas
interessantes dos polimeros de origem natural, tais como biodegradabilidade e o uso de
recursos renovaveis, muitos ainda ndo apresentam propriedades fisicas idénticas aos
polimeros petroquimicos (por exemplo, maior fragilidade e decomposicdo muito rapida)
e, em especial, tém custos de producéo elevados (Bastos, 2007)

Como polimeros sintéticos estdo descritos na literatura desses materiais:
polietileno, poliuretano, polimetilmetacrilato de metila, politetrafluoretileno, poliamida
66, poli(tereftalato de etileno), silicone e poli(acido lactico), policaprolactona (PCL).
Esses polimeros ja foram aplicados em diferentes superficies como articulares, vasos,
cartilagens, sutura, substituicao de tecidos moles e placas de reparagédo 6ssea (Chen et al.,
2013; Willerth & Sakiyama-elbert, 2018). Algumas das vantagem do uso desses
polimeros sdo menor custo de producdo, lenta degradacdo e facilidade de
reprodutibilidade (Franchetti & Marconato, 2006).

Embora haja uma variedade de biomateriais sendo explorada, neste momento,
nenhum deles englobam todas as propriedades ideais para utilizacdo em cartilagem e
tecido 6sseo (Carlos et al., 2010; Oliveira et al., 2010).

3.5 Policaprolactona

A poli (e- caprolactona), ou policaprolactona € um polimero sintético, cuja
estrutura quimica é apresentada na Figura 2. Pode ser preparado por polimerizacdo via
abertura de anel do mondémero de e-caprolactona através do uso de catalisadores
anidnicos, catidnicos e de coordenacdo ou também por polimerizacdo via abertura do

mesmo anel por radicais livres (Sasmazel, 2016).
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Figura 2: Estrutura da poli(e-caprolactona) (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

O polimero que apresenta regifes com alta cristalinidade, o que garante um pico
de fusdo bem definido e intenso. Apresenta como caracteristicas especiais um carater
hidrofébico permitindo que sua estrutura final permaneca inalteravel na presenca de agua,
uma baixa ordem de toxicidade, baixo ponto de fusdo (50-60 °C), temperatura de
transicdo vitrea abaixo da temperatura ambiente (-60°C), grande miscibilidade ou
compatibilidade mecéanica com outros tipos de polimeros, baixa viscosidade e densidade
no valor de 1,13 g/cms (Amass, Amass, & Tighe, 1998).

As propriedades de baixa viscosidade e grande miscibilidade tornam esse
polimero um bom auxiliar de processamento de polimeros, reduzindo assim a temperatura
de transicao vitrea e 0 modulo de elasticidade de blendas poliméricas (mistura de dois ou
mais polimeros) (Morais, Guimarées, & Elias, 2007).

O PCL € um polimero soltvel em cloroférmio, diclorometano, tetracloreto de
carbono, benzeno, tolueno, ciclohexanona e 2- nitropropano em temperatura ambiente.
Além disso, possui uma lenta solubilidade em acetona, 2- butanona, acetato de etila,
dimetilformamida, acetonitrila e é insolivel em alcool e em éter dietilico (Morais et al.,
2007).

As aplicacbes desse polimero sdo diversas, como: em sistemas para liberacao
controlada de farmacos; recobrimento de canulas uretrais; e na engenharia tecidual, em
tecido epidérmico, muscular, ésseo e cartilaginoso (Oladapo, Zahedi, & Adeoye, 2019;
Salmoria et al., 2016; Sasmazel, 2016; Williams et al., 2005).

Devido a biocompatibilidade (Dash & Konkimalla, 2012) e a biodegradabilidade
(Woodruff & Hutmacher, 2010) do PCL, esse € extensivamente estudado para
administracdo controlada de medicamentos e aplicacfes de engenharia de tecidos em
véarias formulagcfes. Sua compatibilidade com uma ampla gama de medicamentos permite
a distribuicdo uniforme de medicamentos na matriz de formulagdo (Woodruff &

Hutmacher, 2010). Além disso, sua degradacédo a longo prazo facilita a liberagdo em até
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varios meses (Woodruff & Hutmacher, 2010). N&o é tdxico por natureza e é compativel
com varios tecidos do corpo, que o fazem um material ideal para engenharia de tecidos
(Dash & Konkimalla, 2012; Hakkarainen & Albertsson, 2002; Sinha et al., 2004). Em
uma estudo, Sinha et al. utilizou microesferas e nano formulacdes de PCL destinadas a
entrega de farmacos (Sinha et al., 2004). Salmoria e colaboradores (2016) trabalharam
com a fabricacdo de malhas reabsorviveis de policaprolactona/ ibuprofeno por moldagem
por injecdo para aplicacdo em reparo orbital ocular.

O PCL também tem propriedades mecénicas flexiveis (médulo de Young,
elasticidade, resisténcia a tracdo e alongamento no valor de quebra) que sdo adequadas
para aplicacdo paramédica, curativos, contraceptivos e odontologia (Woodruff &
Hutmacher, 2010). Isto mostra a versatilidade desse polimero na concepgdo e

desenvolvimento de produtos médicos.

3.6 Sistemas de liberagdo de farmacos

Sistemas de liberacdo modificada sdo formas farmacéuticas capazes de alterar a
taxa e o local de liberacdo dos ativos no organismo, mantendo sua concentracao
plasmatica em nivel adequado e controlando a localizacdo das moléculas ativas de forma
a obter uma maior quantidade no local desejado. Eles vém sendo cada vez mais estudados
devido as suas vantagens, tais como a promo¢éao do aumento da liberacdo do farmaco no
local de acdo e no tempo desejado e diminuicdo de efeitos colaterais causados pela
administracdo convencional do farmaco (Malam, Loizidou, & Seifalian, 2009;
Saghazadeh et al., 2018).

Em um sistema de liberacdo convencional (SLC), os niveis plasmaticos podem
atingir niveis toéxicos com a administracdo de doses maltiplas, e diminuir para niveis
abaixo do terapéutico, quando o farmaco é rapidamente metabolizado (Villanova et al.,
2010). Em um sistema de liberacdo controlada (SLCon), a concentracdo do farmaco no
sangue é mantida em niveis terapéuticos por um periodo prolongado, com minima
oscilacdo na concentracdo plasmaética (Villanova et al., 2010). Além disso, 0 uso de
SLCon pode fazer com que o farmaco seja direcionado para a célula alvo evitando os
locais indesejaveis onde exerce toxicidade, modulando assim sua distribuicdo pelos
tecidos (Villanova et al., 2010).
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Os avangos tecnoldgicos em métodos de deteccdo, separagdo, e sintese tém
permitido a descoberta de novos agentes terapéuticos (Pignatello et al., 2009). No entanto,
muitos desses agentes apresentam caracteristicas que impedem ou dificultam sua eficacia
em sistemas bioldgicos (Li et al., 2009), tais como a répida degradacéo do principio ativo,
baixa solubilidade em meio bioldgico, efeitos adversos decorrentes da acdo do farmaco
em sitios inespecificos e necessidade da sua utilizacdo em altas dosagens. Neste sentido,
os dispositivos de liberagdo modificada permitem melhorar o desempenho de
formulac6es de medicamentos ja existentes, além de possibilitar o uso de novos farmacos
que apresentam incompatibilidades quanto a sua utilizacdo em meio biol6gico, fazendo
com que a eficécia terapéutica seja atingida (Suave et al., 2009).

Os polimeros tém tido um papel importante no avanco das tecnologias de
liberacdo de farmacos, proporcionando a liberagdo controlada de agentes terapéuticos em
doses constantes por longos periodos (Liechty, Kryscio, Slaughter, & Peppas, 2010).
Sistemas de liberacdo de farmaco a base do polimero PCL tém sido relatados na literatura
para diferentes aplicacfes, como a utilizacdo de implantes desse polimero carreados com
ibuprofeno para reparo orbital (Salmoria et al., 2016), utilizacdo de nanoparticulas de
PCL contendo alendronato no tratamento de osteoporose (Miladi, Sfar, Fessi, & Elaissari,
2015) e producdo de stents para tratamento de cancer utilizando PCL, 5-Fluorouracil e
paclitaxel (Rong, Chen, Guo, Lei, & Shen, 2012).

Em sistemas poliméricos, a liberacdo é afetada por parametros como: peso
molecular (Mw, do inglés molecular wheight), temperatura de transicdo vitrea (Tg, do
inglés glass transition temperature), cristalinidade, solubilidade e taxa de degradacdo do
polimero (Saghazadeh et al., 2018). A Tg define a temperatura na qual as regides amorfas
passam do estado vitreo para o estado borrachoso. Em temperaturas mais baixas que a
Tg, as regides amorfas sdo vitreas e possuem uma difusividade limitada. Acima da Tg, as
regibes amorfas tém uma maior mobilidade e uma difusividade significativamente maior,
levando a uma maior taxa de liberacdo (Saghazadeh et al., 2018). O peso molecular do
polimero tem um efeito direto na Tg, na viscosidade, na cristalinidade, nas propriedades
mecanicas e na taxa de degradacdo (Saghazadeh et al., 2018). A proporcdo
hidrofilica/hidrofébica do polimero também tem um impacto na liberacdo. As particulas
poliméricas hidrofobicas passam pela erosdo da superficie, enquanto as particulas
poliméricas hidrofilicas incham e a degradacdo ocorre dentro da massa do polimero,

liberando assim o farmaco (Kaushal, Gupta, & Bansal, 2004).
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A liberacdo de farmacos de matrizes poliméricas envolve processos de
transferéncia de massa e diferentes mecanismos podem ser observados. Exemplos a serem
citados sdo a difusdo de &gua no sistema, a difusdo da farmaco para fora do sistema, a
dissolucdo do farmaco, o inchamento do polimero, o relaxamento da cadeia polimérica,
a erosdo da matriz polimérica inicial, entre outros fenbmenos (Siepmann & Siepmann,
2012). E possivel que alguns desses processos ocorram em sequéncia, com um deles
sendo mais lento que os outros, sendo, portanto, a etapa limitante da sequéncia de
liberacdo do farmaco. Dessa forma, a descricdo matematica do processo de liberagao pode
ser simplificada através da consideracdo do transporte de massa apenas na etapa lenta
(Siepmann & Siepmann, 2012).

Para descrever diversos casos de difusdo de matéria ou energia em um meio no
qual inicialmente ndo existe equilibrio quimico ou térmico € utilizada a lei de Fick
(Equagéo 1), podendo ser usada para a quantificagdo e avaliacdo do transporte de massa
por difusdo (Siepmann & Siepmann, 2012).

F=— % (Equacdo 1)
0x

Sendo F a taxa de transferéncia de massa (fluxo), dc/ dx o gradiente de
concentracdo das espécies envolvidas e D o coeficiente de difuséo.
A segunda lei de Fick, derivada da Equacdo 1 , leva em consideracdo o balanco

de massas, e esta apresentada na equacdo 2 (Siepmann & Siepmann, 2012).

ac 0%c 09%c 0% 3
(Equacéo 2)

at \ax2 + dy? + 0z?

Sendo ¢ a concentracdo das espécies envolvidas, t o tempo, D o coeficiente de

difusdo e x, y e z as coordenadas espaciais.

Em sistemas de liberacdo de farmacos, algumas considerac@es precisam ser feitas
antes da utilizacdo de qualquer equacdo. Para os casos mais simples as teorias sdo
baseadas nas seguintes suposi¢des (Siepmann & Siepmann, 2012):

e A etapa limitante é o transporte de massa pela difusdo (geralmente do

farmaco);
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e A condigéo sink (volume do meio pelo menos trés vezes maior do que o
necessario para se obter uma solucdo saturada do farmaco) precisa ser
atingida durante todo o tempo de liberacao;

e O dispositivo ndo pode sofrer erosdo durante a liberagdo do farmaco;

e O coeficiente de difusdo das espécies é constante;

e O inchamento do dispositivo é insignificante ou acontece rapidamente
atingindo o equilibrio;

e A resisténcia a transferéncia de massa devido a ndo agitacdo do liquido

nas fronteiras é insignificante.

A importéncia do uso de modelos matematicos para descrever a liberacdo de
farmacos dos protétipos de sistemas de liberacdo permite conhecer parametros fisicos
importantes, como o coeficiente de difusdo de farmacos, e, com isso, ajustar o sistema
antes da obtencédo do dispositivo final (DASH, MURTHY, NATH, & CHOWDHURY,
2010; G. F. Silva et al., 2019).

Com base na lei de Fick, Noyes e Whitney (1987) foi possivel estabelecer uma
relacdo fundamental para o entendimento da cinética de liberacdo e a mesma pode ser
visualizada na Equacéo 3 (DASH et al., 2010).

dc Equacédo 3
E:K(CS_CL“) (Equagao 3)

dc . . « - A
Sendo el velocidade de dissolucdo, K o coeficiente de transferéncia de massa,

Cs a solubilidade maxima no meio de dissolucdo e C; a concentragdo no tempo t.

Nernst e Brunner, em 1904, desenvolveram outra relacdo, baseada na Equacéo 3,
incluindo parametros de difusdo, area de superficie e espessura da camada de difuséo que
que interferem no processo de liberacdo do farmaco (Equacédo 4) (Manadas, Eugénia, &
Veiga, 2002).

dcC DS

EZKW(CS_CJ (4)

Sendo D o coeficiente de difusdo, S a area de superficie, h a espessura da camada

de difuséo e V 0 volume do meio de dissolucdo.



18

A partir da equacdo de Nernst e Brunner é possivel verificar se o volume do meio
de dissolucgdo é suficientemente grande, sendo t<<Cs. Caso essa condi¢do seja respeitada,
a concentracdo do soluto no solvente ndo afetard a velocidade da dissolugdo. Caso nao
seja respeitada, afetara a velocidade de dissolugcdo (Manadas et al., 2002).

A partir dessas equacdes, criaram-se modelos que investigam a cinética de
liberacdo de farmacos, que podem ser classificados em trés categorias: métodos
estatisticos, dependentes e independentes de modelo (P. J. C. da Costa, 2002).

Os métodos estatisticos baseiam-se em testes ndo-paramétricos, como o teste de
Mann-Whitney e o teste do Qui quadrado. Entretanto, também podem ser baseados em
testes paramétricos, como a analise de variancia ou o teste de t-Student. Dessa forma,
podem ser utilizados um ou multiplos tempos de dissolu¢do (DASH et al., 2010). Os
métodos estatisticos consistem na procura de diferencas significativas para a liberacdo do
farmaco em cada amostra efetuada (ANOVA ou teste de t-student) ou na procura de
diferencas significativas em séries de amostras (MANOVA) (P. J. C. da Costa, 2002). A
utilizacdo de testes estatisticos separados para cada tempo de dissolucdo provoca um erro
elevado, que pode tomar valores que ultrapassam o aceitavel. (P. J. C. da Costa, 2002).

Os métodos independentes de modelos incluem testes relacionais (baseados em
razdes entre grandezas obtidas no ensaio de liberacdo do produto de referéncia e o ensaio
de liberagdo do mesmo, usando a comparagdo no mesmo tempo) e procedimentos
emparelhados, empregados na pesquisa experimental de processos comportamentais
complexos (indices de Rescigno, o fator de diferenciacédo e o fator de semelhanca) (P. J.
C. da Costa, 2002). O indice de Rescigno € um método para comparar perfis de concentra-
cOes plasmaticas de farmaco ao longo do tempo. O fator de diferenciacdo calcula a
diferenca entre duas curvas a cada tempo de leitura, ou seja, € uma medida do erro relativo
entre as mesmas. Ja o fator de semelhanca, € definido como o logaritmo do reciproco da
raiz quadrada da soma do quadrado do erro e é uma medida do percentual de dissolucao
entre as duas curvas (P. J. C. da Costa, 2002; DASH et al., 2010). Os métodos
independentes de modelos sao descritos facilmente, entretanto, ndo possuem justificativa
cientifica (P. Costa & Lobo, 2001).

Os modelos dependentes consistem no uso de funcdes matematicas para descrever
o perfil de dissolucdo do farmaco. Esses perfis sdo avaliados de acordo com a funcgéo
escolhida (DASH et al., 2010). Para a escolha da fun¢do é comum avaliar o coeficiente
de correlagdo, R% Quanto maior o valor desse melhor o ajuste da funcéo escolhida. Porém,

nem sempre é possivel utilizar uma equacdo genérica que traduza matematicamente a
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curva de liberacdo em fungdo dos pardmetros relacionados a forma farmacéutica. Em
determinadas situacfes a equacdo pode ser deduzida a partir de uma analise tedrica do
problema, porém, na maioria das vezes, equacfes empiricas sdo mais adequadas para
descrever o processo de liberagdo (P. J. C. da Costa, 2002).

Os perfis de liberacdo de farmacos a partir de sistemas poliméricos estdo
relacionados com as propriedades fisico-quimicas tanto do proprio farmaco quanto do
polimero constituinte desse sistema. Compreender como sera a liberacdo da atorvastatina
dos filmes de PCL é de suma importancia para definir sua aplicacdo, regulacdo da taxa
de fornecimento no organismo e localizacdo espacial de liberagcdo do agente. Também
nesse sentido, a caracterizacdo dos materiais de partida e os filmes produzidos permite
conhecer e controlar propriedades para que se possa planejar formulagdes com perfis de
liberacdo especificos. Sendo assim, estudar a cinética de liberagdo do farmaco nos filmes
poliméricos assim como a caracterizacdo dos materiais que 0s comple serdo
imprescindiveis na obtencdo de um melhor sistema de liberacao.

Alguns dos principais modelos dependentes de modelos utilizados para explicar a

liberacdo prolongada séo apresentados a seguir.

3.6.1 Cinética de ordem zero

Este modelo € linear e avalia a dissolucdo de formas farmacéuticas que nao se
desintegram e liberam o farmaco lentamente. Esta relagdo, apresentada na Equacdo 5,
pode ser utilizada para descrever a liberacdo de farmacos em diferentes formas, como
sistemas transdérmicos, osmaticos e comprimidos revestidos (P. J. C. da Costa, 2002;
DASH et al., 2010).

Q¢ = Qo + Kot (Equacdo 5)

Sendo Q: a quantidade de farmaco dissolvido no tempo t, Qo a quantidade de
farmaco inicial na solucdo e Ko a constante de velocidade aparente de dissolu¢do ou

constante de liberacdo de ordem zero.

3.6.2 Cinética de primeira ordem
Este modelo, além de poder ser usado para descrever adsorcéo e/ou eliminacdo de
alguns farmacos, pode também ser empregado em estudos de dissolucéo. Os dispositivos

de liberacdo que utilizam esse perfil, liberam uma quantidade de farmaco proporcional a
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quantidade presente em seu interior, por unidade de tempo e, dessa forma, no decorrer da
liberacdo a quantidade de farmaco liberada diminui (P. J. C. da Costa, 2002). Esta relacdo
(Equacdo 6) pode ser utilizada para descrever sistemas que possuem farmacos sollveis
em agua ou que estdo condicionados em matrizes porosas (DASH et al., 2010).

Q¢ = Qoe ¢ (Equacao 6)

De forma similar a Equacdo 5, Q:€ a quantidade de farmaco liberada no tempo t,
Qo a quantidade inicial de farmaco na solucdo e Kia constante de liberacdo de ordem um.

3.6.3 Modelo de Higuchi

O modelo de Higuchi foi desenvolvido por Takeru Higuchi e baseia-se na primeira
lei de Fick. Este modelo tem sido utilizado para descrever a dissolugdo de farmacos em
diferentes casos, tais como sistemas transdérmicos e matrizes com farmacos soltveis em
agua. A expressao geral desse modelo esté descrita na Equacéo 7, sendo Ky a constante
de dissolucdo de Higuchi (DASH et al., 2010; Higuchi, 1961).

Q, = KHt% (Equacéo 7)

No trabalho de da Silva (2014) matrizes de Polihidroxibutirato contendo
metronidazol foram estudadas pensando na utilizacéo para regeneracdo de tecido guiada.
A cinética de liberacdo do antibidtico foi estudada e o0 modelo utilizado foi o de Higuchi.
Entretanto, o sistema de desviou da equacéo de Higuchi, logo foi sugerido que a relacao
de Korsmeyer-Peppas poderia mostrar melhor adequacéo para explicar o comportamento
cinético pois € frequentemente utilizada para investigar a existéncia de comportamentos

andmalos, ou seja, que diferem da difusdo fickiana (da Silva. M. A. C., 2014).

3.6.4 Modelo de Korsmeyer-Peppas

Korsmeyer e Peppas desenvolveram um modelo préprio, que é geralmente
utilizado para a analise de liberacdo de matrizes hidrofilicas e sistemas poliméricos
relacionados, sendo descrito na Equacdo 9 (P. J. C. da Costa, 2002; Korsmeyer, Gumy,
Doelker, Buri, & Peppas, 1983).
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M
= arr ©)

Sendo a relagdo M¢/M., a fracdo do farmaco liberada ao longo do tempo t, a
representa uma constante cinética fixa que engloba as caracteristicas geométricas e
estruturais da forma de liberacdo e n é o expoente de liberagdo, que caracteriza diferentes
liberagBes para matrizes em formato cilindrico.

Peppas (1985) definiu o valor de n de acordo com os diferentes mecanismos de
liberacdo. Sendo assim, para a difusdo em sistemas planos (modelo de Fick), n =<0,5, ja
para os sistemas que ndao seguem a lei de Fick, os valores de n s&o mais elevados, entre
0,5e 1,0 (P.J. C. da Costa, 2002).

No trabalho de Yassue-Cordeiro e colaboradores (2015), zeolitas foram
submetidas a troca idnica ou impregnacdo com prata e posteriormente adicionadas em
filmes de quitosana para a confeccdo de curativos para queimaduras. Alem das
caracterizacbes do material produzido, também foi estudado o perfil de liberagdo das
zedlitas presentes nos filmes e os modelos de Korsmeyer / Peppas e Peppas / Sahlin foram
0s que melhor explicaram o comportamento. O expoente utilizado foi o de cinética de
liberacdo (n) abaixo de 0,5, assim com os resultados obtidos pelo modelo de Korsmeyer-
Peppas, indicando que a liberagéo da prata a partir da zeolita e do filme de quitosana nao
é primordialmente governada pelo mecanismo de difusao, indicando que a liberacdo da
prata pode ter sido dificultada por esta estar presente no filme polimérico provavelmente
na forma de nanoparticulas e estas ficarem presas no filme, justificando a dificuldade da
dissolucéo e difusdo desse metal para a solucdo simulada (Yassue-Cordeiro et al., 2015).

Oshiro Junior et al (2014) estudou o desenvolvimento de formadores de filmes
poliméricos organico-inorganico para liberacdo controlada de farmacos e tratamento de
feridas, utilizando materiais poliméricos hibridos de ureasil-poliéter, sintetizados pelo
processo sol-gel como sistema formador de filmes, contendo o farmaco modelo
sulfadiazina de prata. Neste trabalho o perfil de liberacdo do ativo foi dependente das
caracteristicas das matrizes, matrizes mais hidrofébicas como ureasil-POP (polieter
funcionalizado a base polioxido de propileno) levam a uma liberacdo lenta, devido
principalmente ao baixo intumescimento da matriz. J& a matriz mais hidrofilica ureasil-
POE (polieter funcionalizado a base de polioxido de etileno), que possui grande
capacidade de intumescer favoreceu uma liberagdo mais rapida do farmaco. O modelo

matematico que melhor se ajustou as curvas experimentais de liberacdo da sulfadiazina
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de prata a partir dos filmes poliméricos foi o descrito por Korsmeyer e Peppas pois houve
um comportamento andmalo, que nédo respeitou a lei de fick (Oshiro Junior et al., 2014).

3.6.5 Modelo de Hixson-Crowell

Este modelo foi criado por Hixson e Crowell a partir da consideragdo que a area
de uma particula regular é proporcional a raiz cubica do seu volume. Ele descreve a
liberacdo em sistemas em que ha diferenca na area da superficie e no didmetro das
particulas ou comprimidos. Dessa forma, o modelo surgiu a partir da derivacdo da
Equacdo 8 (P. J. C. da Costa, 2002; Hixson & Crowell, 1931).

1 1 ~
Wo3 — W,3 = Kt (Equacdo 8)

Sendo Woa quantidade inicial de farmaco no sistema de liberacdo, W a quantidade
de farmaco restante no sistema de liberacdo ao fim do tempo t e Ks uma constante que

incorpora a relacdo superficie-volume.
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4 MATERIAIS E METODOS

A sequéncia experimental conduzida no desenvolvimento dos filmes de

PCL/Atorvastatina € esquematicamente representada na Figura 3.

roducao dos filmes de Caracterizacao das Caraclerizacdo dos
PCLAtorvastatina [l matérias-pnimas [ filmes

!

Desenvolvimento de
combinacoes PCL/ATV
através de 2 métodos
diferentes, utilizando 4
concentracdes de farmaco.

Estudo da
liberagao e

¥ degradacdo dos
filmes de PCL/ATV

Figura 3: Representacdo esquematica da sequéncia experimental utilizada para a producéo do p6 e
subsequente preparo dos filmes.

4.1 Producao dos filmes de PCL/ATV por solvent casting

Para a producéo dos filmes foram utilizados os seguintes materiais: PCL na forma
de granulos Polymorph Mw 60000, atorvastatina (doada pela Fiocruz) e Cloroférmio P.A.
A.C.S. (estabilizado com amileno) 100% (Labsynth).

A producéo dos filmes foi conduzida por dois métodos:

Meétodo 1: Foi utilizada uma solucéo de PCL na concentracao de 10% p/v. Parao
preparo da solucdo de PCL 10% p/v, 5g do polimero foi solubilizado em 50 ml de
cloroférmio. O processo foi conduzido a temperatura ambiente, dentro da capela, com
auxilio de um condensador e sob agitacdo magnética constante (3000 rpm por 60min) em
agitador magnético digital (LAB1000, modelo LM-MS-H280-Pro).

Para a producdo dos filmes, 2ml da solucdo de PCL foi adicionada em um
recipiente retangular de silicone contendo atorvastatina nas proporc¢des de 40mg (PA4-
1), 80mg (PA8-1), 120mg (PA12-1) e 160mg (PA16-1). As misturas foram agitadas com
bastdo de vidro, continuamente por 1 minuto e deixada em repouso por 3 dias em
temperatura ambiente dentro da capela. Apds o tempo de repouso, os filmes foram

removidos do molde caracterizados.
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Meétodo 2: Foi utilizada solucdo de PCL na concentracdo de 10% p/v. Para o
preparo dessa solugdo, 0,2g do polimero foram solubilizados em 2,0 ml de cloroférmio,
junto da atorvastatina nas proporcoes de 40mg (PA4-2), 80mg (PA8-2), 120mg (PA12-
2) e 160mg (PA16-2). O processo foi conduzido a temperatura ambiente, dentro da
capela, com auxilio de um condensador sob agitagdo magnética constante (3000 rpm por
60min) em agitador magnético com aquecimento digital (LAB1000, modelo LM-MS-
H280-Pro).

Para a producdo dos filmes, 2,0 ml da solu¢do de PCL/ATV, em diferentes
proporcoes, foram adicionadas em um molde retangular de silicone. As misturas foram
agitadas com bastdo de vidro, continuamente por 1 minuto e deixada em repouso por 3
dias em temperatura ambiente dentro da capela. Ap6s o tempo de repouso, os filmes

foram removidos do molde e caracterizados.

4.2 Caracterizacao da ATV, PCL e filmes de PCL/ATV

4.2.1 Espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho (espectroscopia IR) utiliza a
regido do infravermelho do espectro eletromagnetico. Se fundamenta, basicamente, na
analise da absorcdo da radiacdo de diferentes frequéncias e sua principal funcdo é
identificar grupos funcionais em amostras organicas ou inorganicas, através dos valores
peculiares de absorcdo de cada elemento. A espectroscopia no infravermelho baseia-se
no fato de que as ligacGes quimicas das substancias possuem frequéncias de vibracdes
especificas, as quais correspondem a niveis de energia da molécula (chamados, nesse
caso, de niveis vibracionais). Tais frequéncias dependem da forma da superficie, da
energia potencial da molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e,
eventualmente, do acoplamento vibrénico (SILVERSTEIN et al., 1991).

Para investigar possiveis interacdes entre o0 PCL e a Atorvastatina nos filmes, as
amostras produzidas pelo método 1 e 2, assim como o farmaco e o polimero, foram
analisadas em espectrémetro com transformada de Fourier na regido do infravermelho
(FTIR) (Vertex 70 com Platinum ATR, Bruker - Laboratorio de Analises quimicas

IQ/UFRRJ). A andlise das amostras foi realizada sob as seguintes condi¢fes operacionais:

*  resolugdo do equipamento: 4 cm?;

* ndmero de varreduras: 64;
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* faixa de nimero de onda: 4000 — 400 cm™.

4.2.2 Difragéo de raios X (DRX)

E um fendmeno no qual os &tomos de um cristal, em virtude do seu espagamento
uniforme, causam um padréo de interferéncia das ondas presentes em um feixe incidente
de raio X. A cristalinidade de materiais poliméricos interfere em suas propriedades fisico-
quimicas e pode ser influenciada pela presenca de um segundo material, por fatores
estruturais e pelas condi¢Ges de processamento (CANEVAROLO, 2010).

Muitas das propriedades fisico-quimicas de um s6lido também variam quando a
estrutura cristalina deste € alterada. Propriedades elétricas e Opticas, dureza, ponto de
fusdo, solubilidade, densidade, estabilidade fisica e quimica sdo exemplos de
caracteristicas que podem apresentar divergéncias em formas cristalinas diferentes de um
mesmo composto. Como consequéncia, muitas das propriedades importantes para o
farmaco podem ser afetadas, dentre elas a velocidade de dissolucdo (que pode acarretar
em desvios na disponibilidade do mesmo na corrente sanguinea), a densidade aparente e
verdadeira, a morfologia do cristal, a compactacdo e o escoamento do po, estabilidade
quimica e fisica (pode ocasionar desvios de qualidade durante o processo produtivo e
influenciar o desempenho dos medicamentos) (de Araujo, Pitaluga, Antonio, Santos, &
Matos, 2012).

Com o intuito de avaliar o efeito da metodologia no grau de cristalinidade (Xc), o
PCL, a atorvastatina e os filmes de PCL/ATV, foram analisados por difracdo de raios-X.
A analise foi conduzida em difratbmetro de raios X (Rigaku, modelo Mini Flex Il —
Laboratorio de Catalise IT/DEQ/UFRRIJ) operado com a fonte Cuka (A =15,2 nm), sob

as seguintes condicdes de analise:

e velocidade: 2 graus/ min.;
e Passo: 0,02 graus;
e Tempo presente: 1 seg;

e Faixa de varredura: 26 = 2 — 60 graus.

A atorvastatina foi submetida a analise de DRX no formato de p6, enquanto que
0s materiais PA4-1, PA8-1, P12-1, PA16-1, PA4-2, PA8-2, PA12-2, PA16-2 e PCL foram

analisados no equipamento no formato de filme.
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4.2.3 Analises Térmicas (TGA e DSC)

O polimero (PCL) na forma de filme foi submetido a analise térmica a fim de se
obter dados referentes as temperaturas de cristalizacdo (Tc), de fusdo (Tm) e de
degradacéo (Tg). Com o intuito de investigar o efeito da concentragdo de atorvastatina
nos filmes, estes também foram submetidos as analises térmicas, sob as mesmas
condi¢des de analise do material polimérico, para avaliar possiveis mudangas nas

propriedades térmicas.

Andlise termogravimétrica (TGA) e DTG

A analise termogravimeétrica permite determinar a variacdo da massa da amostra
em funcdo da temperatura. Esta técnica possibilita conhecer as alteracbes que o
aquecimento pode provocar na massa de substancias, permitindo estabelecer a faixa de
temperatura em que elas adquirem composicdo quimica fixa, definida e constante, a
temperatura em que comecam a decompor, acompanhar o andamento de reacdes de
desidratacdo (perda de umidade), oxidacdo, combustdo, decomposicdo, dentre outras
(CANEVAROLO JR., 2004). Os filmes foram submetidos a anélise termogravimétrica
(modelo 550, TA Instruments — Fiocruz), onde a analise foi conduzida em atmosfera de
nitrogénio a uma taxa de aquecimento de 10°C/min até atingir 700°C. Foram obtidas
curvas de TGA e de sua derivada, DTG.

Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

O equipamento de DSC mede a variacdo de energia entre a amostra e uma
determinada referéncia em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra €
submetida a uma programacdo controlada de variacdo de temperatura. Os eventos
térmicos que geram modifica¢es em curvas de DSC podem ser basicamente transicdes
de primeira e de segunda ordem. As transi¢cGes de primeira ordem apresentam variacoes
de entalpia (Tg, Tc e Tm) e as de segunda ordem caracterizam-se pela variacdo de
capacidade calorifica. Também é possivel obter dados referentes a cristalinidade de um
material polimérico através do DSC (CANEVAROLO JR., 2004).
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Filmes de PCL puro, filmes de PCL/ATV e a ATV foram caracterizados por DSC
em um calorimetro diferencial de varredura (modelo DSC 250, TA Instruments -

Fiocruz). As amostras foram aquecidas até 210°C a uma taxa de 10 °C/min.

4.2.4 Microscopia eletronica de varredura convencional (MEV) e

espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

MEV é um tipo de microscopio eletronico capaz de
produzir imagens superficiais e subsurperficiais de uma amostra, dependendo do tipo de
detector utilizado. Devido a maneira com que as imagens sao criadas, imagens de MEV
tém uma aparéncia tridimensional caracteristica e sdo Uteis para avaliar a estrutura
superficial da amostra, avaliar aspectos topograficos e verificar a composicdo do material
que compdem as amostras (J. R. Canevarolo, 2004).

A versatilidade da utilizacdo da microscopia eletronica se encontra na
possibilidade de se captar e medir as diversas radiacbes provenientes das interacoes
elétron-amostra. Estas interacdes podem revelar informacdes da natureza da amostra
como composicdo, topografia, potencial eletrostatico, campo magnético local e outras
propriedades (Canevarolo, 2003).

Para compreender a morfologia e estrutura dos filmes de PCL/ATV, as amostras
foram observadas em microscopio de varredura convencional com filamento de
tungsténio (JEOL modelo JSM-6390LYV - Fiocruz). As amostras foram recobertas com
uma fina camada de ouro utilizando a voltagem de aceleracdo de elétrons igual a 15 KV
e magnitude de ampliacdo de imagem de 500 vezes.

Foi realizada, também, nesse microscopio, a analise de espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) para investigar a distribuicdo do farmaco no filme polimérico. A EDS
€ uma técnica analitica utilizada para a analise elementar ou caracterizacdo quimica de
uma amostra. E uma das variantes da espectroscopia por fluorescéncia de raio X que se
baseia na investigacdo de uma amostra através de interacGes entre particulas ou radiacédo
eletromagnética e matéria, analisando os raios X emitidos pela matéria em resposta a
incidéncia de particulas carregadas (J. R. Canevarolo, 2004).

Para a realizacdo das analises todas as amostras foram vaporizadas com carbono
(79 mA durante 30 segundos); Para aquisi¢do do espectro do farmaco puro, filme de PCL
e filme de PCL/ATV (PA4-2 e PA8-2) foi utilizado um feixe de 15kV e 79 mA, a uma

distancia de 10 mm e spot size de 71. A exposi¢do fo materia ao feixe foi de 30s. Ja para
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a aquisicdo dos mapas de elementos dos filmes de PCL/ATV (PA4-2 e PA8-2) utilizou-
Se 0S mesmos parametros que o anterior, no entanto foram adquiridos 500 frames e o dead
time ficou entre 17-19%. Nao foi possivel fazer aquisicdo do filme de PCL puro pois o
mesmo nao aguentou o tempo e a voltagem do feixe de exposicdo necessario para

aquisicdo dos mapas.

4.2.5 Andlise de liberacdo do farmaco presente na estrutura dos filmes de
PCL/Atorvastatina (SUV)

Para avaliar a liberacdo do farmaco, os filmes de PCL/ATV foram imersos em
cubas contendo 900 mL de solucdo tampéo fosfato (pH 7,4), com agitagédo (75 rpm) e
temperatura constante (37°C), utilizando dissolutor com aparato tipo I. A liberacdo foi
avaliada por um periodo de aproximadamente 5 dias consecutivos. O processo de
liberacdo foi acompanhado através de espectroscopia com deteccdo UV (Evolution
Tmodel 6300, Dissolution Test System — FIOCRUZ), sendo lido nos intervalos de: 5, 30,
60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 1440, 1800, 2880, 3180, 4320, 5760 e 5940 minutos. A

Figura 4 mostra o Dissolutor utilizado.
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Figura 4: Aparelho para teste de dissolucdo de bancada (Evolution Model 6300, Distek). Autoria propria.
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4.2.6 Anélise de degradagdo dos filmes de PCL/ATV apds liberacdo do

farmaco.

A resposta local in vivo dos tecidos em relacdo aos filmes depende da
biocompatibilidade do material constituinte e da degradacéo no organismo, onde o ideal
é a completa degradacdo do filme sem causar nenhum mal ao paciente e a liberacdo do
farmaco ali contido (Saghazadeh et al., 2018). No presente trabalho os filmes de

PCL/Atorvastatina foram analisamos por MEV ap6s o estudo de liberacéo in vitro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os filmes foram preparados pelo método solvent casting, e, apds a evaporacao do
solvente, os mesmos foram facilmente removidos e caracterizados. A diferenca entre 0s
métodos se torna visivel na aparéncia final das amostras, assim como as diferencas de

concentracdo de atorvastatina utilizada e podem ser visualizados na Figura 5 abaixo.

Figura 5: Filmes produzidos pelo método 1, 2 e pcl puro: (2) filme de PCL puro, (b) PA4-1, (c) PA8-1,
(d) PA12-1, (e) PA16-1, (f) PA4-2, (g) PA8-2, (h) PA12-2 e (i) PA16-2.

Os filmes produzidos pelo método 2 se mostraram mais homogéneos do que 0s
produzidos pelo método 1. Os filmes PA4-2 e PA8-2 ndo mostraram aglomerados de
farmaco ao longo da superficie como os filmes PA12-2, PA16-2 e nos filmes produzidos
através do método 1, o que pode influenciar nas caracterizacGes, liberacdo posterior além
de ndo passar em um controle de qualidade de produgéo. O filme de PCL puro mostrou

superficie lisa e com coloragdo transparente. Com a adi¢cdo do farmaco se tornou

esbranquigada.
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5.1 Analise quimica do farmaco, polimero e filmes - FTIR

Visando avaliar as possiveis interacGes intermoleculares entre o PCL e a
atorvastatina, os filmes PA4-1, PA8-1, PA12-1, PA16-1, PA4-2, PA8-2, PA12-2, PAl6-
2 e PCL puro, bem como a atorvastatina foram analisados por FTIR.

O espectro tanto da atorvastatina quanto PCL apresentaram bandas caracteristicas
que estdo de acordo com o que é reportado na literatura (E. P. Da Silva et al., 2016;
Gobmez-Lizarraga et al., 2017; Lakshmi Narasaiah et al., 2010; Sasmazel, 2016; Wan et
al., 2009), e as mesmas podem ser observadas Figuras 6 e 7, e sumarizadas nas Tabela 1

e na Tabela 2.
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Figura 6: Espectro do FTIR da ATV

Tabela 1: Bandas caracteristicas da Atorvastatina na regido do infravermelho.

Comprimento de onda (cm™) Atribuicao
3361 Estiramento da ligacdo —OH
3237 Estiramento da ligacdo —NH
2953 Estiramento da ligacdo -CH3
2873 Estiramento da ligacdo —CH
1646 Deformacao axial da ligacdo C=0 de amida
1575 Deformacdo angular da ligagcdo N-H

1433 Deformacdo de grupos funcionais C-C
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Figura 7: Espectro do FTIR do PCL

Tabela 2: Bandas caracteristicas do PCL na regido do infravermelho.
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Comprimento de onda (cm™)

Atribuicao

2949
2865
1727

1297

1257
1166
1104

Deformacao axial assimétrica da ligacdo CH>
Deformacao axial simétrica da ligacdo CH>
Deformacao axial da carbonila (C=0)
Deformacdo axial da ligacdo C-O e C-C na fase
cristalina
Deformacdo axial assimétrica da ligacdo COC
Deformacao axial da ligacdo OC-O

Deformacao axial simétrica da ligacdo COC
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Figura 8: Espectros de FTIR dos filmes, do PCL e Atorvastatina utilizando método 1. As linhas
pontilhadas indicam algumas das bandas caracteristicas dos materiais puros.
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Figura 9: Espectros de FTIR dos filmes, do PCL e Atorvastatina utilizando método 2. As linhas
pontilhadas indicam algumas das bandas caracteristicas dos materiais puros.

Nas Figuras 8 e 9, os filmes produzidos por ambas metodologias obtiveram
resultados semelhantes entre si nos espectros, mostrando que ndo sofreram altracGes
significativas durante o processo. Caso houvesse uma interacdo direta entre 0 ATV e 0
PCL, esperava-se alteracdes nas bandas referentes ao polimero e ao farmaco devido a
solubilizacdo separada (metodo 1) e em conjunto (método 2), deslocamento de bandas,
desaparecimento de picos caracteristicos devido a interagdes entre ambos. No entanto
foram observados picos referentes a PCL e a ATV em todos os filmes preprardos.

Na regido compreendida entre 3700 cm™ e 2600 cm as bandas caracteristicas da
ATV séo melhor observadas nos filmes produzidos com maior concentracdo do farmaco,
como nas amostras PA12-1, PA16-1, PA12-2 e PA16-2, enquanto nas amostras com PA4-
1, PA8-1, PA4-2 e PA8-2 os picos foram menos aparentes (Figuras 8 e 9). De acordo com
a literatura, a banda relacionada ao grupamento amino da atorvastatina ocorre por volta
de 1649 cm™ para (C = 0), 1578 cm™ para (CN) (E. P. Da Silva et al., 2016), sendo
valores semelhantes aos encontrados no presente trabalho (1646 para ligacdo C=0 e 1575

para CN). Quando esta banda é deslocada para um comprimento de onda menor é um
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indicativo de que ligacdes hidrogénio foram formadas entre o farmaco e o polimero (E.
P. Da Silva et al., 2016).

A regido do espectro de 1900 cm™ a 1350 cm™ abriga as bandas C=0 de amida
primaria a aproximadamente 1646 cm™ e de -NH; por volta de 1575 cm™ da ATV (E. P.
Da Silva et al., 2016). Nas Figuras 8 e 9 € possivel notar que somente os filmes PA12-1,
PA16-1, PA12-2 e PA16-2 evidenciam esses picos, mostrando que dependendo da
concentracdo de farmaco utilizada esses picos podem ndo aparecer.

K.K. Gémez-Lizérraga e colaboradores (2017) também observaram bandas de
absorcdo caracteristicas do PCL, como estiramento assimétrico de CH, em 2943 cm™,
estiramento simétrico de CH, a 2865 cm™ e alongamento de carbonila (C = O) em torno
de 1720 cm™, assim como observado neste trabalho (Figura 7).

A andlise do espectro na regido de 1300 cm™ a 950 cm™ mostrou uma reducéo da
banda atribuida a regido cristalina do PCL referente ao grupo funcional éster, que
normalmente estd em 1257 e 1055 cm™, proporcionalmente ao aumento de atorvastatina
nos filmes, indicando alguma interacéo entre o grupo funcional do polimero e o farmaco,
como ligacdes de hidrogénio. Em regides onde ocorrem bandas intensas referentes ao
PCL, como regides entre 1257 cm™ a 1066 cm™, com bandas relacionadas ao estiramento
da ligacdo C — O do grupo eéster, picos referentes ao farmaco ndo foram observados
(Figuras 9 e 10).

As amostras PA12-1, PA16-1, PA12-2 e PA16-2 apresentam as bandas
caracteristicas do polimero e do farmaco, com pequenas diferencas, devido,
provavelmente, as metodologias diferentes. Esses resultados sugerem que nas amostras
PA12-1, PAL16-1, PA12-2 e PA16-2 houve menos interacdo do farmaco com o polimero,
0 que para a area farmacéutica pode ser uma desvantagem, visto que haverd menor

controle na liberacdo do farmaco

5.2 Andlise de Cristalinidade das particulas do farmaco, filme de PCL puro e
filmes PCL/ATV - DRX

Com o intuito de estudar como a metodologia e a composicdo poderiam alterar a
cristalinidade, os filmes produzidos pelos métodos 1 e 2, o filme de PCL puro e a ATV
foram analisados por DRX e os difratogramas séo apresentados nas Figura 10, 11, 12 e
13
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Figura 10: Difratograma de raios X da atorvastatina: I (20 = 9,24° ¢ 9,59°), 11 (26 = 10,37°), 111 (20 =
11,96° e 12,30°), IV (26 = 17,05°), V (20 = 19,57°) VI (20 = 21,65°) e VII (20 = 22,78°, 23,40°, 23,81°)
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Figura 11: Difratograma de raios X do filme de PCL: | (26 =22,2) e II (26 = 25,2)

O difratograma da ATV e o do filme PCL apresentaram picos de acordo com o

reportado na literatura (Rong et al., 2012; Woodruff & Hutmacher, 2010). Um ponto
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importante para ser ressaltado é que o0s picos importantes tanto da atorvastatina quanto do
filme de PCL ocorrem na mesma regido, podendo se sobrepor uns aos outros. Logo o pico
encontrado proximo aos 22° pode ser tanto referente ao pico 26=21,65° da atorvastatina
(VI) ou 20=22,5° da PCL (I) (Figuras 10 e 11).

Intensidade (contagens/s)
[ o
2
—— } s

T T T T T T T T T T
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26 (graus)
Figura 12: Difratograma de raios X da ATV, PCL e dos filmes obtidos através do método 1, com

solubilizacdo do farmaco: PA4-1 (40mg de ATV), PA8-1 (80mg de ATV), PA12-1 (120mg de ATV) e
PA16-1 (160mg de ATV).
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Figura 13: Difratograma de raios X da ATV, PCL e dos filmes obtidos através do método 2, com
solubilizacdo do farmaco: PA4-2 (40mg de ATV), PA8-2 (80mg de ATV), PA12-2 (120mg de ATV) e
PA16-2 (160mg de ATV).

Para os filmes, produzidos por qualquer um dos métodos, os picos relacionados
ao PCL séo claramente observados, enquanto os picos relacionados a atorvastatina, em
20=22,78°, 23,40°, 23,81° (VI1), s6 s@o observados nas amostras com maior concentragdo
do farmaco (PA12-1, PA16-1, PA12-2 e PA16-2). Nos filmes produzidos pelo método 1,
o pico (1) relacionado a PCL teve sua intensidade reduzida com a presenca do farmaco,
sugerindo que 0 mesmo possa estar interferindo na cristalinidade do polimero (figura 12).
Em todos os filmes produzidos, foram observados os picos referentes a PCL.

De acordo com Sefat et al. (2019)a sobreposicdo dos picos pode ser atribuida ao
aumento do espaco interplanar de ambas as fases. Dessa forma, evidencia-se a
possibilidade de alguma interacdo entre os grupos hidroxilas presentes na ATV e grupos
carbonilicos da PCL. Minimas diferencas sdo observadas no difratograma dos filmes
quando comparados aos materiais iniciais puros, podendo ter ocorrido devido alteracGes
na estrutura cristalina do polimero. Essas diferencas vistas nas amostras podem afetar a

liberacdo do farmaco (Jeong, Lee, & Cho, 2003).
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5.3 Analise térmica do farmaco, polimero e filmes - TGA, DTG e DSC.

A atorvastatina, o PCL e os filmes contendo ambos foram termicamente
analisados por TGA e DSC visando obter informagdes sobre a estabilidade térmica
através da analise da temperatura de degradacdo e sobre a ocorréncia de alteracdo na
cristalinidade do farmaco e das transi¢fes térmicas desses materiais.

Nas figuras 14, 15, 16 e 17 s&o apresentados, respectivamente, as curvas de TGA
e DTG da PCL (Figura 14), ATV (figura 15), dos filmes produzidos pelo método 1 (figura
16), e dos filmes pelo método 2 (figura 17).

Referente ao filme de PCL, a curva de TGA (Figura 14), mostrou que o inicio da
degradacdo do mesmo ocorreu em torno de 390 °C. Essa temperatura é definida como a
menor temperatura na qual pode ser detectado o inicio da perda de massa (Ti). A Tf,
temperatura final de degradacdo do PCL, foi aproximadamente, 490 °C. Também consta
a derivada da curva de decomposicéo térmica, onde € possivel observar que a temperatura
em que a degradacdo do PCL e maxima é de, aproximadamente, 448 °C, apresentando
um Unico estagio de perda de massa.

Na literatura esta descrito que o filme de PCL degradou completamente em um
unico estagio, com pico de degradacdo maxima em torno de 430°C. Esse estagio
corresponde a despolimerizacdo da PCL a partir das extremidades da cadeia polimérica,
com os grupos terminais hidroxila formando a e-caprolactona (Canbolat, Celebioglu, &
Uyar, 2014; Tous, Ruseckaite, & Ciannamea, 2019). Assim, os valores de Tie Trobtidos
no presente trabalho variaram em, aproximadamente, 20 °C, em relacdo aos trabalhos

encontrados na literatura.
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Figura 14: Curvas de TGA e DTG da PCL, respectivamente

A decomposicdo do farmaco ocorreu em etapas, como é possivel visualizar na
figura 15. A curva referente a atorvastatina tem padrdo compativel com a literatura, como
pode ser observado nos trabalhos desenvolvidos por Kim et. al (2008) e Zhang et.al
(2009), onde sdo observadas 3 regifes de perda de massa relativas. Apds o aquecimento,
a ATV sofre uma pronunciada perda massa na regido de 75-140°C, que pode ser atribuida
a perda de trés moléculas de agua, indicando a forma tri-hidratada (Kim et al., 2008;
Zhang et al., 2009). Pode-se observar também, na curva de TGA, que a maior perda de
massa se da apds 200°C, devido a degradacdo do farmaco, sugerindo assim que é possivel

trabalhar até essa temperatura sem que haja degradagéo térmica.
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Shete et. al. (2010) obtiveram em suas curvas termogravimétricas da ATV
resultados semelhantes a este trabalho. Segundo os autores, a primeira e a segunda etapa
foram relacionadas a perda de &gua, sendo a primeira relacionada a perda de agua ligada
e a segunda a perda de &gua de hidratacdo. A primeira etapa se deu entre 80-125°C e a
segunda na faixa de 141 a 147 °C. Esses dados corroboram com 0s observados neste
trabalho, em que a primeira perda de &gua se deu na faixa de 50-120 °C e a segunda na
faixa de 140-144 °C.
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Figura 15: Curvas de TGA e DTG da ATV, respectivamente
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Figura 16: Termograma de TGA e DTG da ATV, PCL e dos filmes de PCL/ATV utilizando o método 1:
PA4-1 (40mg de ATV), PA8-1 (80mg de ATV), PA12-1 (120mg de ATV) e PA16-1 (160mg de ATV).
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Figura 17: Termograma de TGA e DTG da ATV, PCL e dos filmes de PCL/ATV utilizando o método 2:
PA4-2 (40mg de ATV), PA8-2 (80mg de ATV), PA12-2 (120mg de ATV) e PA16-2 (160mg de ATV).

Nas tabelas 3 e 4 sdo apresentados os valores de temperatura onde a degradagéo

térmica € maxima nos filmes produzidos por ambos 0os métodos.
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Tabela 3: Valores de temperatura onde a degradacéo térmica ¢ maxima nos filmes obtidos com base na
curva de DTG dos filmes de PCL.

Amostra T (°C)
PCL 430,57
PA4-1 426,24
PA8-1 423,69
PAl12-1 438,55
PA16-1 422,86
PA4-2 417,64
PA8-2 430,27
PA12-2 427,96
PA16-2 419,43

Tabela 4: Valores de temperatura onde a degradacéo térmica ¢ maxima nos filmes obtidos com base na
curva de DTG da atorvastatina.

Amostra T (°C) T (°C) T (°C)
Atorvastatina 250 350 470
PA4-1 251,90 353,04 472,53
PAS-1 251,01 354,19 478,53
PA12-1 249,37 340,04 466,45
PAl6-1 252,16 346,44 468,29
PA4-2 254,96 373,27 451,57
PA8-2 252,17 333,52 484,56
PA12-2 250,30 347,92 473,88
PA16-2 252,39 352,28 465,72

Segundo a Tabela 4, a degradacdo da atorvastatina comeca por volta de 250°C

com trés etapas, mantendo-se termicamente estavel até essa temperatura. Nos filmes, o

farmaco apresenta pequenos eventos com pouca perda de massa, em aproximadamente

250 °C, 350 °C e 470 °C (figuras 16 e 17) também apresentam as etapas de decomposicédo

compativeis com o PCL (~430 °C) (figuras 16 e 17).

A perda de massa da Atorvastatina presente nos filmes teve inicio em temperaturas

superiores a 200°C, valores superiores aqueles observados no TGA do farmaco puro
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(figuras 16 e 17). Tal fato pode estar relacionados com o aprisionamento do farmaco no
filme polimérico. No estudo de Lins T. B. (2015), observou-se que o0s solventes
cloroférmio, etanol e metanol levaram a formacdo de uma estrutura amorfa do ATV,
sendo relacionado com alteragdes no FTIR na faixa de estiramento hidroxila e nos dados
do DSC como diminuicdo da entalpia e desaparecimento do pico de fusdo. Enquanto, 0s
solventes éter e acetato de etila ndo levaram a uma mudanga no habito cristalino quando
comparados ao farmaco antes do processo de recristalizacdo. Foi possivel observar uma
modificacdo nos filmes PA4-1 e PA4-2 (figuras 16 e 17), onde a banda relacionada ao
pico de degradacdo do PCL ocorreu em uma menor temperatura, podendo estar
relacionado com interagdes entre o farmaco e o polimero. Também foi observado
alteragOes nas amostras PA16-1 e PA16-2, onde ocorreu uma redugdo na intensidade do
pico referente a degradacdo da PCL e o aparecimento de um novo pico, podendo estar
relacionado ao pico referente a ATV, por volta de 350°C (figuras 16 e 17)

Tanto os materiais iniciais quanto os filmes produzidos também foram avaliados
através do DSC e os resultados sdo apresentados nas figuras 18, 19, 20 e 21. No caso da
ATV aqueceu-se a amostra até 180°C devido a temperatura de degradacao desse farmaco.
Ja para o PCL e para os filmes, foi maior, pois a degradacdo ocorre em temperaturas mais

altas.
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Figura 18: Curvas de DSC da PCL.

0.5

Enthalpy (normalized): 64.210 J/g

Onsetx:129.06 °C - gpihappy (normalized): 4.1751 Jig
Onset x: 161.26 °C

0.0 |

-0.5 eak temperature: 162.21 °C

Peak temperature: 137.84 °C

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180

p Temperature (1 (°C)

Figura 19: Curvas de DSC da Atorvastatina.

O filme de PCL puro (Figura 18) apresentou um Unico pico endotérmico que
corresponde a fusdo cristalina a 54° C. Fukushima, Tabuani, & Camino (2009) e Wan et
al. (2009) observaram o mesmo em seus trabalhos. Para este polimero ndo foi detectada
a temperatura de transicéo vitrea (Tg), sendo registrada somente temperatura de fusao
(Tm), tanto na literatura quando nesse trabalho.

As curvas de DSC (figura 19) da ATV apresentam dois eventos endotérmicos: o
primeiro na faixa de 100-140°C e o segundo em torno de 160°C, corroborando com o0s
achados da literatura (Choudhary, Rana, Aggarwal, Kumar, & Zakir, 2012; Jahangiri et
al., 2015; Sonje et al., 2010). Segundo Zhang e colaboradores (2009) verificou-se que a
atorvastatina apresenta, na curva de DSC, dois eventos endotérmicos, sendo o primeiro
evento entre 75-125°C e atribuido a perda de trés moléculas de agua, consistente com 0s
dados da TGA. Segundo 0 mesmo autor, o pico de fusdo da Atorvastatina aconteceu em
158,8°C. Para Kim e colaboradores (2008), a fusdo da Atorvastatina é observada como
um pico endotérmico entre 159-160°C e a partir de 180°C seguem-se eventos
endotérmicos referentes a sua decomposi¢do. Logo, pode-se relacionar os valores

encontrados neste trabalho com os trabalhos da literatura.
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Os picos referentes a fusdo da PCL se mantiveram semelhantes para os filmes
produzidos por ambos os métodos, no entanto, para os picos referentes ao farmaco, a
quantidade de energia foi modificada. O pico referente a perda de dgua da atorvastatina
desapareceu no DSC dos filmes e o pico referente a sua fuséo foi deslocado, indicando
que seria necessaria maior temperatura para degradacdo do filme. Esse fato corrobora
com os dados de TGA dos filmes (figuras 16 e 17).

Fluxo de calor (Wg")
ENDO
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Figura 20: Curvas de DSC da ATV, PCL e filmes de PCL/ATV produzidas pelo método 1: PA4-1 (40mg
de ATV), PA8-1 (80mg de ATV), PA12-1 (120mg de ATV) e PA16-1 (160mg de ATV).
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Figura 21: Curvas de DSC da ATV, PCL e filmes de PCL/ATV produzidas pelo método 1: PA4-2 (40mg
de ATV), PA8-2 (80mg de ATV), PA12-2 (120mg de ATV) e PA16-2 (160mg de ATV).

5.4 Analise morfoldgica do farmaco, polimero e filmes — MEV/EDS

Tendo em vista que foram utilizadas duas metodologias distintas para a producgéo
dos filmes e que estas metodologias podem afetar a dispersdo da atorvastatina nos
mesmos, alterando consequentemente suas caracteristicas morfoldgicas, analises por
MEV, foram realizadas para a ATV e para os filmes produzidos pelos métodos 1 e 2
contendo ou ndo o farmaco. As micrografias podem ser observadas nas figuras 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 e 31. Na micrografia da ATV observa-se estruturas em agulhas
com comprimento e largura variaveis (figura 22). Antes da adi¢do do farmaco, o filme de

PCL puro apresenta uma superficie lisa, sem relevos aparentes (figura 23).
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Figura 22: Imagens de MEV da Atorvastatina em p6

Figura 23: Imagens de MEV do filme de PCL

As figuras 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 e 31 mostram imagens de MEV da superficie
dos filmes formados através dos métodos 1 e 2. As imagens revelam aglomerados, e esses
aumentam com o aumento da concentracao, sendo um indicativo da presenca de farmaco
sem estarem dispersos. Nos filmes produzidos pelo método 1, as figuras em maior
aumento mostravam pequenos granulos, correspondente ao farmaco aglomerado e nédo
disperso no filme de forma homogénea. Ja nos filmes produzidos pelo método 2, esses
aglomerados s6 sdo observados nas maiores concentracdes de ATV (PA12-2 e PA16-2).
Nas figuras 26, 27, 30 e 31, as particulas do farmaco estdo mais visiveis, devido ao
aumento da concentracdo. E sugerido, pelo que pode ser visto na imagem, assim como
visualmente, que houve a formacdo de um aglomerado de farmaco sobre a superficie do
filme polimérico. Assim, o farmaco ndo esta homogeneamente disperso o que pode alterar
0 processo de liberacdo do farmaco. Nos filmes PA4-2 e PA8-2 (figuras 28 e 29), as
superficies mostraram melhor dispersdo do farmaco na matriz polimérica, sendo possivel

a visualizacdo de microparticulas do farmaco bem distribuidas ao longo do filme para
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duas as concentracGes de atorvastatina utilizada. Nos filmes PA12-2 e PA16-2 foram
observadas depressdes, que mostram um filme ndo homogéneo.

Dentre os resultados apresentados, os filmes PA4-2 e PA8-2 podem ser
considerados as melhores amostras produzidas, pela superficie bem integrada entre o

farmaco e o polimero e sem a presenga de grumos.

Figura 24: Imagens de microscopia eletrénica de varredura da superficie do filme PA4-1




Figura 26: Imagens de microscopia eletronica de varredura da superficie do filme PA12-1.
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Figura 27: Imagens de microscopia eletronica de varredura da superficie do filme PA16-1.



Figura 28: Imagens de microscopia eletronica de varredura da superficie do filme PA4-2.

Figura 29: Imagens de microscopia eletronica de varredura da superficie do filme PA8-2.



Figura 31: Imagens de microscopia eletronica de varredura da superficie do filme PA16-2.
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A anélise semi-quantitativa da composi¢do quimica das particulas de ATV e do
filme de PCL foi obtida pela técnica de EDS, cujo espectro pode ser visualizado nas
figuras 32 e 33. No espectro da ATV € possivel observar a presenca dos elementos
oxigénio (O), carbono (C), nitrogénio (N), flior (F), célcio (Ca), Sédio (Na) e enxofre
(S). Esses elementos fazem parte da estrutura quimica do farmaco (Figura 32), sendo
caracteristicos do mesmos (Sonje et al., 2010).

Figura 32: Espectro de EDS para a area analisada da ATV.

A partir do EDS é possivel confirmar a presenca dos elementos oxigénio (O) e
carbono (C) presentes no PCL (Figura 33), assim como Pereira e colaboradores (2014).
Dessa forma, é possivel utilizar os compostos F e Ca para identificar a ATV dispersa no

filme.

Figura 33: Espectro de EDS para a drea analisada da PCL.

A analise semi-quantitativa da composicao quimica dos filmes PA4-2 e PA8-2 foi
obtida pela técnica de EDS, cujo espectro pode ser visualizado nas figuras 34 e 35. Foi

feita a analise de EDS apenas desses filmes, pois esses apresentavam a maior dispersdo
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da ATV no filme polimérico antes da liberacao e por apresentarem os melhores resultados

apos a liberacéo.

Figura 34: Espectro de EDS para a area analisada do filme PA4-2 em solucédo tampao fosfato pH 7,4.

Figura 35: Espectro de EDS para a area analisada do filme de PA8-2 em solucdo tampéo fosfato pH 7,4.

E possivel perceber que no filme de PCL sem farmaco (figura 33), ndo aparece 0s
elementos F e Ca presente no espectro da ATV (figura 32). No caso dos filmes, observa-
se a presenca desse pico, comprovando que o farmaco esta disperso no mesmo.

Nos mapas dos elementos, observa-se que nos pontos de aglomerado sdo aqueles
com maior quantidade dos elementos Ca e F, constatando que sdo aglomerados do
farmaco (figuras 36 e 37). Na area sem aglomerado existe a presenca do farmaco, com

maior dispersao (figura 36).
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Figura 36: EDS dos elementos presentes no filme PA4-2.
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Figura 37: EDS dos elementos presentes no filme PA8-2.
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Durante a aquisicdo do mapa de EDS, é possivel observar a presenca de um
pequeno residuo de CI, que estd homogeneamente disperso. Provavelmente, este
elemento esta presente devido a um residuo do solvente orgénico, cloroformio, utilizado
no preparo dos filmes.

Junto com os resultados das demais caracteriza¢des (FTIR, DRX, MEV, TGA), é
possivel chegar a conclusdo que para a aplicacdo desejada, a segunda metodologia, e em
menores concentraces de farmaco, foi mais eficiente visto que os filmes foram mais
uniformes. Como os filmes produzidos pelo método 1 ndo apresentaram aparéncia
satisfatdria, com a presenca de aglomerados do farmaco na superficie, e estes podendo
interferir na liberacdo, apenas nos filmes produzidos pela segunda metodologia foram

feitos os estudos de liberacéo.

5.5 Estudo da liberacdo da ATV em filmes de PCL/ATV

Com o objetivo de avaliar a capacidade de liberacdo de ATV presente nos filmes
de PCL obtidos pelo método 2, os mesmos foram submetidos a um ensaio de liberacdo.
Entretanto a liberacdo foi realizada apenas nos filmes PA4-2 e PA8-2 por serem os filmes
mais uniformes e mais promissoras para um futuro produto.

Para a quantificacdo de ATV por UV-Vis, foi necessaria a constru¢do de uma
curva padrdo que correlaciona absorbancia com a concentracdo do farmaco liberado. A
curva obtida é apresentada na figura 38. A curva de calibracdo do farmaco foi preparada
em solucdo tampéo fosfato pH 7,4 e a ATV apresentou banda de absorcéo na faixa de
comprimento de onda de 240 nm.

De acordo com os resultados apresentados na curva analitica, o0 modelo linear que

correlaciona a absorbancia e a concentracédo € dado pela equacéo 10.

y =33,195x + 0,0176 (Equacéo 10)

Em gue x é a concentracao e y a absorbancia obtida. O coeficiente linear da curva
(R?) foi de 0,9663, sendo que segundo a literatura, valores de R? maior do que 0,95
indicam um ajuste satisfatorio da equacdo aos dados obtidos (DASH et al., 2010). Através
da equacdo 10, foram calculados os valores de concentragdes de atorvastatina nos ensaios

de liberacéo in vitro, medindo a liberacdo nos tempos determinados.
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Figura 38: Curva analitica da atorvastatina em solucdo tampéo fosfato pH=7,4.

A avaliacdo quantitativa da liberagdo do farmaco nos filmes PA4-2 e PA8-2 foi
feita utilizando o espectrofotdmetro UV-VIS nos diferentes tempos e o perfil de liberagédo

obtido pode ser observado na figura 39.
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Figura 39: Perfil de dissolugdo da ATV contida nos filmes PA4-2 e PA8-2. Filmes produzido pela técnica
de solvent casting em solucéo tampéo fosfato pH 7,4.
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E possivel observar na figura 39, que, ao final do ensaio, nenhum dos filmes liberou
100% da atorvastatina no tempo estudado. O filme que obteve a maior dissolu¢do do
farmaco foi o filme PA8-2 com 41,7 %, seguido do filme PA4-2 com 20,3% dissolvido.

De acordo com Cai e colaboradores (2002) a morfologia de matrizes poliméricas
influencia no comportamento da liberacdo do farmaco, assim como a taxa de degradacéo,
hidrofilicidade/hidrofobicidade e na composicao dos dispositivos de liberagdo controlada.
Polimeros como a PCL e blendas que a tenham em sua composicdo, tendem a liberar o
farmaco mais facilmente devido a sua temperatura de fusdo. Neste estudo os autores
observaram que a copolilactona com Tg por volta de 37°C seria um portador de drogas
em potencial (Cai, Bei, & Wang, 2002). Como visto no topico 5.4, nas imagens obtidas
pela analise no MEV, a superficie dos filmes PA4-2 e PA8-2 (figuras 28 e 29)
aparentaram ser mais homogéneas e lisas do que a dos filmes PA12-2 e PA16-2 (figuras
30 e 31), que possuiam maior concentracdo de ATV ao longo do filme e na sua superficie,
0 que pode ter relacio direta com a liberagdo do farmaco. E valido ressaltar que os filmes
foram produzidos utilizando apenas a técnica de solvent casting, logo a producdo de
filmes atraves de outras técnicas pode ser utilizada, ja& que a técnica de producéo
empregada altera morfologia e consequentemente a resposta de liberagcdo do farmaco.

A dissolucdo do farmaco contido nos filmes pode ser considerada como
prolongada, quando a liberacdo do insumo ativo dos filmes ndo alcancou 50% de
liberacdo apds 6000 minutos de andlise. Rong e colaboradores (2012) estudaram a
dissolucéo de nanoparticulas de PCL contendo paclitaxel/5-fluorouracil e observaram a
liberacdo controlada dos farmacos nos primeiros 16 dias. No sistema de liberacdo
prolongada, séo disponibilizadas duas doses do farmaco, a primeira, chamada de dose
inicial de liberacdo imediata, necessaria para produzir o efeito farmacoldgico desejado
sem causar danos ao organismo. A segunda, chamada dose de manutencao, € liberada de
modo gradual, com a finalidade de prolongar a extensdo da resposta farmacologica
(Bizerra & Silva, 2016).

O perfil cinético de dissolucéo foi afetado pela composicdo da amostra (figura 39).
Embora a amostra de PA4 contenha menos ATV, nos primeiros 100 minutos, a liberacéo
de ATV do PA4 foi maior do que a observada na amostra de PA8. Ap6s 100 minutos, a
taxa de liberacdo de ATV da amostra PA8 foi maior que a do PA4. De acordo com a
figura 39, foi possivel observar que ndo houve liberacdo total de ATV para nenhuma das
amostras estudadas. As amostras de PA4 e PA8 liberaram 41,7% e 20,3% de ATV. Este

fato pode ser explicado pela ATV presente na superficie dos filmes, que é liberada mais
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rapido. Isso é observado nas micrografias (figuras 28 e 29), onde € possivel observar
particulas do farmaco inserido no filme. Efeito semelhante foi observado para a liberagdo
de ibuprofeno em filmes de PCL produzidos no trabalho de Salmoria (2016), onde metade
da concentracdo do farmaco (4mg) j& havia sido liberada nos primeiros 200 minutos. Essa
liberacdo inicial rpida ndo é tdo interessante para o trabalho, visto que era esperado uma
liberacdo prolongada desde os instantes iniciais.

Para entender melhor o comportamento da libera¢do do farmaco e os fendmenos
envolvidos durante esse processo, 0s dados experimentais foram ajustados pelos modelos
de liberagdo mais utilizados na literatura: cinética de ordem zero, cinética de primeira
ordem, Hixson-Crowell, Higuchi e Korsmeyer-Peppas. As equacdes foram linearizadas
para aplicacdo dos modelos e o ajuste dos resultados obtido pode ser visto nas figuras 40
e 41 para os filmes PA4-2, PA8-2, respectivamente. Os coeficientes de correlagdo (R?)
obtidos estdo apresentados na tabela 5.
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Figura 40: Avaliacéo do perfil de liberagéo do farmaco do filme PA4-2 em solucéo tampdo fosfato pH 7,4
de acordo com diferentes modelos linearizados: cinética de ordem zero, cinética de primeira ordem,
Hixson-Crowell, Higuchi e Korsmeyer-Peppas.
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Figura 41: Avaliacdo do perfil de liberacdo do farmaco do filme PA8-2 em solucdo tampéo fosfato pH 7,4
de acordo com diferentes modelos linearizados: cinética de ordem zero, cinética de primeira ordem,
Hixson-Crowell, Higuchi e Korsmeyer-Peppas.

Tabela 5: Coeficientes de correlagdo dos modelos (modelos de cinética de ordem zero, cinética de
primeira ordem, Hixson-Crowell, Higuchi e Korsmeyer-Peppas) para a cinética de liberagdo dos filmes
PA4-2 e PA8-2.

Modelo PA4-2 PA8-2
Cinética de ordem zero 0,8920 10,9427
Cinética de primeira ordem 0,8669 0,7184
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Hixson-Crowell 0,9391 0,9634
Higuchi 0,9688 0,9688
Korsmeyer-Peppas 0,8439 0,9947

Analisando os gréficos (figuras 40 e 41) e a tabela 5, é possivel constatar que o
modelo que mais se aproxima de descrever o comportamento da liberagcdo da ATV nos
filmes é o modelo de Higuchi. Entretanto, é possivel observar que alguns pontos ainda
ndo séo explicados pelo modelo: pontos 11 e 12 para PA4-2 e PA8-2 (figura 39)

Para o filme PA4-2, 0o modelo de Hixson-Crowell também se mostrou satisfatorio
em descrever a liberacdo do farmaco. J& para o filme PA8-2, o modelo de Cinética de
ordem 0, Hixson-Crowell e Kosmeyer-Peppas obtiveram coeficiente de correlagdo maior
que 0,90, mostrando capacidade em descrever a liberacdo do farmaco. Entretanto o
modelo de Higuchi foi o que mais se aproximou em descrever o comportamento de ambos
os filmes, uma vez que os valores obtidos foi acima de 0,96. Destaca-se 0 modelo de
cinética de primeira ordem como o pior entre eles para descrever a liberacéo, o que era
esperado, pois avalia normalmente formulacdes de liberacdo imediata.

O modelo de Higuchi é baseado na lei de Fick e para que possa ser utilizado ¢
necessario considerar diferentes fatores: o transporte de massa pela difusdo do farmaco,
sendo a etapa limitante; a condi¢do sink para a ATV (que € pouco solivel em tampéo
fosfato pH 7,4 (Sonje et al., 2010)); o dispositivo ndo pode sofrer erosao enquanto durar
a liberacdo do farmaco; o coeficiente de difusdo das espécies deve ser constante; o
inchamento do dispositivo deve ser insignificante ou acontecer rapido para assim atingir
0 equilibrio; dentre outros (Siepmann & Siepmann, 2012).

Como o modelo de Higuchi foi o que melhor explicou a liberacdo do farmaco
sugere-se que a difusdo é uma etapa importante no processo de liberagdo, porém nao é
possivel afirmar que todas as condi¢es para a aplicacdo deste modelo foram realizadas
s6 com a cinética, sendo necessario analises do filme apos a liberacdo do farmaco.
Salmoria (2016) afirmou em seu trabalho que a liberacdo do farmaco a partir das amostras
PCL/IBP ndo foi linear em relacdo ao tempo, sugerindo a acao de diferentes mecanismos.
A andlise que aplica o modelo de Higuchi indicou a cinética de Fick para a liberacéo de
ibuprofeno a partir de amostras PCL/IBP, sendo o principal mecanismo difusdo. No
entanto, pode haver uma combinagdo de mecanismos de difuséo e eroséo atuando, com

reservatorios de farmacos nos poros fechados da matriz também afetando esse
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comportamento. Para entender por quais processos o filme passou, foram feitas analises

de MEV nos filmes ap06s a liberacdo do farmaco e séo explicadas no topico 5.6.

5.6 Estudo da degradacdo apds testes in vitro.

Apods a liberagdo do farmaco, os filmes foram removidos e secos para serem
analisados novamente por MEV. As micrografias dos filmes PA4-2 e PA8-2 podem ser
vistas nas figuras 42 e 43. De acordo com 0 observado nessas imagens, é possivel perceber
a diferenga na morfologia quando comparada a micrografia antes da liberagdo do farmaco
(figuras 28 e 29). Essa diferenca pode ser atribuida a saida das particulas do farmaco, que

permitiu a formacdo dos poros na estrutura desses filmes.

Figura 42: MEV filme PA4-2 (40mg de ATV) ap6s a liberagdo do farmaco (6000 minutos).
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Figura 43: MEV filme PA8-2 (80mg de ATV) apds a liberacdo do fa&rmaco (6000 minutos).

Nessas imagens (figuras 42 e 43), e possivel observar que houve a formacao de
poros possivelmente devido a saida das particulas do farmaco que, como mostrado pelas
micrografias antes da liberacéo (figuras 28 e 29), estavam bem incorporadas aos filmes.

A importancia da formacéo de poros na estrutura dos filmes se da pois permite a
fixacdo celular inicial, servindo como arcabouco, e posterior formacéo do tecido 6sseo
(Hutmacher et al., 2001). Dessa forma, os filmes produzidos a partir da PCL e ATV
podem ser utilizados como matrizes, uma vez que se observa a formacdo de estruturas
porosas tridimensionais que facilitam o crescimento tecidual. A saida das particulas do
farmaco causou a erosdo em alguns pontos da superficie polimérica, o que corrobora o
fato dessas amostras ndo atenderem aos requisitos para a utilizacdo do modelo de Higuchi
e terem a sua liberacdo explicada por mais de um modo de liberacéo.

De acordo com o que foi observado nas analises de liberacdo do farmaco dos
filmes e na comparacdo dos filmes antes e apds a liberacdo por MEV, é sugerido que o
mecanismo da liberacdo do farmaco pode conter as seguintes etapas: (1) Solubilizagdo
das particulas de farmaco que estavam mais proximas da superficie das amostras; (2)

Difusdo das particulas de farmaco que estavam no interior da estrutura do filme para a
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solucdo, formando poros onde havia anteriormente as particulas do farmaco, podendo
causar a erosdo do polimero; (3) Difusdo da solucéo tampéo fosfato para dentro do filme
apos o inicio da dissolucdo do farmaco, ocorrendo a eroséo do filme polimérico. Devido
a PCL ser hidrofobica, o processo de intumescimento pode ser mais dificil, sendo um

fator de menor impacto na liberagéo.



69

6 CONCLUSOES

No presente trabalho, filmes de PCL contendo atorvastatina, através de duas
metodologias (métodos 1 e 2) foram obtidas pelo método de solvent casting, entretanto,
apenas 0 método 1 pode ser considerado viavel.

A distribuicdo da atorvastatina nos filmes foi uniforme apenas no método 2, nas
quantidades 40mg e 80mg do farmaco, alterando sua coloracéo de translucida até branca
com 0 aumento da concentracdo de farmaco. Nos filmes produzidos pelo método 1 o
farmaco nédo foi uniformemente distribuido.

Todas as caracterizagcbes comprovaram a incorporacdo do farmaco nos filmes,
mantendo sua estrutura com alteracbes minimas. Diferencas morfoldgicas foram
verificadas entre filmes preparados nos seguintes métodos através da microscopia
eletronica de varredura.

Os espectros obtidos por espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de fourier indicaram que nenhuma liga¢do quimica entre a atorvastatina e a
PCL foi formada durante o processo.

A analise de liberagdo do farmaco dos filmes obtidos indicou que, ao final dos
ensaios (apos 6000 minutos), a dissolucdo obtida chegou no méaximo a 50%, indicando
uma liberacdo prolongada da ATV. Os filmes PA4-2 e PA8-2 foram 0s que apresentaram
melhores resultados tanto nas caracterizacdes, quanto na liberagdo, com liberacdo de
20,3% e 41,7% de ATV respectivamente para 0 meio em aproximadamente 5 dias de
analise.

Os dados experimentais da analise de liberacdo dos filmes foram ajustados para
diferentes modelos e o que mostrou melhor ajuste para os dois filmes estudados foi o
modelo de Higuchi, apresentando coeficiente de correlacdo acima de 0,95 para ambos.
As condicGes para a aplicacdo do modelo de Higuchi ndo foram completamente satisfeitas
no presente trabalho, mas, devido ao valor de R?obtido, é sugerido que a difuséo seja uma
etapa importante no processo de liberacdo da ATV dos filmes de PCL produzidos por
solvent casting. Assim, essas diferencas observadas no trabalho sugerem que o
processamento e a morfologia das amostras tém influéncia direta na liberagcdo do farmaco.
Assim, é possivel sugerir que os filmes poliméricos elaborados com o polimero
biodegradavel PCL apresentam as condi¢cdes adequadas para o controle da liberacdo da
atorvastatina, sendo uma alternativa interessante para melhorar a biodisponibilidade do

farmaco.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Segue abaixo algumas sugestdes para trabalhos posteriores:

v

Analisar os filmes produzidos quanto a alteracdes fisico-quimicas e na
composicao apds teste de liberagdo;

Realizar testes bioldgicos para averiguar a eficiéncia da formulacdo no
tratamento dessas doencas;

Alterar a propor¢do PCL/ATV nos filmes, junto com a diminui¢do do
solvente;

Produzir os filmes de PCL/ATYV por outras técnicas;

Testar a adicdo de outros polimeros e plastificantes, para avaliar as

mudangas nas propriedades do produto final.
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