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RESUMO

Medicamentos anti-inflamatorios ndo esteroides, como cetoprofeno (CET), sé&o
comumente prescritos para tratamento da dor e inflamagao. A possibilidade de
processar membranas como um sistema de liberacdo controlada de farmacos é um
desafio. O &cido poli-L-latico (PLLA) € um polimero bioabsorvivel comumente usado
em aplicacdes 0sseas na forma de membranas. O objetivo deste estudo € produzir
membranas PLLA incorporadas com 5, 10 e 15% (m/m) de CET através do processo
de rotofiacdo (RJS), e caracterizar suas propriedades e adequacéo para engenharia
de tecidos (TE) na regeneracédo 6ssea. As membranas foram fabricadas e testadas
para avaliar o processamento e a morfologia, molhabilidade, determinar grupos
quimicos funcionais e cristalinidade, propriedades térmicas, absorcao e liberacéo de
farmacos em ambiente corporal simulado e propriedades biolégicas. Os resultados
morfolégicos demonstraram que o processo RJS produziu com sucesso fibras de
escala micrométrica. O ensaio de molhabilidade demonstrou que as membranas PLLA
incorporadas com 15 % de CET sao hidrofébicas. A analise quimica revelou a
presenca de grupos funcionais caracteristicos de PLLA e CET, sem quaisquer
residuos de solventes téxicos. A andlise termogravimétrica revelou que as membranas
exibiam estabilidade térmica a temperatura do corpo humano, e foi verificado o efeito
plastificante do CET. Além disso, o teste de liberacdo do farmaco confirmou que as
membranas foram capazes de liberar o farmaco. O ensaio biolégico mostrou maior
viabilidade celular na membrana de PLLA com 10% de CET. Em concluséo, as
membranas produzidas apresentam potencial promissor para aplicagdes em reparo

de tecidos 6sseos.

Palavras-chave: Cetoprofeno; Engenharia de tecidos; Membrana; PLLA:

Regeneracao 0ssea; Rotofiacdo; Sistema de entrega de farmaco.



ABSTRACT

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs, such as ketoprofen (KET), are commonly
prescribed for pain and inflammation treatment. The possibility of processing
membranes with controlled drug release is a challenge in drug delivery. Poly-L-lactic
acid (PLLA) is a bioabsorbable polymer commonly used in bone applications in form
of membranes. The objective of this study is to produce PLLA membranes
incorporated with 5, 10 and 15% (w/w) KET through the rotary jet spinning (RJS)
process, and to characterize their properties and suitability for tissue engineering (TE)
in bone regeneration. The membranes were fabricated into fibers and were tested to
evaluate the processing and morphology, wettability, to determine the chemical
functional groups and cristalinity, thermal properties, absorption and, drug release in a
simulated corporeal environment and, biological properties. The morphological results
demonstrated that the RJS process successfully produced micrometric scale fibers.
The wettability test demonstrated that PLLA membranes incorporated with 15% KET
are hydrophobic. Chemical analysis revealed the presence of characteristic functional
groups of both PLLA and KET, without any toxic solvent residues. Thermogravimetric
analysis revealed that the membranes exhibited thermal stability at human body
temperature and the plasticizer effect of CET. Additionally, the drug release test
confirmed that PLLA membranes were capable of releasing the drug. The biological
test showed better cell viability for the PLLA/10% KET membrane. In conclusion, the

produced membrane shows promising potential for applications in bone tissue repair.

Keywords: Bone regeneration, Drug delivery system; Ketoprofen; Membrane; PLLA;

Rotary jet spinning; Tissue engineering.
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1 INTRODUCAO

O avanc¢o da medicina no tratamento de doengcas promove o aumento da
qualidade de vida da populacéo e a elevacédo da taxa de envelhecimento da populacao
mundial. Com isso, verifica-se 0 aumento de doencas relacionadas ao tecido 0sseo
tais como, lombalgia, escoliose, osteoporose, infec¢cdes 0sseas ou tumores, defeitos

congénitos e doencgas orais e maxilofaciais.

Devido a isso, novas técnicas para o tratamento de doencas do tecido 6sseo
estdo sendo desenvolvidas. O 0sso € um tecido conectivo mineralizado de grande
importancia funcional, como: locomocdo, suporte e protecdo de tecidos moles,
armazenamento de calcio e fosfatos, e alojamento de medula 6ssea (ROSETI et al.
2017). Sua estrutura complexa e hierarquica consiste em hidroxiapatita nanocristalina
inorganica (HA), componentes organicos (principalmente colagenos) e agua. As
proteinas agrupam-se para formar uma matriz extracelular (ECM) que influencia a
adesao, proliferacdo e diferenciacdo de varias categorias de células: osteoblastos,
células de revestimento 6sseo, ostedcitos e osteoclastos (ZHANG et al., 2016; BLAIR;
SUN; KOHANSKI, 2007; BIANCO et al., 2001; KOBAYASHI et al., 2016, apud ROSETI
et al.,, 2017). No entanto, lesbes Osseas sao de dificil cicatrizacdo devido
principalmente a vascularizacdo (ROSETI et al., 2017).

Embora os enxertos 6sseos sejam usados nha pratica clinica ha mais de uma
década, eles apresentam algumas desvantagens que limitam seu uso, como oferta
limitada, reabsorcdo variavel, risco de morbilidade do doador, elevada taxa de

insucesso em certos locais e necessidade de uma segunda cirurgia.

No entanto, atualmente, existe uma nova técnica que permite a regeneracao
O0ssea sem a necessidade do emprego do enxerto 6sseo. A nova técnica provém da
engenharia de tecidos (ET) em que o enxerto 6sseo é substituido por um biopolimero
gue consegue promover a regeneracao do tecido 6ésseo. A ET surgiu como uma nova
area da ciéncia que encontra materiais que sejam compativeis ao corpo humano de
maneira a minimizar os impactos negativos provocados pela interacdo desses

materiais no organismo.

Atualmente, os biopolimeros como o acido poli-L-latico (PLLA) tem destaque por

apresentarem propriedades fisicas e quimicas que se adéquam para 0 uUso no corpo
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humano. A principal vantagem dos biopolimeros é de que seu processo de

degradacéao pelo corpo humano nao produz substancias toxicas.

Além disso, a possibilidade de incorporacdo de farmacos como o cetoprofeno
(CET) em biopolimeros pode auxiliar o processo de regeneracdo de tecidos
lesionados com liberacdo controlada e localizada de farmacos que podem, por
exemplo, atenuar o processo inflamatério que ocorre sempre durante a recuperacao

de um tecido lesionado.

Nesse sentido, este trabalho investiga a possibilidade do processamento e
aplicacéo de um biopolimero incorporado com um farmaco processado na forma de

fibra para auxiliar a regeneracgéo do tecido 6sseo do corpo humano.
1.1 Objetivos

O objetivo deste trabalho é produzir através do processo de rotofiacéo, fibras de
acido poli-L-latico (PLLA) incorporadas com cetoprofeno (CET) e caracteriza-las
quanto as suas propriedades e sua aplicabilidade na ET para auxiliar o processo de
regeneracao do tecido 6sseo. Tém-se como objetivos especificos:

a) avaliar o processamento e a morfologia de superficie da membrana,;
b) determinar os grupos funcionais quimicos presentes na membrana,
c) verificar as propriedades térmicas da membrana;

d) Verificar o perfil de molhabilidade da membrana;

e) Verificar a liberacdo do farmaco em ambiente corpéreo simulado;

f) Caracterizar biologicamente a membrana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Processo de recuperacao de fraturas

A cicatrizacdo de fraturas trata-se de um processo em série caracterizado por
etapas complexas, em resposta a lesdes. De acordo com Shrivats et al. (2014), a
cicatrizacdo da fratura comeca imediatamente apdés a lesdo e termina com a

transformacédo do osso recém-formado em osso maduro.

O processo de cicatrizacao de fraturas € uma sequéncia de eventos multifasica

e em varios estagios, dividida em quatro etapas principais:
« formag&o de hematoma,
« migracao e mitose das células mesenquimais;
. formacéao de cartilagens e substituicdo da cartilagem por 0sso;

« remodelacao.

2.1.1 Procedimentos cirdrgicos para auxiliar a regeneracao 6ssea

A cicatrizacdo 0ssea e subsequente formacao de 0sso hovo ocorrem através dos
processos de osteogénese, osteoinducao e/ou osteoconducdo (WANG; KIYONOBU,;
NEIVA, 2004).

As trés etapas da cicatrizacdo Ossea citadas (osteogénese, osteoinducao e
osteoconducao) sao descritas por Shrivats et al. (2014): “a osteogénese € o processo
pelo qual os osteoblastos expressam ostedide no local do defeito, que
subsequentemente se mineraliza para formar novo 0sso, a osteoindugéo é a inducao
de células osteoprogenitoras (ou de outras células ndo diferenciadas) para se
diferenciarem numa linhagem de osteoblastos e a osteoconducdo é a propriedade
pela qual um enxerto suporta a fixacdo de novos osteoblastos e células

osteoprogenitoras”.
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2.2 Engenharia de tecidos

Trata-se de uma técnica multidisciplinar em que as diferentes &reas do
conhecimento como a engenharia, quimica, biologia e medicina estéo interligadas ao
longo de todo o processo de producao, caracterizacao e aplicacdo dos materiais para

o reparo de tecidos lesionados.

Através do uso de uma matriz temporaria denominada scaffold é fornecido um
ambiente e uma arquitetura especificos para o crescimento e desenvolvimento 0sseo.
Um scaffold pode ser descrito como uma estrutura artificial utilizada para apoiar a
formacao de tecidos tridimensionais (3D) como sistemas celulares ou como veiculos
para células elou drogas, e ap0s a implantacdo no local lesionado, os materiais
celulares devem permitir a colonizacdo adequada com células hospedeiras para fins
de regeneracdo (BOUET et al., 2015).

2.3 Polimeros

Scaffolds sdo comumente baseados em polimeros. O uso de scaffolds
poliméricos biocompativeis incorporados com farmacos ou compostos bioativos esta
sendo considerado uma excelente alternativa para implantes convencionais. Segundo
Verano Naranjo et al. (2021), os scaffolds permitem a liberag&o local e gradual de um
agente especifico de interesse para um melhor tratamento de certas doencas. Além
disso, sdo constituidos principalmente por polimeros bioabsorviveis e biocompativeis
que se dissolvem, geralmente com CO: e &gua, sendo reabsorvidos uma vez

cumprida a sua fungéo.

2.4 Caracteristicas de scaffold para regeneracdo 6ssea

Um suporte adequado para aplicacbes de regeneracao 0ssea deve permitir a
fixagc&o, a proliferagcéo, e a colonizagéo celular, como o suporte mecéanico adequado
(AMINI; LAURENCIN; NUKAVARAPU, 2012).
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2.5 Processamento de scaffolds na forma de fibras para entrega de

medicamentos

A possibilidade de processar fibras incorporadas com farmacos para entregar 0s
medicamentos ao paciente de uma maneira controlada € um desafio na ET.
Atualmente, o medicamento tomado por via oral para varias doencgas é entregue no
local danificado, mas a quantidade diminui em relacdo a dose inicial (MORIE et al.,
2016).

As fibras podem ser usadas como vetor de entrega de farmacos no local da
lesdo, reduzindo os efeitos colaterais. A taxa de liberacdo de um farmaco a partir de
fibras pode ser manipulada alterando a composicdo da fibra, a porosidade e sua
morfologia para manter uma concentracdo efetiva de farmacos no local danificado
(KAUR et al., 2014).

2.6 PLLA para aplicagcdo na ET

Até a data, varios biomateriais, incluindo biopolimeros foram desenvolvidos
como materiais de substituicdo 6ssea (ZAN et al., 2022). Entre eles, o PLLA (Figura
1) tem continuamente atraido a atencao devido a sua taxa de biodegradabilidade, boa
biocompatibilidade e processabilidade (ZAN et al., 2022).

O PLLA tem aplicacbes generalizadas na ET como suturas, dispositivos de
administracdo de farmacos, proteses, matrizes de suporte celular, enxertos vasculares
(SHIKINAMI; MATSUSUE; NAKAMURA, 2005). Apés a implantacdo, pode ser
hidrolisado naturalmente em &cido latico e convertido em agua e dioxido de carbono,
sendo excretado do organismo (KARIMI; GHASEMI; ABBASSI-SOURKI, 2019, apud
ZAN et al., 2022). Os produtos de degradacéo ndo sdo toxicos e ndo causam danos
ao corpo humano (ZAN et al., 2022). A Figura 1 apresenta a estrutura quimica do
PLLA.
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Figura 1. Estrutura quimica do PLLA.

CHa O] CH,
HO O o OH
O CH3 |, 0O
Fonte: (HAWARI; THAM; HAMID, 2013).

Em contato com o corpo humano, o PLLA degrada-se por hidrélise (ZAN et al.,
2022). O processo de degradacédo comeca pela penetragdo de moléculas de agua na
matriz do PLLA, promovendo a quebra da ligacdo éster. Durante este processo, a
degradacdo geralmente comeca na regido amorfa relativamente solta e gradualmente
transita para a regido cristalina compacta, mostrando a tendéncia de apresentar uma
degradacdo rapida no inicio do processo e em seguida uma degradacéo lenta (ZAN
et al., 2022). A hidrofilicidade, como uma propriedade inerente do material, € um fator
importante que afeta a taxa de degradacdo dos polimeros ésteres. Portanto, o
aumento da hidrofilicidade deve acelerar significativamente a taxa de degradacéo do
PLLA.

O PLLA também tem algumas desvantagens para o uso médico. O PLLA é
um polimero fragil e duro, com baixa elongacao de ruptura. Em especial, a resisténcia
a tracdo, a resisténcia a fratura e o modulo de elasticidade do PLLA variam entre 40—
60 MPa, 2—-10 MPa m?2 e 2-5 GPa, respectivamente (LI et al., 2019). O PLLA, estando
na classificacdo de polimero sintético biodegradavel, é reabsorvido pelo organismo e
devido a isso € tdo utilizado na ET (CHEN et al., 2008; SHARMA et al., 2014).

Além disso, ja foi demonstrado que o PLLA é um polimero adequado para a
culturas de osteoblastos (SADEGHI-AVALSHAHR et al., 2016; ZENG et al., 2016;
CHEN et al., 2017). Também foi demonstrado que devido a natureza hidrofébica do
PLLA, estratégias de modificacdo de superficie precisam ser desenvolvidas para
favorecer a adeséo celular (CHEN et al., 2017).

2.7 Farmacos

Os farmacos anti-inflamatorios néo esteroidais (AINEs), como o CET, estdo entre
0s medicamentos mais prescritos no mundo para o tratamento de dores e

inflamacodes, abrangendo cerca de 5-10% de todos os medicamentos prescritos a
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cada ano (WONGRAKPANICH et al., 2018). Freitas (2020) alega que a COX-2 é
induzida em células inflamatérias, produzindo prostaglandinas diretamente
associadas a inflamacéo, dor e febre. Sendo assim, pode-se considerar que a inibicao
da COX-2 esta associada aos efeitos desejaveis dos AINEs (anti-inflamatério e
analgésico), enquanto a inibicdo da COX-1 representa os efeitos indesejados, ou
colaterais, decorrentes da acao dos AINEs (WONGRAKPANICH et al., 2018).

2.7.1 Cetoprofeno

O CET pertence ao grupo dos acidos 2-fenil-propiénicos substituidos. Diversas
formas tém sido empregadas para sua comercializacdo, como capsulas, solucdes
injetaveis, supositérios e géis de uso topico (KANTOR, 1986). Apresenta acao
inibidora n&o seletiva de ciclooxigenases, ou seja, atua inibindo a producéo tanto de
COX-1 quanto de COX-2. Ao inibir essa producéo, obtém-se efeitos anti-inflamatérios,
analgésicos, antitérmicos e antitromboticos (CASTAGNETTI; MARIELLA, 2015).
Trata-se de um farmaco que é rapidamente absorvido no trato gastrointestinal com
tempo de meia-vida de 2 a 4 horas, estimando-se que 50% da dose administrada €
excretada na urina apds 6 horas de sua administracdo (FREITAS, 2020). A
necessidade de diversas administracfes diarias e a ocorréncia de efeitos adversos no
trato gastrointestinal tornam o cetoprofeno um excelente candidato para sistemas de
liberacdo controlada (MOREIRA et al., 2012).

Morley et al. (1984) compararam a eficacia e tolerancia ao tratamento com CET,
submetendo 46 pacientes com osteoartrite no quadril a formulacbes comerciais
convencionais em capsula (Orudis, 100 mg, Sanofi-Aventis) ou de liberacdo
controlada em cépsula (Oruvail, 100 mg, Sanofi-Aventis). A eficacia do tratamento foi
similar para ambas as formas farmacéuticas, no entanto, a forma de liberacdo
controlada (Oruvail) foi mais bem tolerada pelos pacientes, tendo sido reportados
menos efeitos colaterais pelos pacientes submetidos a essa medicacdo. Houghton et
al. (1984) também compararam os dois medicamentos supracitados, obtendo maiores
tempos para atingir o pico de concentracdo maxima (4,9 h) e de meia-vida de

eliminacao (8,4 h) para a forma de liberacao controlada (Oruvail).

Visando a obtengdo de sistemas de liberagdo controlada, diversos estudos

avaliaram a incorporacdo de CET em diferentes matrizes poliméricas proteicas, como
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no caso do alginato, mediante ensaios in vitro (AL-TAHAMI, 2014) e in vivo, nos quais
se observou auséncia de alteragdes na mucosa gastrica quando o farmaco se

encontrava incorporado na matriz polimérica (ELSAYED FATHY et al., 2014).

2.7.1.1 Propriedades fisico-quimicas do cetoprofeno

O cetoprofeno pode apresentar como nomes quimicos o0 acido m-
benzoilhidratropico, acido a—(3—-benzoilfenil) propidénico e acido a—(3-benzoilfenil)
propidnico. Sua férmula molecular € Ci6H1403, e sua massa molar é de 254,29 mol/g
e apresenta coloracdo branca, auséncia de odor e forma de p6 com formacédo de uma
poeira irritante. O ponto de fuséo varia entre 92 °C e 97 °C e sua decomposicao ocorre
em 223 °C (FREITAS, 2020) .

Apresenta solubilidade em éter, etanol, acetona, cloroférmio, dimetilformamida,
acetato de etila, benzeno e alcalis fortes, mas praticamente insolivel em agua (0,01
g/L a 37 °C). Apresenta coeficiente de particdo (log P) de 3,31, classificado como
Classe Il pela classificacdo biofarmacéutica (CBS), o que significa que sua baixa
solubilidade em &gua é a etapa limitante & sua absorcéo e biodisponibilidade. E um
acido fraco, com pKa em agua de 4,6 a 5,02, estavel a temperatura ambiente
(HERNANDEZ, 2004).

Possui em sua estrutura (Figura 2) um carbono assimétrico, o que pode dar
origem a dois enantibmeros, R (-) e S (+). O enantibmero S (+) é o responsavel pelos
efeitos farmacologicos e o enantibmero R (-) é terapeuticamente menos ativo ou até
inativo (RENCBER; KARAVANA; OZYAZICI, 2009).
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Figura 2. Estrutura quimica do cetoprofeno

Fonte: Pagina do National Center for Biotechnology Information (2022).

Estudos farmacocinéticos em humanos, demonstram que o CET administrado
por via oral é rapidamente absorvido, metabolizado e excretado, sendo quase
totalmente absorvido ainda no trato gastrointestinal. O cetoprofeno, do mesmo modo
da maioria dos AINESs, é metabolizado no figado em metabdlitos inativos, como os
conjugados com o acido glicurdnico, que séo eliminados pelos rins. Uma quantidade

muito pequena de CET é eliminada do organismo na forma original (FREITAS,2020).

2.8 Analise da Cinética de Liberacéo de Cetoprofeno

O processo aparentemente simples de liberacdo de drogas € influenciado por
inUmeros e complexos fatores e suas interagdes. A composicao quimica, a estrutura
da droga e do polimero, a geometria do sistema polimérico, a capacidade de absorcéo
do polimero em contato com o fluido de liberacdo, a degradacdo do polimero, a
solubilidade da droga, a difusividade da droga e do meio de liberacdo na matriz
polimérica, o pH e a temperatura sdo alguns desses fatores (VERANO NARANJO et
al., 2021).

No entanto, a difusdo do soluto e a degradacdo do polimero sdo os dois
parametros que determinam o modo de liberag&o do farmaco. Um sistema cujo padrao
de liberacdo é inteiramente determinado pela difusdo de Fick tem um perfil de

liberacdo que se assemelha a funcéo raiz quadrada, enquanto o perfil de liberacdo é
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linear em tempo (ordem zero) quando a degradacdo do polimero € a forca motriz
(VERANO NARANJO et al., 2021).

2.8.1 Modelo monofésico de liberacdo de farmaco

Diferentes modelos matematicos foram criados para entender o processo de
liberacdo de um farmaco. Os modelos matematicos foram desenvolvidos de maneira
empirica ou semiempirica focados em descrever a transferéncia de massa do farmaco
em relacdo aos fatores que afetam a liberacdo da droga, principalmente a taxa de

degradacédo do polimero e a solubilidade do farmaco.

O modelo matemético mais simples presente na literatura cientifica que analisa
o perfil de liberacdo de um farmaco, de acordo com Verano Naranjo et al. (2021), € o
modelo de ordem zero. Nesse modelo, a taxa de dissolucédo do farmaco é constante

e independente do tempo.

A equacéo (1) descreve o modelo matematico de ordem zero. A variavel Q, €
definida como sendo a quantidade de farmaco inicial liberado (geralmente zero), k,
como sendo a constante cinética de ordem zero e Q, como sendo a quantidade de

farmaco acumulada liberada no tempo t relativo a massa total.

Q:=Qo+koXxt (Eq.1)

A hidrdlise de polimeros pode seguir diferentes ordens cinéticas. Se a dissolu¢éo
do farmaco ja estiver associada a cinética de primeira ordem, o perfil de liberacdo

deve ser dado pela equacao (2), em que k, é a constante cinética de primeira ordem.

A equacéo do modelo (equacéo 2) é:

Qr = Qo X exp(ky X t) (Eq.2)

Por outro lado, Higuchi propés um modelo (equacéo 3) baseado principalmente

na difuséo do soluto através da matriz para o meio de liberagéo.

A equacéao do modelo (equacao 3) é:

Q¢ = ky x t%° (Eq.3)
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Nesta equacédo, ky é definida como sendo a constante do modelo que contém
informacdes sobre difusividade, capilaridade, porosidade e solubilidade da matriz

polimérica.

O modelo de Korsmeyer-Peppas (equacao 4), uma modificagdo do modelo de
Higuchi, € um dos modelos de entrega de drogas mais amplamente utilizados; sua

equacao é a seguinte:

Q¢ = kyp X t" (Eq.4)

O termo k,, € uma constante que incorpora as caracteristicas estruturais e
geomeétricas do dispositivo e n é um expoente que indica 0 mecanismo de liberacéo.
O modelo de Korsmeyer-Peppas € frequentemente usado para descrever a liberacao
de drogas a partir de polimeros porque permite fazer uma distingdo entre os dois

principais mecanismos que governam a transferéncia de massa.

De acordo com RITGER; PEPPAS (1987), o valor de n determina o0 mecanismo
de liberacdo de farmaco para um dispositivo de geometria cilindrica. Caso o valor de
n na equacado de Korsmeyer-Peppas (4) for menor ou igual a 0,45, a liberacédo do
farmaco ocorreu pelo mecanismo de difusdo de Fick; para valores de 0,45 até 1, a
liberacdo do farmaco ocorre por transporte anémalo e se o valor n for igual 1, a

liberacdo do farmaco ocorre pela cinética de ordem zero.

Para quantificar a contribuicdo da difusdo ou degradacao do polimero em casos
de transporte anémalos, o modelo proposto pela Peppas-Sahlin (equacéo 5) deve ser
seriamente considerado (PEPPAS; SAHLIN, 1989, apud VERANO NARANJO et al.,
2021).

Qr = kg X t™+ k, x t2™ (Eq.5)

O primeiro termo k,; X t™ representa a contribuicdo devido a difuséo de Fick e o

segundo k, x t*™ inclui a degradacéo do polimero.

2.9 Processamento de fibras



24

2.9.1 Rotofiacéo

A rotofiagcdo € um método de producao de fibras por for¢a centrifuga. O material
de fiagdo presente no reservatério do equipamento gira em alta velocidade de modo
que € ejetado quando a forca centrifuga € suficientemente grande para equilibrar a
tensdo superficial e a viscosidade do material, formando um jato a partir do qual as

fibras séo produzidas.

2.9.2 Fatores que afetam a qualidade das fibras

Na rotofiacdo, fatores que afetam a morfologia e o diametro das fibras estao
presentes, como a velocidade de rotacdo do fiador, o diametro e a dire¢éo do orificio
do fibro e a distancia do reservatorio (ZHIMING et al., 2018). Além do aparelho de
rotofiacdo empregado, as caracteristicas da prépria solucao de fiagdo, como a tenséao
superficial da solucédo de fiacdo, a concentracdo da solucdo de fiacdo e a taxa de

evaporacao do solvente afetam a morfologia e diametro das fibras produzidas.

2.9.2.1 Velocidade de rotacao

O principio fundamental da rotofiacéo é usar a forca centrifuga para esticar o jato
para formar fibras. A velocidade do fiador € um fator que afeta a forga centrifuga. O
diametro da fibra diminui @ medida que aumenta a velocidade de rotacéo, o diametro
das fibras diminui em menor escala. Se a velocidade de rotacéo continuar a aumentar,
0 jato ira quebrar-se em forma de beads, resultando num aumento do diametro das

fibras ou n&o pode formar uma fibra (ZHIMING et al., 2018).

2.9.2.2 Diametro do orificio

O diametro do orificio € um fator importante para determinar o caudal da solugéo
de fiacdo e o diametro inicial da fibra. Segundo Zhiming et al. (2018), o diametro das
fibras diminui & medida que o diametro do orificio do fiador diminui. Este fato
demonstra igualmente a importancia de escolher um orificio de fieira com diametro

inferior na preparacgéo de fibras mais finas.
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Caso o diametro do orificio de fiac&o for demasiado pequeno, a solucéo de fiacdo
nao pode ser ejetada na forma de um jato, mas na forma de um taldo, o que

impossibilita a formacdo de um jato e consequentemente ndo h& producéo de fibras.

2.9.2.3 Distancia de coleta

A distancia de coleta como sendo a distancia entre o fiador e o dispositivo coletor.
Para a distancia de coleta, o seu tamanho depende da taxa de evaporacdo do
solvente. Ao mesmo tempo, essa distancia deve permitir que a fibra tenha uma certa

distancia de extensao.

2.9.2.4 Tensao superficial

Para formar boas fibras, a tenséo superficial deve ser controlada no processo de
rotofiacéo. Isso se deve ao fato de que para gerar o jato de fluido de fiagéo para formar
fibras, a forca centrifuga deve ultrapassar a tenséo superficial da solucdo de fiacédo
(ZHIMING et al., 2018). A tensao superficial pode ser modificada através do ajuste da
estrutura molecular, da massa molecular, do solvente e pela adicdo de aditivos e

solventes mistos com diferentes tensdes superficiais.

2.9.2.5 Viscosidade da solucao de fiacdo

A viscosidade da solucao de fiagao também € um parametro-chave que afeta a
formacao de fibras. Para as solu¢Bes poliméricas, se a viscosidade da solucéo for
grande demais, a atracdo entre as moléculas serd muito grande, fazendo com que as
moléculas se enovelem e se a viscosidade for muito pequena, o jato sera quebrado

ou beads serao criados.

Uma das maneiras de controlar a viscosidade da solucao de fiagdo € ajustar a

concentracéo do polimero na solucao.
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2.10 Emprego de PLLA com cetoprofeno

Os resultados do levantamento bibliogréfico relativo ao emprego do PLLA, com
blendas poliméricas e CET, sao apresentados a seguir.

Gabor (1999) estudou a influéncia dos parametros de fabricagdo sobre o
tamanho e a carga de farmacos das microesferas de PLGA sendo biodegradaveis e
biocompativeis, contendo CET, e preparadas pelo método de evaporacdo com
solvente. Nesse estudo, verificou-se que a absorcdo do CET aumentou com o
acréscimo do volume da fase organica e a diminuicdo do pH da fase aquosa, mas foi
independente da acidez e viscosidade inerente do PLGA utilizado. Além disso, o perfil
de liberacao bifasica do CET a partir das microesferas dependia do PLGA empregado,
do tamanho das microesferas e da carga do farmaco, dois parametros determinados

pelo processo de fabricacao.

No estudo de Ricci et al. (2005), foi desenvolvido um sistema de liberacédo de
drogas na forma de cépsulas feitas de materiais poliméricos de PLLA e poli (acido
latico-co-glicdlico) (PLGA) incorporados com o farmaco CET a fim de prevenir
inflamacBes graves, nos estagios iniciais, apds um procedimento cirdrgico. As
capsulas foram obtidas através do método de evaporacdo de solvente. A
concentracdo em massa de 30% (m/m) foi obtida para ambos os materiais poliméricos.
O perfil de liberacdo de capsulas feitas de PLA resultou em um menor efeito de
liberag&o explosiva, com apenas 70% de CET sendo liberado durante as primeiras 24
horas e quase 90% apds uma semana.

Um ensaio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) capaz de
quantificar a liberacdo simultdnea dos enantibmeros S-(+) e R-(-) do CET foi realizado
por Wang, Liang e Zeng (2007). “O CET racémico (rac-CET) e o seu enantidmero (S-
(+)-CET) foram dissolvidos numa solucao injetavel de polimero viscoso. A solucéo é
constituida por poli (d, |-lactida-coglicolida, 70:30) (d, I-PLG) biodegradavel e um
solvente, N-metil-2-pirrolidona (NMP) (WANG; LIANG; ZENG, 2007)”. Os resultados
de liberacdo de farmaco in vitro mostram que tais implantes, contendo CET num meio
de liberacdo com um pH de 7,4, podem proporcionar uma liberagcdo prolongada do
farmaco durante cerca de trés meses. Além disso, observou-se uma liberagéo

preferencial mais rapida de S-(+)-CET em comparacao com R-(-)- CET, nos implantes
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que contém 4%, 7% e 10% de CET racémico, no meio de liberacdo neutro com pH
7.4.

Prabaharan et al. (2007) produziram espumas poliméricas de PLLA utilizando o
processo de lixiviagdo de particulas para serem empregados como scaffolds na ET.
Nesse processo, a quitosana e o CET foram incorporados aos scaffolds por imerséao
e agitacdo de solucdo. Em média, a quantidade de CET incorporada nos scaffolds
produzidos foi de 13,8% (m/m).Os resultados dos testes de liberacdo de farmaco
obtidos mostraram que aproximadamente de 45 a 70% do CET foi liberado em cerca
de 2 h.

Vucen et al. (2013) estudaram a combinagdo de nano esferas carregadas de
CET com microagulhas de silicio sélido para melhorar o fornecimento de drogas
através da pele. Nanoparticulas carregadas de CET foram desenvolvidas por um
método de deslocamento de solvente modificado usando poli (4cido D, L-lactido). Os
resultados mostram que nanoesferas uniformes foram produzidas com alta eficiéncia
de encapsulamento e permaneceram estaveis por dois meses. Apos uma liberacao
inicial explosiva, as nanoparticulas do PDLLA conseguiram sustentar e controlar a

libertacdo de CET, que seguiu a cinética de Korsmeyer-Peppas.

Champeau et al. (2015) investigaram a incorpora¢ao supercritico assistida por
CO; (ScCO,) em trés polimeros: PLLA, poli (tereftalato de etileno) e polipropileno,
sendo comumente implantados com os anti-inflamatoérios CET e aspirina. O estudo
mostrou que em todos os sistemas de polimero/ingrediente ativo investigados, a carga
do ingrediente ativo aumenta com a temperatura e pressao. Segundo Champeau et
al. (2015), foram obtidas imagens que revelaram a capacidade do scCO2 de
transportar o CET para a parte interna da fibra de PLLA. Além disso, afirmou que a
quantidade de CET incorporada no PLLA foi de até 32,5%.

Llorens et al. (2015) estudaram o emprego de microfibras, pelo processo de
eletrofiacdo, a partir de dois polimeros de PLLA com composi¢Oes diferentes dos
isdbmeros do PLLA. O primeiro e o segundo polimero contendo 95,8 e 98 m%
respectivamente de isbmero L-lactido. Os dois polimeros foram carregados com
triclosan, CET ou sua combinacdo para obter scaffolds multifuncionais com
propriedades bactericidas e anti-inflamatérias. A concentracdo de polimero nos

scaffolds obtidos foi de 10% (m/v) enquanto a concentracéo de CET obtida foi de 1%



28

(m/v) e a concentracao de triclosan obtida foi de 3% (m/v). O teste de liberacdo de
farmaco foi realizado em dois meios: PBS puro e PBS contendo alcool. O resultado
dos testes de liberagdo de farmaco mostraram que scaffolds colocados no meio PBS
com alcool liberaram uma maior quantidade de farmaco comparado com os scaffolds
colocados no meio PBS puro. Além disso, em ambos 0s meios foi constatado que os
scaffolds incorporados com triclosan e CET liberaram uma menor quantidade de
farmaco comparado com os scaffolds incorporados com apenas um farmaco. A
biocompatibilidade dos scaffolds foi avaliada demonstrando as que amostras

carregadas com CET mostraram ligeira atividade bactericida.

Llorens, Del Valle e Puiggali (2016) prepararam scaffolds multifuncionais, a partir
de duas composicdes diferentes do polimero de PLLA, com um teor ligeiramente
diferente de D-lactido (4,2% wt e 2,0% wt). Nesse estudo, de acordo com Llorens, Del
Valle e Puiggali (2016), o triclosan foi empregado como agente bactericida, o CET
como anti-inflamatério e o acido p-cumarico como antioxidante. Para o teste de
liberacdo de farmaco, uma solu¢do de PBS contendo &lcool foi empregada para
facilitar a liberacéo de triclosan, CET e o &cido p-cumarico devido as suas moléculas
serem altamente hidrofébicas e evitar o estabelecimento de condi¢des de equilibrio
que normalmente limitam sua liberacdo quando apenas o PBS é empregado. A
liberacdo rapida sempre foi observada.

Champeau et al. (2020) estudaram fibras de PLLA impregnadas com CET,
usando um processo de incorporacao supercritico, assistida por CO, (scCOz2), para
desenvolver suturas absorviveis, liberadoras de farmacos. Champeau et al. (2020)
afirmam que a alteracdo das condi¢Bes de incorporacdo do farmaco tais como a
temperatura, velocidade e presséo, resultou na otimizacao do carregamento da droga
na matriz polimérica e consequentemente, no perfil de liberagdo de CET do PLLA.
Além disso, a taxa de degradacao e a perda de resisténcia a tracao das suturas sao
aceleradas pelo CET, a medida que ele catalisa a hidrolise acida do PLLA
(CHAMPEAU et al., 2020).

Verano Naranjo et al. (2021) investigaram o0 emprego da técnica de incorporacao
supercritico assistida por CO, (ScCO,) como uma técnica eficiente para a
incorporagdo do CET na blenda polimérica de PLLA e PDLLA com o objetivo de

desenvolver um dispositivo de liberagcdo controlada do farmaco. De acordo com
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Verano Naranjo et al. (2021), foi constatado que com pressdo e temperatura mais
elevadas, o poder de incorporacao das drogas também aumenta. Os autores afirmam
que as quantidades méximas de incorporacdo (cerca de 9% (m /m)) foram obtidas a
200 bar e 75° C.

2.11 Emprego de PLLA naregeneracao do tecido 6sseo

Os resultados do levantamento bibliogréafico relativo ao emprego do PLLA na
regeneracao do tecido 6sseo sdo apresentados a seguir.

No estudo de CIAPETTI et al. (2012), scaffolds de PLLA foram produzidos pela
técnica de separacao de fases e foram amplamente estudados in vitro como matrizes
para a regeneracao 0ssea. Segundo CAPUANA et al. (2022), os autores desse estudo
analisaram a expressdo morfologica, bioquimica e genética de células-tronco
mesenquimais humanos (MCSs) semeados em scaffolds baseados em PLLA,
incluindo nanotubos de carbono de parede Unica, microparticulas de (HA) e moléculas
de proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP2).

No estudo de JAISWAL et al. (2013), scaffolds de nanofibras de PLLA/gelatina
obtidos por eletrofiacdo foram examinados para a verificacdo de formacdo Ossea in
vivo utilizando um modelo de defeito calvarial de tamanho critico de um rato. Os
resultados obtidos mostraram que apds a implantacdo, os scaffolds de PLLA/gelatina
mostraram ossificacdo marginal do que os scaffolds de PLLA/gelatina/HA, que

induziram uma regeneracao 6ssea mais rapida durante as primeiras seis semanas.

No estudo feito por Weng et al. (2014), os autores compararam a regeneracao
in vivo de um defeito ésseo do cubito de 15 mm num coelho utilizando scaffolds de
PLLA e PLLA/PCL.

No estudo feito por Fu et al. (2018), nanofibras de PLLA eletrofiadas foram
modificadas com sucesso pela deposicao superficial de ECM osteogénico (secretado
por células MC3T3-E1).

No estudo de IKUMI et al.(2018), avaliou-se a eficacia de uma membrana
hidrofilica de hidroxiapatita ndo sinterizada e PLLA como um scaffold para a
regeneracao 0ssea. As membranas PJHA/PLLA aderiram bem ao osso em torno do

defeito, sem necessidade de pinos de fixagao.
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No estudo de HUANG et al. (2020), espumas contendo PLLA e HA foram
produzidas por separacdo de fases induzida termicamente (TIPS) com diferentes
teores de hidroxiapatita (10, 25, 50, 75, 90 % em peso do HA). Segundo CAPUANA
et al. (2022), as espumas produzidas foram analisadas em profundidade para a

aplicacao na engenharia de tecidos para a regeneracao do tecido 6sseo.

Nos estudos de BISHT et al.(2021), SHIVALKAR; SINGH (2017) e CRUZ
(2010), foram produzidos estruturas compoésitas de PLLA/ceramica. Todos esses
scaffolds exibiam alta porosidade e resisténcia mecanica proxima aos do 0sso
humano esponjoso, apoiando a proliferacdo de células semelhantes aos 0ssos e a

condutividade 6ssea in vivo.

De acordo com CAPUANA et al. (2022), scaffolds de PLLA para promover a
reparacdo de tecidos 0sseos também foram produzidos por manufatura aditiva,
especificamente em combinagdo com materiais bioceramicos. Uma vez que a
principal limitacdo da bioceramica é a sua incapacidade de fundir na presenca de

polimeros termoplasticos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

O CET (Mw = 254,28 g/mol, pureza 98%), o PLLA (L210S) e o cloroférmio (Mw
= 119,38 g/mol, pureza 99,8%) foram adquiridos das seguintes empresas: Sigma-
Aldrich, Evonik Industries, ACS Cientifica, respectivamente. Esses materiais foram

usados como recebidos.

3.2 Preparo das solugdes poliméricas incorporadas com farmaco

Trés solucdes diferentes de PLLA e CET foram preparadas e rotofiadas. As
massas de PLLA e CET foram pesadas (balanca analitica da Mettler Toledo, modelo
ME204). A Tabela 1 contém os dados das solu¢fes e da velocidade de rotofiacao.

Tabela 1 - Dados do preparo das solugdes.

Solugio PLLA %(m/v) CET %(m/m)
1 8 0
2 8 5
3 8 10
4 8 15

Fonte: Autor

3.3 Estudo de processamento por ensaio de viscosidade

Solucbes diferentes foram feitas para o ensaio de viscosidade. A primeira curva
foi construida com os resultados de viscosidade de 8% (m/v) de PLLA em cloroférmio
na concentragdo de polimeros totais de 2 a 10 % g/mL. A segunda curva foi construida
com os resultados de 8% (m/v) de PLLA com 10% (m/m) de CET em cloroférmio com
concentracbes de polimeros totais de 1 a 9% g/mL. Também foram avaliadas as
viscosidades das solugdes de 5, 10 e 15% (m/m) de CET em 8% (m/v) de PLLA. As
solucdes poliméricas foram submetidas a agitacdo em ultrassom da Ultrasonic clear

(Unique, Séo Paulo, Brasil) no periodo de 5 horas a temperatura ambiente.

Um viscosimetro de cilindros concéntricos (LVDV1, Brookfield) com um eixo
conico SC4-34 e um adaptador para volumes inferiores a 50 mL foi utilizado para as

medi¢bes, com um cisalhamento oscilatério entre 10 e 60 revolugdes por minuto. As
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analises foram realizadas com temperatura ambiente. A curva experimental de
viscosidade aparente versus concentracao de polimeros na solucéo foi criada a partir
dos dados obtidos, para a determinagdo da concentracdo critica. Os experimentos
foram realizados no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros (LPol) da
Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

3.4 Processamento das fibras por rotofiacao

O sistema de rotofiacao utilizado consiste em um reservatorio cénico com quatro
orificios de 1 mm de didametro. A partir da extrusdo da solucédo pelos orificios do
reservatério ocorre a formacao das fibras, que se aderem em camadas ao papel
aluminio presente na superficie interior do coletor, a uma distancia do furo de 17 cm.
Todos os experimentos foram conduzidos a temperatura ambiente. O rotofiador esta
presente no Laboratoério de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros (LPol) da Faculdade
de Ciéncias Aplicadas (FCA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

3.5 Andlise morfologica por MEV

A caracterizacdo morfolégica foi realizada em um microscépio eletrénico de
varredura (MEV) modelo ZEISS EVO MA 15 com tensdo de 10kV. A medi¢do do
diametro das fibras foi realizada pelo software "SIMPoly" (Semiautomated Image

Measurements of Polymers).

3.6 Analise de molhabilidade por angulo de contato

O método da gota séssil foi utilizado com um medidor de angulo de contato
marca Dataphysics, modelo OCA15. Uma goticula de 10 yL de agua destilada foi
adicionada a superficie das amostras de PLLA/5% de CET, PLLA/10% de CET e
PLLA/15% de CET, e os angulos de contato das gotas com as superficies foram
medidos por 14 segundos utilizando o software do equipamento SCA20. Foram
realizadas quatro replicatas para cada amostra e o valor médio dos angulos de contato

foram calculados.
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3.7 Andlise Quimica por FTIR

A caracterizagdo quimica das amostras de CET, PLLA, PLLA/5% de CET,
PLLA/10% de CET e PLLA/15% de CET foi realizada por espectrometria no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) por reflectancia total atenuada
(ATR) em um equipamento Perkin-Elmer Spectrum 100, através de 16 varreduras de

650 a 4000 cm*, com uma resolucédo de 4 cm, a temperatura ambiente.

3.8 Andlise de cristalinidade por DRX

Os difratogramas do CET, PLLA, PLLA/5% de CET, PLLA/10% de CET e
PLLA/15% de CET foram obtidos utilizando um difratdmetro de raios-X (X’Pert-MPD,
Philips), com as seguintes condi¢gbes de analise: radiacdo Ka do Cobre (1,54 A),
voltagem de 40 kV, corrente de 30 mA, com passo de 0,026° e velocidade de 0,026°/s.
A amostra de PLLA teve a condigao de analise de 26 na faixa de 10 a 90°enquanto

para as demais amostras, a condigao de analise foi de 26 na faixa de 10 a 70°.

3.9 Andlise térmica por TGA

A andlise termogravimétrica por termogravimetria (TGA) e sua diferencial (DTG)
das amostras foi efetuada em um equipamento TGA 2950 HR V5.3C. A rampa de
aguecimento partiu da temperatura ambiente até 600 °C, sob atmosfera inerte de

argonio, com fluxo de 60 mL/min e taxa de aquecimento de 10 °C /min.

3.10 Anélise térmica por DSC

Amostras de massa aproximada de 20 mg foram submetidas a analise de
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) em um calorimetro Q100, com temperatura
inicial de 30°C, e aquecimento de 10 °C/min até 200 °C, resfriamento de 10 °C/min
até 30 °C e segundo aquecimento de 10 °C/min até 200 °C, sob atmosfera inerte de

Argbnio. Foram considerados os dados da segunda rampa de aquecimento.
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3.11 Ensaio de liberacdo de farmaco

A liberagdo e consequente quantificagdo do CET foi realizada através da
espectroscopia UV-Vis. Primeiramente, para a constru¢do da curva de calibracéo,
diferentes solucbes de CET, com concentracdes conhecidas, foram preparadas em
PBS 0,1M e pH 7,4. Foi construida uma curva de calibracdo na faixa de 0,01 a 0,04
mg/mL. Para cada solucéo, de concentragéo conhecida, foi retirada uma amostra de
4 mL para leitura da absorbancia. A leitura de cada amostra foi feita utilizando-se um

espectrofotometro UV Visivel (Q 898U, Quimis) na regido do ultravioleta em 260 nm.

Quatro replicatas de cada membrana produzida foram colocadas em tubos de
ensaio. Aliquotas de 50 mL de PBS 0,1M e pH 7,4 foram adicionadas em cada tubo,
os quais foram deixados em estufa (Ethik Techonology), com temperatura controlada
a 37°C. Em periodos pré-determinados, aliquotas de 4 mL da solucdo foram retiradas
para analise quantitativa de CET e substituidas por uma nova. O tempo total do teste
foi de 48 horas.

3.11.1 Andlise estatistica

Todos os dados sdo expressos como média + desvio padrdo. A diferenca
estatistica foi medida por uma analise unidirecional da variancia (ANOVA). Uma
ANOVA de medidas repetidas foi realizada entre as amostras de PLLA com 10 e 15%
de CET para comparar o efeito do tempo sobre a quantidade de droga liberada. Um

valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Um teste t de student foi realizado para comparar o efeito do acrescimento de
CET na matriz polimérica de PLLA na liberacédo do farmaco entre as amostras de PLLA
com 10 e 15% de CET. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo. O programa SPSS foi empregado para realizar a analise dos dados.
3.12 Ensaio bioldgico

O ensaio biolégico foi realizado em trés etapas: cultura celular, preparo dos
scaffolds para o ensaio biolégico e ensaio de viabilidade celular.

3.12.1 Cultura cellular

A linhagem celular do pré-osteoblasto de rato (MC3T3-E1) foi mantida no meio

essencial alfa minimo (a-MEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS),
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100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (Life Technologies, Inc.,
Carlsbad, CA, EUA) em atmosfera umedecida contendo 5% de CO2 a 37°C.

3.12.2 Preparo dos scaffolds para o ensaio biolégico

As células MC3T3-E1 com uma confluéncia de 80% foram tripsinizadas e depois
inativadas com a-MEM e contadas em um contador automatico Countess Il (Thermo
Fisher Scientific Inc., Walthan, MA, EUA). Os scaffolds foram dispostos em placa de
96 pocos (1 scaffold por poco). Os scaffolds foram esterilizados com luz UV durante a
noite e semeados com células a uma densidade de 8x103 células por pogo em 100 pl
de meio de cultura e incubados a 5% de CO2 e 37°C durante 24, 48 e 72 h.

3.12.3 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

A atividade da exposicdo das células aos discos foi avaliada por um ensaio
modificado de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Esta
técnica é utilizada para medir a atividade metabdlica celular como indicador de
viabilidade celular, proliferacdo e citotoxicidade. O ensaio do MTT baseia-se na
reducdo de um sal de tetrazolio amarelo (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio ou MTT) a cristais de formazano purpura por células metabolicamente
ativas. Apos 24, 48 e 72 horas de chapeamento, os meios de cultura foram aspirados
e o MTT (0,5 mg/mL em PBS) foi adicionado as células e incubado por 3 horas em
uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 a 37°C. O meio de crescimento foi
descarregado e 100ul de dimetilsulfoxido (DMSO) foi adicionado a cada poco para
dissolver o MTT. A absorbancia foi determinada a 570 nm utilizando leitor
espectrofotométrico de placas multwell de varrimento (leitor de microplacas F5,

sondas moleculares).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Ensaio de processamento por viscosidade

Considerando a importancia da relacdo da viscosidade da solugcdo com a
concentracgédo total de polimeros na formacéo de fibras, as viscosidades de diferentes
concentracOes totais de PLLA na solucéo foram medidas (Tabela 2) e a curva de
viscosidade aparente versus concentracdo total de polimeros foi construida (Figura
3).Além disso, as viscosidades de diferentes concentracdes de PLLA contendo 10%
de CET na solucdo foram medidas (Tabela 3) com o intuito de verificar o efeito do

farmaco na viscosidade das solugdes (Figura 4).

De acordo com BARBOSA et al. (2022), a concentracao de polimero de 8% g/mL
€ a mais adequada para obter fiboras homogéneas de PLLA puro. Devido a isso, a
concentracdo de 8% foi adotada nesse trabalho. Nota-se que a concentracdo do
polimero escolhida esta na regido de concentragao critica conforme indica o teste de

viscosidade de PLLA puro.

Para investigar o efeito da incorporacédo de CET na viscosidade da solucao
contendo 8% (g/mL) de PLLA foram realizados testes de viscosidade em trés solucdes
contendo 5,10 e 15% de CET respectivamente. A Figura 5 e a Tabela 4 contém os

resultados dos testes.

Tabela 2. Viscosidade aparente de solu¢gbes contendo diferentes concentracdes de PLLA

Concentracdo de PLLA (% g/mL) Viscosidade Aparente (mPa-s)
2 104
4 221
6 250
8 18500
10 48100

Na Tabela 2 contendo os dados da viscosidade das solu¢cbes contendo PLLA
puro nota-se que o valor da viscosidade aumenta consideravelmente entre 6 a 8 %
g/mL. Nesse intervalo, hd uma mudanca da inclinagdo da curva do gréfico presente
na Figura 3, o que indica que o valor da concentracédo critica se encontra entre 6 a 8
% g/mL.
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Figura 3. Gréfico de viscosidade aparente por concentracéo de PLLA.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 3. Viscosidade aparente de solugbes contendo diferentes concentracdes de PLLA contendo
10% de CET

Concentracdo de PLLA (% g/mL) Viscosidade Aparente (mPa:s)

1 9

3 258

5 2085

7 3590

9 24400

10 29300

12 68700

Na Tabela 3, nota-se que o valor da viscosidade aumenta consideravelmente
entre 7 a 9 % g/mL. Nesse intervalo, ha uma mudanca da inclinacdo da curva do
grafico presente na Figura 4, o que indica que o valor da concentracao critica se

encontra entre 7a 9 % g/mL.
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Figura 4. Grafico de viscosidade do PLLA com 10% de CET.
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Figura 5. Gréfico de viscosidade do PLLA com diferentes concentragdes de CET
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Fonte: Autor

Tabela 4. Viscosidade aparente de solugfes contendo diferentes concentracdes de CET

3 3 0
Concentracdo de CET na solugéo de PLLA (% Viscosidade Aparente (mPa-s)

g/mL)
5 19100
10 23100
15 30200

Na Tabela 4, nota-se que o acrescimento de CET na solucdo contendo 8%
(g/mL) de PLLA promove a elevacédo da viscosidade da solugcdo de PLLA. A Figura 5
evidencia a relacdo entre quantidade do farmaco e viscosidade, ou seja, quanto maior

for a quantidade de CET na solucdo de PLLA maior serd a sua viscosidade.

4.2 Andlise morfoldégica por MEV

A morfologia dos scaffolds fibrosos de PLLA/ 5% de CET, PLLA/10% de CET e
PLLA/15% de CET produzidos na velocidade de rotofiagdo de 18.000 rpm foram

analisadas utilizando o MEV. As imagens presentes na Figura 6 foram empregadas
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para a medicdo dos diametros das fibras. Os valores dos diametros estdo na Tabela

5.

Figura 6. Micrografias obtidas por MEV. A) PLLA com 5% de CET ,B) PLLA com 10% de CET e C)

PLLA com 15% de CET
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Tabela 5. Diametros médios gerados usando o SIMPoly. A) PLLA/5% de CET, B) PLLA/10% de CET,
C) PLLA/15% de CET

Referéncia Diametro (um)
A 39+8,9
B 32+5,8
C 40+9,5

Com os resultados obtidos, verificou-se que os scaffolds produzidos com
velocidade de 18.000 rpm apresentaram fibras ramificadas sem a presenca de beads.
Previamente a esse estudo, em nosso grupo de pesquisas, foi feito o estudo de
BARBOSA et al. (2022), com o PLLA no equipamento de rotofiacdo, e o teste de MEV
nas membranas de PLLA puro indicaram didmetro médio de fibras de 5,1 £ 3,3 uym.
Como observado na Tabela 5, as fibras de PLLA com 5, 10 e 15 % de CET
apresentaram diametros de fibras semelhantes. Quando comparado com o PLLA
puro, nota-se que o valor do didametro das trés membranas com CET € superior ao
didmetro da membrana de PLLA puro. Esse fendmeno provavelmente ocorreu devido
a elevacdo da viscosidade da solucdo proporcionada pela incorporacdo de CET a
matriz polimérica de PLLA, o que promove a obtencdo de fibras com maiores

didmetros.

4.3 Molhabilidade por angulo de contato

Os resultados obtidos para as amostras PLLA com 5, 10 e 15% de CET estéo

apresentados na Figura 7 e na Tabela 6.

Figura 7. Imagem da gota de agua estatica usado para a medida do angulo de contato para as
diferentes membranas. A) PLLA/5% de CET. B) PLLA/10% de CET. C) PLLA/15% de CET.

A B C

Fonte: Autor
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Tabela 6. Dados referentes ao angulo de contato e hidrofilicidade das membranas analisadas

Membrana Angulo de contato Hidrofilicidade
PLLA/ 5% de CET 80° + 3,6° Hidrofilica
PLLA/10% de CET 77°+£1,4° Hidrofilica
PLLA/15% de CET 99° +7,5° Hidrofébica

Fonte: Autor

A partir dos resultados de molhabilidade obtidos, observa-se angulos de 80° +
3,6°para a amostra de PLLA/5% de CET, 77° =+ 1,4° para a amostra de PLLA/10% de
CET e 99° £+ 7,5° para a amostra de PLLA/15% de CET. Foi observado que as fibras
contendo 15% de CET apresentaram o maior valor do angulo de contato. Os valores
contidos na Tabela 6 indicam que em concentragdes abaixo de 15% as membranas
apresentam propriedades hidrofilicas, e a adicdo da concentracdo de 15% de CET

torna a membrana hidrofébica.

No estudo de BARBOSA et al. (2022), foi realizado o teste de angulo de contato
com fibras de PLLA puro cujo resultado foi de 111,0° = 3,6°. Nota-se que o valor obtido
indica que a membrana de PLLA é hidrofébica e a incorporacdo de CET promove a
diminuicdo do angulo de contato nas trés amostras analisadas, o que pode ser

interessante para a engenharia de tecidos 0ssea.

4.4 Anélise Quimica por FTIR

As amostras de PLLA com 5, 10 e 15 % de CET foram analisadas por FTIR para
a determinagédo das bandas quimicas presentes no material. A Figura 8 contém os
graficos de FTIR de diferentes amostras e a Figura 9 contém a identificacdo das

bandas das amostras analisadas.
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Figura 8. Gréficos de FTIR de diferentes amostras. 1) CET, 2) PLLA, 3) PLLA/5% de CET, 4)

PLLA/10% de CET e 5) PLLA/15% de CET
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Figura 9. Espectros de FTIR das diferentes amostras analisadas.
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A Tabela 7 contém as informagfes das bandas identificadas na Figura 9. A

banda denominada de d pertence ao CET e as bandas denominadas a, b, c, e, f,g, h
e i pertencem ao PLLA.
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Tabela 7. Grupos funcionais do PLLA e do CET identificados no espectro de FTIR das
amostras de PLLA com 5, 10 e 15% de CET.

Numero de onda

Referéncia (cm ) Vibragéo Grupo funcional Atribuicdo

a 2996 flexdo e CHs PLLA
estiramento

b 2946 flexdo e CHs PLLA
estiramento

c 1749 estiramento C=0 PLLA

d 1655 estiramento C=0 CET

e 1452 flexdo e CHs PLLA
estiramento

f 1128 flexdo e CHs PLLA
estiramento

g 1081 estiramento C-O PLLA

h 1045 estiramento Cc-O PLLA

i 868 estiramento Cc-O PLLA

E possivel observar que as bandas associadas ao PLLA sdo semelhantes as
encontradas no estudo de BARBOSA et al. (2022). A Gnica banda associada ao KET
em 1655 cm-1 é semelhante a encontrada no estudo de NIE et al. (2012). Desse
modo, o teste FTIR mostrou que o CET foi incorporado na matriz polimérica de PLLA
das amostras analisadas. Nao houve bandas caracteristicas do solvente nos

espectros, portanto todo o cloroférmio foi evaporado.
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A Figura 10 contém os difratogramas de DRX das amostras de CET puro, PLLA
puro, PLLA com 5% de CET, PLLA com 10% de CET e PLLA com 15 % de CET.

Figura 10. Difratogramas das diferentes amostras analisadas. A) CET puro, B) PLLA puro, C)
PLLA/5% de CET, D) PLLA/10% de CET, E) PLLA/15% de CET.
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E possivel verificar pelos espectros de DRX que o PLLA é um polimero
semicristalino e o CET é cristalino. O difratograma do CET obtido € semelhante ao
encontrado no estudo de VUCEN et al. (2013) em que a estrutura cristalina do CET

foi evidenciada pela presenca de picos intensos e estreitos, devido a cristalinidade.

Segundo o estudo de OGBOMO et al. (2009), os picos no difratograma de PLLA
puro ocorrem na faixa de 15° até 22.3°, a mesma regido em que foram encontrados
0s picos das amostras de PLLA, PLLA com 5, 10 e 15 % de CET, respectivamente
como indicado na Figura 7.

A auséncia de picos de CET nos difratogramas das amostras de PLLA se deve

ao fato do farmaco ter sido incorporado a matriz polimérica em pequena massa.

4.6 Andlise térmica por TGA

A analise termogravimétrica (TGA) e a derivada da perda de massa (DTG) dos
scaffolds de PLLA contendo 5, 10 e 15% de CET estéo apresentadas nas Figuras 11,
12 e 13, respectivamente.

Figura 11. Termograma da amostra de PLLA/5% de CET
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Fonte: Elaborado pelo autor
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O processo de perda de massa das fibras de PLLA contendo 5% de CET se da
em uma unica etapa, a partir da temperatura de 241 °C e termina em 354 °C de acordo
com o termograma presente na Figura 11. Além disso, na curva de DTG a temperatura

do pico é de 343 °C em que ocorre a maior taxa de perda de massa da amostra.

Figura 12. Termograma de PLLA/10% de CET
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Fonte: Elaborado pelo autor

O processo de perda de massa das fibras de PLLA contendo 10% de CET
comeca a partir da temperatura de 280 °C e termina em 364 °C de acordo com o
termograma presente na Figura 12. Além disso, na curva de DTG a temperatura de

pico é de 352 °C em que ocorre a maior taxa de perda de massa da amostra.
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Figura 13. Termograma de PLLA/15% de CET
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Fonte: Autor
O processo de perda de massa das fibras de PLLA contendo 15% de CET
comega a partir da temperatura de 225 °C e termina em 370 °C de acordo com o

termograma presente na Figura 13. Além disso, na curva de DTG a temperatura de

pico é de 354 °C em que ocorre a maior taxa de perda de massa da amostra.

No estudo de BARBOSA et al. (2022), os testes de TGA e DTG do scaffold de
PLLA puro foram realizados. O processo de perda de massa das fibras de PLLA

comeca a partir da temperatura de 290 °C e termina em 373 °C.

4.7 Andlise térmica por DSC

A analise por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) dos scaffolds de PLLA
puro e PLLA contendo 5, 10 e 15% de CET estdo apresentadas na Figura 14. As
temperaturas de transicao vitrea (Tg), de cristalizagédo (Tc) e de fusdo (Tm) de cada

amostra estao na Tabela 8.

Segundo TITA et al (2011), a curva de DSC de KET apresenta um pico
endotérmico em que a Tm € igual a 96,8 °C. De acordo com MOHAMED EL-HADI;
ALAMRI (2018), o PLLA puro apresenta uma Tg de cerca de 61 °C e Tm igual a 188
°C. Na Tabela 8, os valores de Tge Tmobtidos experimentalmente da amostra de PLLA
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puro aproximam-se dos valores obtidos no estudo de MOHAMED EL-HADI; ALAMRI
(2018).

Figura 14. Graficos de DSC das diferentes amostras analisadas.
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Tabela 8. Dados de diferentes temperaturas das amostras analisadas
Amostra Tg(°C) Tc(°C) Tm (°C)
PLLA 62 105 180
PLLA/5%CET 55 112 178
PLLA/10%CET 51 128 176
PLLA/15%CET 41 110 170

Fonte: Autor

OLIVEIRA; YOSHIDA; LIMA GOMES (2011) alega que uma interacdo entre o
farmaco e o excipiente pode ser visualizada na curva de DSC como uma mudanca no
ponto de fusdo, na forma, na area de picos, no aparecimento de uma transicéo,
aparecimento ou desaparecimento de picos. Devido a isso, nota-se que a

incorporagdo de CET na matriz polimérica de PLLA promove a diminuicdo das
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temperaturas de Tg e de Tm, 0 que evidencia a ocorréncia de uma interacao entre o

farmaco e o polimero.

Segundo Champeau et al. (2015), a diminuicdo de Tgdas membranas de PLLA
incorporadas com CET ocorre pelo efeito plastificante do farmaco. De acordo com
Champeau et al. (2020), a excelente afinidade quimica entre o polimero e o farmaco
permite ao CET plastificar o PLLA, o que facilita a difusdo de moléculas de CET na
matriz polimérica de PLLA.

4.8 Ensaio de liberacdo de farmaco

Antes do inicio do teste de liberacdo do CET, foi necessério obter a curva de
calibracdo. A curva foi feita através da determinagdo da absorbancia em
espectrofotometro ultravioleta-visivel (UV-Vis) em 260 nm, conforme ja citado
anteriormente. Duas curvas de calibracdo foram obtidas, a Figura 14 representa a
curva de calibragcdo empregada na amostra de PLLA/5% de CET e a Figura 15
representa a curva de calibracdo empregada nas amostras de PLLA com 10 e 15%
de CET. Nota-se que as duas curvas mostram uma relacao linear da concentracéo do

CET com a absorbancia.
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Figura 15. Curva de calibrag&o por UV-Vis para o CET em PBS 0,1 M pH 7,4
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Figura 16. Curva de calibrag&o por UV-Vis para o CET em PBS 0,1 M pH 7,4
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As equacdes obtidas foram utilizadas para a determinacdo quantitativa do
farmaco, no teste de liberacdo das membranas produzidas. Os valores de R? obtidos
sao superiores a 0,99 para as duas curvas, o que indica que as equac¢des podem ser

utilizadas com confiabilidade no teste de liberacdo de CET dentro desta faixa de

concentracao.
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Os resultados do teste de liberacdo de CET das amostras de PLLAcom 5, 10 e

15% de CET estéo presentes nas Figuras 16, 17 e 18, respectivamente.



Figura 17. Curva de liberagdo de farmaco da amostra de PLLA/5% de CET.
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Figura 18. Curva de liberagdo de farmaco da amostra de PLLA/10% de CET.
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Figura 19. Curva de liberagdo de farmaco da amostra de PLLA/15% de CET.
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Na Figura 17, a curva do perfil de liberacdo da amostra de PLLA/5% de CET é
crescente e mostra que 95% do farmaco foi liberado em 48 horas. Além disso, houve

uma liberagcdo muito rapida de farmaco no periodo de 1 hora em que 53% de CET foi
liberado.

Na Figura 18, a curva do perfil de liberacdo da amostra de PLLA/10% de CET
mostra que 83% do farmaco foi liberado em 48 horas. Nota-se que ndo ocorreu
liberacé@o de farmaco nos periodos de 0,5 hora a 1 hora e de 8 horas a 48 horas. Além

disso, nos demais periodos houve uma liberacao rapida do farmaco.

Na Figura 19, a curva do perfil de liberacdo da amostra de PLLA/15% de CET
mostra que 66% do farmaco foi liberado em 48 horas. Nota-se que nao ocorreu
liberacdo de farmaco no periodo de 24 horas a 48 horas. Além disso, ocorreu uma

liberagéo rapida de farmaco até o periodo de 1 hora em que 57% do CET foi liberado.

Uma ANOVA de medidas repetidas foi realizada de cada amostra para comparar
o efeito do tempo sobre a quantidade de droga liberada. Em ambos os casos, nao
houve uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na quantidade de droga
liberada entre pelo menos dois grupos. Um teste t de duas amostras foi realizado para

comparar o efeito do acrescimento de CET na matriz polimérica de PLLA na liberacéo
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do farmaco entre as amostras de PLLA/10% CET e PLLA/15% CET. O resultado do
teste t foi que a amostra de PLLA/10% CET (74 + 7) foi capaz de liberar uma maior
qguantidade de CET do que a amostra de PLLA/15% CET (55 + 9) em que o valor de
p € menor do que 0,001.

A aplicacdo de modelos matematicos nos sistemas de liberacdo controlada in
vitro é fundamental para compreender as informacdes relativas aos mecanismos de
cinética de liberagdo de CET pela matriz polimérica de PLLA. Desse modo, cinco
modelos matematicos diferentes foram empregados para a analise de liberacdo de

farmaco.

O método dos minimos quadrados foi empregado utilizando a ferramenta Solver
do Microsoft Excel para o ajuste de cada modelo proposto. Critérios de aceitacdo do
modelo, tais como o coeficiente de regressdo (R?), erro quadratico médio da raiz
(RMSE). Adicionalmente, o valor do Critério de Informacao Akaike ajustado (AICc) e
do Critério de Informacdo Bayesiana (BIC) foi calculado para cada um dos ajustes
(HEREDIA et al., 2022).

Os resultados dos testes estatisticos feitos para verificar qual modelo
matematico mais adequado para analisar a cinética de liberacdo de CET estdo nas
Tabelas 9, 10 e 11. O critério usado na escolha do melhor modelo matemético foi a
partir dos valores obtidos dos testes AICc e BIC (HEREDIA et al., 2022).

Tabela 9. Testes estatisticos para verificar a adequagéo de diferentes modelos matematicos a
curva de liberagéo de farmaco da amostra de PLLA/5% de CET.

Equacdes SSE R? RMSE AlCc BIC

Qr =Qy+kyXxt 2772,21 1,00 19,90 75,74 67,57

Q: = Qy x exp(ky X t) 3102,94 0,99 21,05 76,52 68,36
Qr = ky x t°° 4412,71 0,95 740,19 71,99 68,88

Q¢ = kyp X " 977,94 0,84 11,82 68,44 60,28

Qr = kg X t™ + k, X t?™ 69,18 0,49 3,14 63,90 43,68

Fonte: Autor
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Tabela 10. Testes estatisticos para verificar a adequacao de diferentes modelos matematicos a
curva de liberacdo de farmaco da amostra de PLLA/10% de CET.

Equacbes SSE R2 RMSE AlCc BIC
Qr=0Qp+kyxt 310,33 1,00 5,57 72,73 69,64

Q: = Qo X exp(ky X t) 320,12 1,00 5,66 73,04 69,95
Q¢ = ky x t%° 23837,92 0,94 2564,06 111,86 110,75
Q¢ = Kyp X t" 45,30 0,66 2,13 53,48 50,39
Qr = kg X t™ + k, x t*™ 39,56 0,58 1,99 58,13 51,34

Fonte: Autor

Tabela 11. Testes estatisticos para verificar a adequacéo de diferentes modelos matematicos a
curva de liberacdo de farmaco da amostra de PLLA/15% de CET.

Equacgtes SSE R2 RMSE AlCc BIC
Qr=Qy+kyxt 546,37 1,00 7,39 78,39 75,29
Q: = Qp X exp(ky X t) 563,13 1,00 7,50 78,69 75,60
0, = ky X t°5 12286,13 0,94 1306,20 105,23 104,12
Q¢ = kyp x t" 112,27 0,68 3,35 62,56 59,47
Qr = kg X t™ + k, x t*™ 28,43 0,38 1,69 54,81 48,02

Fonte: Autor

Para o perfil de liberacdo da amostra de PLLA com 5% de CET, o modelo de
Peppas-Sahlin é o que mais adequado por apresentar os menores valor de AICc e
BIC. No entanto, o melhor ajuste desse modelo apresenta um valor negativo para o
parametro m, o que viola as condi¢Ges para o emprego desse modelo na identificacao

do mecanismo de liberacdo do farmaco dessa amostra.

Devido a isso, 0 modelo de Korsmeyer-Peppas € o mais adequado ao perfil de
liberacdo da amostra de PLLA/5% de CET. Além disso, o modelo mais adequado ao

perfil de liberacdo da amostra de PLLA/10% de CET é o Korsmeyer-Peppas enquanto
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o modelo Peppas-Sahlin é o mais adequado ao perfil de liberacdo da amostra de
PLLA/15% de CET. Os valores dos parametros obtidos na regressdo dos modelos

escolhidos estdo na Tabela 12.

Tabela 12. Parametros obtidos pela regressdo do modelo matematico escolhido.

Amostra Equacgao Parametros
ky, = 42,60
PLLA com 5% de CET Qr = kyp X t"
n=0,23
kyp =72,99
PLLA com 10% de CET Qr = kyp X t"
n=0,05
kq =78,75
PLLA com 15% de CET Qr = kg X t™ + k, x t2™ k, =-23,27
m=0,17

Fonte: Autor

O valor de n obtido pelo ajuste do modelo Korsmeyer-Peppas aos perfis de
liberacdo das amostras de PLLA com 5 e 10% de CET sdo menores do 0,45 e de
acordo com Verano Naranjo et al. (2021), a liberacdo do farmaco ocorreu pelo

mecanismo de difusado de Fick.

O modelo de Peppas-Sahlin evidencia o perfil anémalo de liberacdo do farmaco
da amostra de PLLA/15% de CET. Devido a isso, a difusdo de Fick e a degradacao

do polimero regem o processo de liberacdo de farmaco dessa amostra.

A Figura 20 contém os graficos com as curvas dos modelos escolhidos das trés

amostras.
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Figura 20. Graficos contendo a curva experimental e a curva do modelo matematico de cada amostra
obtida com os valores dos pardmetros contidos na Tabela 12. A) Amostra de PLLA com 5% de CET,
B) Amostra de PLLA com 10% de CET e C) . Amostra de PLLA com 15% de CET
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O perfil de liberacdo pode ser influenciado pela capacidade da matriz polimérica
em incorporar o CET. No estudo de CHAMPEAU et al. (2020), as amostras que
apresentaram somente a liberacdo regida pelo mecanismo de difuséo de Fick foram
as que obtiveram a maior incorporacdo de CET enquanto as amostras que
apresentaram a menor incorporacdo foram as que tiveram o perfil andmalo de
liberacao.

Nesse sentido, as amostras de PLLA com 5 e 10% de CET provavelmente
obtiveram uma maior incorporacdo de farmaco do que a amostra de PLLA/15% de
CET por apresentarem um perfil de liberacdo regido somente pelo mecanismo de
difuséo de Fick.

4.9 Ensaio biolégico

O contato entre as fibras produzidas e uma linhagem celular do pré-osteoblasto

de rato (MC3T3-E1) foi avaliada em relacdo a viabilidade celular.

A citotoxicidade do material € um importante fator a ser avaliado ja que no
processo de rotofiagdo envolve o emprego de solvente e somado a isso, o material
libera um farmaco o que pode ser um fator que comprometa a viabilidade celular.

Portanto, para verificar se as fibras de PLLA com diferentes concentragcbes de CET
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apresentam alguma toxicidade, a viabilidade de células MC3T3-E1 foi avaliada
usando ensaio de MTT (brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) por
24, 48 e 72 horas.

As Figuras 21, 22 e 23 contém graficos que apresentam perfis de viabilidade
celular no periodo de 24, 48 e 72 horas. As diferencas estatisticamente significativas
entre o material das fibras comparado com o controle negativo foram indicadas por *
(p<0.05).

Figura 21. O perfil de atividade celular de MC3T3-E1 apds 24 horas foi realizado utilizando o ensaio
de brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazélio (MTT).
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ApOs 24 horas de contato das membranas com o MTT, observa-se que as
amostras de PLLA/10% de CET e PLLA/15% CET acompanharam a viabilidade do
controle (células) e do PLLA puro. A membrana de PLLA/5% de CET, por sua vez,

apresentou diferenca significativa na viabilidade, tendo absorbancia reduzida.
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Figura 22. O perfil de atividade celular de MC3T3-E1 apds 48 horas foi realizado utilizando o ensaio
de brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazélio (MTT).
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ApOs 48 horas de contato das membranas com o MTT, observa-se que a

amostra de PLLA/10% de CET acompanhou a viabilidade do controle (células). Por
sua vez, as membranas de PLLA, PLLA/5% de CET, e PLLA/15% de CET

apresentaram diferenca significativa na viabilidade, tendo absorbancia reduzida.

Figura 23. O perfil de atividade celular de MC3T3-E1 apéds 72 horas foi realizado utilizando o ensaio
de brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazdlio (MTT).
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Apos 72 horas de contato das membranas com o MTT, observa-se que a
amostra de PLLA/10% de CET acompanhou a viabilidade do controle (células). Por
sua vez, as membranas de PLLA, PLLA/5% de CET, e PLLA/15% de CET
acompanharam o perfil de 48 h, e apresentaram diferenca significativa na viabilidade,

tendo absorbancia reduzida.

De acordo com os resultados obtidos para 24, 48 e 72h, e a partir dos trés
gréficos, nota-se que a membrana contendo PLLA/10% de CET teve uma proliferacédo
celular maior do que as demais fibras testadas, resultado que a destaca das demais

membranas.
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5 CONCLUSOES

Nesse trabalho, foi estudada a viabilidade do emprego da membrana rotofiada
de PLLA incorporado com CET para a regeneracao do tecido ésseo. Ao todo, foram
produzidos trés tipos de membranas incorporadas com diferentes concentracdes do
farmaco CET. De acordo com os resultados obtidos, as fibras de PLLA com 5,10 e
15% de CET apresentaram vantagens e desvantagens para o emprego na engenharia
tecidual.

De acordo com os resultados de viscosidade, a elevacdo da concentracao de
CET na matriz polimérica de PLLA provoca o aumento da viscosidade da solucéo.
Nota-se que a viscosidade aumenta consideravelmente em concentracfes superiores

a concentracao critica.

As membranas foram processadas por rotofiagcdo e observou-se a presenca de
fiboras homogéneas, sem a presenca de beads. Os resultados de molhabilidade

indicaram que o0 aumento na concentracdo de CET torna a membrana hidrofobica.

A analise quimica indicou a presenca dos grupos funcionais do PLLA e do CET,
e a analise de cristalinidade indicou que o PLLA é semicristalino e mostrou os picos

caracteristicos da cristalinidade do CET nas membranas.

Para o emprego como scaffold para o auxilio na regeneracao 0ssea, as fibras
de PLLA com 5, 10 e 15% de CET apresentaram estabilidade térmica na temperatura
do corpo humano, ou seja, o processo de perda de massa nao ira ocorrer por

degradacdao térmica. Além disso, o efeito plastificante do CET foi verificado por DSC.

Para o emprego como um sistema de liberacdo de farmaco, as fibras de PLLA
com 5,10 e 15% de CET apresentaram um perfil de liberacdo caracteristico, ou seja,
grande quantidade de farmaco liberada em um curto periodo e a seguir uma liberacéo
lenta do conteudo restante da matriz polimérica. Foram aplicados cinco modelos
matematicos aos dados experimentais de liberacdo das amostras sendo que o
mecanismo predominante de liberagdo das membranas de PLLA/5% de CET e
PLLA/10% de CET foram a difusdo de Fick, e para a membrana de PLLA/15% de CET
tanto a difusdo de Fick como a degradacédo do polimero foram 0os mecanismos que

atuaram na liberacéo do farmaco dessa membrana.
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A membrana contendo PLLA com 10% de CET foi que apresentou o melhor
resultado de viabilidade celular o que a torna candidata para o emprego como scaffold

para o auxilio na regeneracao 0ssea.

Em resumo, as membranas de PLLA incorporadas com CET foram processadas
por rotofiacdo, o pré-processamento foi estudado, obtendo-se membranas que foram
caracterizadas e demonstraram propriedades adequadas para uso na engenharia de

tecidos, como possiveis candidatas para serem aplicadas em reparos 0sseos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Em um novo estudo, os testes de ensaio mecanico, perda de massa e absorcao
hidrica necessitam ser realizados para complementar os resultados apresentados
neste estudo. Além disso, o novo estudo pode apresentar como objetivo encontrar 0s
parametros de fabricacdo de membranas por rotofiacdo que mais se adequem a

regeneracao 0ssea empregando a metodologia de superficie de resposta.

A metodologia de superficie de resposta € uma das metodologias que podem
ser empregadas para auxiliar na obtencdo dos melhores parametros de producéo de
membranas de PLLA incorporadas de cetoprofeno. Uma das vantagens dessa
metodologia esta no fato de ela ser capaz de realizar o planejamento de experimentos
para encontrar os melhores parametros de maneira a minimizar o numero total de

experimentos a serem realizados.

O planejamento de experimentos ocorre a partir dos conhecimentos obtidos dos
resultados dos testes das trés membranas produzidas que ajudaram a compreender
o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de cetoprofeno na matriz polimérica
de PLLA. Determinar a melhor concentracdo de polimero, melhor concentracdo de
farmaco, melhor concentracdo de solvente e melhor velocidade de rotofiagdo séo
alguns exemplos de parametros a serem testados para se obter uma membrana

adequada para a regeneracao 0ssea.
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