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RESUMO

O objetivo do estudo foi produzir filamentos de PLLA-PMMA contendo alendronato de sédio
por extrusao para posterior impressao 3D de scaffolds. A primeira etapa do trabalho envolveu
um estudo de compatibilidade com o preparo de misturas fisicas dos componentes e
caracterizacdo por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), andlise termogravimétrica (TG), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), e difracéo
de raios-X (DRX). Na segunda etapa foram produzidos os filamentos por extrusdo com
composicoes variando em 0, 15, 20 e 25% de PMMA e em 0%, 2,5%, 5% e 7,5% de ALN em
relacdo a massa de PLLA. E na terceira etapa os filamentos selecionados conforme um
conjunto de critérios foram utilizados para a impressdo 3D de scaffolds. Os filamentos e
scaffolds produzidos foram caracterizados por FTIR, DSC, DRX e microscopia eletronica de
varredura com emissdo de campo (MEV-FEG). No estudo de compatibilidade, FTIR, TG e
DSC indicaram a miscibilidade da mistura PLLA/PMMA e a sua estabilidade térmica
aprimorada além do PMMA restringir a cristalinidade na matriz polimérica. A alteracdo de uma
banda caracteristica do PLLA e o aparecimento de um pico endotérmico em 157,9 °C
indicaram degradacédo do PLLA pela presenca de moléculas de agua no ALN. Contudo, as
demais propriedades dos componentes puros permaneceram semelhantes nas misturas
indicando que ndo ocorreram interacdes significativas que caracterizem incompatibilidade. Na
segunda parte do estudo, as principais propriedades fisico-quimicas dos componentes foram
preservadas ap0s a extrusdo, indicando que ndo ocorreram interagdes moleculares entre 0s
componentes durante o processamento. Foi observado o favorecimento da cristalinidade pelo
processamento por extrusdo, e os efeitos de degradacdo pela contribuicdo térmica do
processamento e pela presenca de moléculas de agua no ALN, sendo sugerido o uso do ALN
na forma anidra. Ainda, foi constatado que o ALN atua como agente de nucleagdo na matriz
polimérica e 0 PMMA restringe a cristalinidade da mistura, além de conferir maleabilidade aos
filamentos e apresentar boa compatibilidade interfacial na matriz. Os filamentos contendo 25%
de PMMA apresentaram diametro mais constante, maior flexibilidade, menor grau de
cristalinidade e menor T, sendo selecionados para o processsamento por impressao 3D. Na
dltima parte do estudo foi observado um aumento na cristalinidade e degradacdo pela
contribuicdo térmica do processamento nos scaffolds como observado anteriormente.
Contudo, a estabilidade térmica dos componentes foi preservada e foi possivel produzir os
scaffolds com acuracidade de acordo com a geometria selecionada. Assim, a producao de
filamentos e scaffolds de PLLA/PMMA/ALN por extrusdo e impressdo 3D se mostra uma

alternativa promissora e viavel.

Palavras-chave: PLLA, PMMA, alendronato de sodio, estudo de compatibilidade, extruséo,

impresséao 3D.



ABSTRACT

The aim of the study was to produce PLLA/PMMA filaments with AS by hot melt extrusion for
further 3D printing of scaffolds. The first stage of the study included a compatibility study with
the preparation of physical mixtures of components and characterization by infrared
spectroscopy with Fourier transform (FTIR), thermogravimetric analysis (TG), differential
scanning calorimetry (DSC) and X-ray diffraction (XRD). In the second stage filaments were
produced by hot melt extrusion with compositions varying in 0, 15, 20 and 25% of PMMA and
0, 2.5, 5 and 7.5% of AS w/w of PLLA. Finally, in the third stage, filaments selected according
to a set of criteria were used for 3D printing of scaffolds. Filaments and scaffolds were
characterized by FTIR, DSC, DRX and field emission scanning electron microscopy (SEM). In
the compatibility study FTIR, TG and DSC showed miscibility between PLLA/PMMA and its
improved thermal stability besides the crystallinity restriction effect of PMMA. The alteration of
a characteristic PLLA band and the appearance of an endothermic peak at 157,9 °C indicated
PLLA degradation due to the presence of water molecules in AS structure. However, other
properties of pure components remained similar in the mixtures indicating that there were no
significant interactions that characterizes incompatibility between components. In the second
part of study, the main physicochemical properties were preserved after extrusion, indicating
that there were no molecular interactions between components during process. It was observed
the crystallinity favoring by extrusion processing and degradation caused by thermal
contribution from processing and by the presence of water molecules in AS, so the use of AS
in anhydrous form is suggested. AS acts as nucleation agent in the matrix and PMMA restricts
crystallinity and shows good interfacial compatibility besides it adds malleability to filaments.
Filaments containing 25% of PMMA showed more constant diameter, greater flexibility, lower
degree of crystallinity and lower Tr, so it was selected for processing by 3D printing. And in the
last part of study, enhanced crystallinity and degradation by thermal contribution of processing
in scaffolds were observed as previously. However, thermal stability of components was
preserved and it was possible to accurately produce the scaffolds according to selected
geometry. Based on these results, the production of PLLA/PMMA/AS filaments and scaffolds

by hot melt extrusion and 3D printing is a promising and viable alternative.

Keywords: PLLA, PMMA, sodium alendronate, compatibility study, hot melt extrusion, 3D
printing.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da ciéncia e da medicina moderna vem aumentando a
expectativa de vida, levando a um envelhecimento da populacdo e a um aumento da
incidéncia em doencas 6sseas. Por isso, a preocupacdo com as doencas e disturbios
do tecido 6sseo também vem crescendo. A tendéncia desta area € a transicdo da
substituicdo do tecido para a regeneracao do tecido 6sseo (BALAS et al., 2006).

O alendronato de sddio (ALN), farmaco pertencente ao grupo dos bisfosfonados,
€ utilizado no tratamento de diversas doencas e disturbios do tecido 6sseo como
osteoporose, doenca de Paget, cancer 6sseo e metastases 6sseas. O ALN vem sendo
usado também na vetorizacao direta ao tecido 6sseo (BOANINI et al., 2013; RIBEIRO;
VOLPATO, 2005; TARAFDER; BOSE, 2014).

Esse farmaco possui grande afinidade pela matriz 6ssea humana e capacidade
de inibicdo da reabsorcdo 0ssea por meio da inibicdo da atividade osteoclastica, além
de aumentar a formacdo 6ssea. Contudo o ALN apresenta baixa biodisponibilidade
(<1%) e requer altas doses via administracdo oral ou intravenosa gerando efeitos
colaterais (BOANINI et al., 2013; POSADOWSKA et al., 2015).

A administracéo local pode evitar ou reduzir os efeitos adversos do alendronato
(POSADOWSKA et al., 2015). Além disso, a liberacdo controlada de medicamentos
resulta em reducédo tanto dos efeitos adversos, quanto de dosagens reduzidas,
favorecendo maior adesao e melhorando a qualidade de vida do paciente. Também
auxilia no diagndstico porque melhora a seletividade e a sensibilidade (MIR; AHMED;
REHMAN, 2017).

Ha relatos de diferentes abordagens para entrega local e sustentada de ALN,
como sistemas de nanoparticulas (SEGAL et al., 2011), microparticulas (GEVEN et al.,
2019), sistemas injetaveis (POSADOWSKA et al., 2015), nanotubos (SHEN et al.,
2016), materiais mesoporosos de silica (NIETO et al., 2008) e scaffolds porosos (KIM
et al., 2016; Ll et al., 2015b).

Na engenharia de tecidos 0sseos, os scaffolds com osteocondutividade e
osteoindutividade séo alternativas promissoras para solucionar desafios clinicos como
a geometria 3D complexa do 0sso, necessidade de cirurgias sucessivas, custo,
variacbes nos resultados clinicos, além de riscos de infeccédo, transmissao viral e
imunogenicidade. Os scaffolds devem ter propriedades mecéanicas adequadas,

biocompatibilidade e devem degradar gradativamente enquanto o novo tecido e matriz



extracelular sdo formados. Além disso, devem ter alta porosidade e poros
interconectados para promover o crescimento celular, migracao, proliferacéo,
diferenciacéo, vascularizacao e difusdo dos nutrientes (LI et al., 2016).

Nos estudos de Kim et al. (2016), foram produzidos scaffolds de PCL-ALN por
impressdo 3D que liberaram o farmaco de forma controlada e aumentaram
significativamente a formagéo e mineralizacdo 6ssea em animais. Li et al. (2015b)
identificaram que scaffolds de PLGA/CFC incorporados com ALN possuiam forca
compressiva similar ao tecido 60sseo humano e exibiram potencial osteogénico e
excelente biocompatibilidade — com boa distribuicéo e fixacdo das células na superficie
dos scaffolds apds cinco dias de semeadura, adeséao e proliferacdo celular apés um dia
de incubacéo e maior atividade da enzima ALP ap6s uma semana de cultura.

Com a impresséo 3D por modelagem por deposicéo fundida (FDM), é possivel
construir scaffolds incorporados com o farmaco que apresentem diferentes tamanhos
de macroporos interconectados ou semi-conectados e com o design e tamanho de
acordo com a necessidade (TARAFDER; BOSE, 2014). Também é possivel manipular
a distribuicdo espacial do farmaco, reduzir o desperdicio e fabrica-los rapidamente
(MOULTON; WALLACE, 2014).

Esse método dispensa o0 uso de solventes e € de baixo custo, j4 que essas
impressoras n&o sdo patenteadas e sdo amplamente acessiveis (JAMROZ et al., 2017).
Contudo, oferece risco de degradacdo aos componentes durante a fusdo e os
parametros como temperatura de impresséo, densidade de preenchimento, velocidade
de impresséo e a taxa de fluxo devem ser bem selecionados (GOOLE; AMIGHI, 2016;
GOYANES et al., 2014, 2015a).

O material deve ser alimentado na forma de filamento na impressora e este pode
ser produzido na extrusdo por fusdo de todos os materiais juntos, o que possibilita a
producédo continua, porém, também pode degradar os componentes (GOOLE; AMIGHI,
2016). Na extrusédo, os parametros de processo como a velocidade do parafuso, taxa de
alimentacdo e temperatura da extrusora podem ser ajustados. Também podem ser
incorporados agentes de fluxo a matriz polimérica para aumentar o indice de fluidez
dos componentes (DANDA et al., 2019; SAYANJALI et al., 2019).

Como matriz polimérica, o PLLA é um dos materiais mais utilizados em
impressao 3D FDM devido as suas propriedades de facil processabilidade por extrusao,
alta resisténcia mecanica e baixo coeficiente de expanséao térmica (CHIULAN et al.,
2017; DOMINGUEZ-ROBLES et al., 2019).

Além de ser de baixo custo, ja foi aprovado pelas agéncias reguladoras
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americana (Food and Drug Administration — FDA) e européia (European Medicine
Agency — EMA) para aplicacdo nas areas farmacéutica e medicinal por ser
biorreabsorvivel, biocompativel e possuir baixa imugenicidade. O PLLA vém sendo
empregado em diversos estudos envolvendo a producéo de scaffolds (BOETKER et al.,
2016; TYLER et al., 2016; WU et al., 2017b).

WU et al. (2017a) produziram scaffolds de PLLA/nanohidroxiapatita (nHA)
incorporados com microparticulas de quitosana/ALN para liberacdo controlada do
farmaco. Neste, os scaffolds incorporados com as microparticulas apresentaram
liberacdo mais controlada, propriedades mecanicas similares ao grupo controle
(PLLA/nHA), diferenciagao osteogénica significativamente maior e reparacdo completa
dos defeitos 6sseos em 8 semanas nos estudos in vivo.

Para melhorar as propriedades termomecanicas e de fluxo e regular a
cristalizacdo do PLLA, o poli(metacrilato de metila) (PMMA) é uma alternativa
promissora devido a boa compatibilidade entre eles e porque podem estruturar um forte
emaranhamento mecanico de cadeias moleculares ap6s a fusdo (ANAKABE et al.,
2018; BAI et al., 2020). O PMMA é bioinerte e ndo degradavel biologicamente, sendo
eliminado sem danos ao organismo humano, além de ser biocompativel, possuir boas
propriedades mecénicas, capacidade térmica, baixo custo e ter boa processabilidade
(SHARMA et al., 2014).

O PMMA é um dos compostos organicos mais utilizados em cimentos 6sseos
para fixacdo de proteses do quadril e reparo de defeitos 6sseos, uma vez que se adapta
ao tecido e forma uma forte ligacdo mecanica entre implante e tecido, além de auxiliar
na distribuicdo de carga e nutrientes (CAMARGO et al., 2021).

Com base neste cenario, o objetivo deste estudo foi produzir e caracterizar
filamentos de PLLA-PMMA-alendronato de sédio por extruséo e testar a producéo de
scaffolds por impresséo 3D. O trabalho envolveu desde o estudo de compatibilidade
entre os componentes até as analises de caracterizacdo dos filamentos e scaffolds
produzidos para investigar o comportamento da mistura e a influéncia dos
processamentos por fusdo na estabilidade térmica da composicao.

Com isto, buscou-se produzir uma forma de dosagem para administracéao local
do alendronato de sodio, um farmaco de baixa biodisponibilidade, por técnicas
relativamente simples como a extrusao e impressao 3D. Até onde se pesquisou, hao
h&a nenhum estudo utilizando a mistura PLLA-PMMA-ALN em processamentos por
extrusdo e impressédo 3D FDM e envolvendo o estudo de compatibilidade dos seus

componentes.
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1. OBJETIVOS

1.10bjetivo Geral

Demonstrar a viabilidade de produzir filamentos e scaffolds a base de PLLA contendo
PMMA e ALN por extrusdo e impresséao 3D FDM.

1.20bjetivos Especificos

a) Verificar se ha incompatibilidade ou interacfes entre farmaco e os polimeros;

b) Examinar a influéncia das diferentes propor¢cdes entre PLLA, PMMA e ALN e do
processamento por extrusdo sobre as propriedades fisico-quimicas dos filamentos a
base de PLLA,;

C) Analisar a influéncia dos processos de extrusao e de impressdo 3D FDM sobre

a estabilidade térmica e a composicao dos filamentos e scaffolds.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALENDRONATO DE SODIO

O alendronato de sédio (ALN) é um farmaco que pertence ao grupo de compostos
bisfosfonados (BFs), e, assim como 0s outros constituintes do grupo, possui dois grupos
fosféricos em sua estrutura molecular, tendo grande afinidade pela matriz 6ssea
humana e a capacidade de prevenir a sua reabsorcéo 0ssea por inibir a proliferacéo e
atividade osteoclastica enquanto também melhora a diferenciacdo osteobastica
(BOANINI et al., 2013; DECA et al., 2015; HAYDEN; VOLLRATH; KAPLAN, 2014,
RIBEIRO; VOLPATO, 2005).

Quimicamente 4-amino-1-hidroxibutano bisfosfonato de sodio (Figura 1) é um
composto derivado do acido alendrénico. Fabricado como sal monossédico do acido
alendrénico, possui faixa de fusdo de 257 a 262 °C, € soluvel em agua, pouco soluvel
em metanol e praticamente insolivel em diclorometano, acetona e cloroférmio
(RIBEIRO; VOLPATO, 2005).

Figura 1 — Estrutura quimica do alendronato de sédio.

NH, MNH;
CH; ¢H.
CH; CH,
D HG—E—EH—QE—DN
HO—P—C—P—0ONa a
H OH OH OH OH OH

Fonte: Cruz; Assumpcédo; Guterres (2009).

z

Devido as suas caracteristicas, € um dos farmacos mais utilizados para o
tratamento de osteoporose — uma doenca degenerativa caracterizada pela taxa de
reabsorcdo Ossea ser maior do que a de formacdo Ossea. Além de ser usado no
tratamento de distarbios do metabolismo 6ésseo incluindo a doengca de Paget,
metastases 0sseas e no controle da hipercalcemia (BOANINI et al., 2015; CRUZ,
ASSUMPCAO; GUTERRES, 2009; DOLATABADI et al., 2014; RIBEIRO; VOLPATO,
2005).

Ha relatos também do uso de BFs na vetorizacdo de farmacos, como

transportador de vérias substancias direcionadas ao tecido 6sseo pela sua afinidade
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pela matriz 6ssea (CASTRO et al., 2004; RIBEIRO; VOLPATO, 2005). Foi proposto para
controle dos sintomas de cancer em combinagdo com opiodides (MITRA; JONES, 2012)
e como agente antitumoral 6sseo (CORNELIS et al., 2014) além de possuir propriedade
antiangiogénica (MARTIN; GRILL; VINCENT’, 2000).

Contudo, o ALN possui baixa biodisponibilidade (0,7%) que se deve a sua baixa
lipofilicidade e a presencga de grupos ndo hidrolisaveis P-C-P em sua estrutura o que
implica a necessidade de altas doses. Sua administracdo oral € associada a problemas
gastrointestinais como gastrite, inflamacdo gastroesofagica e ulceracdo, erosbes
esofagicas e sangramentos gastrointestinais. Além disso, quando administrado junto a
alimentos, sua absorcéo € prejudicada. Por outro lado, efeitos adversos também foram
observados em pacientes que receberam altas doses por formulagdo intravenosa
(BOANINI et al., 2015; CRUZ; ASSUMPCAO; GUTERRES, 2009; DECA et al., 2015;
POSADOWSKA et al., 2015; RIBEIRO; VOLPATO, 2005).

Devido ao seu potencial e levando em consideragado que apenas 20% do farmaco
absorvido é incorporado ao tecido 6sseo (DECA et al., 2015), tem crescido o interesse
em utilizar abordagens diferentes para a administracao local de BFs visando superar
suas limitacdes e utiliza-los em combinacdo com tecnologias da engenharia de tecidos
para restauracdo da integridade 6ssea (CATTALINI et al., 2012; TARAFDER; BOSE,
2014).

No estudo de Segal et al. (2011) foi avaliada a atividade antitumoral e toxicidade
in vivo do sistema em nanoescala do conjugado de um agente antiangiogénico (TNP-
470) com alendronato e o copolimero N-(hidroxipropil) metacrilato (HPMA). Os
resultados mostraram uma inibicdo do crescimento de um tumor em 60% em
camundongos portadores de adenocarcinoma na tibia, além de atividade
antiangiogénica e antitumoral superiores e toxicidade reduzida quando comparado as
formas livres das substancias.

Outros estudos envolveram a producdo de microparticulas de PLGA contendo
testosterona (GEVEN et al., 2019), microparticulas de fosfato de célcio bioabsorvivel
(KIM et al., 2010), microparticulas de Eudragit S100/HPMC (CRUZ; ASSUMPCAO;
GUTERRES, 2009), nanoparticulas de PLGA carregadas com curcumina e bortezomibe
(THAMAKE et al., 2012), um sistema injetavel de nanoparticulas de PLGA numa matriz
de hidrogel (POSADOWSKA et al., 2015), materiais mesoporosos de silica (BALAS et
al., 2006; NIETO et al., 2008), nanotubos de titanio e hidroxiapatita (SHEN et al., 2016)
dentre outros veiculos de entrega visando aumentar a absorc¢ao do farmaco pelo tecido

0sseo.
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Com a administragéo local do alendronato, a osteogénese de estagio inicial pode
ser induzida a partir da inibicdo da atividade osteoclastica (KIM et al., 2010), junto da
reducado de risco de fratura 0ssea por osteoporose (GIGER; CASTAGNER; LEROUX,
2013) e da nova formacado 6ssea induzida, que pode levar a uma recuperacdo pos-
cirargica mais rapida como resultado da melhoria do intertravamento mecéanico entre o
implante e o tecido hospedeiro (TARAFDER; BOSE, 2014).

Desta forma, € possivel reduzir as doses do medicamento, com maior eficacia e
biodisponibilidade e evitar os efeitos adversos sistémicos. Além disso, entende-se
necesséario desenvolver um sistema que seja facil de manusear pelo cirurgido e que
permaneca na area do tecido afetado (BOANINI et al., 2015; POSADOWSKA et al.,
2015; TARAFDER; BOSE, 2014).

Outros desafios clinicos na engenharia de tecidos 6sseos sdo a geometria 3D
complexa do o0sso, necessidade de cirurgias sucessivas, custo, variagbes nos
resultados clinicos, além de riscos de infec¢do, transmisséo viral e imunogenicidade
(TARAFDER; BOSE, 2014).

Scaffolds com osteocondutividade e osteoindutividade sé@o alternativas mais
promissoras para solucionar esses desafios. Scaffolds adequados possuem
propriedades mecanicas adequadas, biodegradabilidade, biocompatibilidade e devem
degradar gradativamente enquanto o novo tecido e matriz extracelular sédo formados.
Além disso, devem ter alta porosidade e poros interconectados para promover o
crescimento celular, migragéo, proliferacdo, diferenciagéo, vasculariza¢éo e difuséo dos
nutrientes (LI et al., 2016).

Uma vez que ha varia¢Bes individuais e nos defeitos 6sseos de cada paciente,
os scaffolds devem ser personalizados para atender as necessidades individuais.
Scaffolds com formato 3D de acordo com o defeito 6sseo também aumenta a
biocompatibilidade ap6s o implante. Isso € importante, uma vez que métodos
tradicionais de producdo de scaffolds como lixiviagdo, eletrofiagdo, laminacao de
multicamadas e moldagem nao tém reproduzido scaffolds de acordo com os defeitos
0sseos especificos de cada paciente (LI et al., 2011).

No estudo de Kim et al. (2016), foram produzidos scaffolds de PCL carregados
com ALN impressos em 3D com seringa de pressao e avaliados os efeitos osteogénicos
in vitro e a formacao 6ssea in vivo em defeitos de tibia de ratos. Os scaffolds produzidos
tinham alta porosidade com estrutura de poros interconectados e mantiveram liberacao
sustentada de alendronato por 4 semanas. Também aumentaram acentuadamente a

nova formacdo O0ssea e a mineralizacdo do tecido quando comparado aos scaffolds
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controle (apenas PCL) mostrando que sdo modelos promissores.

Tarafder; Bose (2014) avaliaram o comportamento da liberagcédo in vitro e a
formacdo 6ssea in vivo de scaffolds porosos de fosfato tricalcico revestidos com PCL
carregados com alendronato e impressos em 3D com seringa de pressédo. Obteve-se
eficacia na liberagdo controlada de alendronato, excelente formag¢éo 6ssea no interior
dos micro e macro poros dos scaffolds apds 6 semanas e nédo foram observados efeitos
adversos.

Desta forma, as tecnologias de impressdo 3D oferecem a possibilidade de
construir scaffolds incorporados com o farmaco com diferentes tamanhos de
macroporos interconectados ou semi-conectados e com o design e tamanho de acordo
com o necessario (TARAFDER; BOSE, 2014).

2.2 IMPRESSAO 3D

Nos ultimos anos, a utilizacdo de impressoras 3D para aplicacdes farmacéuticas
e medicinais tém chamado atencéo por se apresentar como uma ferramenta essencial
para atender as novas necessidades da industria farmacéutica de reduzir tempo e custos
de pesquisa e reduzir riscos de falhas em fases posteriores do desenvolvimento de
novos produtos (GOOLE & AMIGHI, 2016).

Alguns dos beneficios desse uso sdo a capacidade de controlar a distribuicdo
espacial do ingrediente ativo ou farmaco dentro da forma de dosagem, produzir
geometrias complexas, reduzir o desperdicio e oferecer a rapida fabricacdo de
composic¢des variadas permitindo atividades de triagem ou preparacdo de doses de
intensidade individualizadas (ALOMARI et al., 2015; KATSTRA et al., 2000; MOULTON,;
WALLACE, 2014 apud PRASAD;SMYTH, 2016). Dessa forma, € possivel fabricar
formas de dosagem de medicamentos personalizadas e com perfis de liberagdo mais
complexos para atender as necessidades dos pacientes (PRASAD; SMYTH, 2016).

Conforme Boetker et al. (2016), “as tecnologias de impressao 3D para fins
medicinais tém foco principalmente em produtos de via oral, bioimpresséo e aplicacbes
odontologicas e ortopédicas”. Ha diversos relatos de comprimidos para liberacao
controlada contendo um ou mais ingredientes farmacéuticos ativos (IFAs), bicamadas e
multicamadas (GOYANES et al., 2015a; KHALED et al., 2015a, 2015b), de aplicacdes
em ensino anatémico e cirargico (BASKARAN et al., 2016), na engenharia de tecidos (LI
et al., 2016) e de scaffolds com micro e macroestruturas definidas (GU et al., 2012;
RATTANAKIT et al., 2012; WEIGANG et al., 2009).

Um exemplo recente do uso dessas tecnologias na industria farmacéutica foi a
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producdo do Spritam® (levetiracetam), um comprimido orodispersivel produzido por
impressora 3D, que foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 2015
(PRASAD; SMYTH, 2016). Essa aprovacdo demonstrou que a producao industrial de
sistemas de entregas de medicamentos impressos ja € possivel.

Ha diferentes métodos de impressdo em 3D, que sdo baseados em: solidificacédo
de goticulas de tinta ou ligag&o de tinta em po; solidificacdo de fotopolimero na presenca
de luz; extrusdo de material em modelagem por deposicao fundida (FDM) (Figura 2) ou
em sistema de pressao por seringa. Dentre essas, as impressoras do tipo FDM fabricam
um objeto laminando uma resina termopléstica - como filamentos de copolimero de
acrilonitrila, butadieno e estireno (ABS), poli(acido lactico) (PLA), poli(acetato de vinila)
(PVA), nylon, etc - usando calor. Essas impressoras ndo possuem patente, sdo de baixo
custo e amplamente acessiveis (JAMROZ et al., 2017; TAGAMI et al., 2017).

Figura 2: Construgdo e mecanismo de acdo das impressoras de modelagem por deposicédo
fundida (FDM).
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Fonte: Adaptado de Jamréz et al. (2017).
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De acordo com Korpela et al. (2013), nas impressoras FDM o material
€ extrudado pelos bicos que se movem dentro dos eixos x e y. O material €
alimentado como um filamento. O material extrudado é depositado em uma
plataforma que pode se mover verticalmente no eixo z. Uma vez que a primeira
camada é depositada, a plataforma desce para um nivel que é igual a espessura
da camada. Entédo outra camada é depositada conforme as especificacfes do
projeto assistido por computador (CAD). Este processo é repetido até que a

geracao da estrutura esteja completa.

Os parametros de impressao influenciam as caracteristicas da estrutura
impressa. Por exemplo, a temperatura de impressdo € um parametro importante.
Goyanes et al. (2015a) observaram em seus estudos que apesar de o tempo de contato
da matéria-prima com a cabeca de impressdo ser curto, substancias termicamente
instaveis podem sofrer degradacédo. E por este motivo, a temperatura de impressao
deve ser inferior a temperatura de degradacao da substancia.

Além disso, a densidade de preenchimento do objeto deve ser bem selecionada,
uma vez que uma maior porcentagem de preenchimento durante a impressao aumenta
a resisténcia mecanica do objeto impresso, bem comoa espessura e a massa do objeto.
Uma vez que maiores porcentagens de preenchimento produzem objetos com perfis
mais longos de dissolucdo, isto é, retardam a liberacdo da substancia carregada
(GOYANES et al., 2014). A densidade de preenchimento também se relaciona com a
porosidade do objeto impresso (MOHANTY et al., 2015 apud GOOLE & AMIGHI, 2016).

Outros fatores que devem ser levados em consideracdo sdo a relacao
areal/volume dos objetos impressos, a geometria selecionada (GOYANES et al., 2015b),
além da velocidade de impressao que tem influéncia significativa sobre a espessura de
camada e aparéncia da estrutura impressa (GOOLE & AMIGHI, 2016). A velocidade de
impressdo também pode ser aumentada para prevenir a degradag¢do dos componentes
durante o processo de impressao, uma vez que reduz o tempo de exposi¢cado ao bocal
aquecido (TAGAMI et al., 2017).

Na impressora, o material deve ser alimentado na forma de filamento e este pode
ser produzido na extrusdo por fusdo de todos materiais juntos, o que possibilita a
producdo continua e dispensa 0 uso solventes, porém, também pode degradar os
componentes (GOOLE & AMIGHI, 2016).

2.3 EXTRUSAO

Na extrusdo por fuséo (Figura 3), os materiais (polimero, farmaco e aditivos) sdo
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19
fundidos e homogeneizados juntos dentro da extrusora e empurrados através de um

bocal com o auxilio de um ou dois parafusos transportadores num barril. A extrusao
possibilita a fabricacdo de filamentos poliméricos que ainda ndo estdo disponiveis
comercialmente, obtencdo de maiores porcentagens de incorporacdo do farmaco,
producdo continua, dispensa o uso de solventes téxicos e € facilmente amplidvel,
porém, a exposicdo térmica dos componentes pode gerar sua degradacdo
(LAFOUNTAINE; MCGINITY; WILLIAMS, 2016; STANKOVIC; FRIJLINK; HINRICHS,
2015).

Figura 3: Mecanismo de acdo de uma extrusora de parafuso simples.
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Fonte: Adaptado de Suryawanshi et al. (2021).
E possivel adotar algumas solugdes para minimizar a degradacéo e otimizar os

parametros de processo (PAGE & MAURER, 2014). Por exemplo, nos estudos de
Pietrzak; Isreb; Alhnan (2015), foi demonstrada a possibilidade de adicionar
plastificantes a composicdo para minimizar a possibilidade de degradacéo térmica dos
seus componentes.

Alguns dos parametros que podem ser alterados séo: a velocidade do parafuso,
a taxa de alimentacédo e a temperatura da extrusora. A velocidade do parafuso e a taxa
de alimentacdo exercem influéncia no tempo de residéncia na fusdo e na entrada da
energia utilizada. Um aumento na energia mecanica significa um aumento em energia
térmica, o que contribui para degradacao da substancia (BROWN, 2009).

A temperatura também pode ser modificada ao longo das zonas da extrusora
para controlar a conversdo da substancia para sua forma amorfa e limitar sua
degradacéao, sendo que o processo ideal requer temperatura alta suficiente para reduzir
o torque e baixa o suficiente para reduzir degradacao (HASER et al., 2017).

O PLLA é um dos materiais mais utilizados como matriz polimérica de filamentos
devido as suas excelentes propriedades fisico-quimicas (CHIULAN et al., 2017;
DOMINGUEZ-ROBLES et al., 2019). E porque se mostra muito interessante para



aplicacbes na engenharia de tecidos ésseos, como na producdo de scaffolds
(BOETKER et al., 2016; TYLER et al., 2016; WU et al., 2017b). Contudo, o PLLA € um
material higroscopico e se nao for previamente desumidificado para o processamento,
pode apresentar efeitos indesejados — como a degradacdo devido a esforcos
termomecanicos (cisalhamento, pressao, temperatura) e alteragédo das propriedades
térmicas e mecanicas do polimero (SILVEIRA, 2015).

2.4  POLI (L-ACIDO LACTICO) OU POLI (L-LACTIDE) — PLLA

O écido lactico € produzido por sintese quimica ou fermentac&o. E bifuncional,
possui uma funcao alcool e uma funcdo acido carboxilico e pode ser convertido em
polimero por uma variedade de rotas, dentre essas, a mais simples € a policondensacao
intermolecular — da qual se obtém um material de baixa massa molar (MOTTA, 2002).

Para se obter um polimero de maior massa molecular, utiliza-se a polimerizagcédo
por abertura de anel do lactideo, o monémero dimero ciclico do acido lactico. O lactideo
pode ser preparado por um método de descompressdo com uma solucdo de acido
lactico, em que a agua é separada do sistema, em seguida sdo adicionados
catalisadores ao reator e entdo, apds varias horas de reacdo, o lactideo é obtido
(LOPES; JARDINI; FILHO, 2012).

De acordo com Lopes; Jardini; Filho (2012), o acido lactico (acido 2-
hidroxipropiénico) é uma molécula quiral simples, que existe como dois enantibmeros
(Figura 4): &cido L- e D-lactico, diferindo em seu efeito na luz polarizada. Ja o lactideo
possui quatro isdmeros: L- lactideo, D- lactideo, a mistura racémica D,L- lactideo e o
meso- lactideo, opticamente inativo e que contém uma unidade L e uma unidade D do

anel.
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Figura 4 — Estereoisébmeros do acido lactico e do lactideo.
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Fonte: Lopes; Jardini; Filho (2012).

A obtencéo do PLA envolve o processamento e polimerizacdo do monémero de
acido lactico. Desta forma, como o acido lactico € uma molécula quiral, o PLA tem
estereoisdbmeros: o poli(L- lactico) ou PLLA, o poli(D- lactico) ou PDLA e o poli(D-L-
lactico) PLLA puro sao polimeros semicristalinos com temperatura de transi¢ao vitrea
(Tg) em torno de 57 °C e temperatura de fusdo (Tm) em torno de 175 °C, enquanto o
PLA contendo 50-93% de &cido L-lactico é totalmente amorfo (CHIULAN et al., 2017).

E vélido destacar que o nome do polimero pode ser baseado na sua origem:
guando se parte de um monémero do acido lactico o polimero é denominado poli(acido
lactico), e se 0 monémero de partida for o lactide o polimero obtido é o poli(lactideo).
Desta forma, o poli(L-acido lactico) e o poli(L- lactideo) apresentam a mesma formula
estrutural e podem ser abreviados para a sigla PLLA (MOTTA, 2002).

O PLLA é um dos materiais mais utilizados para impressédo 3D FDM devido a
sua facil processabilidade por extrusao, alta resisténcia mecanica e baixo coeficiente
de expansdo térmica (CHIULAN et al., 2017; DOMINGUEZ-ROBLES et al., 2019;
FARAH; ANDERSON; LANGER, 2016).

Pode ser produzido a partir de fontes renovaveis como o amido de milho ou de
cana-de-agucar, tornando-o acessivel, de baixo custo e biodegradavel. Desta forma,
em contato com fluidos corpéreos, esse polimero se biodegrada por hidrolise em

produtos e subprodutos nao-tdéxicos — acido lactico, CO2 e agua -, durante longos



periodos de tempo e libera a substancia de sua matriz lenta e continuamente
(BOETKER et al.,, 2016; CHIULAN et al., 2017; WU, GRAINGER, 2006). A
biorreabsorcéo pelo organismo ocorre com a oxidacao e converséao do acido lactico em
acido piruavico, reincorporando-o no ciclo de Krebs (BARBANTI, 2005).

Além de biorreabsorvivel, sua transparéncia e sua biocompatibilidade o tornam
0 mais avancado e estudado poliéster alifatico para aplicagbes biomédicas
(PANAITESCU; FRONE; CHIULAN, 2016). Especialmente apés ser aprovado pela
administracdo de alimentos e medicamentos norte-americana (Food and Drug
Administration - FDA) e pela agéncia de medicina européia (European Medicine Agency
- EMA), o que facilita sua transferéncia da producao para ensaios clinicos e fabricacédo
de componentes médicos e farmacéuticos (WU et al., 2017hb).

Com base em suas propriedades, ja foi estudado para uma variedade de
aplicacbes como suturas, matriz extracelular, implantes dentérios, sistemas de
liberacdo de medicamentos, portador de células, parafusos biorreabsorviveis para
ossos fraturados, stents e reparo de menisco reabsorvivel, dentre outros. O PLLA é
muito investigado e aplicado na producédo de scaffolds (PEZZIN, 2001; TYLER et al.,
2016).

Alguns exemplos séo a producdo de scaffolds de PLLA/Metolose incorporados
com nitrofurantoina para dosagem flexivel e precisa (BOETKER et al., 2016), scaffolds
de PLLA incorporados com hidroxiapatita e nitrofurantoina (WATER et al., 2015),
scaffolds de PLLA/carbonato de calcio com poros interconectados (GAYER et al., 2019)
e scaffolds de PLLA contendo levofloxacina (LVFX) com microestruturas definidas e
perfil de liberacdo bimodal do farmaco (HUANG et al., 2007). Em todos esses estudos
foi utilizada a impresséo 3D para producéo dos scaffolds.

Assim, o PLLA se mostra como uma alternativa segura para a impresséo 3D de
scaffolds para a administracao local do alendronato de sédio. Nos estudos de Wu et al.
(2017a), foram produzidos scaffolds de PLLA/nanohidroxiapatita incorporados com
microparticulas de quitosana/ALN para liberagédo controlada do farmaco. Os resultados
indicaram que os scaffolds incorporados com as microparticulas apresentaram
liberacdo mais controlada, propriedades mecanicas similares ao grupo controle
(PLLA/nHA), diferenciagéo osteogénica significativamente maior e reparagcdo completa
dos defeitos 6sseos em 8 semanas nos estudos in vivo.

Alguns fatores afetam a taxa de degradacdo de polimeros biorreabsorviveis
como o PLLA: local do implante, morfologia (tamanho e geometria do implante),

porosidade, massa molar e cristalinidade. A cristalinidade influencia na taxa de
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absorcédo de agua pelo polimero devido a disposicéo espacial das cadeias poliméricas,
por isto afeta a velocidade de degradacgéo do polimero (BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK,
2005). Além disso, a cristalinidade também afeta diretamente as propriedades fisicas
como dureza e densidade, além da resisténcia ao impacto e resisténcia a fratura do
PLLA gue diminuem com o aumento da cristalinidade (GAYER et al., 2019; SIQUEIRA,
2018).

Outras propriedades do polimero que devem ser destacadas e investigas sao as
propriedades térmicas — como a temperatura de fusdo (Tm) e a temperatura de transicao
vitrea (Tg) — e o comportamento de fluxo do polimero durante a fusdo que influenciam
fortemente na capacidade de impresséo e a qualidade dos scaffolds impressos (WANG
et al., 2018). Considerando que o PLLA é caracterizado por alta rigidez e baixa
resisténcia ao impacto, a adicdo de plastificantes e outros aditivos para melhorar as
suas propriedades termomecanicas e de fluxo tem sido bastante investigada
(ANAKABE et al., 2018; CARLIER et al., 2019).

O poli(metacrilato de metila) (PMMA) é um polimero interessante para ser
misturado com o PLLA por fusdo e vem sendo investigado para regular as propriedades
do PLLA (ANAKABE et al., 2018; BAI et al., 2020).

2.5 POLI (METACRILATO DE METILA) - PMMA

O poli(metacrilato de metila) ou PMMA, membro do grupo dos poli(acrilico ester),
€ obtido através da polimerizacao de adicdo do mondmero metacrilato de metila (Figura
5) na presenca de peréxido organico (VIEIRA et al., 2019).

Figura 5 — Formula estrutural do mondmero metacrilato de metila.
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Fonte: Correa (2016).
E um polimero hidrofébico, ndo degradavel biologicamente e bioinerte, sendo

eliminado sem qualquer dano ao organismo humano. E resistente a hidrélise, tanto em
meio acido como béasico (CAMARGO et al.,, 2021; CORREA, 2016). Devido a sua
estrutura amorfa, pode ser facilmente processado nas formas desejadas, possuindo
maleabilidade acima da temperatura de transi¢éo vitrea (KARATEPE; OZDEMIR, 2020;

23



LAERCIO, 2009). O PMMA encontra aplicacdes em diversas areas devido as suas
excelentes propriedades fisico-quimicas (CORREA, 2016; SHARMA et al., 2014). Este
polimero possui boas propriedades mecanicas, alta dureza, alta transparéncia,
excelente estabilidade dimensional e capacidade térmica (ALSAAD et al., 2020;
SAMUEL; RAQUEZ; DUBOIS, 2013).

Além disso, devido a sua excelente biocompatibilidade, processabilidade, baixo
custo e sendo um material de reparo 6sseo de rapida moldagem, € um dos compostos
organicos mais utilizados em cimentos 0sseos para fixacdo e reparo de préteses de
quadril e outras articulagdes, jA& que melhora a fixacdo mecanica e a sua resposta
biolégica, além de que a presenca de grupos hidroxila na superficie do biomaterial
também demonstra melhorar adesao celular (CAMARGO et al., 2021; CHEN et al.,
2021).

Também tem sido empregado em implantodontia para diversos usos clinicos
(dentaduras, aparelhos ortodénticos, obturacbes dentérias, etc.), restauracdo de
implantes craniofaciais, lentes, como substrato em dispositivos biolégicos, investigado
em sistemas de distribuicdo de drogas e em construcéo funcional de cicatrizacdo de
feridas (SCARANO et al., 2021; SHARMA et al., 2014; SON et al., 2013).

O PMMA foi investigado para aplicagbes como scaffolds com hidroxiapatita
incorporada para regeneracdo e mineralizacdo do tecido 6Osseo - obtendo
aprimoramento das propriedades osteogénicas (XING et al., 2013) -, e como scaffolds
com modificacdo de superficie por irradiacdo UV e revestimento de colageno, que
apresentaram superficie aprimorada para a fixacéo das células (RAZALI et al., 2018).
E no estudo de Son et al. (2013) foram fabricados scaffolds de PCL/PMMA que
apresentaram maior resisténcia mecanica na propor¢dao 70/30, boa proliferacdo e
expressdo das células e formacgéo 6ssea apos 2 semanas.

O PMMA é um dos termoplasticos mais interessantes para ser misturado com o
PLLA pelo método de fusdo devido as boas interagbes moleculares entre eles
(ANAKABE et al., 2018). Desta forma, a incorporagao de PMMA tem sido amplamente
investigada para regular o comportamento de cristalizacdo e as propriedades
termomecanicas e de fluxo do PLLA (BAI et al., 2020).

No estudo de Samuel; Raquez; Dubois (2013) foram obtidas misturas misciveis,
homogéneas e transparentes de PLA e PMMA nas propor¢des 50/50 e 80/20 em %
PLA/PMMA processadas por fusdo com desempenho termomecéanico ajustavel e
propriedades de barreira de permeabilidade a gases. Shirahase et al. (2006), também

investigou a mistura de PLLA e PMMA, processando por moinho de dois rolos e fuséo,
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e 0 comportamento de transi¢ao vitrea indicou miscibilidade no estado amorfo.

Bai et al. (2020) investigou a incorporacdo de PMMA para promover a
interdifusdo de cadeias de PLLA-PDLA diminuindo sua cristalizacdo durante a
sinterizacdo. Os resultados indicaram produtos sinterizados com propriedades
termomecanicas e transparéncia Optica superiores e estabilidade hidrolitica com a
incorporagao de 9% (m/m) de PMMA.

Os componentes presentes na forma de dosagem devem ser capazes de manter
a estabilidade e realizar a liberacdo do farmaco a partir da formulacéo. Os excipientes
ou impurezas reativas nos componentes podem interagir com o medicamento e catalisar
a degradacdo de uma substancia suscetivel. Por isto, a pré-formulacdo é uma fase
critica no desenvolvimento de medicamentos, para o desenvolvimento de formas de
dosagem eficazes, estaveis e seguras (ALl et al., 2018). Uma completa caracterizacao
e entendimento das interagdes fisico-quimicas é fundamental nessa fase (CHADHA;
BHANDARI, 2014).

2.6 ESTUDOS DE COMPATIBILIDADE

As interacbes de farmacos com 0s componentes que geram mudancas nas
propriedades quimicas, fisicas e terapéuticas da forma de dosagem farmacéutica sao
denominadas incompatibilidades (WU et al., 2011). Entretanto, nem sempre as
interacBes indicam incompatibilidade, a interacdo fisica entre o medicamento e o
componente pode ser planejada com o objetivo de aumentar a solubilidade e
biodisponibilidade do farmaco (ROWE; SHESKEY; COOK, 2009).

Os estudos de compatibilidade auxiliam na identificacdo de significativas
interacbes farmaco-componente ou sinais de degradacdo com base em protocolos
padrdao e conhecimento existente das vias de degradacdo do medicamento. Esses
estudos envolvem o uso de misturas fisicas de farmaco com um ou mais componentes
numa propor¢gdo 1:1 (m/m) de farmaco:componente, além de que s&o geralmente
colocadas em condi¢cOes de estresse como temperatura e umidades elevadas para
aumentar a chance de identificar a incompatibilidade. Entdo, sdo visualmente
observadas por qualquer alteracdo de cor ou de estado fisico e analisadas por técnicas
termoanaliticas e espectroscopicas antes e apds o equilibrio (CHADHA; BHANDARI,
2014).

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) pode mostrar as alteracdes devido
as interacdes a partir do aparecimento, mudanca ou desaparecimento de eventos

endotérmicos ou exotérmicos de fuséo e de alteracdes no valor de variacdo de entalpia
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correspondentes a uma reacgao especifica, sendo que a aplicagdo simultadnea de andlise
termogravimétrica (TG) e DSC é usada amplamente para identificar essas alteracfes
(ALl et al., 2017, 2018).

A espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
e a difratometria de raios-x (DRX) podem ser utilizadas como técnicas complementares
para tirar conclusdes mais precisas dos resultados obtidos das técnicas anteriores. A
FTIR mostra caracteristicas como surgimento de novas bandas, expansao de bandas ou
alteracéo de intensidade para verificar as interacdes (ALl et al., 2018). E a DRX revela
alteragbes na cristalinidade/amorficidade e identifica polimorfismo do farmaco na
presenca de componentes com/sem umidade adsorvida (CHADHA; BHANDARI, 2014).

As técnicas variam em seus principios de funcionamento, vantagens e
desvantagens que séo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Técnicas para analise de compatibilidade de APIs.

Técnica Vantagens Desvantagens Comentéario
DSC Método rapido; Inatil se mudancas térmicas Para a
Eacil deteccdo de forem pequenas; incompatibilidade, os
Inaplicavel se as resultados devem

interagdes fisicas;

Pequena quantidade de propriedades do material ser confirmados por

dificultarem interpretagdo de outro método n&o
amostra.
dados; térmico.

Método destrutivo;
Incompatibilidades apos
armazenamento prolongado

nao detectaveis.

DRX Método nao destrutivo; Orientacao preferencial,
Nenhuma informacgé&o sobre
Uso

gualitativo/quantitativo. estrutura do composto.

FTIR Facil deteccao de Preparacdo de amostra Aparéncia de picos
incompatibilidades; (exceto ATR); extras devido a
Informacgéo quimica Preparagdo pode induzir a umidade ambiental
espacial; transformacdo em estado deve ser
Pequena quantidade de solido; negligenciada.
amostra; Interferéncia de umidade

Aquisicao  rapida de ambiental.

dados.
Fonte: Adaptado de Chadha; Bhandari (2014).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

O PLLA em pellets (diametro médio de 2,8-2,9 mm) utilizado no estudo foi obtido
da Nature Works (3D850), uma linha produzida para impressdo 3D com 0,5% de
isbmero D, densidade de 1,24 g/cm3, ponto de fusdo de 176 °C e indice de fluidez de
7-9 g (10min)-1 a 210 °C com carga de 216 kg. O PMMA em po foi obtido da Sigma
Aldrich (MM=15.000 g/mol e densidade de 1,2 g/cm3), e o alendronato de sodio
triidratado em p6 foi obtido da Alpex Healthcare Limited. Dentre os equipamentos, foi
utilizada uma peneira de andalise granulométrica (Bronzinox) com abertura de 425 mm
e malha de 40 mesh, o moedor de facas FCOG — 0042 (Magmont) e a estufa a vacuo
MAT — 0001 (Nova Etica). A extrusora utilizada é uma extrusora de rosca simples
(FILMAQ3D com controle de velocidade) que opera de 0 a 30 rpm e temperatura
programavel de até 400 °C, e a impressora 3D da marca Creality modelo CR-10S PRO.

As analises de TG, DSC e FTIR foram conduzidas no laboratério de Analises
Instrumentais da Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE. E as analises de
DRX e MEV-FEG foram realizadas no laboratério de Caracterizacdo Estrutural da
Universidade Federal de S&o Carlos — UFSCar.

Na Figura 6 é apresentado o fluxograma contendo as etapas que foram

realizadas na metodologia proposta para esse estudo.
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Figura 6 — Fluxograma de todas as etapas do estudo.
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A fim de utilizar os materiais com granulometrias similares, os pellets de PLLA
foram previamente imersos em nitrogénio liquido por 20 min e, em seguida, inseridos
em moedor de facas por 5 min para a obtencdo de um p6 fino conforme metodologia
de (SIQUEIRA, 2018). O material foi armazenado em recipientes bem fechados ao

abrigo de luz e temperatura.

3.2 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE

Com o objetivo de limitar a degradacdo do PLLA por hidrélise nas misturas, o
ALN na forma triidratado foi seco a 150 °C por 1 h em estufa a vacuo em 350 mmHg
para retirada das suas aguas de hidratacdo e, consequentemente, conversao na sua
forma anidra (ASNANI, 2009).

Conforme o método descrito por Ali et al. (2018), o farmaco em po6 (alendronato)

e 0s polimeros em p6 (PLLA e PMMA) foram passados através de uma peneira de



40 mesh e as misturas fisicas de PLLA-PMMA, PLLA-ALN, PMMA-ALN e PLLA-
PMMA-ALN foram preparadas por mistura simples durante 5 min com almofariz e
pistilo na proporgéo de 1:1 (m/m) nas misturas binérias e 1:1:1 (m/m) nas misturas
ternarias. As amostras foram transferidas para frascos lacrados e devidamente
rotulados e armazenadas em dessecador sob vacuo para preservacao das amostras
e posterior caracterizacdo. A proporcdo foi selecionada para maximizar a
probabilidade de observar interagoes.

Previamente a cada andlise, as amostras foram secas a 60 °C em estufa a

vacuo em 350 mmHg por 1 h para retirada de umidade.

3.3 EXTRUSAO

Com o objetivo de prevenir a degradacdo por hidrélise do PLLA na mistura
durante o processamento por extrusao, o ALN foi previamente seco a 150 °C por 1 h
em estufa a vacuo conforme metodologia de Asnani et al. (2009) para retirar as suas
aguas de hidratacdo, convertendo o alendronato trildratado em anidro.

Foram realizados testes anteriores a producdo dos filamentos que permitiram
identificar a temperatura de 185 °C como sendo a menor temperatura em que 0S
filamentos poderiam ser produzidos sem o aspecto de escurecimento, caracteristico de
degradacdo térmica. A velocidade determinada foi a maior velocidade que a extrusora
permite (30 rpm) para otimizar o tempo de processamento. Além disso, foi identificado
gue a menor porcentagem de PMMA na mistura que visivelmente aumentou o fluxo e
maleabilidade dos filamentos foi de 15%.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as composic¢des e condicbes de processamento
utilizadas na producéao dos filamentos.
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Tabela 1 — Composicdes e condi¢cdes de processamento utilizadas na extrusédo dos filamentos.

30

Amostra Velocidade Temperatura % ALN
(rpm) darosca (°C)
PLLA 30 185 -
(branco)
PLLA + 30 185 0 2,5 5 7,5
15%PMMA
PLLA + 30 185 0 2,5 5 7,5
20%PMMA
PLLA + 30 185 0 2,5 5 7,5
25%PMMA

3.4 IMPRESSAO 3D

O modelo do objeto a ser impresso (Figura 7) foi obtido por meio de um software
de modelagem 3D (Fusion 360, EUA) e armazenado em formato de arquivo STL
utilizado frequentemente para essa finalidade. Em seguida o software de fatiamento
(Ultimaker Cura, Holanda) foi usado para planejar o procedimento de impressao e o

arquivo foi salvo em “codigo g” e importado para a impressora 3D.

Figura 7 — Formato e dimensfes dos objetos a serem impressos.

L 1]

Diametro: 25 mm Espessura: 0.8 mm
Tamanho da malha: 1,5 mm

Fonte: Dominguez-Robles et al. (2019)

Foram realizados testes preliminares a producéo dos scaffolds que permitiram

identificar as condi¢Oes (Tabela 2) mais adequadas para a impressao 3D dos scaffolds:



Tabela 2 — Condicdes de processamento utilizadas na impressao dos scaffolds.

Parametro de impresséo Valor
Temperatura de impressao 180 °C
Velocidade de impresséao 80 mm/s
Temperatura da mesa 55°C
Fluxo 100%

3.5 TECNICAS UTILIZADAS PARA CARACTERIZACAO

3.5.1 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

As amostras em po do estudo de compatibilidade e as amostras dos filamentos
e scaffolds produzidos - previamente moidos em moedor de facas -, foram analisadas
por ATR sendo submetidas a 32 varreduras na regido de 4000 a 400 cm! aplicando

uma resolucéo de 4 cm™.

3.5.2 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG)

As curvas termogravimétricas (TG) e 12 derivada das curvas termogravimétricas
(DTG) das amostras em p6 do estudo de compatibilidade (compostos puros e misturas)
foram obtidas por TG a uma taxa de aguecimento de 10°C mint, sob atmosfera inerte
de N2 (50 mL min-t), utilizando cadinhos de platina contendo cerca de 5 mg de amostra

nas seguintes faixas de temperatura:
— Amostras PLLA, PMMA, PLLA+PMMA: aquecimento de 25 a 800 °C;

— Amostras ALN, PLLA+ALN, PMMA+ALN e PLLA+PMMA+ALN: aquecimento de
25 a 1000 °C.

N&o foi realizada a andlise por TG dos filamentos scaffolds produzidos pois foi
identificado que o ALN danificou os porta-amostras utilizados na analise TG das

amostras do estudo de compatibilidade.

3.5.3 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As curvas de DSC para as amostras do estudo de compatibilidade (compostos
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puros e misturas) foram obtidas sob fluxo constante de N2, empregando-se capsulas de
aluminio seladas contendo cerca de 5 mg de amostra, a uma taxa de 10 °C min' nas
seguintes faixas de temperatura:

— Amostras PLLA, PMMA e PLLA+PMMA: aquecimento de 25 até 200 °C com
isoterma de 1 min, resfriamento até -70 °C por jumping e aquecimento
novamente até 200 °C;

— Amostra ALN: aquecimento de 25 até 200 °C com isoterma de 1 min,
resfriamento lento até -70 °C e segundo aquecimento até 200 °C;

— Amostras PLLA+ALN, PMMA+ALN, PLLA+PMMA+ALN: aquecimento de 25 até
225 °C com isoterma de 1 min, resfriamento lento até -70 °C e segundo
aquecimento até 200 °C;

O grau de cristalinidade (Xc) do PLLA nas amostras foi calculado de acordo com
a equacéo 1 (BUZANELLO et al., 2016), na qual AHm é a entalpia de fusdo, AHc é a
entalpia de cristalizagdo, AHm" é a entalpia de fusdo padrdo de uma amostra com
cristalinidade de 100% e ¢ é a fracdo massica do polimero nas amostras. A entalpia
de fusdo padrdo (AHm") do PLLA é de 93,7 J/g (GARLOTTA, 2002). Para amostras em
gue ha mais de uma entalpia de fusdo, € inserido o valor total na equacao
(AHm1+AHm2+AHm3+AHm4). O mesmo ocorre para entalpias de cristalizacdo
(AHc1+AHc2).
Equacao 1 — Calculo do grau de cristalinidade (Xc).
1 AHm—-AHc

Xc (%) = ; AHm°

.100 (1)

As amostras dos filamentos e scaffolds produzidos - previamente moidos em
moedor de facas -, foram analisadas sob as mesmas condi¢des, com aquecimento de
25 até 200 °C com isoterma de 1 min a essa temperatura, resfriadas até -70 °C por

jumping e aquecidas novamente na mesma taxa até 200 °C.

3.5.4 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

A cristalinidade das amostras em p6 do estudo de compatibilidade e das
amostras dos filamentos e scaffolds produzidos - previamente cortados em pequenos
pedacos -, foram analisadas na faixa de 20 de 4 a 50° usando uma etapa de incremento
de 0.1 26 e um tempo de permanéncia de 1 seg em cada etapa. Sendo o passo de
0,01° tenséo de 40 kV e velocidade de 2°/min.

32



33

3.5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA COM EMISSAO DE CAMPO
(MEV-FEG)

Com o objetivo de avaliar as caracteristicas morfologicas dos filamentos e
scaffolds produzidos, foi realizada a Microscopia Eletrénica de Varredura com Emissao
de Campo (MEV-FEG). Os filamentos e scaffolds foram cortados em pequenos
pedacos e preparados sobre fita de carbono com deposicdo de ouro em sua superficie,
gerando uma pelicula condutora de elétrons. Entédo, foram analisados ao microscopio
eletrénico de varredura (JEOL, modelo SM-71510) com um canh&o emissor de elétrons
a 10 kV. As imagens obtidas foram processadas no software ImageJ. O tamanho de
poros dos scaffolds foi medido por meio das imagens processadas pelo software

ImagelJ.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

41 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE

4.1.1 ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)
Os resultados obtidos dos espectros de FTIR para o PLLA, PMMA e ALN puros séo
apresentados na tabela 3 e as suas atribuicbes foram realizadas com base na

literatura.



Tabela 3 — Bandas e suas atribuictes obtidas dos espectros de FTIR para o PLLA puro, PMMA

puro e ALN puro.

34

Amostra | Banda (cm™) Atribuicao Literatura
PLLA 1750 Estiramento C=0 (grupo COOQ) (SIQUEIRA, 2018)
1183, 1084 Estiramento C-O-C BITENCOURT (2017)
2950, 1385 Estiramento C-H GARLOTTA (2002)
1270 Estiramento C=0 GARLOTTA (2002)
2998, 1359, 1456 | Estiramento C-H (grupo CHa) BITENCOURT (2017)
1128, 1047 Estiramento C-O (SIQUEIRA, 2018)
955 Estiramento C-C GARLOTTA (2002)
870, 756 Estiramento grupo C-H BITENCOURT (2017)
695 Cc=0 YUNIARTO (2016)
PMMA 2998 Ligacdo C-H do grupo -CHs TOMMASINI (2018)
2950 Ligacdo C-H do grupo -CH:2 TOMMASINI (2018)
1727 Estiramento do grupo C=0 AQUINO (2005)
1437 Deformacéo angular simétrica do grupo -CH:z AQUINO (2005)
1385 Deformacéo angular do grupo -CHs AQUINO (2005)
1270 Estiramento do grupo éster com conformacdo | AQUINO (2005)
trans
1239 Estiramento C-O do grupo éster de conformacgéo | AQUINO (2005)
cis
1192 Estiramento do grupo metoxil com conformacdo | AQUINO (2005)
trans
1147 Estiramento C-O-C DUAN (2008)
1063, 987, 841 Deformacéo de absorcdo (cadeia carbbnica) DUAN (2008)
987, 955 Ligagbes C-C SHARMA (2014)
750 Deformacéo angular assimétrica do grupo CH2 AQUINO (2005)
ALN 2981, 1379 Ligacdo C-H da cadeia carbdnica AMBROSIO (2019)
1635 Deformacéo angular da amina priméria (NH2) COSTA (2017)
1524 Estiramento PO 0Z (2019)
1470 Deformacéo angular do grupo CH:2 GONZAGA (2015)
1152 Deformacéo axial da ligagdo amina C-N AMBROSIO (2019)
1043 Ligacdo C-O COSTA (2017)
903, 667 Ligacdo P=O COSTA (2017)

Na Figura 8 séo apresentados os espectros de FTIR obtidos para os polimeros
puros (PLLA e PMMA) e a sua mistura fisica (PLLA+PMMA).



Figura 8 - Espectros de FTIR obtidos para os polimeros puros (PLLA e PMMA) e a sua mistura
binaria (PLLA+PMMA).
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A partir dessa imagem, € possivel observar as bandas caracteristicas de cada
um dos dois polimeros (Tabela 3) em posi¢cdes muito similares na mistura, com
excecdo para a banda em 1128 cm™? (C-O) do PLLA que néo foi observada pela
sobreposicdo da banda em 1140 cm™* (C-O-C) do PMMA que é mais intensa. Também
néo foi observada a banda em 1063 cm (C-C) do PMMA por ser de baixa intensidade
e pela fracdo do polimero na mistura. A banda em 870 cm™! corresponde a uma regido
cristalina do PLLA (YUNIARTO et al., 2016) e a intensidade desta banda reduziu na
mistura com o PMMA, indicando que o PMMA pode ter reduzido a cristalinidade do
PLLA na mistura.

Algumas bandas que se sobrepdem e correspondem aos mesmos grupos
funcionais nos dois polimeros séo destacadas pelas linhas pretas. Estes resultados do
FTIR mostram gue os dois polimeros possuem estrutura quimica muito similar (LU et
al., 2018) e explica o comportamento da mistura dos polimeros nas analises térmicas
a seguir, onde € observada sua miscibilidade.

Na Figura 9 sdo apresentados os espectros de FTIR para o polimero e o
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farmaco puros (PLLA e ALN) e a sua mistura fisica (PLLA+ALN).

Figura 9 - Espectros de FTIR obtidos para o polimero e o farmaco puros (PLLA e ALN) e a sua
mistura binaria (PLLA+ALN).

— PLLA
—— PLLA+ALN
ALN
1750 1371
e )\
I
I ' | |
":: 2934! : 1456: :?41
S I 2930 | |
© || A IV
5] | |
c | |
o | I
c
&
|_
I L I LJ I L I L) I L l
3000 2500 2000 1500 1000 500
. -1 — — PLLA, ALN
Numero de onda (cm ) A
ALN

A partir dessa imagem, € possivel observar as bandas caracteristicas dos
compostos puros (Tabela 3) presentes em posi¢des similares na mistura, exceto pelas
bandas do PLLA entre 1300 e 750 cm™ que ndo sdo visiveis na mistura pois sdo
sobrepostas pelas bandas mais largas e intensas do ALN nessa faixa. A banda em
695 cm do PLLA n&o é visivel pois é sobreposta pela banda mais intensa do ALN em
667 cm™.

Foi observada uma alteragdo da banda caracteristica do PLLA em 1750 cm
(C=0), e considerando que essa banda é sensivel a mudancas causadas pela
degradacéo do polimero (FERRANDEZ-MONTERO et al., 2020), essa alteracio pode
indicar degradacéo do polimero por hidrélise devido a presenca de moléculas de agua
no farmaco. Apesar da secagem prévia e conversao do farmaco para a forma anidra,
a presenca de umidade é confirmada a seguir pela analise de DRX.

As bandas em 2984, 1456 e em 1371 cm™, correspondentes as ligacdes -CH

para os dois compostos, se sobrepbem e sdo destacadas em preto.
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Na Figura 10 sdo apresentados os espectros de FTIR para o polimero e o
farmaco puros (PMMA e ALN) e a sua mistura fisica (PMMA+ALN).

Figura 10 — Espectros de FTIR obtidos para o polimero e o farmaco puros (PMMA e ALN) e a
sua mistura binaria (PMMA+ALN).
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Comparando os espectros, as bandas identificadas na mistura sdo similares as
encontradas nos componentes puros, exceto pela banda do PMMA em 1270 cm™
(-COO0) que nao foi observada - por ser de baixa intensidade e pela fracdo do polimero
na mistura -, e as bandas entre 1200 e 800 cm™ que n&o sédo visiveis na mistura pois
as bandas do ALN nessa faixa sdo mais intensas e se sobressaem. A banda do PMMA
em 1727 cm (C=0) é menos intensa na mistura devido a fragdo do componente na
mistura. As bandas em 2984, 1385 cm™ (-CH) e 1448 cm™ (CH2) que correspondem a
ambos 0s compostos se sobrepdem e estdo destacadas em preto.

Na Figura 11 séo apresentados os espectros de FTIR para os polimeros puros
(PLLA e PMMA), o farmaco puro (ALN) e a sua mistura ternaria (PLLA+PMMA+ALN).
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Figura 11 — Espectros de FTIR obtidos para os polimeros puros (PLLA e PMMA), o farmaco
puro (ALN) e a sua mistura ternaria (PLLA+PMMA+ALN).
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No espectro da mistura observam-se as bandas caracteristicas dos
componentes puros em posi¢cdes similares na mistura, exceto pelas bandas
caracteristicas do PLLA e do PMMA entre 1300 e 800 cm™ que néo séo visiveis porque
as bandas do ALN puro nessa faixa sdo mais intensas e largas e se sobrepdem. A
banda em 695 cm* do PLLA néo é visivel pois é sobreposta pela banda mais intensa
do ALN em 667 cm™. As bandas em 1731 (C=0), 2950 e 748 cm™ (-CH) que s&o
correspondentes a ambos 0s polimeros se sobrepdem e estdo destacadas em laranja
e as bandas em 2991, 1448 e em 1379 cm? (-CH) caracteristicas dos trés
componentes se sobrepdem e sao destacadas em preto. Foi observada a atenuacéao
de algumas bandas o que pode ser atribuido a fracdo dos componentes na mistura
(1:3). Estes resultados indicam que nao ocorreram interagdes significativas entre os

componentes.

4.1.2 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG)
Na tabela 4 sdo apresentados todos os dados de temperatura extrapolada de
degradacao (Tonset), temperatura maxima de degradacgéo (Tmax) € perda de massa (%)
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obtidos das curvas de TG/DTG dos compostos puros (PLLA, PMMA, ALN), das
misturas binarias (PLLA+ALN, PLLA+PMMA, PMMA+ALN) e da mistura ternaria
(PLLA+PMMA+ALN) apresentados a seqguir.

Tabela 4 — Resultados obtidos a partir das curvas de TG/DTG dos compostos puros, de suas

misturas binarias e da mistura ternaria.

Amostra Estagio de Tonset Tmax Perda de
perda de massa (%)
massa
PLLA Unico 344.,7 366,0 100
PMMA Unico 358,2 385,5 100
ALN 1°H20 1145 130,8 16,5
2° Na* 331,7 392,4 29,9
3 Degradacao 829,8 910,1 12,0
PLLA+PMMA 1° 333,2 366,8 85,6
2° 436,4 428,4T 10,2
PLLA+ALN 1° 1141 126,8 6,7
2° 348,6 367,9 71,5
3° 792,4 826,8 i 8,4
PMMA+ALN 1° 374,9 410,8T 64,1
20 822,14 871,6 i 11,6
PLLA+PMMA+ALN 1° 333,3 364,3 60,8
20 403,1 2089 14,4
3° 839,8 888,4i 9,1

Na Figura 12 sdo apresentadas as curvas TG/DTG para o PLLA e PMMA puros

e a sua mistura binaria.
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Figura 12 — Curvas TG/DTG para os polimeros puros (PLLA e PMMA) e a mistura binaria
(PLLA+PMMA).
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O PLLA apresentou um Unico estagio de 100% de perda de massa, com a Tonset
igual a 344,7 °C e Tmax igual a 366 °C, valores bem préximos aos encontrados na
literatura por Bitencourt et al. (2017) e Oliveira (2016) respectivamente. A degradacéo
do PLLA ocorre pela clivagem das suas cadeias, formando grupos carboxilicos que
catalisam a hidrélise do PLLA (ELSAWY et al., 2017).

O PMMA também apresentou um Unico estagio de perda de massa de quase
100%, com Tonset igual a 358,2 °C e Tmax igual a 385,6 °C. No estudo de
Ashaduzzaman; Kunitake (2013) de PMMA dibloco com poli(hidroxietilacrilamida)
também foi observada uma Unica etapa de degradacdo com Tonset € Tmax iguais a
350 °C e 400 °C, respectivamente. A principal via de degradacdo do PMMA é por
depolimerizacéo, que ocorre com a formacgao do seu radical (DOGAN et al., 2020).

Analisando as curvas TG/DTG para a mistura binaria de PLLA+PMMA, observa-
se que os polimeros se comportam como uma blenda miscivel, além de ocorrer um
processo sinérgico com um deslocamento da Tmax do PMMA de 385,6 °C para 428 °C
indicando maior estabilidade térmica da mistura. Este aumento na estabilidade térmica
pode estar relacionado as ligacfes quimicas estabelecidas entre os dois polimeros,
resultando em melhor ades3o interfacial (AGUERO et al., 2020), resultado também
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indicado pelas analises de MEV-FEG dos filamentos abaixo.
A Figura 13 apresenta as curvas TG/DTG para o PLLA e ALN puros e a sua
mistura binaria (PLLA+ALN).

Figura 13 — Curvas TG/DTG para os compostos puros (PLLA e ALN) e a mistura binaria
(PLLA+ALN).
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O ALN puro apresentou trés estagios de perda de massa: o primeiro de 16,5%
de perda de massa até a temperatura de 175 °C, resultado também apresentado nos
estudos de Asnani et al. (2009) e Albu et al. (2016) e que pode ser atribuido a liberagéo
de trés moléculas de agua de hidratacdo. A presenca deste estagio se deve ao fato de
gue a amostra de ALN puro nao foi seca a 150 °C por 1 h. O segundo estagio, entre
200 e 450 °C se refere a liberagdo de amonia da estrutura com 29,9% de perda de
massa. E o terceiro estagio com 12% de perda de massa acima de 600 °C corresponde
a decomposicdo do ALN, gerando o pirofosfonato de sodio (NaH3P207) como produto
da decomposicéo. Esses trés estagios de decomposicdo do alendronato de sédio
também foram observados no estudo de Ambrosio (2019).

Nas curvas TG/DTG da mistura bindria os eventos térmicos foram muito
similares ao dos compostos puros, sendo 0 primeiro evento correspondente a perda
das trés moléculas de dgua do farmaco. O segundo evento — correspondente a perda

de amonia do farmaco -, coincidiu com o pico do PLLA, que se sobressaiu e manteve



praticamente a mesma Tmax (367,9 °C) -, e 0 terceiro evento relacionado a
decomposicdo do farmaco apresentou uma reducéo da Tmax de 910,1 °C para 826,8
°C indicando que a estabilidade térmica do farmaco reduziu na mistura com PLLA. Em
relacdo a perda de massa, a presenca do farmaco interferiu no percentual de perda de
massa do PLLA elevando a quantidade de residuo final da analise de 0 para 14,4% -
conforme Tabela 4.

A Figura 14 apresenta as curvas TG/DTG para o PMMA e ALN puros e a sua
mistura binaria.

Figura 14 — Curvas TG/DTG para os compostos puros (PMMA e ALN) e a mistura binaria
(PMMA+ALN).
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Na Figura 14 observam-se dois eventos principais de estagio de perda de
massa de ambos 0s componentes: 0 primeiro estagio cuja Tmax foi de 410,8 °C
coincidem a liberacdo de amoénia da estrutura do farmaco e o estdgio Unico de
degradacédo do PMMA, onde o pico do polimero se sobressai. A Tmax do polimero na
mistura foi maior do que a Tmax do polimero puro (410,8 e 385,6 °C, respectivamente),
indicando maior estabilidade deste na mistura e que pode ser atribuido as ligacbes
guimicas formadas entre os componentes. E 0 segundo estagio com Tmax de 871,6 °C

corresponde a decomposi¢édo do farmaco, que foi um pouco menor do que a Tmax do



farmaco puro (910,1 °C) indicando menor estabilidade do farmaco na mistura em
temperaturas superiores.

O estagio de perda de massa com Tonset igual a 114,5 °C observado para a
amostra de farmaco puro néo foi constatado na curva da mistura binaria pois a amostra
do farmaco utilizada na mistura binaria foi previamente seca a 150 °C por 1 h para
eliminacao das trés moléculas de hidratacdo do farmaco. Este resultado indica que o
objetivo do procedimento foi atendido. O farmaco também interferiu na perda de massa
do PMMA, aumentando a quantidade de residuo final de 0 para 24,3% (Tabela 4).

A Figura 15 apresenta as curvas TG/DTG para a mistura ternaria
(PLLA+PMMA+ALN).

Figura 15 — Curvas TG/DTG para a mistura ternaria (PLLA+PMMA+ALN).
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Na figura acima também se observa a auséncia do estagio de perda de massa
em 114 °C devido a secagem prévia da amostra, enquanto que os demais estagios de
perda de massa identificados nas curvas dos componentes puros sdo semelhantes na
curva ternaria. O estagio de perda de amoénia do farmaco (Tonset = 431,3 °C) €é visivel
porém nao é significativo perto dos picos relacionados aos polimeros que sdo em
temperaturas proximas. Ja os picos relacionados aos estagios unicos de degradacao
dos polimeros puros sdo mais evidentes e sdo muito préximos na mistura, um com

Tmax igual a 364,3 °C muito proxima ao do PLLA (366,0 °C) e o outro relacionado ao



PMMA (385,6 °C) ocorreu em temperatura maior (408,9 °C), indicando maior
estabilidade térmica deste polimero na mistura.

O ultimo estagio de perda de massa do farmaco puro (Tonset = 829,8 °C) também
foi observado na mistura ternéaria em temperatura préoxima (Tonset = 839,8 °C). Desta
forma, os estagios de perda de massa para a mistura ternaria também foram similares
aos estagios observados para os componentes puros. A presenca do ALN na mistura
PLLA+PMMA interferiu no percentual de perda de massa da mistura, aumentando o
residuo final de 4,2 para 15,7% conforme Tabela 4.

O PLLA possui a menor temperatura de degradacédo (366,0 °C) e, por este
motivo, € considerado o limitante na determinacédo da temperatura de processamento
das composic¢oes (SILVEIRA, 2015). Desta forma, o fato de este ndo sofrer alteracdes
significativas mantendo praticamente a mesma temperatura de degradacdo em todas
as formulacdes indica que é adequado para ser aplicado como matriz polimérica na

extrusao dos filamentos.

4.1.3 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Nas Tabelas 5.A e 5.B s&o apresentados todos os dados obtidos de
temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de fusédo (Tg), entalpia de fusdo
(AHm), temperatura de cristalizacdo (Tc), entalpia de cristalizacdo (AHc) e o grau de
cristalinidade (Xc) calculado para os compostos puros (PLLA, PMMA, ALN), as
misturas binarias (PLLA+PMMA, PLLA+ALN, PMMA+ALN) e a mistura ternaria
(PLLA+PMMA+ALN).

Tabela 5.A — Resumo dos valores de Ty, Tm € T, obtidos a partir das curvas DSC dos compostos

puros, das misturas binarias e mistura ternaria.
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Amostra Tg(°C) | Tm1(°C) | Tm2(°C) | Tm3(°C) | Tma(°C) | T2 (°C) | Te2 (°C)
PLLA 58,4 - - - 175,5 93,9 161,7
PMMA 81,4 - - - - -
ALN - 1193 133,1 - 175,2 -
PLLA-PMMA 57,2 - - - 174,2 95,1 160,9
PLLA-ALN 53,1 126,7 - - 175,9 108,6T
PMMA-ALN 84,4 127,1 - - - -

PLLA-PMMA-ALN 49,1l 118,4 137,3 157,9 177,5 -
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Tabela 5.B — Resumo dos valores de AHm, AH: e X obtidos a partir das curvas DSC dos

compostos puros, das misturas binarias e mistura ternaria.

Amostra AHm1 | AHm2 | AHms | AHma AHcy AHc, Xe (%)
(/9) |W/g) |(Uf9) |(B/9) | (F9) | (F/9)

PLLA - - - 216  [74 16 13,4
PMMA - - - - - - -

ALN 1489 |44 |- 195 |- - -
PLLA-PMMA - - - 51y [13y [02] [19
PLLA-ALN 167,2 | - - 22,1 145% |- 93,2%
PMMA-ALN 223,4 - - - - -
PLLAPMMA-ALN [571 [91 [236 |325 |- - 43,5

Na Figura 16 sé&o apresentadas as curvas DSC de 1° aquecimento para o PLLA

e PMMA puros e a sua mistura binaria.

Figura 16 — Curvas DSC de 1° aquecimento para os polimeros puros e a sua mistura binaria.
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A partir dessas curvas foram observados os seguintes dados (Tabela 5): na

curva de 1° aquecimento para o PLLA puro foram identificados a Tm igual a 175,5 °C

com entalpia de fusdo igual a 21,6 J/g. Estes valores sdo muito proOximos aos

encontrados por Cifuentes et al. (2017).

A curva DSC para o PMMA puro apresentou uma Tgigual a 81,4 °C, temperatura



46

relativamente alta e caracteristica desse polimero e que contribui para a nao
deterioracdo das suas propriedades mecanicas e Opticas em aplicacdes a altas
temperaturas (LAERCIO, 2009). Nao foram identificados eventos térmicos de fuséo
para esse polimero, uma vez que sua estrutura € amorfa, ndo ocorrendo a fuséo de
cristais (ASHADUZZAMAN; KUNITAKE, 2013).

Na curva DSC de 1° aquecimento da mistura binaria PLLA+PMMA foi
identificado o pico endotérmico com Tm igual a 174,2 °C, similar ao observado para o
PLLA puro. De acordo com a Tabela 5.B, o PLLA apresentou cristalinidade de 13%,
valor préximo ao encontrado por Bitencourt et al. (2017) em seu estudo, de 7,8%.
Também foi possivel observar que o PMMA reduziu o grau de cristalinidade do PLLA
(de 13,4% para 1,9%) na mistura binaria PLLA+PMMA, além de reduzir a entalpia de
fuséo (de 21,6 J/g para 5,1 J/g), uma vez que com menor cristalinidade, menor energia
€ consumida na fusdo dos cristais, facilitando a mudanca de fase da blenda polimérica
(SIQUEIRA, 2018).

Na Figura 17 sédo apresentadas as curvas DSC de 2° aquecimento para o PLLA

e PMMA puros e a sua mistura binaria.

Figura 17 — Curvas DSC de 2° aquecimento para os polimeros puros e a sua mistura binaria.
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A partir da Figura 17, foi identificada a Tg do PLLA como sendo 58,4 °C, Tg



relativamente alta e caracteristica deste polimero devido a sua elevada rigidez
(BITENCOURT et al., 2017; CIFUENTES et al., 2017), além de um pico de relaxacéo
molecular apds Ty4. Também foram identificados dois pequenos picos de cristalizacao,
o primeiro a 93,9 °C e o segundo, um pico de cristalizacdo pré fusdo a 161,7 °C, que
serve como “‘ombro exotérmico” e é caracteristico deste polimero de acordo com
Bitencourt et al. (2017).

E na curva obtida no ensaio de DSC de 2° aquecimento da mistura binaria
PLLA+PMMA foi identificada uma Unica Tg igual a 57,2 °C, similar a encontrada para o
PLLA puro e que pode indicar miscibilidade da blenda polimérica (SAMUEL; RAQUEZ;
DUBOIS, 2013) e corrobora com o observado na analise de TG/DTG.

Foram identificados também dois picos exotérmicos de menor intensidade com
temperatura de cristalizacao igual a 95,1 e 160,9 °C, similares aos encontrados na
curva do PLLA puro (93,9 °C e 161,7°C). A reducéo da intensidade desses picos indica
gue o PLLA possui dificuldade para cristalizar no resfriamento nesta blenda dentro das
condicBes da analise, influenciando na obtencdo do baixo percentual de cristalinidade
(1,9%) (SILVEIRA, 2015). A reducao na cristalinidade também pode ser explicada pela
boa compatibilidade entre os polimeros (HUNG; WANG; CHEN, 2013).

A Figura 18 apresenta as curvas DSC de 1° aquecimento para o PLLA e ALN

puros e a sua mistura binaria.
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Figura 18 — Curva DSC de 1° aquecimento para os compostos puros (PLLA, ALN) e a sua
mistura binéria (PLLA+ALN).
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A curva obtida no ensaio de DSC de 1° aquecimento para o ALN puro
apresentou trés eventos térmicos: os dois primeiros de Tm igual a 119,3 °C e Tm igual
a 133,1 °C correspondem a perda de duas aguas de cristalizacdo da molécula. E o
terceiro evento, cuja Tm € igual a 175,2 °C com AHm igual a 19,5 J/g corresponde a
saida da agua coordenada ao Na* seguido da transformacdo de um polimero de
coordenacao 1D para 2D (ASNANI, 2009; GONZAGA, 2015).

Na curva em que ocorre 0 1° aquecimento para a mistura binaria PLLA+ALN
foram identificados dois picos endotérmicos com Tmigual a 126,7 °C e 175,9 °C. Com
isto, observa-se que na mistura houve uma juncao dos dois primeiros picos observados
para o farmaco puro (119,3 e 133,1 °C), e 0 segundo pico endotérmico (Tm=175,9 °C)
pode ser atribuido tanto ao PLLA como ao ALN uma vez que foi observado este pico
para os dois componentes puros (175,5 e 175,2 °C, respectivamente).

A partir da Tabela 5.B verificou-se que a presenca de ALN aumentou
substancialmente o grau de cristalinidade do polimero de 13,4 para 93,2%,
demonstrando o efeito do ALN como agente nucleante de cristalizacdo da matriz
polimérica (SIQUEIRA, 2018). Este resultado era esperado devido a alta cristalinidade
do farmaco apresentada pela analise de DRX a seguir.
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A Figura 19 apresenta as curvas DSC de 2° aquecimento para o PLLA e ALN

puros e a sua mistura binaria.

Figura 19 — Curva DSC de 2° aquecimento para os compostos puros (PLLA, ALN) e a sua
mistura binaria (PLLA+ALN).
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Nao foram observados eventos térmicos na curva de 2° aquecimento do ALN
puro, desta forma, este ndo é apresentado na figura acima. Na curva DSC de 2°
aguecimento para a mistura binaria PLLA+ALN foi identificada a Tg igual a 53,1 °C,
com uma pequena variacdo em relacéo ao polimero puro (58,4 °C).

E foi identificado um pico de cristalizacdo de Tc igual a 108,6 °C mais alto e
estreito, sugerindo a formagédo de cristais com tamanho mais regular (SILVEIRA,
2015). Além disso, essa temperatura € maior que a observada para o PLLA puro (93,9
°C) e mostra uma correlacdo com a entalpia de cristalizacdo para a mistura binaria
(14,5 J/g), que também foi superior ao valor do polimero puro (7,4 J/g), uma vez que
quanto maior a energia envolvida no processo de cristalizacdo, maior serd a
temperatura necessaria para a ocorréncia desse efeito (SIQUEIRA, 2018). Néao foi
observado o segundo pico exotérmico do PLLA puro na mistura binaria.

Na Figura 20 sédo apresentadas as curvas DSC de para o PMMA e ALN puros e
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a sua mistura binaria.

Figura 20 — Curva DSC para os compostos puros (PMMA, ALN) e a sua mistura binaria
(PMMA+ALN).
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Na curva DSC para a mistura bindria PMMA+ALN foi identificado um pico
endotérmico a 127,1 °C que corresponde a juncdo dos dois primeiros picos
endotérmicos encontrados para o ALN puro — o mesmo fendmeno encontrado na
mistura PLLA+ALN. O terceiro pico endotérmico de alta entalpia de cristalizacao
observado para o ALN puro (175,2 °C) néo foi observado na mistura, o que pode estar
relacionado ao efeito do PMMA de restringir a cristalizagcéo. Foi identificada também a
Tgigual a 84,4 °C similar a encontrada para o PMMA puro (81,4 °C).

Na Figura 21 séo apresentadas as curvas DSC de 1° aquecimento para o PLLA,

PMMA e ALN puros e a sua mistura ternaria.



Figura 21 — Curva DSC de 1° aquecimento para os compostos puros (PLLA, PMMA, ALN) e a
sua mistura ternéria (PLLA+PMMA+ALN).
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Na curva de 1° aquecimento para a mistura ternaria PLLA+PMMA+ALN foram
observados os dois primeiros picos endotérmicos de Tm igual a 118,4 °C e 137,3 °C
correspondentes aos dois primeiros picos encontrados para o farmaco puro (119,3 e
133,1 °C). Foi identificado também o pico endotérmico de Tm=177,5°C que
corresponde ao pico de fusdo do PLLA (175,5 °C) e ao terceiro pico endotérmico do
ALN (175,2 °C).

Foi observado o aparecimento de um pequeno pico endotérmico em
temperatura mais baixa (157,9 °C) do que o pico de fuséo, atribuido a um processo de
fusdo-recristalizacdo e pode ser associado a formacdo de cristais menores e de
formato diferente ou a um decréscimo no peso molecular pela cisdo das cadeias
poliméricas (BITENCOURT et al., 2017; CIFUENTES et al., 2017; FERRANDEZ-
MONTERO et al., 2020). Este pico ndo é observado nas curvas DSC dos filamentos
apresentadas a seguir, com isto pode-se inferir que esse fenbmeno ocorre somente

para a composi¢cdo PLLA+PMMA+ALN em proporgéao 1:1:1.
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E em relacdo ao grau de cristalinidade obtido da mistura ternaria PLLA-PMMA-
ALN (43,5%), este foi reduzido em mais de 50% em relacédo ao obtido para a mistura
binaria PLLA-ALN (93,2%) — indicando que a presenca do PMMA restringe a
cristalizacdo da mistura PLLA-ALN.

No estudo de Vert; Mauduit; Li (1994) foi identificado que amostras de PLA
altamente cristalinas degradam mais lentamente do que amostras menos cristalinas.
Considerando que uma taxa de degradag¢do muito lenta - levando até 3-5 anos em
alguns casos -, pode ndo ser o mais indicado para aplicacdes biomédicas (FARAH;
ANDERSON; LANGER, 2016), a reducéo na cristalinidade se mostra positiva neste
caso.

Na Figura 22 sdo apresentadas as curvas DSC de 2° aquecimento para o PLLA,
PMMA e ALN puros e a sua mistura ternaria.

Figura 22 — Curva DSC de 2° aguecimento para os compostos puros (PLLA, PMMA, ALN) e a
sua mistura ternaria (PLLA+PMMA+ALN).
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Na curva de 2° aquecimento para a mistura ternaria (PLLA+PMMA+ALN) foi
identificada uma Unica Tg igual a 49,1 °C, o que pode indicar um efeito plastificante na
matriz polimérica devido a reducéo significativa da Tgquando comparada ao PLLA puro

(Tg= 58,4 °C). Nao foram observados os dois picos de cristalizacdo apresentados na



curva do PLLA puro, indicando o efeito de restricdo de cristalizacdo pelo PMMA.

4.1.4 DIFRACAO DE RAIOS-X

Na Figura 23 sao apresentados os difratogramas para o PLLA e PMMA puros e
a sua mistura binaria.

Figura 23 — Difratogramas obtidos para os polimeros puros (PLLA, PMMA) e a sua mistura
binaria (PLLA+PMMA).
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O PLLA puro apresentou dois picos em 16,78° e 19,28°, confirmando a natureza
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semicristalina do polimero com um pico de alta intensidade na regido de 17°
(ALMEIDA, 2010). Dados similares foram observados nos estudos de Martins (2015)
e Mazur (2012) que encontraram picos em 16,7° e 19,4° respectivamente. Para o
PMMA puro foram observadas dois picos largos e de alta intensidade na regido de 10
a 40° e nenhum pico de difracéo, condizentes com o observado por Dolghi (2014) e
que caracterizam o material amorfo (ROLIM, 2013).

No difratograma da mistura binaria sdo observados os dois picos largos do
PMMA e os dois picos do PLLA com menor intensidade, indicando que o PMMA
reduz a cristalinidade do PLLA na mistura e corroborando com os resultados das
analises de FTIR e DSC apresentadas anteriormente.

Na Figura 24 sao apresentados os difratogramas para o PLLA e ALN puros e a
sua mistura binaria.



Figura 24 — Difratogramas obtidos para o PLLA e ALN puros e a sua mistura binaria
(PLLA+ALN).
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O difratograma obtido para o ALN puro mostra sua alta cristalinidade com uma
série de picos de difracdo, correspondentes as reflexdes nos planos da rede cristalina
(OCHIUZ et al., 2016; OZ et al., 2019). Foram observados sete picos mais acentuados
em 9,2°, 12,3°, 13,5° 20,9°, 24,7°, 26,0° e 29,8° - Ambrosio (2019) e Costa (2017)
encontraram picos de alta intensidade em regides similares em seus estudos. Além
disso, foram observados picos de menores intensidade na regido entre 18 e 42° - o
gue também foi observado nos estudos de Gonzaga (2015) e Asnani (2009).

A presenca do pico em 9,2° é atribuida a forma triidratada do alendronato de
soédio. Apesar da secagem prévia a 150 °C realizada nas amostras para retirar as
aguas de hidratacdo do farmaco e converter a sua forma triidratada para a forma
anidra, a presenca de umidade é suficiente para que ocorra a conversao parcial da
forma anidra para a forma triidratada (ASNANI, 2009). Este dado explica a presenca
dos picos entre 118 e 130 °C observados para o ALN nas analises DSC.

No difratograma da mistura binaria sdo observados os dois picos caracteristicos
do PLLA e os sete principais picos do ALN em menor intensidade devido a fracdo dos
componentes na mistura. Considerando os picos caracteristicos dos componentes

puros estao presentes em posi¢cdes similares na mistura, ndo ocorreram mudancas
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significativas na estrutura dos componentes.
Na Figura 25 sédo apresentados os difratogramas obtidos para o PMMA e ALN

puros e a sua mistura binaria.

Figura 25 — Difratogramas obtidos para o PMMA e ALN puros e a sua mistura binaria
(PMMA+ALN).
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A partir dessa imagem, é possivel observar que a mistura binéria apresenta os
sete principais picos caracteristicos do ALN e uma banda larga do PMMA entre 10 e
20° em menor intensidade, como esperado, devido a alta cristalinidade do ALN.
Considerando que o comportamento dos componentes foi similar na mistura binaria,
suas estruturas nao sofreram modificagOes significativas e, portanto, ndo ocorreram
interacdes significativas entre eles.

Na Figura 26 sédo apresentados os difratogramas para os trés componentes

puros e a sua mistura ternaria.



Figura 26 — Difratogramas obtidos para 0s componentes puros e a sua mistura ternaria
(PLLA+PMMA+ALN).
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Na mistura ternaria é possivel observar os dois picos do PLLA, os sete principais
picos caracteristicos do ALN e o halo amorfo do PMMA entre 10 e 20° em menor
intensidade, o que pode ser explicado devido a alta cristalinidade da mistura
PLLA+ALN e porque os trés componentes estdo em propor¢cdo 1:1:1. Assim,
considerando que o difratograma da mistura ternaria se comportou de forma similar
aos componentes puros e suas misturas bindrias, ndo ocorreram interacdes

significativas entre os componentes que caracterize incompatibilidade.

4.2 EXTRUSAO

Para avaliar os efeitos dos teores de PMMA e ALN no processo de producao
dos filamentos nessa etapa do estudo de discussdo dos seus efeitos sobre a
caracteristica visual e o diametro dos filamentos, atribuiu-se uma nomenclatura a cada
um deles que é apresentada na Tabela 6, onde também é apresentada a quantidade

em massa utilizada de cada componente nos filamentos.
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Tabela 6 — Nomenclatura e composicao dos filamentos produzidos.

57

Nomenclatura Composicéao Massa (g)
PLLA PMMA ALN
PLLA puro PLLA puro 35,00 - -
Filamento 1 PLLA+15%PMMA 35,00 5,25 -
Filamento 2 PLLA+15%PMMA+2,5%ALN 35,00 5,25 0,87
Filamento 3 PLLA+15%PMMA+5%ALN 35,00 5,25 1,75
Filamento 4 PLLA+15%PMMA+7,5%ALN 35,00 5,25 2,62
Filamento 5 PLLA+20%PMMA 35,00 7,00 -
Filamento 6 PLLA+20%PMMA+2,5%ALN 35,00 7,00 0,87
Filamento 7 PLLA+20%PMMA+5%ALN 35,00 7,00 1,75
Filamento 8 PLLA+20%PMMA+7,5%ALN 35,00 7,00 2,62
Filamento 9 PLLA+25%PMMA 35,00 8,75 -
Filamento 10 PLLA+25%PMMA+2,5%ALN 35,00 8,75 0,87
Filamento 11 PLLA+25%PMMA+5%ALN 35,00 8,75 1,75
Filamento 12 PLLA+25%PMMA+7,5%ALN 35,00 8,75 2,62

Na Figura 27 é apresentada uma imagem dos filamentos produzidos e suas

respectivas composicoes.

Figura 27 — Imagem dos filamentos produzidos.
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A partir da Figura 27, € possivel observar que o filamento de PLLA puro
apresenta superficie de tonalidade branca e os filamentos de PLLA contendo somente

PMMA possuem um aspecto mais brilhante e transparente. Ja nos filamentos contendo
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ALN, a medida que aumenta a incorporacdo do farmaco, os filamentos adquirem
tonalidade mais branca e opaca. De acordo com a analise visual, sdo observados
cristais de tonalidade branca do farmaco dispersos na matriz polimérica. Com esta
andlise também foi constatado que os filamentos contendo 20 e 25% de PMMA
apresentaram maior flexibilidade quando comparados aos demais fios — sendo o
aumento mais expressivo nos filamentos contendo 25% de PMMA -, o que pode ser
comprovado nas analises térmicas apresentadas a seguir.

Ainda sobre as caracteristicas macroscopicas dos filamentos, foram realizadas
cinco medidas em locais distantes ao longo dos filamentos utilizando um paquimetro
digital e calculada a sua média aritmética. Na Figura 28 é apresentado o grafico com

as medidas dos diametros dos filamentos e as suas respectivas médias.

Figura 28 — Gréfico das medidas dos diametros dos filamentos.
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0s menores valores de desvio padrdo (0,08 mm, 0,17 mm, 0,17 mm e 0,07 mm
respectivamente), indicando didmetro mais constante quando comparado aos
filamentos contendo ALN, o que pode ser explicado pelos resultados de MEV-FEG
apresentados mais adiante, onde esses filamentos apresentam superficie lisa e sem
rugosidades e distorcoes.

Observando o gréfico da Figura 28, é possivel aferir que os filamentos contendo
ALN apresentaram grande amplitude de medidas nos filamentos com desvio padréo
de 0,18 a 0,25 mm em relacdo a média de suas medidas. Além disso, apresentaram o
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valor da média com até 0,29 mm de desvio em relacéo ao diametro padrao do bico da
extrusora (1,75 mm). Isto pode indicar que o0 modelo de extrusora com somente uma
zona de aquecimento e de alimentacdo utilizada ndo € o mais adequado para estas
composi¢des, uma vez que a variagao significativa no didmetro dos filamentos pode
influenciar no posterior processamento por impressdo 3D dos scaffolds - levando a
inconsisténcias na impressdo dos scaffolds a medida que a impressora deposita o
volume esperado de matéria-prima com base em um didmetro de 1,75 mm (WATER
et al., 2015).

Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk, teste Q e teste de Levene nos
conjuntos de filamentos, com os resultados indicando que os valores das medidas dos
filamentos sé@o considerados normais, ndo ha anomalias dentre as medidas e as suas
variancias sao homogéneas com 99% de confianca. Entdo foi possivel realizar o teste
t de student para médias independentes para comparar as médias dos filamentos e
identificar se sdo considerados estatisticamente diferentes ou iguais entre si.

Com os resultados, foi identificado que somente o filamento de PLLA puro e o
Filamento 1 sdo estatisticamente diferentes, sendo que os demais filamentos possuem
médias estatisticamente iguais entre si. Apesar desse resultado, a variabilidade no
diametro dos filamentos foi constatada visualmente e influenciou no posterior

processamento por impressao 3D apresentado mais adiante.
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4.2.1 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA

DE FOURIER (FTIR)

Os efeitos da fusdo dos componentes e das variaveis, percentual de PMMA e
de ALN, sobre os principais grupos funcionais desses componentes estao
apresentados nos espectros de FTIR. Na Figura 29 é possivel analisar o efeito do
aumento percentual de PMMA nos filamentos de composicao binaria PLLA+PMMA e,

na Figura 30, os efeitos de ambas as variaveis nos filamentos ternarios.



Figura 29 - Espectros de FTIR obtidos para os filamentos de PLLA e aqueles produzidos com
15, 20 e 25% de PMMA respectivamente.
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As bandas caracteristicas do PMMA em 1239 cm™ (C-O), 1063, 987 e em
841 cm™ (C-C) ndo foram observadas em todos os filamentos devido a baixa
intensidade dessas bandas e pela porcentagem do polimero nos filamentos (15-25%).
Também néo foi observada a banda caracteristica do PMMA em 1147 cm™ (C-O-C)
devido a porcentagem do polimero nos filamentos e porque a banda intensa do PLLA
em 1084 cm (C-O-C) a sobrepde.

A intensidade da banda em 870 cm, correspondente a regido cristalina do
PLLA (YUNIARTO et al., 2016), é reduzida com a incorporagéo crescente do PMMA
nos filamentos, reforcando o papel desse polimero na reducdo da cristalinidade do
PLLA. As demais bandas caracteristicas de cada polimero permaneceram similares.

Na Figura 30 sé&o apresentados os espectros de FTIR obtidos para os filamentos
contendo 15% de PMMA (A), 20% de PMMA (B), 25% de PMMA (C) e percentuais
variaveis de ALN.
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Figura 30 - Espectros de FTIR obtidos para os filamentos de PLLA contendo PMMA e ALN.
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Nestes filamentos, a maior parte das bandas da matriz polimérica permaneceu
nos mesmos lugares, ndo ocorrendo mudancgas na estrutura quimica da matriz.
Contudo, ha mudancas na intensidade nas bandas caracteristicas do PLLA em 1750
cm? (C=0), 1084 cm (C-O-C), 1128 e 1047 (C-O) cm, devido ao encurtamento das
moléculas do polimero que induz a formacao de novos grupos de acido e afetando as
bandas dos grupos éster e carbonila. H4 uma certa tendéncia de aumento nessas
bandas com o aumento do percentual de ALN nos filamentos, isto ocorre pela presenca
de moléculas de agua no farmaco (ALN) que induzem a degradacgéo do polimero por
hidrolise e pela contribuicdo da degradacao térmica pelo processamento — que induz
a despolimerizacéo do PLLA (CIFUENTES et al., 2017).

Foram observadas bandas de baixa absorcédo caracteristicas do ALN nos
filamentos contendo 5 e 7,5% de ALN (1635, 1524 e 903 cm), indicando que ha
cristais do farmaco presentes na superficie desses filamentos. Aléem disso, a
intensidade da banda em 870 cm do PLLA aumenta com a incorporacéo crescente
do ALN, o que também reforgca o aumento da cristalinidade causado pelo farmaco
apresentado nas analises de DSC e DRX do estudo de compatibilidade.

As bandas em 2914 e em 2845 cm observadas no filamento de composicdo

20%PMMA+7,5%ALN sdo atribuidas ao estiramento do grupo CH2 de deformacéo
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angular simétrica para o PLLA (BITENCOURT et al., 2017; FERRANDEZ-MONTERO
et al., 2020).

4.2.2 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Na Figura 31 séo apresentadas as curvas DSC de 1° aquecimento obtidas para
os filamentos de PLLA puro, PLLA+15% PMMA, PLLA+20% PMMA e PLLA+25%
PMMA e na Tabela 7 sé&o apresentados os dados obtidos dessas curvas de
temperatura de transicéo vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm), entalpia de fusado
(AHm), temperatura de cristalizacdo (Tc), entalpia de cristalizagdo (AHc) e o grau de

cristalinidade (Xc) calculado a partir destes dados.

Figura 31 — Curvas DSC de 1° aquecimento obtidas para o filamento de PLLA e os filamentos
contendo 15, 20 e 25% de PMMA.
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Tabela 7 — Resumo dos valores de Ty, Tm, T¢, AHm, AHc € X obtidos a partir das curvas DSC
do filamento de PLLA e daqueles produzidos com 15, 20 e 25% de PMMA.

Filamento Ty Tm1 AHm1 Tea Te2 AHc1 AHeo | X
°C) |CC) Qg [CC) |CC) |G/g) |Wg) | (%)
PLLA puro 59,2 |176,7 |489 929 |160,3|248 |59 |194
PLLA+15%PMMA | 58,3 | 1764 |465 | |955 4|161,4|282%4 [41 [176
PLLA+20%PMMA | 56,9 | 1757 |39,1 | |1044] - 3011 |- 11,6
PLLA+25%PMMA | 56,7 | 174,6{ | 383 ¥ | 106,9! | - 2931 |- 12 v

Na curva de 1° aquecimento para o filamento de PLLA puro (Figura 31) foi
identificado o pico de fusdo com Tm igual a 176,7 °C, este valor € muito préximo ao
encontrado para o polimero puro sem processamento (175,5 °C). E os filamentos
contendo 15, 20 e 25% de PMMA apresentaram valores de Tm muito similares, com o
menor ponto de fuséo apresentado pelo filamento contendo 25% de PMMA. Um menor
ponto de fusdo resulta em um maior indice de fluidez, o que facilita o processamento
por fusdo (WANG et al., 2018).

Ja o grau de cristalinidade obtido para o filamento de PLLA puro foi de 19,4%,
valor um pouco acima do encontrado para o material bruto (13,4%), indicando que nas
condi¢cdes de processamento por extrusdo a cristalinidade é favorecida (SILVEIRA,
2015).

Nos filamentos contendo PMMA foi observada uma reducao progressiva da AHm
com o aumento da incorporacdo de PMMA nos filamentos, o que corrobora com a
reducado progressiva no percentual da cristalinidade observado (Tabela 7).

Na Figura 32 sé&o apresentadas as curvas DSC de 2° aquecimento obtidas para
o filamento de PLLA e os filamentos de PLLA contendo 15, 20 e 25% de PMMA.
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Figura 32 — Curvas DSC de 2° aquecimento obtidas para o filamento de PLLA filamento de
PLLA e os filamentos contendo 15, 20 e 25% de PMMA.
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O filamento de PLLA puro apresentou Tq igual a 59,2 °C, temperatura proxima
a encontrada para o PLLA sem processamento (58,4 °C). Com estes resultados pode-
se inferir que o0 processamento por extrusdo nédo teve efeitos relevantes sobre as
propriedades térmicas da matriz polimérica. E nos demais filamentos contendo 15, 20
e 25% de PMMA foram observados valores de Tg muito similares (58,3 °C, 56,9 °C e
56,7 °C respectivamente).

O filamento de PLLA puro apresentou dois picos endotérmicos com Tc igual a
92,9 e 160,3 °C — valores também similares aos encontrados para o polimero sem
processamento (93,6 e 161,7 °C). E em relacdo aos filamentos contendo PMMA,
somente o filamento contendo o menor percentual de PMMA apresentou 0s dois picos
de cristalizacdo, enquanto os filamentos contendo 20 e 25% de PMMA néo
apresentaram o segundo pico exotérmico, o que pode ser explicado pelo efeito de
restringir a cristalizacdo do PMMA (JU et al., 2019).

Este resultado corrobora com a redugdo na Tg e com a andlise visual dos
filamentos, onde o filamento contendo 15% de PMMA apresentou pequeno aumento
na flexibilidade do material e os filamentos contendo 20 e 25% de PMMA apresentaram

um aumento na flexibilidade mais acentuado. No estudo de Bitencourt et al. (2017)



também foi observada reducédo na Tg e aumento na flexibilidade nos compdsitos de
PLLA e MDI (difenil-isocianato) processados por injecao.

Além disso, foi observada uma correlacao entre Tc e AHc, para os filamentos de
PLLA+PMMA: a medida que aumenta a energia envolvida, a temperatura do processo
de cristalizacdo também aumenta (SIQUEIRA, 2018). No estudo de Silveira (2015)
também foi observada uma diminuicdo do grau de cristalinidade e o deslocamento do
pico de cristalizacdo a frio para temperaturas superiores em composi¢coes de 90/10,
80/20 e 70/30 PLA/EMA-GMA. Também foi observada diminuicdo da intensidade do
pico de cristalizacao pré fusdo até o completo desaparecimento na composi¢ao 70/30
PLA/EMA-GMA, assim como ocorreu neste trabalho para as composicées de PLLA
contendo 20 e 25% de PMMA.

Na Figura 33 séo apresentadas as curvas DSC de 1° aquecimento obtidas para
os filamentos de PLLA contendo 15% de PMMA e percentuais variaveis de ALN. E na
Tabela 8 sdo apresentados os dados obtidos dessas curvas de temperatura de
transicao vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm), entalpia de fusdo (AHm), temperatura
de cristalizacéo (Tc), entalpia de cristalizagao (AHc) - assim como os dados do filamento
de composicdo PLLA+15%PMMA para parametros de comparacdo -, e o grau de

cristalinidade (Xc) calculado a partir destes dados.
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Figura 33 — Curvas DSC de 1° aquecimento obtidas para os filamentos de PLLA contendo 15%

de PMMA e percentuais variaveis de ALN.
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Tabela 8 — Resumo dos valores de Tg, Tm, Tc, AHm, AH: € X. obtidos a partir das curvas DSC

do filamento de PLLA contendo 15% de PMMA e percentuais variaveis de ALN.

Filamento Tg Tm1 AHm1 Te1 Te2 AHc1 AHco Xe
(°C) [(C) [W@/g) [(°C) [(°C) [WQ/g) |Qg) |(*%)

PLLA+15%PMMA | 58,3 176,4 | 46,5 95,5 161,4 | 28,2 4,1 17,6

PLLA+15%PMMA | 58,6 176,4 | 45,2 98,2 162,9 | 28,2 3,8 16,6

+2,5%ALN

PLLA+15%PMMA | 55,1 174,7 | 37,5 100,2 | - 21,2 - 20,9T

+5%ALN

PLLA+15%PMMA | 56,7 176,2 40,5¢ 96,2 162,4 | 27,3 2,2 14,5¢

+7,5%ALN

Na curva de 1° aquecimento (Figura 33), o filamento de composicéo
PLLA+15%PMMA apresentou Tm

apresentaram picos endotérmicos em temperaturas similares. O filamento contendo

igual a 176,4 °C e os demais filamentos

15% de PMMA apresentou Xcigual a 17,6% e o filamento contendo 2,5% de ALN néo

apresentou significativa alteracdo no Xc, o0 que pode ser explicado pela baixa

concentracdo do farmaco na matriz polimérica. O filamento contendo 5% de ALN
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apresentou aumento de 17,6 para 20,9% de cristalinidade e o filamento contendo 7,5%
de ALN apresentou 14,5% de cristalinidade, apesar da maior concentracéo do farmaco.
Esta reducéo na cristalinidade pode ser explicada pela formacéo de cristalitos de PLLA
disformes pela presenca dos dominios sélidos de ALN na matriz (AGUERO et al.,
2020)

Na Figura 34 séo apresentadas as curvas DSC de 2° aquecimento obtidas para

os filamentos de PLLA contendo 15% de PMMA e percentuais variaveis de ALN.

Figura 34 — Curvas DSC de 2° aquecimento obtidas para os filamentos de PLLA contendo 15%

de PMMA e percentuais variaveis de ALN.
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Os filamentos contendo 15% de PMMA e 2.5, 5 e 7.5% de ALN apresentaram
Tg igual a 58,6, 55,1 e 56,7 °C respectivamente, valores similares ao encontrado para
o filamento de composi¢cao PLLA+15%PMMA (58,3 °C), ndo apresentando alteracdes
significativas.

A auséncia de alteracdes significativas na Tq e Tm desses filamentos indica que
nao ocorreram interagbes moleculares entre 0s componentes durante o
processamento por extrusao (BOETKER et al., 2016).

Os filamentos contendo 2,5% de ALN e 7,5% de ALN apresentaram Tce AHc

similares ao observado para o filamento contendo somente PMMA, enquanto o
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filamento contendo 5% de ALN ndo apresentou o segundo pico de cristalizacao e,
curiosamente, este flamento apresentou o maior percentual de cristalinidade do grupo.
O filamento de composicdo PLLA+15%PMMA+2,5%ALN apresentou picos de
cristalizagdo mais altos e estreitos - indicando a formagao de cristais de tamanho mais
regular (SILVEIRA, 2015).

Na Figura 35 séo apresentadas as curvas DSC de 1° aquecimento obtidas para
os filamentos de PLLA contendo 20% de PMMA e percentuais variaveis de ALN. E na
Tabela 9 séo apresentados os dados obtidos dessas curvas de temperatura de
transicao vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm), entalpia de fusdo (AHm), temperatura
de cristalizacéo (T¢), entalpia de cristalizagao (AHc) - assim como os dados do filamento
de composicdo PLLA+20%PMMA para parametros de comparacdo -, e o grau de
cristalinidade (Xc) calculado a partir destes dados.

Figura 35 — Curvas DSC de 1° aquecimento obtidas para os filamentos de PLLA contendo 20%

de PMMA e percentuais variaveis de ALN.
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Tabela 9 — Resumo dos valores de Ty, Tm, T¢, AHm, AH: € X obtidos a partir das curvas DSC

do filamento de PLLA contendo 20% de PMMA e percentuais variaveis de ALN.

Filamento Ty Tm1 AHmi | Teaa Te2 AHci | AHcz | Xc
G |G [Q/g) [(C) [(C) Q) |Q/g) | (%)

PLLA+20%PMMA | 56,9 175,7 | 39,1 104,4 | - 30,1 - 11,6

PLLA+20%PMMA | 56,3 174,9 | 38,6 101,5 | - 30,5 - 10,7

+2,5%ALN

PLLA+20%PMMA | 56,9 176 41,GT 99,1 163,1 | 31,4 11 12,1T

+5%ALN

PLLA+20%PMMA | 56,2 174,5 40,5T 1119 | - 28,9 - 15,9 T

+7,5%ALN

De acordo com a Tabela 9, o filamento de composicdo PLLA+20%PMMA

apresentou Tm igual a 175,7 °C e os demais filamentos apresentaram picos de fuséo

em temperaturas similares. Os filamentos contendo 5 e 7,5% de ALN apresentaram

aumento tanto no percentual de cristalinidade como na AHm em relacdo ao filamento

contendo somente PMMA. Este resultado € esperado pelo maior percentual de

farmaco presente e porque com maior cristalinidade, maior energia é consumida na
fusdo dos cristais (SIQUEIRA, 2018). Ja o filamento contendo 2,5% de ALN n&o

apresentou modificacfes significativas no percentual de cristalinidade e na entalpia de

fusao, devido a baixa concentracao do farmaco nos filamentos.

Na Figura 36 sé&o apresentadas as curvas DSC de 2° aquecimento obtidas para

os filamentos de PLLA contendo 20% de PMMA e percentuais variaveis de ALN.
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Figura 36 — Curvas DSC de 2° aquecimento obtidas para os filamentos de PLLA contendo 20%

de PMMA e percentuais variaveis de ALN.
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O filamento de composicdo PLLA+20%PMMA apresentou Tg igual a 56,9 °C e
os demais filamentos apresentaram Tg com valores muito similares (56,3, 56,9 e
56,2 °C respectivamente).

Além disso, os filamentos contendo 20% de PMMA e 2,5% e 7,5% de ALN
apresentaram somente um pico de cristalizacdo com Tc e AHc em valores muito
préximos, enquanto o filamento contendo 5% de ALN apresentou um segundo pico
exotérmico com Tc e AHciguais a 163,1 °C e 1,1 J/g respectivamente. O aparecimento
deste segundo pico pode estar relacionado ao efeito nucleante do farmaco na matriz
polimérica.

A auséncia de alteracdes significativas na Tq e Tm desses filamentos indica que
nao ocorreram interagbes moleculares entre 0s componentes durante o
processamento por extrusao (BOETKER et al., 2016).

Na Figura 37 sédo apresentadas as curvas DSC de 1° aquecimento obtidas para
os filamentos de PLLA contendo 25% de PMMA e percentuais variaveis de ALN. E na
Tabela 10 sdo apresentados os dados obtidos dessas curvas de temperatura de
transicao vitrea (Tg), temperatura de fuséo (Tm), entalpia de fusdo (AHm), temperatura

de cristalizacéo (T¢), entalpia de cristalizagao (AHc) - assim como os dados do filamento
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de composicdo PLLA+25%PMMA para parametros de comparacdo -, e 0 grau de

cristalinidade (Xc) calculado a partir destes dados.

Figura 37 — Curvas DSC de 1° aquecimento obtidas para os filamentos de PLLA contendo 25%

de PMMA e percentuais variaveis de ALN.
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Tabela 10 — Resumo dos valores de Tg, Tm, Tc, AHm, AHc € X. obtidos a partir das curvas DSC

do filamento de PLLA contendo 25% de PMMA e percentuais variaveis de ALN.

Filamento Ty Tm1 AHmi | Taa Te2 AHci | AHez | Xe
G |(C) |@g) |CC) [(CC) [Qg) |[@/9) | (%)

PLLA+25%PMMA | 56,7 1746 | 38,3 106,99 | - 29,3 - 12

PLLA+25%PMMA | 57,1 175,8 | 29,8 ¢ 103,5‘ - 24,1 L - 7,8¢

+2,5%ALN

PLLA+25%PMMA | 57,1 175,1 | 37,1 101,5& - 29,1¢ - 11,2

5%ALN

PLLA+25%PMMA | 57,9 176,8 | 22,5 ¢ 102,8¢ - 17,5 L - 7,1¢

+7,5%

O Filamento contendo 25% de PMMA apresentou um pico endotérmico com Tm

igual a 174,6 °C e os filamentos contendo ALN apresentaram valores de Tm muito

similares. O filamento de composicdo PLLA+25%PMMA apresentou 12% de
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cristalinidade e AHm igual a 38,3 J/g e os filamentos contendo ALN apresentaram
pequena reducdo na cristalinidade e na entalpia de fusdo, o que pode indicar a
formacao de cristalitos disformes. No estudo de Huang; Liu; Zhao (1998) foi observado
fendbmeno similar pela interacdo interfacial de fibras com a matriz polimérica que
favoreceu a nucleacdo mas reduziu o crescimento do cristal.

Na Figura 38 séo apresentadas as curvas DSC de 2° aquecimento obtidas para

os filamentos de PLLA contendo 25% de PMMA e percentuais variaveis de ALN.

Figura 38 — Curvas DSC de 2° aquecimento obtidas para os filamentos de PLLA contendo 25%

de PMMA e percentuais variaveis de ALN.
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Para os filamentos contendo 25% de PMMA e 2,5% e 7,5% de ALN também foi
observada uma correlacédo entre a temperatura de cristalizacéo (Tc) e a entalpia de
cristalizagao (AHc), uma vez que, a medida que a Tcdiminui, 0 AHc também diminui em
relacéo aos valores observados para o flamento contendo 25% de PMMA.

Além disso, esse filamento apresentou temperatura de transicao vitrea igual a
56,7 °C e os demais filamentos n&o apresentaram modificagdes significativas na Tg,
obtendo valores muito proximos. A auséncia de alteracdes significativas na Tg € Tm

desses filamentos indica que nao ocorreram interacées moleculares entre o0s



componentes durante o processamento por extrusdo (BOETKER et al., 2016).

Todos os filamentos contendo 25% de PMMA apresentaram somente um
evento de cristalizag&o e foi observada novamente uma correlagéo entre os valores de
Tc e AHc para os filamentos contendo ALN quando comparado ao filamento contendo
somente PMMA, com reducédo da energia envolvida na cristalizacdo bem como na
temperatura necessaria para ocorréncia desses efeitos. Esta reducdo na Tc dos
filamentos contendo ALN pode indicar que o farmaco age como nudcleo externo na
formacao de cristalitos de PLLA (AGUERO et al., 2020).

4.2.3 DIFRACAO DE RAIOS-X
Na Figura 39 sdo apresentados os difratogramas obtidos para o filamento de
PLLA e aqueles produzidos com 15, 20 e 25% de PMMA.

Figura 39 - Difratogramas obtidos para o filamento de PLLA filamento e os filamentos contendo
15, 20 e 25% de PMMA.
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A partir desta figura, € possivel observar no filamento de PLLA puro, além dos
seus picos principais, picos de menor intensidade em 15° e 22°. Nos estudos de
Delabarde et al. (2010) também foram observados estes picos para os filamentos de

PLLA/nHA. O aparecimento destes picos corrobora com o aumento da cristalinidade
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do filamento em relacdo ao PLLA bruto apresentado na analise de DSC.

Os demais filamentos contendo PMMA apresentaram picos de difracdo do PLLA
em menor intensidade e h4 um aumento do halo amorfo com o0 aumento do percentual
de PMMA nos filamentos, o0 que esta em concordancia com os resultados de FTIR e
DSC que indicaram reducédo na cristalinidade dos filamentos contendo PMMA.

Na Figura 40 sdo apresentados os difratogramas obtidos para os filamentos de
PLLA contendo 15% de PMMA e percentuais variaveis de ALN.

Figura 40 - Difratogramas obtidos para os filamentos de PLLA contendo 15% de PMMA e
percentuais variaveis de ALN.
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A partir desta figura, é possivel observar que todos os filamentos apresentam
natureza semicristalina.

Também € possivel observar a presenca dos picos caracteristicos do PLLA em
todos os filamentos, além de picos caracteristicos do ALN em menor intensidade nos
filamentos contendo 5 e 7,5% do farmaco. Este resultado é concordante com a analise
de FTIR em que foram observadas bandas caracteristicas do ALN de baixa intensidade
nesses filamentos. A auséncia destes picos no filamento contendo 2,5% de ALN pode
ser explicada pela baixa concentracao do farmaco, com a sua regido cristalina abaixo
dos limites de deteccdo do equipamento - usualmente este limite € em torno de 5%
(m/m) (GOYANES et al., 2019).
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Na Figura 41 sdo apresentados os difratogramas obtidos para os filamentos de
PLLA contendo 20% de PMMA e percentuais variaveis de ALN.

Figura 41 - Difratogramas obtidos para os filamentos de PLLA contendo 20% de PMMA e
percentuais variaveis de ALN.
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Nesta figura, € possivel observar que todos os filamentos apresentam natureza
semicristalina. Além disso, sdo visiveis 0s picos caracteristicos do PLLA em todos os
filamentos e picos caracteristicos do ALN em menor intensidade no filamento contendo
7,5% de ALN. No filamento contendo 2,5% de ALN nao apresenta picos caracteristicos
do farmaco devido a baixa concentracdo (GOYANES et al., 2019).

Curiosamente, no filamento contendo 5% de ALN n&o foram observados picos
caracteristicos do farmaco, apesar de o espectro FTIR apresentar bandas do ALN no
filamento e nas imagens obtidas por MEV-FEG apresentadas a seguir ha cristais do
farmaco presentes na superficie do filamento. Isto pode ser indicar que na amostra
analisada néo havia a presenca de cristais do farmaco na superficie, uma vez que a
analise por DRX néo é capaz de penetrar a amostra para detectar os cristais (HASER
et al., 2017).

Na Figura 42 sao apresentados os difratogramas obtidos para os filamentos de
PLLA contendo 25% de PMMA e percentuais variaveis de ALN.
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Figura 42 - Difratogramas obtidos para os filamentos de PLLA contendo 25% de PMMA e

percentuais variaveis de ALN.
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A partir dessa figura, € possivel observar que o halo amorfo do PMMA é ainda
mais visivel nos filamentos, devido a alta concentracédo deste polimero.

Também sdo visiveis picos caracteristicos do PLLA e do ALN em todos os
filamentos, com somente dois picos do ALN em menor intensidade no filamento
contendo 2,5% do farmaco, devido a sua baixa concentragdo (COSTA, 2017).

Diferentemente dos graficos anteriores, este apresentou um aumento visivel
dos picos caracteristicos do PLLA com o aumento no percentual de ALN nos
filamentos, salientando, mais uma vez, que o ALN atua como um agente de nucleacao,
que restringe o movimento da cadeia molecular e promove a cristalinidade da matriz
polimérica (SRIVASTAVA et al., 2020). Este resultado estd em desacordo com a

reducdo da cristalinidade observada na anélise de DSC.

4.2.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA COM EMISSAO DE CAMPO
(MEV-FEG)
Na Figura 43 sédo apresentadas as imagens obtidas dos filamentos por MEV-
FEG.
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Figura 43 — Imagens dos filamentos obtidas por MEV-FEG.
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Filamento 12 — PLLA+25%PMMA+7,5%ALN

A partir dessas imagens, é possivel evidenciar que a superficie dos filamentos
€ dependente da sua composicdo (WATER et al., 2015). O filamento de PLLA puro
apresenta superficie relativamente lisa e sem deformacdes significativas, o que
também foi observado por Li et al. (2013) nos implantes de PLA/F68 produzidos em
seu estudo.

Ja nos filamentos contendo PMMA, a superficie se torna mais lisa e sem
rugosidades e deformacdes significativas & medida que aumenta o percentual de
PMMA na composigao, apresentando boa compatibilidade interfacial (JU et al., 2019).
Isto pode ser explicado pela propriedade do PMMA de facilitar o fluxo durante o
processamento por extrusdo dos filamentos e pela miscibilidade da mistura
PLLA/PMMA apresentada nos resultados das analises térmicas e de FTIR.

Observando os filamentos contendo ALN, nota-se que a medida que aumenta
a concentragdo de ALN nos filamentos, ocorre um aumento de rugosidade e
deformacBes em sua superficie. Nestes filamentos, é possivel observar cristais do
farmaco dispersos na matriz polimérica e isto explica o aumento na rugosidade e
deformacgbes, uma vez que o farmaco com temperatura de fusdo (262 °C) muito
superior a utilizada no processamento (185 °C) nao é fundido junto dos demais
componentes, permanecendo em forma de dominios solidos e aumentando as tensdes
de cisalhamento (CIFUENTES et al., 2017), o que dificulta o fluxo durante a extrusédo
dos filamentos. Nos estudos de Srisvastava et al. (2020) também foi observado esse
aumento de rugosidade nos filamentos de PLLA com a incorporacao de particulas de
Mg.

E possivel observar que os cristais de farmaco estdo dispersos de forma
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relativamente homogénea nos filamentos e que, nos filamentos contendo 5 a 7,5% de
ALN, é mais visivel a presenca dos cristais na superficie, corroborando com os
resultados de FTIR-ATR onde aparecem algumas bandas caracteristicas do ALN
nesses filamentos.

Com excecéo na tendéncia observada para o Filamento 7 contendo 5% de ALN
gue apresentou mais deformacgdes e cristais dispersos na matriz polimérica do que o
Filamento 8 contendo 7,5% de ALN.

No Filamento 8 observam-se trincas na superficie do filamento, o que pode ser
explicado pelo preparo da amostra, em que foram cortados pedacos dos filamentos
para a analise de MEV-FEG. Este filamento apresentou o maior grau de cristalinidade
(15,9%) do grupo de filamentos contendo 20% de PMMA na analise de DSC,
apresentando também maior fragilidade e gerando as trincas observadas.

Considerando que os filamentos contendo 25% de PMMA apresentaram: |)
didmetro mais constante facilitando o processamento por impressao 3D; Il) menor Tge
consequentemente maior flexibilidade do material; Ill) menor Tm facilitando o
processamento por fusdo; e IV) menor grau de cristalinidade nos Filamentos 10, 11 e
12 quando comparado aos demais filamentos contendo ALN — o que impacta
positivamente nas propriedades mecanicas e na taxa de degradacdo da matriz
polimérica -, foram selecionados os filamentos contendo 25% de PMMA e 2,5% e 7,5%

de ALN para o processamento por impressao 3D dos scaffolds.

4.3 IMPRESSAO 3D

Na Figura 44 é apresentada uma foto de um scaffold de 25 mm de didmetro,
1,0mm de poro e 0,8 mm de espessura a partir do Filamento 10 de composicéo
PLLA+25%PMMA+2,5%ALN (a) e uma foto de um scaffold de 25 mm de diametro,
1,5mm de poro e 0,8mm de espessura a partir do Filamento 12 de composicéo
PLLA+25%PMMA+7,5%ALN (b). Os scaffolds produzidos apresentaram uma massa
meédia de 0,156 g e levaram em média 4 minutos para serem produzidos na velocidade

de 80 mml/s.
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Figura 44 — Scaffolds produzidos a partir do Filamento 10 (a) e do Filamento 12 (b).

se que ambos os scaffolds foram impressos de forma

nota-

A partir da Figura 44

bem sucedida apresentando geometria de acordo com o desenho desenvolvido no

software Fusion 360. O primeiro scaffold produzido apresenta estrutura regular e sem



deformacdes enquanto o segundo scaffold apresenta resquicios do polimero aderidos
a sua superficie, 0 que pode ser explicado pela variacdo no diametro do filamento
apresentada anteriormente, que leva a inconsisténcias na impressédo dos scaffolds
(WATER et al., 2015).

O diametro dos poros dos scaffolds foi medido por meio das imagens obtidas
por MEV-FEG e processadas pelo software ImageJ. No caso do scaffold 1 foram
realizadas 2 medi¢cdes em cada um dos 6 poros visiveis na imagem e em 3 imagens
diferentes. Calculando-se a média de todos os valores, foi obtido um didmetro de poro
de 0,84 mm (840 um), valor relativamente proximo ao determinado no processamento
por impressdo 3D (1 mm). J& no caso do scaffold 2 foram realizadas 2 medi¢cées em
cada um dos 2 poros visiveis na imagem e em 3 imagens diferentes. Por meio do
calculo da média aritmética desses valores, foi obtido um didmetro de poro de 1,37 mm
(1370 pm), valor que também é relativamente préximo ao selecionado no
processamento (1,5 mm). Scaffolds com microporos acima de 200 pum séao

considerados ideais para a regeneracédo 6ssea (WU et al., 2009).
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4.3.1 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA

DE FOURIER (FTIR)
A Figura 45 apresenta os espectros de FTIR obtidos para o filamento contendo

PLLA+25%PMMA+7,5%ALN e para o scaffold de mesma composicgéo.



Figura 45 — Espectros de FTIR obtidos para o Filamento 12 e o scaffold produzido a partir

deste.
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A partir dessa imagem, é possivel observar que ambos apresentaram
comportamento semelhante, com as bandas caracteristicas do PLLA em vermelho, as
bandas caracteristicas do PLLA e PMMA em preto e algumas bandas caracteristicas
do ALN em menor intensidade destacadas em azul.

Curiosamente, a banda caracteristica do PMMA em 1239 cm™ (C-O) que néo
foi observada no filamento, é visivel em baixa intensidade no scaffold e foi destacada
em verde. O aparecimento desta banda no scaffold pode estar associado a alteracéo
na intensidade das bandas caracteristicas do PLLA em 1750 cm™ (C=0), 1084 cm™
(C-0O-C), 1128 e 1047 (C-O) cm™ no scaffold em relacdo ao filamento de mesma
composicdo. Estas bandas sdo sensiveis a mudancas causadas pela degradacéo do
polimero (FERRANDEZ-MONTERO et al., 2020) que, neste caso, provavelmente foi
causada pela degradacdo térmica durante o processamento por impressdo 3D
realizada a altas temperaturas (180 °C).

As bandas em 2914 e em 2845 cm observadas no scaffold sdo atribuidas ao
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estiramento do grupo CH:z de deformagdo angular simétrica para o PLLA
(BITENCOURT et al., 2017; FERRANDEZ-MONTERO et al., 2020).

4.3.2 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Na Figura 46 sédo apresentadas as curvas DSC de 1° aquecimento obtidas para
o Filamento 12 de composicdo PLLA+25%PMMA+7,5%ALN e para o scaffold
produzido a partir deste. E na Tabela 11 sdo apresentados os dados obtidos dessas
curvas de temperatura de transicao vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm), entalpia de
fusdo (AHm), temperatura de cristalizacao (Tc), entalpia de cristalizacdo (AHc) e o grau

de cristalinidade (Xc) calculado a partir destes dados.

Figura 46 — Curvas DSC de 1° aquecimento obtidas para o Filamento 12 e o scaffold de mesma

COmposigao.
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Tabela 11 — Dados obtidos das curvas DSC para os Filamentos 9 e 12 e o scaffold produzido

a partir do ultimo.
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PLLA+25%PMMA+7,5%ALN

Amostra Ty Tm1 AHm1 | Taa Tz [ AHeci | AHe2 | X
G [(C) @9 |CC) [(C) [([/g) |(Q/g) | (%)

Filamento 57,9 176,8 | 22,5 102,8 | - 17,5 - 7,1

PLLA+25%PMMA+7,5%ALN

Scaffold 57,2 175,3 | 35,7 T 101,8 |- 27,5 - 11,6T

O filamento contendo 25% de PMMA e 7,5% de ALN apresenta um pico
endotérmico com temperatura de 176,8 °C, e o scaffold de mesma composicéo
apresentou um pico de fusdo com temperatura muito similar (175,3 °C). J4 em relacéo
ao Xc, foi observado um pequeno aumento de 7,1 para 11,6% de cristalinidade,
indicando um favorecimento da cristalinidade pelo processamento por impressao 3D
(SILVEIRA, 2015), como observado no processamento por extrusao.

Nos estudos de Drummer; Cifuentes-Cuéllar; Rietzel (2012) foram investigadas
as condi¢cdes de processamento e a performance de compadsitos reabsorviveis de PLA
e fosfato tricalcico processados por impresséao 3D. Neste, os compostos processados
por extrusao apresentaram um grau de cristalinidade de 4,8% e apds o0 processamento
por impressdo 3D apresentaram 19,3% de cristalinidade. Esses compostos
apresentaram propriedades mecéanicas adequadas para aplicagcdo como scaffolds na
engenharia de tecidos 6sseos.

Além disso, na imagem também foi observado um aumento na AHn de 22,5 J/g
no filamento para 35,7 J/g no scaffold, resultado esperado pois quanto maior a
cristalinidade, maior energia é consumida na fuséo dos cristais, dificultando a mudanca
de fase da matriz polimérica (SIQUEIRA, 2018).

Na Figura 47 séo apresentadas as curvas DSC de 2° aquecimento obtidas para
o Filamento 12 de composicdo PLLA+25%PMMA+7,5%ALN e para o scaffold

produzido a partir deste.
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Figura 47 — Curvas DSC de 2° aquecimento obtidas para o Filamento 12 e o scaffold de mesma

composicao.
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O Filamento 12 apresentou Tq igual a 57,9 °C e o scaffold produzido a partir
deste apresentou Tg com valor muito similar, de 57,2 °C. A auséncia de alteracdes
significativas na Tg e Tm do scaffold em relagcéo ao Filamento 12 de mesma composi¢ao
indica que ndo ocorreram interacdes moleculares entre os componentes durante o
processamento por impresséo 3D (BOETKER et al., 2016).

No estudo de Zhou et al. (2021) foram fabricados compdésitos de PLA e
nanotubos de carbono por extrusédo e impressao 3D e os resultados foram similares,
com um aumento do grau de cristalinidade (Xc) dos compositos apos a impressao 3D
e a Tg ndo sendo afetada pelo processamento.

E tanto o filamento contendo 25% de PMMA e 7,5% de ALN como o scaffold de
mesma composi¢cao apresentaram somente um pico de cristalizagéo, com Tc igual a
102,8 e 101,8 °C, respectivamente, sendo o0 pico de cristalizacdo do scaffold mais alto
e estreito, inferindo que neste ha formacéo de cristais com tamanhos mais regulares
em relacao ao filamento (SILVEIRA, 2015).
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4.3.3 DIFRACAO DE RAIOS-X
Na Figura 48 sdo apresentados os difratogramas obtidos para o filamento de
composicdo PLLA+25%PMMA+7,5%ALN e para o scaffold produzido a partir deste

filamento com dimensdes 25 mm x 0,8 mm e 1,5 mm de poro.

Figura 48 — Difratogramas obtidos para o Filamento 12 e o scaffold produzido a partir deste.
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Na Figura 48 € possivel observar picos caracteristicos do PLLA e ALN no
scaffold de forma similar ao filamento, com uma certa reducéo destes picos, indicando
relativa reducdo da cristalinidade. Este resultado esta em desacordo com o

apresentado na analise de DSC.

4.3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA COM EMISSAO DE CAMPO

(MEV-FEG)

Na Figura 49 sdo apresentadas as micrografias obtidas por MEV-FEG do
scaffold 1 com 25 mm de diametro, 1,0 mm de poro e 0,8 mm de espessura produzido
a partir do Filamento 10 de composi¢cdo PLLA+25%PMMA+2,5%ALN e do scaffold 2
com 25 mm de diametro, 1,5 mm de poro e 0,8 mm de espessura produzido a partir do
Filamento 12 de composi¢éo PLLA+25%PMMA+7,5%ALN.



Figura 49 — Micrografias de MEV-FEG obtidas para os scaffolds produzidos.
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Imagens do Scaffold 1 de composi¢cdo PLLA+25%PMMA+2,5%ALN com 1mm (a) e 200pm (b) de
aproximacéo e do Scaffold 2 de composicdo PLLA+25%PMMA+7,5%ALN com 1mm (c) e 200pm

(d) de aproximacgéo.

Na Figura 49 é possivel observar que as estruturas apresentam as camadas na
superficie - demonstrando a modelagem por deposi¢édo fundida em camadas (ZHOU
et al., 2021) -, e apresentam uma estrutura de poros altamente regular e conectada.

Também sdo observados cristais do farmaco (indicados pelas setas em
vermelho) dispersos de forma relativamente homogénea nos dois scaffolds, com uma
quantidade maior de cristais no scaffold 2 devido a sua composicéo (7,5%ALN) quando
comparado ao scaffold 1 (2,5%ALN). A aglomeracdo de cristais de farmaco em
algumas regides resulta do empilhamento de particulas no eixo perpendicular ao plano
de fundicio (FERRANDEZ-MONTERO et al., 2020), afetando também a rugosidade
observada tanto nos filamentos como nos scaffolds. No scaffold 2 o aumento de
rugosidades e deformacgfes na superficie é visivel, devido & maior concentragcdo de

farmaco nesse scaffold. Considerando que o scaffold contendo 7,5% de ALN néo
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apresentou mudancas significativas em sua estrutura e propriedades fisico-quimicas
em relacdo ao filamento de origem, é possivel inferir que este € adequado para
posterior investigacao e aplicacdo, uma vez que porcentagens menores de farmaco
podem néo ser efetivas.

Com base nestes resultados, conclui-se que foi possivel produzir scaffolds por
impressdo 3D com acuracidade a partir da composicdo PLLA/PMMA/ALN, nao
apresentando significativas alteragces nas propriedades fisico-quimicas por influéncia
dos processamentos e de interagcdes moleculares entre os componentes. Os scaffolds
produzidos se mostram uma alternativa promissora para administracdo local de

alendronato de sodio.
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SUGESTOES E ANALISES FUTURAS

Para avaliar a seguranca e a estabilidade dos scaffolds produzidos sugere-se
realizar analises de propriedades mecanicas, bioatividade e citotoxicidade;
Para avaliar o perfil de liberagdo do farmaco a partir dos scaffolds, sugere-se
realizar o estudo de liberagéo in vitro;

Sugere-se realizar andlises sobre as propriedades reoldgicas dos diametros;

E indicado também substituir o PMMA por outro polimero com a funcdo de
auxiliar o fluxo durante a extrusdo e realizar novos testes, além de substituir o
ALN na forma triidratada pela forma anidra para limitar a degradacéo por
hidrélise do PLLA;

E para obter filamentos com diametros mais constantes, para o posterior
processamento por impressao 3D, é indicado 0 uso de uma extrusora maior com

mais zonas de aquecimento e de alimentacdo na producéo dos filamentos.
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CONCLUSAO

No estudo de compatibilidade, as andlises de FTIR, TG e DSC confirmaram a
miscibilidade e estabilidade térmica aprimorada na mistura PLLA-PMMA. Com a
analise de DRX, foi identificada a estrutura bastante cristalina do ALN e que este,
apesar da secagem prévia e conversao para a forma anidra, sofre conversao parcial
para a forma triidratada com a presenca de umidade.

A presenca de moléculas de agua no farmaco possivelmente contribui para a
degradacédo por hidrolise do PLLA conforme apresentado em FTIR e DSC — com a
alteracdo da banda em 1750 cm e o aparecimento do pico endotérmico em 157,9 °C,
assim, o uso do ALN na forma anidra € indicado. Apesar disso, considerando que as
demais bandas caracteristicas de cada componente puro, 0s eventos térmicos e 0s
picos de difragdo permaneceram 0S mesmos nas misturas, ndo foram identificadas
alteracdes significativas que caracterizem incompatibilidade entre os componentes. O
PLLA manteve temperatura de degradacdo similar em todas as composicoes,
indicando que é adequado para ser utilizado como matriz polimérica na extrusdo dos
filamentos.

Na segunda parte do estudo, as propriedades dos componentes foram
mantidas, sendo identificada somente a degradacéo por hidrélise devido a presenca
de moléculas de dgua no ALN e pela contribuicdo térmica do processamento, como
era esperado. Com a incorporacdo ALN na forma de cristais solidos foi observada
variacdo no diametro dos filamentos pela presenca de rugosidades e deformacoes.

Também foi constatado que o PMMA agiu na reducéo da cristalinidade na matriz
e conferiu fluxo aprimorado durante o processamento e maleabilidade aos filamentos
conforme resultados de FTIR, DSC, DRX e MEV-FEG. Isto pode influir positivamente
nas propriedades mecanicas e taxa de degradagcédo da matriz polimérica e auxilia no
posterior processamento por impressdao 3D. Com estes resultados, os filamentos
contendo o maior percentual de PMMA e 2,5% e 7,5% de ALN foram selecionados
para a producédo dos scaffolds.

Na terceira parte do estudo, a estabilidade térmica dos componentes foi
preservada, sendo observado somente o aumento da cristalinidade e a degradacao
térmica pelo processamento, como esperado. Desta forma, foi possivel produzir
filamentos e scaffolds de PLLA/PMMA/ALN por extrusdo e impressdo 3D com
propriedades fisico-quimicas promissoras para aplicacdo na engenharia de tecidos

0sseos visando a administragdo local do farmaco.
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