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RESUMO

O poli(acido latico) (PLA), biopolimero que possui propriedades como
biodegradabilidade e biocompatibilidade, tem sido bastante empregado na biomedicina.
Porém, sua elevada hidrofobicidade pode provocar uma resposta inflamatdria bastante
acentuada nos seres vivos. Para melhorar essa propriedade do PLA, tem-se produzidos
blendas com polimeros hidrofilicos como o poli(etileno glicol) (PEG). Recentemente,
estudos envolvendo a sinvastatina (SIN) e a hidroxiapatita (HA) tém confirmado a
influéncia de ambos no auxilio a inducdo e a regeneracdo do tecido 0sseo. Assim, 0
presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de mantas de nanofibras
poliméricas, via fiagdo por sopro em solucédo (Solution Blow Spinning — SBS), utilizando
o0 poli(acido latico) (PLA) e o poli(etileno glicol) (PEG), com a adi¢cdo de sinvastatina
(SIN) e hidroxiapatita (HA) a fim de obter scaffolds nanoestruturados para inducdo de
regeneracdo 0ssea. As nanofibras foram caracterizadas através da microscopia eletrénica
de varredura (MEV), da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR). As imagens de MEV mostraram as morfologias das nanofibras de PLA/PEG com
adicdo de sinvastatina e hidroxiapatita. Os espectros de FTIR mostraram a incorporacdo
da hidroxiapatita, mas ndo a da sinvastatina. Dessa forma, foi possivel realizar o estudo
da incorporagéo da sinvastatina e da hidroxiapatita em nanofibras de PLA/PEG obtidas
através da técnica de fiacdo por sopro em solucdo — SBS, apresentando assim, elevado
potencial para a formacdo de scaffolds nanoestruturados a fim de auxiliar na indugéo da

regeneracao Ossea.

Palavras-chaves: Poli(acido latico), poli(etileno glicol), sinvastatina, hidroxiapatita e

solution blow spinning - SBS.
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1.

INTRODUCAO

A nanotecnologia ¢ um ramo da ciéncia que tem atraido consideravelmente a
atencdo nos ultimos anos, por possibilitarem grandes impactos e avangos na qualidade de
vida e meio ambiente através da obtencdo de materiais nanoestruturados. As dimensdes
nanomeétricas tém influenciado diversos campos do meio cientifico, como o da medicina
e 0 da saude, o que possibilitou o surgimento da nanomedicina, a qual tem por objetivo a
promocdao de uma vida mais saudavel e consequentemente uma maior longevidade. Todos
0S processos, materiais e produtos que estdo compreendidos em uma escala entre 1 a 100
nanometros (nm) fazem parte da nanotecnologia. O maior destaque tem se dado aos
materiais nanométricos ou nanomateriais, pela vasta gama de aplicacfes que estes
possuem, como € o caso das nanofibras poliméricas, obtidas por duas técnicas bastantes
conhecidas: a eletrofiacdo e a fiacdo por sopro em solucdo (AMORIM, 2008; FERREIRA
E RANGEL, 2009; FERREIRA, 2017; TELLES, 2017).

Na producéo das fibras em escala nanométrica tém-se utilizado varias técnicas de
fiacdo como a melt spinning, melt blowing, e eletrofiacdo. Medeiros e colaboradores, em
2009, desenvolveram a técnica de fiacdo por sopro em solucdo (SBS), que atualmente
tem sido bastante estudada e utilizada na producdo das nanofibras por apresentar
vantagens como altas taxas de injecéo, fibras com a mesma faixa de tamanho das que séo
produzidas por eletrofiacdo, producdo de micro e nanofibras em larga escala em curto
tempo e com baixo custo, ndo necessitando de equipamentos de alta tensdo. As nanofibras
produzidas a partir desta técnica apresentam diversas aplicacbes como na industria téxtil,
de cosmeético, nas areas farmacéuticas e biomédicas como dispositivos carreadores de
drogas (FERREIRA, 2017).

As nanofibras sdo formadas por polimeros naturais, sintéticos, biopolimeros, ou
juncéo desses e possuem um diametro que varia numa faixa de 10 a 1000 nm (MOREIRA,
2018). Os polimeros naturais apresentam geralmente caracteristicas de
biocompatibilidade e biodegradabilidade e sdo amplamente utilizados na area biomédica
(SALLES, 2013). Os polimeros sintéticos também apresentam caracteristicas de
biocompatibilidade e bioreabsorvidade como o poli(€-caprolactona) (PCL),
polivinilpirrolidona (PVP), poli(acido latico-co-acido glicdlico) PLGA, poli(etileno
glicol) (PEG) e poli(acido latico) (PLA) (PANTANO et al., 2009).

O poli(acido latico) (PLA) é um poliéster linear, biodegradavel e alifatico, obtido

a partir da fermentacdo de recursos renovaveis e ainda apresenta caracteristicas de



biocompatibilidade com células e tecidos humanos (BRAMBILLA, 2013; GONCALVES
et al.,, 2015). O PLA possui excelentes propriedades mecéanicas e é de féacil
processamento, motivos pelos quais tem atraido o interesse para aplicacdes na area da
biomédica como scaffold (SANTOS, 2014). No entanto, esse biopolimero apresenta
algumas limitacdes com relacdo ao uso biomédico, por apresentar baixa taxa de
degradacdo quando comparado com outros poliésteres, presenca de grupos laterais com
baixa reatividade e hidrofobicidade. Esta Gltima caracteristica provoca a reducdo da
afinidade celular de forma a provocar resposta inflamatdria mais acentuada. A fim de
melhorar essa propriedade do PLA, é possivel realizar a copolimerizacdo e produzir
blendas poliméricas, deste com outros polimeros como os polietilenoglicéis (PEGS)
(MARTINS, 2015).

O poli(etileno glicol) (PEG) é um poliéter de baixa massa molar e € produzido
através da polimerizacdo do éxido de etileno. O PEG apresenta-se como um polimero
solivel em agua e solventes organicos, é atoxico, apresenta compatibilidade bioldgica e
funciona como agente principiante de proteinas e &cidos nucléicos (CRUZ, 2004). O PEG
é bastante utilizado para a producao de blendas poliméricas com a finalidade de conferir
propriedades que os polimeros ndo possuem. Estudos recentes mostram a utilizacdo do
PEG nas formulacGes de liberacdo controlada atuando como transportadores para
liberacdo de farmacos, como é caso da sinvastatina (FERREIRA, 2017).

A sinvastatina (SIN) é um farmaco da familia das estatinas que tem sido bastante
utilizada no controle dos niveis do colesterol e atualmente tem atraido a atencdo dos
pesquisadores devido a sua atuacdo para estimular a formacgdo déssea localizada sem
provocar inflamagéo. A utilizacdo da sinvastatina junto com os biomateriais possibilitam
a formacdo do tecido 6sseo devido as propriedades osteocondutoras dos biomateriais
aliado com as propriedades indutoras desse farmaco (SOUZA et al., 2017). Segundo
Rojbani e colaboradores (2011), a hidroxiapatita, biomaterial osteocondutor, associado a
sinvastatina poderiam favorecer consideravelmente a formacéo do tecido dsseo.

A hidroxiapatita (HA) é um biomaterial ceramico a base de fosfato de célcio e
apresenta propriedades de biocompatibilidade, bioatividade, osteocondutividade e
osteointegracdo. Essas propriedades da hidroxiapatita tem atraido bastante o interesse
para o seu estudo e producédo. Este biomaterial possui a capacidade de substituir o 0sso
humano em implantes e préteses (RIBEIRO, 2007; COSTA et al., 2009). Estudos revelam

uma hipotese de que a hidroxiapatita ao ser implantada no corpo humano é absorvida



pelos tecidos conjuntivos, 0 que provoca a reparacdo do tecido 6sseo e/ou a neoformacéo
6ssea (PASCHOALINO, 2010).

Assim, o presente trabalho realizou o estudo da incorporacdo da sinvastatina e da
hidroxiapatita em nanofibras de poli(acido latico) (PLA) e poli(etileno glicol) (PEG),

obtidas através da técnica de fiacdo por sopro em solucéo (SBS).



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Estudar a incorporacdo da sinvastatina e da hidroxiapatita em nanofibras de
diferentes proporcdes de poli(acido latico) (PLA) e poli(etileno glicol) (PEG), produzidas

pela técnica de SBS — Solution Blow Spinning.
2.2 Objetivos Especificos

e Produzir nanofibras no formato de mantas a partir de solugbes de blendas
poliméricas de PLA/PEG (9:1, 7:3) com a adi¢do de sinvastatina (2,5% (m/m)) e
HA (10% (m/m)) em cloroférmio (15% (w/v)), via SBS.

e Caracterizar as fibras por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de forma a
analisar sua morfologia, o didmetro médio e o desvio padrao.

e Caracterizar os sistemas produzidos através da espectroscopia de infravermelho

com transformada de Fourier (FTIR).



3.

FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia € um novo ramo da ciéncia que surgiu na Universidade da
California, no ano de 1959, em uma palestra proferida por Richard Feynman, em que
sugeriu que em algum dia seria possivel manipular atomo por atomo, introduzindo dessa
forma o conceito de nanotecnologia (AMORIM, 2008; GIRELLE, 2016; TELLES, 2017).
A palavra “nanotecnologia”, porém, s6 foi empregada a primeira vez por um pesquisador
japonés, Norio Taniguchi, no ano de 1974. O prefixo “nano” vem do grego e significa
“ando”, e é também utilizado para denominar uma parte de um bilhdo (AMORIM, 2008;
GIRELLE, 2016).

A nanotecnologia ao permitir a manipulacdo dos atomos abriu um novo leque de
possibilidades para a ciéncia, que podem causar grandes modificagdes no nosso dia a dia,
auxiliando na preservacdo do meio ambiente e melhorando a qualidade de vida, nas areas
de medicina e saude. A unido entre a medicina e a nanotecnologia possibilitou o
surgimento da nanomedicina, que representa uma grande promessa neste campo a fim de
proporcionar mais salde e uma vinda mais longa as pessoas (AMORIM, 2008;
FERREIRA et al., 2009). Na area médica surge ainda os nanomedicamentos, 0s quais sao
obtidos com tamanho bastante reduzidos e um aumento da area superficial em relacdo ao
volume (FERREIRA, 2017).

Os nanomateriais estdo compreendidos em uma escala que varia entre 1 a 100
nanometros (nm). Ao manipular estruturas ou particulas em nanoescala é possivel a
obtencdo de propriedades diferentes das estruturas e/ou particulas macroscopicas. As
nanoparticulas apresentam ainda uma grande area superficial, o que permite uma melhor
interacdo com outros materiais (QUINA, 2004; PASCHOALINO, 2010). Alguns
nanomateriais tém atraido bastante atencao devido a diversidade de suas aplicagdes como
é o caso das nanofibras poliméricas (FERREIRA, 2017).

As nanofibras poliméricas possuem uma estrutura Unica e importantes
propriedades diferenciadas, as quais fizeram delas uma classe bastante importante dos
nanomateriais. Os didmetros pequenos das nanofibras aumentam a sua razéo de aspecto
e a sua area superficial, o que contribui para uma maior funcionalidade das ligagdes
quimicas e dos fen6menos de superficies (FERREIRA, 2017; BARBOZA, 2018). Essas



caracteristicas sdo alcancgadas devido as técnicas de producdo como a eletrofiacdo e a

fiag&o por sopro em solucdo.
3.2 Producao de Nanofibras

Atualmente, vérias técnicas sdo utilizadas para a obtengdo de nanofibras, como a
drawing, template synthesis, separacdo por fases, melt spinning, melt blowing,
eletrofiacdo (electrospinning) e fiacdo por sopro em solugdo (Solution Blow Spinning —
SBS) (FERREIRA, 2017; KUNTZLER, 2017).

A eletrofiacdo é a técnica mais antiga e mais popular para a producdo de
nanofibras de que se tem registro. Em primeiro lugar, ela foi observada por Rayleigh em
1897, em seguida foi estudada detalhadamente por Zeleny em 1914 e patenteada por
Formhals em 1934, o qual depositou 22 patentes sobre a eletrofiagdo (CABRAL, 2009;
FERREIRA, 2017; BARBOZA, 2018). A técnica de eletrofiacdo consiste na aplicacéo de
alta tensdo a solucdo de polimero, resultando na formacdo de nanofibras através da

repulsdo de cargas eletrostaticas e alongamento da solucdo (KUNTZLER, 2017).

Com o surgimento da terceira geracdo dos biomateriais na decada de 90, essa
técnica, versatil e pratica, comecou a ser popularizada, sendo impulsionada pelas areas
médica e ambiental. Além de ser utilizada na fabricacdo de fibras em escala nanométrica
e de baixo custo, é possivel também a obtencéo de fibras com formas e tamanhos de secéo
transversal variados de acordo com as diferentes solucdes poliméricas e controle das
condicdes de processo e ambiente (ALAVARSE, 2015; KUNTZLER, 2017).

Uma nova técnica para a producdo de nanofibras poliméricas, Solution Blow
Spinning — SBS, foi proposta por Medeiros e colaboradores (2009) como uma alternativa
para a eletrofiacdo, onde apresenta vantagens em relacéo a essa técnica ja consolidada
como alta taxa injecdo, producdo em larga escala de micro e nanofibras, baixo custo de
producdo, ndo necessita de equipamento de alta voltagem para a producdo de fibras na
mesma faixa de tamanho que as fibras feitas por eletrofiacdo e ainda a deposicdo das
fibras em qualquer tipo de alvo (CENA et al., 2015; FERREIRA, 2017).

A técnica de fiacdo por sopro em solugdo (SBS) consiste em um aparato, como
mostra a Figura 1, que contém cinco elementos: um compressor de ar, um regulador de
pressdo, uma bomba de injecdo a fim controlar as taxas de injecdo das solugdes, uma

matriz de extrusdo de bico concéntrico e um coletor com velocidade rotacional



controlavel. Ao variar os parametros desse processo € possivel modificar a morfologia
das fibras alterando o seu didmetro medio, produzir fibras em escala industrial e com
baixo custo em relac&o a técnica de eletrofiagdo (MEDEIROS, 2009; CENA et al., 2015;
FERREIRA, 2017).

O

Valvula
de pressdo —

Ar_ . Distancia
comprimido de trabalho
D

;

Coletor

Agulha

=

Bomba
de mjecao

Figura 1 - Aparato do Solution Blow Spinning - SBS. Fonte: MARTINS, 2015. Adaptado de MEDEIROS
et al., 2009.

As nanofibras produzidas por esses processos possuem propriedades que
favorecem a sua utilizacdo como carreadores de cargas através de uma direcdo controlada
e que possibilita o seu uso em dispositivos de liberagcdo controlada. Essas fibras, obtidas
na forma de mantas ou véus, sdo produzidas sem qualquer processo de malharia ou
tecelagem e, por isso, sdo denominadas de ndo tecidos (nonwoven). Elas séo
caracterizadas por estarem conectadas umas as outras por um emaranhamento fisico, na

forma de estruturas planas, flexiveis e porosas (MARTINS, 2015).

As estruturas formadas por esse processo ainda fazem com que as nanofibras se
assemelhem com a matriz extracelular (MEC), o ambiente natural das células no corpo
humano, o que permite a implantagdo desses materiais no organismo fisico favorecendo
a adesdo e proliferacdo de células endogenas, auxiliando no processo de cura ou
regeneracio de tecidos. E importante ainda que as nanofibras poliméricas possuam
caracteristicas como biocompatibilidade e biodegradabilidade, pois ndo é desejavel que

se tenha uma resposta inflamatdria do implante e, que o biomaterial seja um suporte



regenerativo temporario, ou seja, que possa ser degradado sem liberar agentes toxicos
(ALCOBIA, 2013).

3.3 Poli(acido latico) (PLA)

O poli(acido latico) (PLA) é um poliéster alifatico composto por mondmeros de
acido latico polimerizados que apresenta propriedades como biocompatibilidade e
biodegradabilidade, além de ser ndo compostavel e ndo toxico. O acido latico € obtido a
partir da fermentacdo bacteriana da glicose extraida do amido proveniente de fontes
renovaveis, como o milho, a cana-de-agUcar, a beterraba e a batata. O PLA, portanto, se
apresenta como uma alternativa sustentdvel quando comparados com os polimeros
provenientes do petréleo (MARTINS, 2015; FERREIRA, 2017; MOREIRA, 2018).

O PLA possui ainda propriedades semelhantes aos polimeros de origem
petroquimica como propriedades éticas, mecanicas, térmicas e de barreira. Apresenta
uma temperatura de transicao vitrea (Tg) que varia de 50 a 80 °C e uma temperatura de
fusdo cristalina (Tm) entre 174 e 184 °C. Outra caracteristica do PLA é a sua
hidrofobicidade devido a presenca do grupo metil em sua cadeia como mostra a Figura 2.
A sua cristalinidade pode variar entre 0 a 40%, a qual confere ao polimero caracteristicas
amorfa ou semicristalina. A taxa de cristalinidade influencia diretamente nas suas
propriedades, inclusive no seu tempo de degradagé@o quando exposto em diferentes meios
(BRAMBILLA, 2013; FERREIRA, 2017; FRANCISCO, 2017).

T
HO -—(lj—c—o--H
CH,
— —n

Figura 2 - Estrutura quimica do poli(4cido latico) (PLA). Fonte: FRANCISCO, 2017 APUD RUDNIK,
2008.

Esse poliéster, apesar de possuir vantagens como biocompatibilidade,
compostabilidade, elevada resisténcia mecanica e atoxico, apresenta algumas limitacoes
para seu uso na biomédica como presenca de grupos laterais com baixa reatividade e
hidrofobicidade. Este ultimo resulta em baixas permeabilidades e menores interacdes com
células. A fim de modificar essa propriedade, provocando uma alteracdo na superficie

deste biomaterial, polimeros hidrofilicos como os polietilenoglicéis estdo sendo
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incorporados nas solugdes formando as blendas (SPASOVA et al., 2007; MARTINS,
2015; FERREIRA, 2017; MOREIRA, 2018).

3.4 Poli(etileno glicol) (PEG)

O poli(etileno glicol) (PEG) é um poliéter com baixa massa molar, produzido
através da polimerizacéo do 6xido de etileno ou do etileno glicol. Quando estes polimeros
possuem uma alta massa molar, sao denominados de poli(6xido de etileno) (PEO). Ambos
possuem caracteristicas diferentes, principalmente no que se refere a sua taxa de
biodegradacao, pois a taxa de biodegradacdo do PEG diminui com o aumento da cadeia.
O tamanho médio das cadeias influencia ainda a viscosidade deste polimero quando
encontrados como solugbes (CRUZ, 2004; CASTANHO, 2009; FERREIRA, 2017).

O PEG apresenta em sua estrutura quimica o grupo hidroxila como mostra a
Figura 3, o qual possui uma grande influéncia nas suas propriedades fisico-quimicas. As
diversas propriedades que o PEG possui como boa biocompatibilidade,
biodegradabilidade, elevada solubilidade em &gua e solventes organicos, nao téxico, ndo
imunogeénico, de facil eliminacdo do corpo humano, funciona como agente principiante
de proteinas e acidos nucléicos e, ndo prejudica o meio ambiente, tem possibilitado a sua
aplicacdo nas éareas quimica, bioldgica, biomédica e farmacéutica (CRUZ, 2004;
SPASOVA, 2007; GUIMARAES et al., 2016; FERREIRA, 2017).

0 H
H od
n

Figura 3- Estrutura quimica do poli(etileno glicol (PEG). Fonte: CASTANHO, 20009.

Uma das caracteristicas mais importante do PEG é a higroscopicidade, apesar de
ser uma substancia estavel. A higroscopicidade tem relacdo direta com a massa molar do
polimero, pois quando esta aumenta a higroscopicidade diminui (CRUZ, 2004). Essa
propriedade tem permitido a incorporag@o do PEG em formulacGes de diversos polimeros
como o poli(acido latico) (PLA) (CAVALLI, 2015; LEITE & CALVAO, 2015),
quitosana (CS)/poli(alcool vinilico) (PVA) (GUIMARAES et al., 2016), poli(3-
hidroxibutirato) (PHB) (BLAZEK, 2012). A incorporacdo de um polimero em outro
possibilita a formacéao de blendas que tem como finalidade alterar as propriedades de um



polimero, conferindo uma propriedade que isoladamente ndo possua (BLAZEK, 2012;
FERREIRA, 2017). Assim, quando o PEG se fixa em outras estruturas, consegue
aumentar a caracteristica hidrofilica ou a hidrofilia das mesmas, elevando a solubilidade
de compostos fracamente soltiveis (NASCIMENTO, 2018).

Este biopolimero é considerado ainda como um polimero farmacologicamente
ativo, ou seja, tem a capacidade de agir como medicamento ou como
veiculo/transportador para liberacdo controlada de outros farmacos como a sinvastatina
(FERREIRA, 2017; NASCIMENTO, 2018).

3.5 Sinvastatina

As estatinas sdo farmacos que possuem acao inibidora competitiva da enzima 3-
hidroxi-3-metil-glutaril coenzima-A (HMG-CoA) redutase, enzima essa que catalisa a
conversdao do HMG-CoA a mavelonato, que atua diretamente no controle dos niveis de
colesterol (SOUZA et al., 2016; SOUSA et al., 2017). Estes medicamentos ajudam na
reducdo do LDL-colesterol (Low Density Lipoproteins), o qual é bastante prejudicial a
salde e aumenta a risco o de infarto (OLIVEIRA, 2017).

A utilizacdo das estatinas, além de diminuir os niveis de LDL, tem se destacado
por outros efeitos benéficos secundarios como anti-inflamatério, imunomodulatério,
antioxidante, tratamento da osteoporose, redugdo do risco de fraturas, promocdo da
angiogénese e aumento da diferenciacdo dos osteoblastos, estimulando a formacao dssea
(SOARES, 2011; SOUZA et al., 2016). Na atualidade, estdo aprovadas para o uso clinico
apenas sete estatinas: fluvastatina, lovastatina, pitavastatina, rosuvastatina, pravastatina,
atorvastatina e sinvastatina (OLIVEIRA, 2017).

A sinvastatina, estrutura quimica mostrada na Figura 4, € uma estatina solivel em
lipidios que tem sido bastante estudada por induzir a formacdo déssea quando aplicada
localmente. Possui propriedades angiogénicas e osteogénicas, além da estabilidade
quimica, do baixo custo e ser de facil acesso a toda populacdo (MIRANDA, 2014;
OLIVEIRA, 2017; SOUSA et al., 2017). Este medicamento quando ministrado em doses
elevadas pode aumentar o risco de doencas renais, problemas no figado e dano aos tecidos
musculares, enquanto que baixas dosagens podem ser ineficientes para a cicatrizacao
Ossea (SOUSA et al., 2017).
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Figura 4 - Estrutura quimica da sinvastatina. Fonte: POLONINI et al., 2011.

Estudos recentes como o de Jiang e colaboradores (2013) defendem que a
neoformacdo Ossea é favorecida pela utilizacdo de biomateriais, utilizados como
carreadores, associados com a sinvastatina, devido a unido das propriedades indutoras da
sinvastatina com as osteocondutoras dos biomateriais. A hidroxiapatita por ser um
biomaterial e possuir propriedades osteocondutoras, contribuem para a neoformacao
Ossea quando associada com a sinvastatina (GAO et al., 2013; SOUSA et al., 2017).

3.6 Hidroxiapatita

Apatita é a denominacdo dada a um grupo formado por diversos minerais que
possuem propriedades isomorfas, ou seja, diferente composicdo quimica apesar de
apresentarem estrutura cristalina semelhantes. Esse grupo de minerais pode ser expresso
através de uma formula geral M1o(ZO4)eX2, onde M (Ca?*, Sr?*, Pb?*, Cd?**, Mg?*, Fe?*,
Na*, K*), ZO (PO4*", AsOs", VO4*, SiOs*) e X (F, CI7, OH", Br’, Oz"). Quando a
apatita assume a formula Ca10(PO4)s(OH). tem-se a hidroxiapatita, com razdo Ca/P igual
a 1,67, sendo o fosfato de célcio mais estavel e menos soltvel (VALENTE, 1999; COSTA
et al., 2009; IBUKI, 2014; DOURADO, 2016).

Biomaterial natural do grupo das ceramicas ativas, a hidroxiapatita é encontrada
no 0sso em torno de 30 a 70% da massa dos 0ssos e dentes. Esse biomaterial € um fosfato
de calcio e tem sido bastante utilizado na area méOdica devido as suas propriedades como
alta biocompatibilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade, osteointegracdo e unido
direta aos 0ssos, propriedades essas que a torna substituta do osso humano em implantes
e proteses (COSTA et al., 2009; IBUKI, 2014; SANTOS et al., 2019).
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A hidroxiapatita pode ser de duas naturezas: natural ou sintética. Quando ela é
encontrada nos 0ssos e ndo é estequiomeétrica, além de possuir uma deficiéncia em calcio
de até 10%, a hidroxiapatita é natural. E considerada sintética quando s&o obtidas por
alguma técnica de sintese do pd como as técnicas de precipitacdo e sol-gel. A
hidroxiapatita pura cristaliza-se sob a forma monoclinica (P21/b), porém pode sofrer a
transicdo alotropica de monoclinica para hexagonal (Ps3/m), onde esta Gltima pode ser
estabilizada através da presenca de impurezas ou por substitui¢fes parciais (GOUVEIA,
2008; COSTA et al., 2009).

A estrutura cristalina da hidroxiapatita, mostrada na Figura 5, é constituida por
arranjos hexagonal de Ca®* e de PO4>~ sobre colunas de OH™. Possui densidade de 3,16
Kg/m? e pardmetros de rede iguaisaa=b=9,432 A, c = 6,875 A e y=120°. Tal estrutura
permite que ocorra substituicBes catibnica e aniénica isomorfas facilmente. O célcio
(Ca") pode ser substituido por outros metais como Mg?*, Pb?*, Cu?*, Zn?*, Fe?*, Co?",
etc. Os grupos PO4s*~ e OH™ poder ser substituidos por carbonatos e vanadatos e,
carbonatos, fldor e cloro, respectivamente (GOUVEIA, 2008; COSTA et al., 2009;
DOURADO, 2016; NICOMENDES, 2017).

Figura 5- Estrutura cristalina da Hidroxiapatita. Fonte: NICOMENDES, 2017 APUD ChemTube 3D.

Essas substituicdes na estrutura cristalina podem provocar varias mudancgas nas
caracteristicas da hidroxiapatita como a cristalinidade, os parametros de rede, a
estabilidade, a solubilidade, a bioatividade, a biocompatibilidade e a adsor¢édo da estrutura
da hidroxiapatita sem que haja modificagdes significativas na simetria hexagonal da
estrutura (GOUVEIA, 2008; DOURADO, 2016).
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As caracteristicas fisico-quimicas da hidroxiapatita lhe conferem grande
semelhanca com a fase cristalina encontrada nos tecidos 6sseos e, por este motivo, tem
sido grande alvo de estudos, pesquisas e sintetizacdo. Ela é capaz de induzir o crescimento
do tecido d6sseo no local em que se encontra, pois sua superficie permite interacbes do
tipo dipolo, ou seja, moléculas de agua, proteinas e colageno sdo capazes de serem
adsorvidas em sua superficie a qual estabelece forte ligacdo com o tecido 6sseo (INUKI,
2014). E na area da nanotecnologia, segundo Rezk e colaboradores (2018), “nanofibras
carregadas com hidroxiapatita e sinvastatina tem funcionado como um revestimento
funcional duplo para melhorar a regeneracao do tecido 0sseo e controlar o processo de

degradacdo”.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Para a producdo das nanofibras foram utilizados o poli(&cido latico) (PLA), Ingeo
3251D da Cargil S.A.; poli(etileno glicol) (PEG) 8000, Sigma Aldrich; sinvastatina
(SIN), Farmacia de Manipulacdo e Homeopatia, Jodo Pessoa; e Hidroxiapatita, Laborclin
produtos para laboratorios LTDA. O solvente utilizado foi o cloroférmio PA (pureza

analitica), Vetec Quimica Fina LTDA.
4.2 Metodos
4.2.1 Preparo das Solugoes

Para o estudo da incorporacdo da sinvastatina e da hidroxiapatita, foram
preparadas solugdes com diferentes concentragOes de PLA, PEG, SIN e HA, solubilizadas
em cloroférmio, as quais foram divididas em dois grupos, | e Il, a fim de facilitar a

identificacdo das blendas, como mostra as Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - CondicOes das solugdes para fiagdo das fibras do grupo 1.

Grupo |
Solucio Concentragéo Concentragéo Concentragéo %ﬁgﬁggﬁf&o
¢ PEG (M/m%)  SIN (m/m%)  HA (m/m%)
(m/v%)
PLAPEG 10 - - 15
PLAPEGHA1 10 - 10 15
PLAPEGSIN1 10 2,5 - 15
PLAPEGSINHA1 10 2,5 10 15
Tabela 2 - Condicdes das solugdes para fiacdo das fibras do grupo 1.
Grupo Il
Solugio Concentragéo Concentragéo Concentragéo %ﬁgﬁgg:ﬁgf?
0, 0, 0,
PEG (m/m%) SIN (m/m%) HA (m/m%) (MIV%6)
PLAPEGs3 30 - - 15
PLAPEGHA3, 30 - 10 15
PLAPEGSIN3o 30 2,5 - 15
PLAPEGSINHA3z 30 2,5 10 15
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4.2.2 Equipamento de fiagdo por sopro em solucéo

Para a producdo das nanofibras, um conjunto de equipamentos foi necessario
como um compressor de ar da marca Onix Pressure Onp 10/100 V-RN; um filtro ar
regulador de pressao FERGE modelo 21-C2523C2; um mandmetro de marca Matheson,
modelo 22024-1; uma seringa de plastico de 10 mL e; um capilar resistente a solventes
organicos. A coleta das fibras foi realizada sobre papel aluminio envolvendo um cilindro

oco acoplado horizontalmente a um agitador mecéanico.

Os parametros desse processo foram: taxa de injecdo a 7,8 mL/h; presséo de 30
Psi; distancia de trabalho (distancia entre o bico e o coletor) de 100 mm e; rotacédo de 600
RPM.

4.2.3 Caracterizacoes
4.2.3.1 Andlise morfoldgica por MEV

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada a fim de observar a
morfologia das superficies das fibras, bem como realizar as medicGes para identificar o

didmetro médio e o desvio padréo das nanofibras.

As nanofibras foram revestidas com ions metalicos de ouro com o auxilio de um
metalizador (EMITECH, K550X). A obtencdo da morfologia das nanofibras se deu
através do microscopio eletrénico de varredura de marca HITACHI, modelo TM3000,
com voltagem de aceleracédo de 15 kV.

Para cada micrografia, aproximadamente 100 fibras foram medidas através de um
software dedicado (Image J, National Institutes of Health, USA) e os dados de tamanho
de fibras foram analisados estatisticamente.

4.2.3.2 Andlise estrutural por FTIR

A realizacdo da andlise por espectroscopia no infravermelho teve como objetivo
identificar a frequéncia das bandas de absorcéo dos grupos funcionais caracteristicos de

cada material e identificar a incorporacdo da sinvastatina e da hidroxiapatita.

Foram pesadas 2 mg de cada amostra e em seguida macerada em almofariz de
agata com 250 mg brometo de potassio (KBr). As pastilhas foram prensadas a vacuo
durante 10 minutos. Para essa analise foi utilizado o equipamento Shimadzu ATR-Fourier
Transform Infrared Spectrophotometer, modelo IR Prestige-21 IR Affinity-1 FTIR 8400S
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(Kyoto, Japo), com comprimento de onda de 4000 a 400 cm™, resolucdo de 4cm™ e 64

varreduras para cada amostra.
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5.1

RESULTADOS E DISCUSSAO
PROPRIEDADES MORFOLOGICAS

A morfologia e a producdo das fibras sofrem grande influéncia dos parametros do
processo do método SBS, em carater especial da viscosidade e a composi¢ao polimérica.

Esses fatores influenciam ainda a distribuicdo de didametro das fibras (FERREIRA, 2017).

As micrografias apresentadas na Figura 6 mostram as superficies das fibras de
PLAPEG1o (Fig. 6 a) que possui 10% em massa de PEG na matriz de PLA; de
PLAPEGHA1o (Fig. 6 b) com 10% de massa de hidroxiapatita na blenda de PLAPEG y;
de PLAPEGSINo (Fig. 6 ¢) com 2,5% de massa de sinvastatina na blenda de PLAPEG1yo;
e de PLAPEGSINHA o (Fig. 6 d) com 10% de hidroxiapatita e sinvastatina na blenda de
PLAPEG1o. Nas Figuras 6 a e c, é possivel observar superficies lisas e continuas,
sugerindo que a presenca da sinvastatina nao afetou a morfologia da fibra. J& nas Figuras
6 b e d, verifica-se que as fibras estdo mais irregulares devido a presenca da hidroxiapatita

no interior das nanofibras.

Os histogramas da distribuicdo normal dos diametros das fibras de PLAPEG1o,
PLAPEGHA10, PLAPEGSIN1o e PLAPEGSINHA1o encontram-se na Figura 6. Nota-se
que a blenda de PLAPEG1o apresenta uma distribuicdo normal mais estreita quando
comparada com as de PLAPEGHA10 e PLAPEGSIN1o, que possuem uma distribuigédo
mais larga, demonstrando que as fibras estdo distribuidas de forma mais homogénea. A
distribuicdo normal para 0 PLAPEGSINHA1, mostra uma curva mais estreita que as

demais, indicando que as fibras possuem didmetros aproximados do valor médio.
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Figura 6 - Micrografias com aumento de 1000x das nanofibras do grupo | a) PLAPEGo; b)
PLAPEGHA0; c) PLAPEGSIN;1o; d) PLAPEGSINHA .

A Figura 7 apresenta as imagens de MEV das superficies das fibras de PLAPEG3g
(Fig. 7 a) que possui 10% em massa de PEG na matriz de PLA; de PLAPEGHAxo (Fig. 7
b) com 10% de massa de hidroxiapatita na blenda de PLAPEG3o; de PLAPEGSIN3o (Fig.
7 ¢) com 2,5% de massa de sinvastatina na blenda de PLAPEG3o; e de PLAPEGSINHAz0
(Fig. 7 d) com 10% de hidroxiapatita e sinvastatina na blenda de PLAPEGs3o. Resultados
semelhantes foram obtidos quando comparado com as imagens da Figura 6 a e ¢. Nas
Figuras 7 a e c, as superficies sdo lisas e continuas, ndo apresentando qualquer
modificacdo pela presenca da sinvastatina. As Figuras 7 b e d, observa-se a presenca da

hidroxiapatita mostrando a sua incorporacgdo nas blendas.

Os histogramas para os as blendas de PLAPEGzo, PLAPEGHA30, PLAPEGSIN3g
e PLAPEGSINHA3 sdo apresentados na Figura 7. Resultados semelhantes aos da Figura
6 foram encontrados, pois a blenda de PLAPEG3o possui uma distribuicdo normal mais
estreita em relacdo as de PLAPEGHAs3 e PLAPEGSINzo, que apresentam uma
distribuicdo mais larga, indicando que as fibras estdo distribuidas de forma mais

homogénea. A curva da distribuicdo normal para 0 PLAPEGSINHA3o apresenta-se mais
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estreita que as de PLAPEG30, PLAPEGHAz0 e PLAPEGSIN3o, sugerindo que as fibras

possuem didmetros mais préximos do seu valor médio.

Figura 7— Micrografias com aumento de 1000x das nanofibras do grupo 11 a) PLAPEGs3; b)
PLAPEGHAg0; c) PLAPEGSIN30; d) PLAPEGSINHA.

Nas imagens de MEV apresentadas nas Figuras 6 b e d, bem comonas 7bed, é
possivel notar ainda a presenca de defeitos como beads, fibras grossas e larga distribuicéo
de didmetros. As diferencas encontradas nas fibras sdo justificadas através das
modifica¢fes nas propriedades viscoelasticas das diferentes composi¢des das solucdes
poliméricas, visto que as condigdes utilizadas para o processo de producédo das nanofibras

como presséo e taxa de injecdo, foram mantidas constantes.

Segundo Oliveira e colaboradores (2011), a técnica SBS produz, comumente,
fibras que possuem uma elevada dispersdo entre os didmetros. As Tabelas 3 e 4 mostram
a média dos didmetros e o desvio padrdo das nanofibras. Os resultados mostram que
ocorre um aumento no diametro médio nas fibras com maior concentragdo de PEG, o que

pode estar relacionado com as mudancas na viscosidade das solugdes.
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Tabela 3 - Diametro médio e desvio padrdo das nanofibras do grupo I.

Grupo |
Média dos diametros (nm) Desvio Padrédo (hnm)
PLAPEG10 698 240
PLAPEGHA10 648 177
PLAPEGSIN1o 654 222
PLAPEGSINHA10 589 235

Tabela 4 - Didametro médio e desvio padréo das nanofibras do grupo II.

Grupo Il
Meédia dos didmetros (hnm) Desvio Padréo (nm)
PLAPEGso 803 194
PLAPEGHA=0 701 183
PLAPEGSIN3o 605 207
PLAPEGSINHA30 698 214

5.2. PROPRIEDADES ESTRUTURAIS

A identificacdo das frequéncias de absor¢do dos grupos funcionais caracteristicos
do PLA, do PEG, da sinvastatina e da hidroxiapatita estdo representados na Figura 8 a, b,
c e d, respectivamente. O espectro de FITR do poli(acido latico), Figura 8a, apresenta as
bandas caracteristicas com maiores intensidades em 1749 cm™, associada ao estiramento
da (C=0), em 1184 cm, referente a0 modo vibracional assimétrico e angular axial do
(C-O + CHa), e em 1082 cm™, associado ao modo axial assimétrico do (C-O-C). O
comprimento de onda de 2997 cm™ corresponde as deformagcdes axiais e simétricas do
(CHs3) e as bandas em 1447 cm™ e 1378 cm™ correspondentes as deformagdes angulares
assimétricas dos grupos (CHs). Ndo foi identificado a presenca de subprodutos de
hidrolise do PLA, que é caracterizado por uma banda intensa na regifo 3500-3000 cm™.
(DRUMOND et al., 2004; OROZOCO et al., 2009; XU et al., 2009).

A Figura 8b apresenta o espectro de infravermelho para poli(etileno glicol),
demonstrando uma banda larga caracteristica na regido 3694-3292 cm™ que corresponde
as hidroxilas terminais relacionadas as pontes de hidrogénio (OH?). O PEG ¢

caracterizado ainda pela presenca de uma banda intensa em 2886 cm™ referente ao
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estiramento do (CH) e de uma banda em 1116 cm™ relacionada ao estiramento assimétrico
do (C-O-C), de acordo com a literatura (FELICIANO, 2007; FERREIRA, 2017).

A sinvastatina tem seu espectro de FTIR demonstrado na Figura 8c. Essa estatina
apresenta bandas caracteristicas nos comprimentos de ondas 3547 cm, 3017,39 cm™,
1694,84 cm™ e 1268,29 cmt, que correspondem as vibragdes de estiramento do (OH), ao
alongamento assimétrico de metil (C-H), ao alongamento de éster (C=0) e ao
alongamento de lactona (C-O-C), respectivamente (MARCONDES, 2016; FERREIRA,
2017).

O espectro de FTIR da hidroxiapatita, Figura 8d, na regido de 4000-400 cm™
apresenta as bandas caracteristicas da HA associadas as vibracdes de deformacéo (P-O)
dos grupos (PO+%) e as vibragdes dos grupos (OH") e, que estdo de acordo com a literatura
(DOURADO, 2016; SANTOS et al., 2019). As bandas séo referentes as ligagdes de v
(OH") em 3750 cm, v3 (PO4*) em 1093-1032 cm?, v1 (PO4>) em 962 cm™, v (OH")
633 cm?, v4 (PO4*) 602-564 cm™ e, V2 (PO4>) 472 cmL,
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Figura 8 - Espectros de FTIR do a) PLA, b) PEG, c) Sinvastatina e d) Hidroxiapatita.

As Figuras 9 a e b apresentam os espectros de FTIR para a blendas que compdem
os grupos | e Il, respectivamente. Na Figura 9 a é possivel observar a obtencdo da
nanofibra PLAPEGo, caracterizada pela presenca de uma banda intensa em 1755 cm™,
referente ao estiramento do grupo (C=0) pertencente ao grupo éster, em 1450 cm™, a
deformacdo angular assimétrica dos grupos (CHz). Possui também deformacdo axial
simétrica do grupo éster (C-O-C) em 1210-1182 cm™ e em 1084 cm™ (PASCHOALIN et
al., 2014).

Ainda na Figura 9 a, nota-se a incorporacéo da hidroxiapatita, caracterizada pelas
bandas vi. (OH") 633 cm™, v4 (POs*) 602-564 cm™ e, v, (PO4>) 472 cm™. A sinvastatina
ndo apresentou as suas VibracGes caracteristicas referente a hidroxila (OH), néo
evidenciando que a mesma foi incorporada na blenda de PLAPEGjo. Isso se deu pela
interacdo da sinvastatina com a blenda por meio de ligacbes moleculares, conforme
demonstrada por Yan e colaborardes (2015). Resultado semelhante ocorreu nas
nanofibras com a adigéo de sinvastatina e hidroxiapatita. O espectro do PLAPEGSINHA-
10 evidencia as bandas pertencentes a hidroxiapatita, poréem ndo apresenta as da

sinvastatina, 0 que pode estar associado a baixa concentracdo da sinvastatina que, quando

23



em uma concentracdo menor que 25% ndo é detectada pela analise de FTIR, pois as

bandas da blenda podem sobrepor as bandas da sinvastatina (MURA, 2015).

Os espectros de FTIR das nanofibras pertencentes ao grupo Il sdo apresentadas na
Figura 9b. O PLAPEG3o apresenta 0s mesmos espectros que o PLAPEGio, diferindo
apenas na maior intensidade das bandas do primeiro em relacéo ao segundo, demostrando
assim a influéncia da concentracdo do PEG, que ao crescer faz com gque haja 0 aumento
das bandas nos comprimentos de onda em 1757 cm™, associado ao estiramento da
carbonila (C=0) e em 1075 cm%, referente ao estiramento assimétrico do grupo (C-O-C)
(FERREIRA, 2017).

A incorporacdo da hidroxiapatita foi identificada pelos espectros do
PLAPEGHA3 e do PLAPEGSINHAz0, como mostra Figura 9b, o qual apresenta as
bandas caracteristicas referentes as vibracoes de deformacao (P-O) dos grupos (PO+*) em
602-564 cm™ e 473 cm, e vibragdes do grupo (OH") em 633cm™. E possivel observar
também bandas largas na regido 3700-2700 cm* correspondentes a modos de estiramento
do hidrogénio ligado as moléculas de &gua v:i (H20) e estiramento anti-simétrico v3
(H20) (DOURADOS, 2016). As bandas caracteristicas da sinvastatina também n&o foram
detectadas pelo espectrémetro, pois conforme demonstra Mura (2015), as bandas do
espectro da sinvastatina sdo facilmente encobertas pelas bandas do espectro das blendas,
quando os teores da sinvastatina séo inferiores a 25%. Assim, ndo fica evidente que houve

a incorporacdo da sinvastatina nas blendas.
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Figura 9 - Espectros de FTIR para as nanofibras do a) grupo | e b) grupo Il

25



6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que foi possivel a producdo de nanofibras de
PLA/PEG com adicdo de sinvastatina e hidroxiapatita, obtidas através da ficcdo por sopro
em solucéo (Solution Blow Spinning — SBS).

As andlises de MEV mostraram que as nanofibras com sinvastatina ndo sofreram
modificacbes em sua morfologia. Ja as que contém hidroxiapatita apresentou uma
morfologia irregular, evidenciando a sua incorporacéo.

Os espectros de FTIR confirmaram os resultados obtidos pela microscopia
eletrénica de varredura, onde foi possivel avaliar a incorporacdo da hidroxiapatita no
interior das nanofibras, porém, a insercdo da sinvastatina através dos espectros de
absorcédo ndo ficou evidenciado devido a sua baixa concentracdo, fazendo necessaria sua
avaliacdo através de outras técnicas.

Assim, fica evidenciado que foi possivel realizar o estudo e obtencdo de
nanofibras de poli(acido latico) (PLA)/poli(etileno glicol) (PEG) incorporadas com
sinvastatina e hidroxiapatita através da técnica de Solution Blow Spinning, apresentando
dessa forma, elevado potencial para a formacéo de scaffolds nanoestruturados a fim de

auxiliar na inducdo da regeneracdo 6Ossea.
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