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RESUMO

Novas técnicas e superficies de implantes tém sido desenvolvidas para
acelerar a formagdo G6ssea e consequentemente diminuir o tempo de
osseointegracdo. Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos por
meio de agentes carreadores, como 0s polimeros biodegradaveis,
buscam proporcionar, por um longo periodo de tempo, efeitos
terapéuticos, permitindo que o agente seja liberado diretamente no local
de acdo. O objetivo deste trabalho foi investigar o perfil de liberacdo da
sinvastatina associada ao PLGA (&cido polilético co-glicolico), os quais
formaram uma pelicula de revestimento sobre a superficie de discos de
titanio, e identificar as caracteristicas topograficas,fisicas e quimicas
presentes neste revestimento. O estudo envolveu uma técnica de
revestimento por imersdo dos discos de titdnio de 8mm de didmetro por
3mm de espessura no copolimero de PLGA e sinvastatina. A liberacdo
da Sinvastatina foi avaliada em quadriplicata nos discos com o
copolimero em um meio contendo PBS por até 600 horas. A
caracterizacdo fisico-quimica e topogréfica do PLGA associado a
Sinvastatina foi avaliada por espectroscopia de infravermelho
transformada de Fourier (FTIR) e calorimetria diferencial
exploratéria(DSC), j& a caracterizagdo topograficado PLGA e
Sinvastatina sobre o titanio foi avaliada por microscopia eletronica de
varredura (MEV), microscopia de forga atdmica(AFM) e a rugosidade
média (Ra) por perfilometria. Foi observada uma liberacdo lenta e
prolongada da sinvastatina em PBS, alcan¢ando 21,31% apds 25 dias de
liberacdo, e verificou-se que 0 mecanismo que controla a transferéncia
de massa da sinvastatina é difusional.As anélises de FTIR e DSC
revelaram que houve incorporacdoda sinvastatina dentro do polimero. A
microscopia pelo MEV e AFM evidenciou uma superficie de
revestimento uniforme inicial, que foi mudando ao final de 25 dias de
imersdo em PBS ao ser analizada pelo MEV devido as caracteristicas de
erosdo do PLGA. Os resultados de perfilometria ndo mostraram
diferenca estatistica na rugosidade média entre o Grupo de PLGA e
Sinvastatina+PLGA. A liberacdo da sinvastatina através do PLGA na
superficie de titanio foi lenta e prolongada, 0 que permite considerar a
utilizacdo destes agentes como revestimento terapéutico em implantes
dentérios.

Palavras-chaves: Liberacdo controlada de droga; Sinvastatina; PLGA;
Implante dentério.






ABSTRACT

New techniques and implant surfaces have been developed to accelerate
bone formation and consequently, decrease the time of osseointegration.
Controlled drug delivery systems by carrier agents such as
biodegradable polymers seek to provide therapeutic effects over a long
period of time allowing the agent to be released directly into the site of
action. The objective of this study was to investigate the release profile
of simvastatin associated with Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA),
which formed a coating film on the surface of titanium disks, and to
identify the topographic,physical, and chemical characteristics present in
this coating. The study involved a dip coating technique of titanium
discs with 8mm of diameter and 3mm of thickness in the copolymer of
PLGA and Simvastatin. The release of simvastatin was evaluated in four
replicates on the disks with the copolymer in a medium containing PBS
for up to 600 hours. The physico-chemical characterization of PLGA
associated with simvastatin was evaluated by fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR),and differential scanning calorimetry. The
characterization of PLGA and simvastatin on the titanium surface was
evaluated by scanning electron microscopy(SEM), atomic force
microscopy (AFM) and the mean roughness(Ra)by perfilometry. A slow
and prolonged release of simvastatin was observed, reaching 21,31%
release rate at 25 days, elucidating that diffusion was the mass transport
mechanism of sinvastatin. The FTIR and DSC analysis revealed that
there was a simvastatin incorporation into the copolymer. The scanning
electron microscopy (SEM) and (AFM) showed the presence of a initial
uniform coating surface, which was changed at the end of the 25 days of
inmersion in PBS after a new (SEM) analysis, due to the erosion
characteristics of PLGA. Observing the results obtain by perfilometry,
there was no statistical difference between the Group PLGA and
Sinvastatin+PLGA. The release of simvastatin through PLGA on the
titanium surface was slow and prolonged, which allows the use of this
agents as a therapeutic coating in dental implants.

Key-Words: Controlled drug delivery; Simvastatin; PLGA; Dental
Implant.
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_ CAPITULO I
1LINTRODUGCAO E REVISAO DA LITERATURA

A utilizacdo de implantes endosseos para a reabilitacdo de
pacientes parcial e totalmente edéntulos tem permitido melhorar a
funcdo mastigatdria e a qualidade de vida de inimeras pessoas (BUSER
et al., 2017). Embora as altas taxas de sucesso envolvendo a reabilitacdo
suportada por implantes osseointegraveis tenham consolidado esta
modalidade de tratamento, a procura pela otimizacdo da resposta
implante-hospedeiro imediata e a longo prazo é um fator de continua
investigacdo (GRANJEIRO, 2011).

O titanio e suas ligas sdo materiais para a fabricacdo de
implantes enddésseos em virtude de propriedades como alta
biocompatibilidade, resisténcia a corrosdo, baixa densidade, baixo
maodulo de elasticidade e alta resisténcia a tracdo (JORGE et al., 2013).

O uso clinico exitoso dos implantes dentarios é dependente da
fixacdo bioldgica e ancoragem no 0sso hospedeiro, capaz de suportar
uma carga funcional (CASTELLANI et al., 2011). A integracdo que
acontece na interface osso-implante, é considerada complexa ao levar
em consideracdo fatores como material, forma, topografia e quimica da
superficie do implante, bem como varidveis tais como a técnica
cirirgica e a qualidade e quantidade dssea do paciente (PULEO
&NANCI, 1999).

Considerando que a utilizagéo do titanio na area dental depende
de uma intima interacdo entre a superficie do implante e as células
teciduais, varias estratégias tém sido desenvolvidas,criando superficies
favordveis a nivel celular de forma a acelerar o processo de
osseointegracdo (CHEN et al., 2013). Neste ambito, modificagdes no
tratamento de superficie, como, jateamento de particulas, ataque acido,
jateamento com ataque acido e oxidacdo anddica sdo descritos na
literatura com esta finalidade (LE GUEHENNEC et al., 2007; BAUER
etal., 2013).

Atualmente, novas estratégias, como a utilizacdo de moléculas
bioativas a partir de métodos bioquimicos, tém sido motivo de
investigacdo (BAUER et al.,2009). A funcionaliza¢do dos implantes a
partir de métodos bioquimicos tem como objetivo imobilizar proteinas,
enzimas e peptideos nos biomateriais e induzir uma resposta tecidual e
celular especifica, que possa melhorar o contato osso-implante (PULEO
&NANCI, 1999).

Existem vérias técnicas para controlar a liberagdo de moléculas
bioativas na superficie dos implantes, incluindo a absorcdo fisica,
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adesdo quimica covalente e a liberagdo a partir de revestimentos
(PULEO&NANCI, 1999; CHEN et al., 2013).

A absorcdo fisica consiste em depositar o implante numa
solucdo com moléculas bioativas ou proteinas. Porém esta técnica tem
pouco controle na liberacdo e retencdo das moléculas, por depender da
quimica da superficie do implante, da topografia, da hidrofilia e da
interacdo eletrostatica entre as moléculas bioativas com sua superficie
(PULEO &NANCI,1999; CHEN et al., 1999).

A adesdo covalente permite imobilizar biomoléculas especificas
na superficie do implante, porém € necessario uma prévia
funcionalizagdo da superficie de Oxido de titanio com grupos aminos ou
carboxilos para ter uma reagdo (PULEO &NANCI, 1999; CHEN et al.,
2013). Por outro lado, a liberacdo a partir de revestimentos permite
incorporar fisicamente biomoléculas em revestimentos biodegradaveis e
ndo biodegradaveis induzindo que a resposta das células e tecidos
dependa da duracdo da exposicdo e concentracdo de biomoléculas,
permitindo uma cinética de liberacdo controlada (PULEO &NANCI,
1999; BAUER et al., 2013).

A liberacdo de fatores de crescimento (IGF-1 e TGF-B1),
proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPS) e outras substancias, através de
revestimentos poliméricos biodegradaveis ¢ documentada em estudos in
vitro e in vivo (SCHMIDMAIER et al., 2001; YANG et al., 2011;YOO
etal ., 2015).

As BMPs, uma familia importante de fatores de crescimento
para 0 reparo Gsseo, teve sua primeira indicacdo na ortopedia para
cirurgias de fusdo da médula espinhal (TRAJKOVSKI, 2012). As BMPs
possuem uma grande variedade de atividades bioldgicas durante a
embriogénese sobre os tecidos cartilaginosos e 0sseos, tais como
quimiotaxia, proliferagdo e diferenciacdo celular e apoptose (WANG et
al., 2014). No entanto, sua utilizacdo apresenta limitacGes, como alto
custo, falta de controle da atuacdo por ter uma cinética de liberacéo
complexa, uso em dosagens ndo fisioldgicas, imunogenicidade e
seguranca a longo prazo (MONTERO et al., 2014).

Considerando esses aspectos, existe a tentativa de encontrar
outros agentes farmacoldgicos que possam regular favoravelmente os
fatores de crescimento intrinsecos, conseguindo estimular a ostegénese e
a arquitetura do o0sso trabecular, essenciais para aumentar a
osseointegracdo de implantes dentarios (ZHAO et al., 2014;
MONTERO et al., 2014).

As estatinas tém sido utilizadas nas Ultimas décadas para a
reducdo de niveis de colesterol sanguineo, através da inibicdo da 3-
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hidroximetil glutaril coenzima A (HMG CoA) redutase, enzima
fundamental para a formacdo de mevalonato, um intermediario
importante no metabolismo do colesterol endégeno (LEE et al., 2008;
AYUKAWA et al., 2009). Estes agentes classificam-se em (1) naturais:
Lovastatina;(2) quimicamente modificados: Sinvastatina e Pravastatina;
e (3) derivados sintéticos: Atorvastatina, Fluvastatina e Cerivastatina
(GARRET et al., 2002).

As estatinas vém acompanhadas de efeitos benéficos
secundarios ou pleiotrdpicos, apresentando um efeito imunomodulador
na promocdo da vasculogénese, e um efeito anti-inflamatdrio e
cardioprotetor, afetando o processo de aterogénese a partir da injaria
endotelial até o reparo das lesdes de aterosclerose (LACOSTE et al.,
1995; OZEC et al., 2007).

Adicionalmente, o fato das estatinas serem moléculas estaveis,
facilmente sintetizadas e ndo suscetiveis & degradacdo proteolitica faz
com que seu custo seja menor que a producdo da BMP-2 recombinante
(MUNDY et al., 1999). Estudos in vitro, apontam que as estatinas
promovem a diferenciagdo osteoblastica e mineralizacdo, mediando a
expressao de varios fatores de crescimento e aumentando a producéo de
matriz dssea protéica (NATH et al., 2014). Tem sido reportado que as
estatinas aumentam o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
citocina angiogénica que induz a proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos através do estimulo de células endoteliais, produzindo
fatores Gsseo-anabolicos (OZEC et al., 2007; AYUKAWA et al., 2009;
MONTERO et al.,2014). A forma de administracdo das estatinas para
promover o efeito sobre o tecido 6sseo deve ser considerada, pois altas
doses ou administracfes com elevada frequéncia podem causar efeitos
colaterais, como uma resposta inflamatéria exacerbada (GARRET et
al.,2001).

A atuacdo da sinvastatina parece ter um papel importante na
regeneracao 0Ossea, participando diretamente da ativacdo osteoblastica
incrementando a expressdo de BMP-2 e inibindo a acdo osteoclastica
(NYAN et al., 2007; ALAM, et al., 2009; YANG et al; 2011). Apds a
aplicacdo local, a sinvastatina incrementa marcadores osteogénicos
como colageno tipo 1, sialoproteina, fosfatase alcalina e osteocalcina,
efetivando a mineralizacio 6ssea (LEE et al., 2008; ENCARNACAO et
al., 2015). Quando aplicada em areas de defeitos dsseos, a sinvastatina
pode aumentar a formagdo Gssea sem causar resposta no sistema
imunoldgico e evitar dano tecidual quando associadas com um agente
carreador adequado (PADIMITRIOU et al., 2015).

Estudos in vivo apontam que a administracdo sistémica da
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sinvastatina pode estimular a formacdo 6ssea ao redor da superficie de
implantes de titdnio (AYUKAWA et al., 2010). No entanto, ao sofrer
metabolizacdo hepética, pode haver uma concentracdo insuficiente no
local para estimular a ostegénese, o que leva a necessidade de doses
maiores de administracdo (YANG et al.,2011). Diferentemente, uma
administragdo local da sinvastatina ndo sofre o metabolismo de primeira
passagem no figado, o que pode favorecer uma maior atividade
osteoblastica e contato osso-implante (MORIYAWA et al.,2008).
Entretanto, a aplicacdo local ao redor da superficie leva a uma rapida
liberacdo, fazendo com que seja necessario e favoravel a utilizacdo de
um agente carreador (FANG et al.,2015).

Devido as razdes apontadas, a sinvastatina e os fatores de
crescimento requerem  um veiculo adequado para controlar sua
liberacdo gradual, aumentando sua eficiéncia no tecido esquelético.
Estudos in vitro e in vivo que testaram o efeito local de sinvastatina
aplicada na superficie de implantes dentatios usando oxidagdo anddica
(WALTERS et al., 2014), agentes biomiméticos como o fosfato de
calcio (ZHAO et al.,2014) e hidroxiapatita (TAO et al., 2015)
influenciaram positivamente na diferenciacdo de células osteoblasticas e
no contato osso-implante.

Assim, torna-se evidente que pode existir um efeito
osteoindutor superior da sinvastatina se esta estiver associada a um
veiculo que ndo interfira com o processo de liberacdo (FERREIRA et
al., 2015). A liberacdo de um farmaco na interface osso-implante
objetiva a chegada no local de acdo em uma concentracdo terapéutica
sem causar efeitos adversos sisttmicos (XIAO et al., 2014).

Considerando que o avango no desenvolvimento dos sistemas
de liberagdo dependem da sele¢do apropriada de um agente capaz de
controlar a liberacdo do farmaco, sustentando sua acdo terapéutica ao
longo do tempo e ao nivel de um determinado érgdo ou tecido, a
utilizacdo de sistemas matriciais constituidos por polimeros torna-se
uma opcao promissora para tal funcdo(LOPEZ etal., 2005).

A classificacdo dos sistemas matriciais leva em consideracao
diversos critérios como a estrutura da matriz, a cinética de liberagéo, o
mecanismo para controlar a liberagcdo, a natureza quimica e as
propriedades do material utilizado (LOPEZ et al., 2005).0s mecanismos
gue controlam a liberagdo controlada de um farmaco séo a difuséo, o
intumescimento e a erosdo (SIEPMANN&PEPPAS et al., 2001). Nos
sistemas controlados por difusdo, o composto ativo pode ser liberado
apos sua dissolugdo, nos canais das microparticulas preenchidos por
agua ou através da estrutura polimérica(SANSDRAP&MOES,1997).
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Nos sistemas controlados por intumescimento, o polimero quando entra
em contato com a agua intumesce, ou seja, suas regifes mais externas
comengam a inchar, permitindo que a substancia ativa seja liberada por
difusdo (LANGER, 1990). J4, nos sistemas controlados por erosdo, o
composto ativo é liberado apds a degradacdo e erosdo da matriz
polimérica (SANSDRAP&MOES, 1997).Na éarea médica, polimeros
biorreabsorviveis tém sido utilizados na liberacdo controlada de drogas
devido a sua versatilidade e eficicia, proporcionando, por um longo
periodo de tempo, efeitos terapéuticos no local de acéo, que s6 poderiam
ser alcancados ap6s multiplas administracbes pelos métodos
convencionais (LOPEZ et al., 2005; GRANJEIRO et al., 2011).

O copolimero de PLGA tem sido utilizado clinicamente, no
campo da ortopedia, como um dispositivo para a fixacdo de fraturas,
como suporte para crescimento celular e dispositivo para liberagdo
controlada de farmacos (SON et al., 2013; XIAO et al., 2014; YOO et
al., 2015). Quando utilizado para a liberacdo de biomoléculas ou
agentes terapéuticos, as taxas de liberacdo podem ser moduladas até
varios meses (SON et al., 2013).

O poliéster de PLGA é um copolimero linear, formado pela
polimerizacdo dos monémeros de acido polilatico(PLA),que contém um
carbono assimétrico na forma D ou L em termos esteroquimicos, e de
acido poliglicélico (PGA) (MAKADIA et al., 2011). Uma das vantagens
do copolimero PLGA sobre outros polimeros bioreabsorviveis, é o fato
da necessidade de um tempo mais curto para sua completa degradacéo,
0 que implica em menores reaglGes adversas quando fragmentos
cristalinos sdo liberados de polimeros com tempos de degradacéo
maiores (COELHO et al., 2015). A degradagdo por hidrélise de suas
ligagdes ésteres, origina produtos na forma de oligbmeros e monémeros
sollveis ndo toxicos, que apds sofrerem acdo metabdlica do organismo,
sdo transformados em CO, e H,O (AMBROSE et al., 2004).

O PLGA tem sido estudado na engenharia de tecidos devido as
suas excelentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
biocompatibilidade, facil absorcdo, controle de sua macro e
microestrutura, incorporacdo e liberagdo de proteinas com
substantividade (LANSMAN et al., 2006). No que diz respeito a &rea
periodontal e implantolégica, 0 PLGA tem mostrado resultados
promissores na confeccdo de arcaboucgos, peliculas, membranas,
microparticulas ou nanoparticulas (VIRLAN et al., 2015); contudo, uma
das falhas deste copolimero é a auséncia de bioatividade intrinseca sobre
células Gsseas. Assim, este biomaterial necessita ser combinado com
outros materiais para melhorar suas carateristicas de biocompatibilidade
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(SADIASA et al.,2013). Diferentes técnicas para o revestimento de
biomateriais e liberacdo de drogas tem sido relatados na literatura
(BENOIT et al., 1997; WILDEMANN et al., 2004). Considerando que
0s materiais metalicos, como o titanio, utilizado para a confeccdo dos
implantes dentarios, sdo bioinertes e ndo biativos, um procedimento
simplificado para a biofuncionalizacdo dos mesmos é o revestimento por
imersdo, ou dip coating (STROBEL et al., 2011). Este processo, que é
utilizado em um disco, cilindro ou objeto de forma irregular, envolve a
inversdo do substrato em uma solu¢do por um tempo determinado,
assegurando que o mesmo esteja completamente molhado, para entdo
ser retirado da solucdo de banho (YIMSIRI etal 2006.; FANG et al.,
2008).

Frente aos resultados promissores que diversos pesquisadores
vém observando com novas formas de recobrimentos para a
biofuncionalizagdo de metais como o titanio. PropGe-se, neste estudo in
vitro, a utilizacdo da sinvastatina incorporada ao PLGA na superficie de
discos de titanio, visando obter uma liberacdo lenta e gradual do
farmaco,gerando assim uma maior eficécia terapéutica no local deag&o,
bem como conduzir a caracterizacdo topogréafica e fisico-quimica do
material de revestimento.
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20BJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de liberagdo da sinvastatina associada ao PLGA
na superficie de titanio e identificar as caracteristicas topograficas e
fisico-quimicas presentes no revestimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1  Analisar a cinética de liberacdo da sinvastatina no
copolimero de PLGA;

2.2.2 Investigar as caracteristicas fisico-quimicas da
sinvastatina, PLGA e sinvastatina+PLGA,;

2.2.3 Avaliar alteragbes topograficas e de rugosidade na
superficie de revestimento de copolimero com sinvastatina.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o perfil de liberacdo da sinvastatina associada ao
PLGA (&cido polilatico-co-glicdlico), os quais formaram um filme de
revestimento sobre a superficie de discos de titanio, e identificar as
caracteristicas topogréficas, fisicas e quimicas presentes neste
revestimento

Materiais e métodos: Através da técnica de revestimento por imersao,
discos de tithnio com PLGA e sinvastatina foram imersos em PBS com
a finalidade de avaliar a cinética de liberacéo da sinvastatina.Utilizou-se
um modelo de ajuste matematico para conhecer o mecanismo de
transferéncia de massa da sinvastatina. A caracterizacdo fisico-quimica
do PLGA associado a sinvastatina foi avaliada por FTIR e DSC,
enquanto a caracterizacdo do revestimento sobre o titdnio foi
caracterizado por (MEV), microscopia de for¢a atdbmica (AFM) e a
rugosidade média da superficie(Ra) por perfilometria.Resultados: Foi
observada uma liberacdo lenta e prolongada da sinvastatina em PBS,
alcancando um 21,31% em 25 dias.Verificou-se que 0 mecanismo que
controla a transferéncia de massa da sinvastatina é difusional e também
gue existiu uma incorporacdoda sinvastatina dentro do polimero, houve
a presenca de uma superficie de revestimento uniforme inicial que foi
mudando ao final dos 25 dias de inmersdo por causa das
caracteristicas de erosdo do PLGA. Observando os resultados dos
valores do teste de Levene quadratico para avariancia e teste t bilateral,
que foram aplicados sobre os resultados de perfilometria, ndo houve
evidéncias para dizer que os desvios-padrdes de Ra e média amostral de
Ra entre o Grupo de PLGA e Sinvastatina+tPLGA foram
diferentes.Conclusdo: A liberacdo da sinvastatina através do PLGA na
superficie de titanio foi lenta e prolongada, 0 que permite considerar a
utilizacdo destes agentes como revestimento terapéutico em implantes
dentarios

Palavras-chave: Liberacdo controlada de droga, difusdo, polimero,
implante dentéario
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RELEVANCIA CLINICA

A implantontia atual estd numa constante busca de novos
tratamentos de superficie e recobrimentos que possam quimica,
mecénica e biologicamente melhorar seu desempenho funcional na
interafase osso-implante e suprir terapeuticamente as necessidades dos
pacientes com deficiéncias na quantidade e qualidade d&ssea.
Considerando que farmacos como a sinvastatina tem impacto na adeséo
de proteinas e processos celulares que promovem a osteogénese,é
relevante realizar um estudo que permita a futura implementacdo de
agentes osteoindutores na superficie do titdnio que consigam ser
liberados gradualmente atraves de carreadores biocompativeis como o
PLGA favorecendo assim o processo de osseointegracao.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de implantes endosseos para a reabilitagdo de
pacientes parcial e totalmente edéntulos tem permitido melhorar a
funcdo mastigatoria e a qualidade de vida (BUSER et al., 2017).
Embora as altas taxas de sucesso envolvendo a reabilitagdo suportada
por implantes osseointegraveis tenham consolidado esta modalidade de
tratamento, a procura pela otimizacdo da resposta implante-hospedeiro
imediata e a longo prazo é um fator de continua investigacao
(GRANJEIRO, 2011). Considerando que a utilizacdo do titdnio na area
da implantodontia depende de uma intima interacéo entre a superficie do
implante e as células teciduais, varias estratégias tém sido desenvolvidas
criando superficies favoraveis a nivel celular de forma a acelerar o
processo de osseointegragdo (CHEN et al., 2013).

A funcionalizacdo dos implantes a partir de métodos
bioguimicos tem como objetivo principal imobilizar proteinas, enzimas
ou peptideos nos biomateriais, induzindo uma resposta tissular e celular
especifica, a fim de controlar a interface o0sso-implante
(PULEO&NANCI, 1999; BAUER et al., 2009).

As estatinas tém sido utilizadas na Gltima década para a
regulacdo dos niveis de colesterol endégeno através da inibi¢do da 3-
hidroximetil-glutaril coenzima A(HMG CoA) redutase (LEE et al.,
2008; AYUKAWA et al., 2009). Adicionalmente, as estatinas tém efeito
pleiotropico na promog¢do da vasculogénese, acdo imunomoduladora e
anti-inflamatoria (LACOSTE et al., 1995; OZEC et al., 2007). Estatinas
lipofilicas, como a sinvastatina, tém apresentado potencial osteoindutor,
promovendo a diferenciacdo dos osteoblastos causada pela estimulagéo
de proteina morfogenética dssea (BMP-2) (NYAN et al., 2007; YANG
etal., 2011).

Apbs a aplicagdo local, a sinvastatina aumenta marcadores
osteogénicos como colageno tipo |, sialoproteina, fosfatase alcalina e
osteocalcina,efetivando a mineralizacdo dssea (LEE et al.,, 2008;
ENCARNAGCAO et al., 2015). Quando aplicada em areas de defeitos
6sseos, a sinvastatina pode aumentar a formacdo Ossea sem causar
resposta no sistema imunoldgico e evitar dano tecidual quando
associadas a um agente carreador adequado (PADIMITRIOU et al.,
2015).

Estudos in vivo apontam que a administracdo sistémica da
sinvastatina pode estimular a formagdo déssea ao redor da superficie de
implantes de titanio (AYUKAWA et al., 2010). No entanto, ao sofrer
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metabolizacdo hepética, pode haver uma concentragdo insuficiente no
local para estimular a ostegénese, 0 que leva a necessidade de doses
maiores de administracdo (YANG et al., 2011). Diferentemente, uma
administragdo local da sinvastatina ndo sofre o metabolismo de primeira
passagem no figado, o que pode favorecer uma maior atividade
osteobléstica e contato osso-implante (MORIYAWA et al., 2008).
Entretanto, a aplicacdo local ao redor da superficie leva a uma rapida
liberacdo, fazendo com que seja necessario e favoravel a utilizacdo de
um agente carreador (FANG et al.,2015).

Considerando que o avanco no desenvolvimento dos sistemas
de liberacdo dependem da selecdo apropriada de um agente com
capacidade de controlar a liberacdo do farmaco, sustentando sua acdo
terapéutica ao longo do tempo e ao nivel de um determinado 6rgdo ou
tecido, a utilizacdo de sistemas matriciais constituidos por diversos
polimeros torna-se uma opgao promissora para tal funcdo (LOPEZ et al.,
2005).

Copolimeros como o &cido polilactico-co-glicolico (PLGA) tém
sido estudados como arcabougos ou veiculos de liberagdo de farmacos,
em funcdo das suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, assim
como pela incorporacdo e liberacdo de proteinas com substantividade
(LANSMAN et al., 2006). Uma das vantagens do PLGA sobre outros
polimeros biorreabsorviveis é que este precisa de um tempo mais curto
para sua completa degradacdo, implicando em menores reagdes
adversas, diferentemente de quando fragmentos cristalinos sdo liberados
por polimeros com tempos de degradacdo maiores (COELHO et al.,
2015). Considerando que os materiais metalicos, como o titanio,
utilizado para a confecgdo dos implantes dentarios, sdo bioinertes e ndo
biativos, um procedimento simplificado para a biofuncionalizacdo dos
mesmos é o revestimento por imersdo,ou dip coating (STROBEL et al.,
2011).0 método envolve a inversdo do substrato em uma solugdo por
um tempo determinado, assegurando que 0 mesmo esteja
completamente molhado, para entdo ser retirado da solugdo de banho
(YIMSIRI et al., 2006; FANG et al., 2008).

Frente aos resultados promissores que diversos pesquisadores
vém observando com novas formas de recobrimentos para a
biofuncionalizacdo de metais como o titanio. propfe-se neste estudo o
recubrimento da superficie de discos de titanio em PLGA bem como a
andlise de liberacdo in vitro da sinvastatina seguida da caracteriza¢éo
topografica e fisico-quimica dos discos revestidos.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Preparo dos discos de titanio

Neste estudo foram utilizados discos de titanio grau
4(Acnis,S8o Paulo,Brasil) de 8mm de diametro por 3mm de espessura.
Os discos foram seccionados utilizando uma maquina de corte de
precisdo (Isomed1000, Instrumental Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e,
posteriormente, lixados com lixas de carbeto de silicio entre 400 e 1200
Mesh. A limpeza da superficie foi realizada sucessivamente durante e
apos o lixamento sob imersdo em alcool isopropilico absoluto (Vetec
Quimica Fina, Rio de Janeiro,Brasil) por 10 minutos, e 10 minutos em
agua destilada sob ultrassom. Apos o preparo dos discos, as amostras
foram distribuidas em trés grupos, a saber Grupo 0: Titanio; Grupo 1:
PLGA e Grupo 2: SIN+PLGA.

2.2 Preparo do copolimero

Pela técnica de evaporacdo de solvente, em um Becker,0
copolimero de poli(&cido latico-co-glicélico) (PLGA) (Resomer, Evonik
Ind., Essen, Alemanha), na propor¢do 82/18 (m:m)LAatico/Glicélico, foi
dissolvido em cloroférmio (CHCIl; — Synth — LabSynth, Diadema,
Brasil) (5% m/v) (500mg em 10ml) em temperatura ambiente, sob
agitador magnético (Nova Etica, S&o Paulo, Brasil) para sua total
dissolucdo. A solucdo permaneceu em agitacdo por 3 horas. Apds a
dissolucdo completa do PLGA, a sinvastina (SIN) (Sinvastatin, PHR
1438-1G,Fluka,Sigma-Aldrich, Brasil) foi diluida nessa solucdo em
uma concentracdo de 10% em relacdo a massa do polimero (m:m). A
solucdo ficou em agitacdo por 5 a 10 minutos sendo utilizada no prazo
de 24h apo6s a sua preparagao.

2.3 Tratamento dos discos de titanio com PLGA e SIN+PLGA

Para a andlise de liberacdo, topografia de superficie e
rugosidade média, foram preparados 10ml de solucdo de PLGA,
separando nos Grupo le Grupo 2 o mesmo volume de solugdo em cada
becker. O Grupo 2 recebeu 25mg de SIN correspondente aos 10%
(m:m) de polimero. Apds a dissolucdo da sinvastatina na solucdo, os
discos foram submersos por dip coating por 2 segundos e retirados até a
total eliminacdo do excesso por gotejamento e pesados para registrar o
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peso inicial utilizando uma balanca analitica(Radwag,Valbom,Portugal).
Posteriormente realizou-se a evaporacdo do solvente por 24 horas. O
Grupo 1 com PLGA seguiu a mesma técnica, sem a adicdo de
sinvastatina, entretanto.

2.4 Quantificacdo de Sinvastatina em discos de titanio

Para a quantificacdo da sinvastatina foi utilizado espectrofotémetro
UV-vis (Agilent Cary,Melbourne, Australia) a um comprimento de onda
de 238nm. Apo6s o revestimento dos discos, no Grupo 2 foi avaliado a
guantidade de farmaco presente no disco. O teste foi realizado em
quadruplicata e cada disco foi submerso em 20ml de acetonitrila e
mantido em ultrassom por 30 minutos e, posteriormente, quantificados
por espectrofotdmetro UV-vis em 238nm.

2.5 Analise de liberacéo de Sinvastatina

A liberacdo da sinvastatina foi avaliada utilizando 4 discos do
Grupo 2. Os mesmos ficaram submersos em 20ml de Solugdo Salina
Tamponada (PBS), pH7,4 a 37°C sob agitacdo constante de 30 rpm por
600 horas. Em intervalos de tempo distintos, 3ml de amostra foi
coletada, quantificada e devolvida ao erlenmeyer ao final de cada
leitura. O pH do meio foi controlado para verificacdo de possiveis
alteragdes.Os resultados foram expressos da seguinte maneira:

. . Concentragao de SIN liberada x 100
% liberagao SIN =

Total de SIN incoporado ao disco de Titanio
2.6 Aplicacédo de modelo matematico para liberagdo de Sinvastatina

Os dados de liberagdo da sinvastatina, foram estudados usando
um modelo matematico, auxiliando assim na compreensdo dos
mecanismos de transferéncia de massa. O modelo utilizado neste estudo
foi a lei da poténcia descrita por Ridger & Peppas. O programa Statistica
10.0(Quest Inc,0Oklahoma,USA) foi empregado seguindo um ajuste nédo
linear com 95% de intervalo de confianga.
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2.7Analise das propriedades fisico-quimicas do PLGA eSIN+PLGA

2.7.1Espectroscopia na Regido do Infravermelho modificada por
Fourier (FTIR)

O espectro de absorcdo na regido no infravermelho das
amostras foi feito com um espectrometro FTIR modelo (Agilent, Cary
660, Melbourne, Australia) com um acessorio de refletancia total
atenuada horizontal (ZnSe). As amostras foram colocadas diretamente
sobre o cristal e a média de 20 varreduras dentro de um intervalo de
4000 - 650 cm™ e resolugéo de 4 cm™ foram captadas.

2.7.2 Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)

A caracterizag8o térmica do copolimero PLGA, a sinvastatina e
a associacdo SIN+PLGA foi realizada utilizado o método de
calorimetria diferencial exploratéria (DSC) no equipamento (Jade-
PerkinElmer,Massachusetts,USA). Para a caracterizagdo da sinvastatina,
utilizou-se 2,2mg, fazendo a corrida de aquecimento numa temperatura
de -20°C a 200 C° a uma taxa de aquecimento de 20°C/min, utilizando
um cadinho de aluminio e vazéo de géas de nitrogénio de 20ml/min.Para
a caracterizacdo do polimero, utilizou-se 10mg de PLGA, fazendo trés
corridas, as duas primeiras de aquecimento e esfriamento de-20°C a
200°C, numa taxa de aquecimento de 20°C/min, a fim de apagar a
historia térmica do material, e uma terceira corrida de -20°C a 200°C. O
cadinho utilizado foi de aluminio e vazdo de nitrogénio de 20ml/min.
Para a SIN+PLGA, utilizou-se mesmo procedimento e taxa de
aquecimento do PLGA.

2.7.3 Analise no microscopio eletrénico de varredura (MEV)

A analise da topografia de superficie dos Grupos 0, 1 e 2 foi
avaliada no seu estado seco e no Grupo 2 ap6s 25 dias de imersdo em
PBS a 37°C, utilizando-se o microscépio eletrnico de varredura de alta
resolucdo(JEOL JMS-6390 LV Scanning Eletron Microscope,
Massachusetts, USA). As amostras secas foram levadas ao aparelho
metalizador para recobrimento com ouro de 300 A. Os espécimes foram
examinados ao microscopio eletrénico de varredura, operando com 10
kV.Cada amostra foi fotografada em 2 campos distintos com aumentos
de 100x e 300x.
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2.7.4 Analise de Topografia de Superficie por Microscopia de Forca
Atbmica (AFM)

A topografia dos discos do Grupo 1 e Grupo 2 foi avaliada
usando um equipamento modelo (Nanosurf FlexAFM, Sui¢a),operando
em modo intermitente (Tapping mode), usando uma ponta modelo
TAP190AI-G,com raio menor de 10nm, frequéncia de ressonancia de
190 kHz, constante de mola de 48N/m e velocidade de varredura de 1
linha/s. As imagens obtidas foram tratadas usando o programa WSxM.

2.7.5 Perfilometria

A rugosidade de superficie foi determinada por meio de um
perfildbmetro éptico (Bruker, DektakXT, EUA). Trés discos do Grupo
0,1 e 2 foram posicionados individualmente no centro do equipamento e
os valores de Ra (média aritmética da rugosidade de superficie) foram
mensurados usando um cutoff de 524pum em um tempo corrido de 12
segundos. Trés leituras foram feitas, percorridas por uma agulha de
diamante de 2pum sobre cada superficie e o Ra foi calculado.

2.7.6 Andlise Estatistica

Foi realizada uma andlise de inferéncia estatistica com testes
paramétricos para realizar observacfes sobre os valores de rugosidade
média coletados nos Grupos 1 e 2, e uma analise descritiva das
observacOes referentes as médias de Ra dos discos de todos os grupos
estudados. Os resultados foram apresentados em funcdo da média e
desvio amostral. Utilizando o teste Levene —quadratico para a variancia,
com nivel de significdncia o= 5%, e 0 teste t bilateral para média
amostral, para verificar se houve diferenga significativa entre os Grupos
1e 2. A associacdo entre variaveis foram feitas utilizando o coeficiente
de correlacio de Pearson. O programa Matlab (Matworksinc,
Massachusetts, USA) foi empregado na analise estatistica.
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3. RESULTADOS
3.1 Liberagéo da Sinvastatina

A porcentagem de liberacdo da sinvastatina em PBS foi lenta e
continua nos 4 discos. Houve uma maior liberacdo de sinvastatina a
partir do terceiro dia, atingindo 21,31% ap6s as 600 horas analisadas.
Durante o tempo experimental, a curva de liberacdo apresentou um
comportamento crescente proporcional em todas as amostras, ndo
havendo variagdes de pH no meio PBS até o final do experimento. Ao
serem pesados novamente os discos do Grupo 2 apds 600 horas, houve
uma aumento do peso dos 4 discos, o que ¢ atribuido ao ingreso de agua
dentro da matriz polimérica.

50,00 -
45,00 -
40,00 -
35,00 -
30,00 - =@=disco 1
25,00 - T == disco 2
20,00 -
15,00 -
10,00
5,00

disco 3

=>e=disco 4

% de liberacio acumulada

-200 0 200 400 600 800
Tempo (h)

Figura 1. Perfil de liberagdo acumulada da SIN em funcéo do tempo a partir do
PLGA nos discos de Titanio a 37°C em PBS sob agita¢éo.

Neste estudo o modelo de ajuste foi a lei da poténcia de Ridger
& Peppas, representado por:

% = Kt"
My,

Este modelo descreve trés formas de liberagdo do farmaco, (1)
puramente difusional ou Fickiana(n=0,5),(2) transporte Caso Il (n = 1),
o qual é controlado pelo relaxamento das cadeias poliméricas, e (3)
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andmalo (n entre 0,5 e 1), quando existe uma combinagdo dos sistemas
1e 2 (RITGER &PEPPAS,1986).

Na equacdo,M; representa a quantidade absoluta do farmaco
liberado no tempo t e M.. a quantidade total do farmaco incorporado ao
sistema polimérico, k é uma constante que incorpora carateristicas
estruturais e geométricas do sistema, e n corresponde ao expoente de
liberagdo, usado para interpretar e caraterizar o mecanismo de liberagdo
de acordo ao valor numérico que apresente.

Ao obter um valor de n< 0,5 em todos os discos, mostrou que o
mecanismo de transporte da sinvastatina é puramente difusional.
Comprova-se que este modelo se ajustou satisfatoriamente aos dados
experimentais, j& que apresentou coeficientes de correlagdo acima de
0,98 e os residuos nao apresentaram tendéncias. A curva da
liberagdoMy/M..da sinvastatina nos discos do Grupo 2 em funcdo do
tempo é mostrada na Figura 2, a mesma que apresenta uma regressao
linear proxima de 1.

1.2

MUMq

0,2

0,0

Discol
Disco 2
Disco 3
Disco 4

-0,2

0 100 200 300 400 500 600 700

> e m O

Tempo (h)

Figura 2. Curva de liberacdo da SIN em funcéo do tempo nos discos do Grupo2
ajustadas ao modelo de Ridger & Peppas

3.2Espectroscopia na Regido do Infravermelho modificada por
Fourier (FTIR)
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Na Figura 5, o espectro FTIR do PLGA, SIN e SIN+PLGA
foram identificados. A presenca de bandas de absorcdo caracteristicas
dos grupos funcionais do PLGA mostraram picos correspondentes a
grupos CH; CH, CH (2917cm™), C=0(1737 cm™) e C-O (1361 cm™). O
espectro FTIR da SIN mostrou picos correspondentes a grupos OH
(3542 cm™), C-H (2925cm™), C=0 (1688cm’ ), C-H (1368 cm™). No
PLGA+SIN os picos foram em 2920 cm™, 1743cm® 1364 cm?,
respectivamente, correspondentes a grupos C-H, C=0 e C-O, com
pouco deslocamento das bandas referentes ao grupos funcionais
identificados nos espectros individuais, porém com supressdo de
algumas bandas do espectro de SIN.

—PLGA
—— SIN

| — SIN+PLGA

CH,CH2,CHs C=0:: C-O
1 v w0 \ Jf”u“m\w [y.;\w/pmrmrr
OH C-H Yc=0 C-H
T T I . . :
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

cm™

Figura 3. Espectros obtidos por FTIR do PLGA, SIN e SIN+PLGA
3.3 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

O comportamento térmico da SIN, PLGA e SIN+PLGA esta
apresentado nas Figuras 4a, 4b e 4c. Conforme pode-se observar no
termograma, a SIN apresentou um pico endotérmico associado a fusdo
(140,31 C) (Figura 4a). O PLGA puro apresentou uma temperatura de
transicéo vitrea de 57,94°C (Figura4b). No termograma das amostras de
PLGA+SIN, ndo se observou o pico endotérmico da SIN, apresentando
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unicamente diminuicdo na temperatura de transicdo vitrea de
49,07°C(Figura 4c).
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Figura 4a.Termograma DSC da SIN
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Figura 4b.Termograma DSC do PLGA
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Figura 4c.Termograma DSC da SIN+PLGA

3.4 Analise de topografia de superficie pelo microscopio eletrénico
de varredura (MEV)

Conforme a Figura 5, observou-se que o Grupo O teve uma
superficie lisa (Figura 5a-b).O revestimento do Grupo 1(Figura 5c-d) e
do Grupo2 (Figura 5e-f) apresentaram uma superficie densa com leves
irregularidades, porém continua e uniforme; j& o revestimento do Grupo
2(Figura 5g-h), ap6s os 25 dias de imersdo em PBS, apresentou uma
superficie fragmentada.

197,



48

X100  100pm LCME-UFSC X300 50pm LCME-UFSC

X100 100pm LCME-UFSC X300 50pm LCME-UFSC

X100 100pm LCME-UFSC X300 50pm LCME-UFSC

X100 -100pm LCME-UFSC X300 _ 50pm LCME-UFSC

Figura 5. Imagens pelo MEV da topografia de superficie. (a) e (b) Grupo 0; (c)
e (d) Grupo 1; (e) e (f) Grupo 2;(g) e (h) Grupo 2 ap6s 25 dias de imersdo em
PBS a 37°C. Ampliacdes de 100x e 300x
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3.5 Analise de topografia de superficie por microscopia de forca
atdmica (AFM)

Conforme a figura 6, observou-se uma topografia de superficie irregular
no Grupo 1 e Grupo 2, a 95 um e 50 um, porém o revestimento
polimérico foi uniforme e homogéneo em ambos grupos.

Figura 6. Imagens pelo AFM da topografia de superficie. (a) e (b) Grupo 1; (c) e
(d) Grupo 2. Ampliacdes de 95um (a e ¢) e 50um (b e d).
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3.6Analise de rugosidade média por perfilometria

Ao analisar o boxplot da figura 7, observa-se que o Grupo 0,
Grupo 1 e Grupo 2 apresentam medianas de Ra diferentes entre si,
porém a variancia da mediana do Grupo 0 e menor que a do Grupo 1 e
Grupo 2.

052 0,57um
0.5 F v

S o4l 0.41um i !0,42um |
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— [~ (3¢
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Figura 7- Boxplot das medianas deRapara cada Grupo.

A Tabela 1 mostra os valores das médias de Ra, assim como a
média amostral e desvio-padrao para cada Grupo.

Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2

Ra®" 50D Ra®  [o@)  |Ra@ 5@

Disco i=1] 0,166333 [0,051423] 0,52566 | 0,038 0,426 |0,05056

Disco i=2| 0,12933 [0,030989| 0,13333 [0,01289 | 0,20333 [0,02569

Disco i=3| 0,11566 [0,013428| 0,369 0,091 | 0,63066 |0,11211

X0 ;0 ol [Xw: ol [X2s 0 2]

(0,13711;0,0262) | (0,34266;0,1975) | (0,42;0,2137)

Tabela 1. Médias de Ra dos trés discos em triplicata (i=1, 2, 3) para cada
Grupo, média amostral e desvio-padrdo amostral para cada Grupo.
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Na figura 8 e figura 9, observa-se que a média amostral de Ra e o
desvio-padrao dos discos do Grupo 0, Grupos 1 e 2 sdo diferentes.

0.7 T T T
x
0.6 B
O Titinio
=z [u} o PLGA
z 051 % SIN+PLGA| |
é X z SIN+PLGA
= 04 ]
@ z PLGA o
2< 0.3 ]
[
0.2 - X i
® Z Titénio
_____________________________________________________ .
0_1 1 1 Q
1 2 3
i (mimero do disco)

Figura 8. Médias de Ra dos trés discos em triplicata (i=1, 2, 3)e Média amostral
deRa do Grupo 1(0,34um) e Grupo 2 (0,42um).

0.25

02 o stdl) PLGA .

O  Titanio
o PLGA
X SIN+PLGA ||

— 0.15 |

i (ntimero do disco)
Figura 9. Desvio-padrdo de Ra dos trés discos em triplicata (i=1, 2, 3) e desvio
amostral de Ra do Grupo 1(0,1974) e Grupo 2 (0,2137)
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Observando os resultados do teste de Levenepara a variancia do
Grupo 1, denotada como ¢, de 0,2137 e do Grupo 2como o2 de 0,1974,
bem como o valor de p = 0,8349 sendo>a (0,05), afirma-se que ndo ha
evidéncias para rejeitar a hipétese nula (Ho 6*1=c%), assumindo que 0
Grupo 1 e 2 possuem 0 mesmo desvio-padrdo de Ra.

Ao realizar o teste t bilateral para comparar se ha diferenca
estatistica entre as médias de Ra do Grupo 1 (0,34 um) e Grupo 2
(0,42um) sendo p= 0,6692 e >a (0,05), infere-se que as rugosidades
médias entre os Grupo 1 e 2 sdo iguais, aceitando-se a hipotese nula.
Sendo o coeficiente de correlagdo amostral p=0,616,verifica-se que
existe uma correlacdo moderada entre os Grupos 1 e 2.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, observou-se que a porcentagem de liberacdo da
sinvastatinaem PBS, foi lenta em todos os discos,atingindo 21,31% apds
as 600 horas de analise. Considerando que o meio de PBS tem sido
previamente utilizado em outros estudos para medir a dissolucédo e
percentual de liberacdo da sinvastatina (ZHANG et al., 2011;WALTER
et al., 2014). A liberacdo lenta da sinvastatina pode ser atribuida a sua
baixa solubilidade em meio aquoso (JUN et al., 2007). Em trabalhos
prévios como o realizado por Encarnagdo et al. em 2016, observou-
seque ao avaliar in vitro a liberacdo da sinvastatina com 2%,5%, e 8%
em um arcabougo de PLGA e hidroxiapatita com 30 e 70% de
porosidade, houve como resultado uma liberacdo lenta e prolongada da
sinvastatina, atingindo de 2 a 4% apds 40 dias de imersdo em PBS.
Masaeli et al. em 2016, refere que este evento de liberagdo lenta pode
ser atribuido ao fato de que tanto a sinvastatina como o PLGA
apresentam caracteristicas hidrofobicas. Segundo Costa et al. (2004), ao
utilizar polimeros hidrofobos, a transferéncia de liquido pela matriz
torna-se lenta 0 que leva a um tempo de laténcia. Neste estudo esse
tempo de laténcia pode ter acontecido durante as primeiras horas do
experimento considerando que a liberacdo da sinvastatina aumentou
somente a partir do terceiro dia. De acordo com Shah et al. em 1991, a
cinética de liberacdo de drogas a partir do PLGA tem um carater
bifésico, apresentando uma liberacdo rdpida ou efeito burst, que pode
ser atribuida a uma incompleta incorporacdo da droga na superficie e
uma segunda fase de liberacdo mais lenta até o esgotamento do
composto ativo. Este estudo ndo teve uma liberacdo répida da
sinvastatina durante os primeiros dias de analise, apresentando uma
liberacdo lenta, gradual e prolongada até os 25 dias.

Durante o tempo experimental de liberagdo neste estudo,
observou-se que ndo houve alteracBes do pH, revelando que houve
estabilidade das cadeias poliméricas. Alteracdes dos valores de pH
podem estar relacionados com a degradacdo do polimero ou com a
difusdo do farmaco para o meio aquoso (GUTIERRES et al., 1995).
Uma liberagdo lenta e continua de sinvastatina é uma caracteristica
fundamental para que o farmaco atue de forma regular, causando
possivel regeneracdo 6ssea, sem causar danos inflamatorios aos tecidos
adjacentes.

Ao aplicar a lei da poténcia neste estudo (RIDGER & PEPPAS
,1987), uma vez que este modelo apresentou um coeficiente de
correlagdo acima de 0,98, e os residuos ndo apresentaram tendéncias
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conservando uma distribuicdo aleatdria, foi confirmado que o modelo
utilizado se ajustou satisfatoriamente. O valor de n<0,5 em todos os
discos comprovou que 0 mecanismo de transporte da sinvastatina €
puramente difusional ou seja a migracdo da droga acontece de uma
posicdo inicial dentro do sistema polimérico para a superficie externa,
além de um controle maior de liberacdo ao estar coberta pelo filme
polimérico.

Na analise de FTIR, os picos caracteristicos dos grupos
funcionais do PLGA, foram observados em (2917cm™), referente a um
estiramento assimétrico de grupos CH,-CH,-CHj, picos em (1737 cm™),
associado a estiramento vibracional de grupos funcionais carbonila
C=0, e picos em(1361 cm™ ), referente a estiramento vibracional de
grupos funcionais éster C-O. Esses resultados concordam com os
descritos na literatura (NATH et al., 2014;SILVA et al., 2015).

No espectro FTIR da SIN, foram observados picos em (3542
cm?), associado a grupos hidroxila, em (2925cm™) referente a um
estiramento vibracional simétrico e assimétrico de C-H de metila e
metileno, picos em (1688 cm™), associado comestiramento vibracional
de grupo carbonila lactona e éster C=0, e picos em (1368 cm") referente
a um balanco vibracional de grupos metila e metileno. Esses resultados
foram similares aos descritos por (PATEL&PATEL., 2008; NATH et
al., 2014; REZA et al., 2016; VARGAS, 2014).

Ao comparar as bandas da SIN+PLGA com 0s espectros
individuais, identificou-se que houve pouco deslocamento das bandas do
PLGA, evento que sugere a incorporacao da SIN ao copolimero (NATH
et al., 2014; PATEL&PATEL, 2008). Adicionalmente, verificou-se no
espectro de SIN+PLGA uma diminui¢do e supressdo de alguns picos.
Segundo Vargas (2014), uma diminuicdo ou supressdo das bandas em
FTIRé indicativo da possivel formacdo de um complexo entre o
polimero e a sinvastatina, no qual a porcdo ndo complexada é
responsavel pela presenca de bandas inalteradas no espectro FTIR. Isso
deve ser levado em consideracdo ja que uma parte da sinvastatina
poderia estar complexada ao polimero e outra parte ndo porém ambas
ficariam presentes dentro da matriz o que segundo Andretta et al.(2003),
levaria a que o processo de erosdo do polimero seja necessario para que
a parte ndo complexada seja liberada.

A andlise de DSC, mostrou que a sinvastatina apresentou um
pico endotérmico associado ao ponto de fusdo a 140,31°C,carateristico
de seu estado cristalino (JUN et al., 2007), e 0 PLGA puro exibiu uma
temperatura de transicdo vitrea (Tg) de57,94°C, que carateriza seu
estado amorfo (MOTTA&DUEK, 2006). Nas amostras de SIN+PLGA,
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entretanto, o pico endotérmico da sinvastatina ndo foi observado,
sugerindo a formacdo de um complexo amorfo entre eles
(PATEL&PATEL, 1998;VARGAS, 2014). Como resultado de esse
evento sugere-se que a droga pode ter sido completamente envolvida
pelo copolimero o que € reforgado também pela diminuicdo e supressdo
de bandas no espectro FTIR de amostras de SIN+PLGA.

Nas amostras de SIN +PLGA, onde houve queda na Tg, com
49,07°C, pode atribuir-se as caracteristicas vitrias do polimero ao fato
das cadeias terem pouca mobilidade molecular para se organizar,
diferentemente do estado borrachoso, onde existe uma alta mobilidade
das mesmas (FAISANT et al., 2006). No estado borrachoso, o polimero
€ mais permeéavel a &gua, resultando numa maior hidratacdo, maior
liberacdo de droga e degradacdo do polimero, o que seria ao contrario
com o polimero no estado vitrio acima da temperatura fisiologica
corporal (WANG et al., 2000).

Por outro lado, Vey et al em 2012, descreve que uma queda na
temperatura de transicdo vitreatem relacdo com uma alteracdo do
comportamento conformacional dos segmentos poliméricos ricos em
acido polilatico. Levando em consideracdo que o percentual de &cido
polilatico utilizado neste estudo é de 82%, predominando as
carateristicas hidrofobicas do monémero PLA em relagdo as do PGA,
acrescentando o estado vitrio do polimero que pode levar a menor
hidratacdo das cadeias, trazendo como resultado um maior tempo de
laténcia para a liberagdo de droga e degradagdo polimérica (WANG et
al., 2000), podemos confirmar que essa liberacdo lenta da sinvastatina
esta relacionada também as propriedades do copolimero, porém néo
podemos confirmar que houve uma mudanga do estado vitreo para
borrachoso no PLGA durante e ap6s o tempo experimental de liberacéo,
assimcomo perda de seu peso molecular.

As observacBes pelo MEV, queavaliaram a topografia da
superficie do Grupo 0,1 e 2 mostraram que a superficie do Grupo 0
apresentava-se lisa eo revestimento dos Grupos 1 e 2, apresentavam
leves irregularidades, porém com uma disposicdo uniforme e continua.
Esse resultado foi semelhante ao adquirido pelo AFM, mostrando uma
superficie irregular no Grupo 1 e 2 porém apresentando uma topografia
uniforme e homogénea em ambos Grupos. Quando foram observados 0s
discos pelo MEV ap6s 25 dias de imersdo em PBS, o revestimento do
Grupo 2 mostrou uma superficie fragmentada. Este resultado pode ser
atribuido a um processo de erosdo do PLGA, apresentando inicialmente
um periodo sem alteragdes, e logo uma entrada de &gua na matriz,
fazendo com que este processo acontencga de forma homogénea ao longo
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de toda a superficie (ALEXIS et al., 2005).Esses resultado de entrada
de 4gua na matriz, podem ser confirmados pelo ganho de peso
observado nos 4 discos apds as 600 horas de analise em PBS, o que
comprova que houve uma hidratacdo das cadeias poliméricas.

O teste Levene quadratico para variancia e teste t bilateral,
aplicados nos dados de perfilometria, mostrou que o desvio padrdo e
media amostral de Ra é a mesma para os Grupo 1 e 2. Ao se
correlacionar esse dado com os aspectos clinicos, pode-se sugerir que a
aplicacdo da sinvastatina +PLGA sobre a superficie de um implante de
tithnio, pela técnica prosposta neste trabalho, pode obter um
revestimento sobre o implante que seja biodegradavel e com uma
topografia superficial uniforme e continua, sem areas de rugosidade.
Estes aspectos podem favorecer um maior contato osso-implante, maior
estabilidade implantar e maior atividade celular.

O coeficiente de correlagdo amostral da rugosidade mostrou
uma correlacdo moderada entre o Grupo 1 e 2, confirmando a
reprodutibilidade da técnica proposta neste trabalho, seguindo-se o
mesmo tempo de deposi¢do e a mesma velocidade de retirada do disco
na solucéo .

Neste estudo, a utilizacdo de uma droga pouco sollvel, como a
sinvastatina em meio aquoso, fez com que sua velocidade de liberacéo e
difusdo dependesse de suas propriedades fisicas, do gradiente de
concentracdo, da geometria, e da superficie do sistema matricial
(ANDREETTA et al.,2003). Porém, propriedades como a disposicao,
comprimento, flexibilidade e capacidade de absor¢do de agua das
cadeias poliméricas podem afeitar a taxa de difusdo através da matriz e
posterior liberacdo do farmaco (WISHKE,2008).

Ao final deste trabalho, porp6e-se estudos futuros para avaliar a
liberacdo da Sinvastatina da matriz de PLGA aplicada sobre a superficie
de titAnio em intervalos de tempo maiores,com a finalidade de conhecer
a porcentagem maxima de liberagdo da sinvastatina, verificar se existem
alteracdes fisico-quimicas da droga ou do copolimero, assim como
mudancasde pH, que poderiam afetar a taxa de liberacdo do farmaco.
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5 CONCLUSAO

Podemaos concluir que neste estudo houve uma liberagdo lenta e
controlada da sinvastatina através do PLGA na superficie de titanio,
atribuida a um mecanismo de transferéncia de massa difusional. A
presencga de uma incorporagdo da sinvastatina ao polimero, além de uma
topografia de revestimento uniforme e continua, permite considerar a
utilizacdo destes agentes como revestimento terapéutico em implantes
dentarios, auxiliando na osseointegracéo.
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Figura 1. Curva de calibracdo da absorbancia em funcdo da concentracdo de
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Figura 2a. Residuos no disco # 1 do grupo 2 ajustado ao modelo de Ridger &
Peppas
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Figura 2c. Residuos no disco# 3do Grupo 2 ajustado ao modelo de Ritger &
Peppas
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% de Liberagdo

Tempo (horas) | disco 1 | disco2 | disco3 | disco4 | Média | DP
0 0 0 0 0 0

7,35 6,52 7,5 7,4 7,191 0,39

7,21 6,95 7,86 7,9 7,481 0,41

24 9,66 9,04 10,23 10,33 9,821 0,52
72 14,24 14,28 15,63 14,36 14,63]0,58
168 14,5 14,75 15,56 15,83 15,16 0,55
240 15,07 15,62 17,34 18,37 16,6(1,32
312 15,91 16,09 19,23 21,08| 18,08]|2,18
456 16,97 17,05 21,21 21,76| 19,25|2,25
600 19,54 18,66 21,29 25,75 21,31]2,73

Tabela 1. Porcentagem de liberagdo da SIN em fungdo do tempo a partir do
PLGA nos discos de titanio a 37°C em PBS sob agitagéo.
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Peso Inicial Grupo 2 (gr) Peso Final Grupo 2(gr)
0,6410 0,6416
0,6354 0,6360
0,6365 0,6370
0,6467 0,6471

Total 2,559gr Total 2,5616gr

Tabela 2. Peso inicial dos discos do grupo Grupo 2 e ap6s 25 dias de liberagdo
de Sinvastatina em PB

Disco 1

Tempo | SIN abs Meio | Alig. | FD | [] Q pH
(min) | (mg) (mL) | (mL) Ho/mL | (%)

0 0,1376 - - - - 0,00 |-

2 0,0044 | 20 3 1 0,51 735 |74
4 0,0037 | 20 3 1 0,50 721 |74
24 0,0162 | 20 3 1 0,66 966 |74
72 0,0395 | 20 3 1 0,98 14,24 | 7,4
168 0,0408 | 20 3 1 1,00 1450 | 7,4
240 0,0437 | 20 3 1 1,04 15,07 | 7,4
312 0,048 | 20 3 1 1,09 1591 | 7,4
456 0,0534 | 20 3 1 1,17 16,97 | 7,4
600 0,0665 | 20 3 1 1,34 1954 | 7,4

Tabela 3 . Dados da liberagdo de SIN em (ug/ml e % de liberagcdo no disco 1
submerso em 20ml de PBS - pH7,4 a 37 °C sob agitagdo constante de 30 rpm
por 600 horas.




71

Disco 2

Tempo | SIN abs Meio | Alig. | FD | [] Q pH
(min) | (mg) (mL) | (mL) Hg/mL | (%)

0 0,1376 | - - - - - 0,00 |-
2 0,0002 | 20 3 1 0,45 6,52 | 7,4
4 0,0024 | 20 3 1 0,48 6,95 |74
24 0,013 | 20 3 1 0,62 9,04 |74
72 0,0397 | 20 3 1 0,98 1428 | 7,4
168 0,0421 | 20 3 1 1,01 1475 | 7,4
240 0,0465 | 20 3 1 1,07 15,62 | 7,4
312 0,0489 | 20 3 1 1,11 16,09 | 7,4
456 0,0538 | 20 3 1 1,17 17,05 | 7,4
600 0,062 |20 3 1 1,28 18,66 | 7,4

Tabela 4 . Dados da liberagdo de SIN em (ug/ml) e % de liberacdo no disco 2
submerso em 20ml de PBS - pH7,4 a 37 °C sob agitacdo constante de 30 rpm
por 600 horas.

Disco 3

Tempo | SIN abs Meio | Alig. | FD | [] Q pH
(min) | (mg) (mL) | (mL) Ho/mL | (%)

0 0,1376 | - - - - - 0,00 |-

2 0,0052 | 20 3 1 0,52 750 |74
4 0,007 |20 3 1 0,54 786 |74
24 0,0191 | 20 3 1 0,70 10,23 | 74
72 0,0466 | 20 3 1 1,08 15,63 | 7,4
168 0,0462 | 20 3 1 1,07 15,56 | 7,4
240 0,0553 | 20 3 1 1,19 17,34 | 74
312 0,0649 | 20 3 1 1,32 19,23 | 74
456 0,075 | 20 3 1 1,46 21,21 | 7,4
600 0,0754 | 20 3 1 1,46 21,29 | 7,4

Tabela 5 . Dados da liberagdo de SIN em (ug/ml) e % de liberagdo no disco 3
submerso em 20ml de PBS - pH7,4 a 37 °C sob agitacdo constante de 30 rpm
por 600 horas.
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Disco 4

Tempo | SIN abs Meio | Alig. | FD | [] Q pH
(min) | (mg) (mL) | (mL) Hg/mL | (%)

0 0,1376 | - - - - - 0,00 |-
2 0,0047 | 20 3 1 0,51 740 |74
4 0,0072 | 20 3 1 0,54 790 |74
24 0,0196 | 20 3 1 0,71 10,33 | 7,4
72 0,0401 | 20 3 1 0,99 1436 | 7,4
168 0,0476 | 20 3 1 1,09 1583 | 7,4
240 0,0605 | 20 3 1 1,26 18,37 | 7,4
312 0,0743 | 20 3 1 1,45 21,08 | 7,4
456 0,0778 | 20 3 1 1,50 21,76 | 7,4
600 0,0981 | 20 3 1 1,77 25,75 |74

Tabela 6. Dados da liberacdo de SIN em (ug/ml) e % de liberagcdo no disco 4
submerso em 20ml de PBS - pH7,4 a 37 °C sob agitacdo constante de 30 rpm
por 600 horas.

K n R
Disco 1 0,31 0,18 0,9905
Disco 2 0,3 0,19 0,992
Disco 3 0,28 0,2 0,9926
Disco 4 0,19 0,24 0,9903

Tabela 7.Resultados do ajuste da equagéo de Ridger & Peppas
para liberacdo da Sinvastatina a partir do PLGA nos discos de titanio.
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Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2
Ra®" Ra®? Ra®"
0,1070 0,5250 0,4230
Discoi=1 0,1940 0,5600 0,3770
0,1980 0,4880 0,4780
0,1090 0,1370 0,2070
Disco i=2 0,1140 0,1440 0,2270
0,1650 0,1190 0,1760
0,1060 0,4250 0,5610
Disco i=3 0,1310 0,4180 0,5710
0,1100 0,2640 0,7600
Tabela 8. Medidas de Ra dos trés discos em triplicata (i=1, 2, 3) para cada
Grupo.
Média Desvio
Grupos N amostral Amostral
1(PLGA) 3 0,34267 0,19749
2(SIN+PLGA) 3 0,42 0,21373
Combinada 6 0,38133 0,20577
Estatistica de 0,0494
Levene(quadratica) 6
Graus de Liberdade 14
p-valor 0,8349

Tabela 9. Teste para a varidncia 6= 6°, com método Levene-quadrético




