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RESUMO

O avango tecnologico atrelado as consequéncias ambientais, vem conduzindo ao
aprofundamento e investigacdo na area de novos materiais sustentaveis e/ou biodegradaveis.
Os polimeros biodegradaveis emergem como uma excelente alternativa, pois além de serem
decompostos ao longo do tempo, podem ser aplicados em diversos segmentos, incluindo a area
da saude. Atualmente, o0 emprego de protdtipos poliméricos fabricados por impressao 3D, com
ou sem a adicdo de farmacos, representa uma inovacgao na regeneracdo e/ou suporte de tecidos
bioldgicos. No entanto, esta é uma estratégia desafiadora, pois é necessario o conhecimento de
condicdes especificas de processamento do polimero e seu comportamento na interface
biomaterial e tecido bioldgico. Este projeto propde desenvolver um arcabouco de polibutileno
adipato co-tereftalado (PBAT) e incorporar a sua composi¢do, um farmaco com atividade
antimicrobiana, sulfato de gentamicina, em diferentes concentragdes: 0,5; 2,0; 5,0% (m/m). Os
arcaboucos foram produzidos por prototipagem 3D através do processo de modelagem por
fusdo e deposicao, através, do qual, um filamento termoplastico é aquecido por uma matriz de
extrusdo até sua fusdo. Em seguida, o material € depositado em uma bandeja que da forma ao
objeto desejado. A temperatura utilizada para impresséo foi de 150°C no bico de extruséo e
30°C na mesa coletora. A velocidade de impressdo foi de 80% da capacidade total da maquina.
Os protétipos foram analisados por técnicas de caracterizacdo como MEV, TGA, FTIR-ATR,
WCA e ensaios microbioldgicos quantitativos e qualitativos. A analise microscopica revelou
que a adicdo de gentamicina possivelmente alterou o tamanho dos poros dos protétipos. A
analise térmica (TGA) mostrou que a adicdo de gentamicina alterou a estabilidade térmica do
material, quando comparada ao polimero puro, sem adi¢do do farmaco. Apesar de ndo ser
possivel detectar a adicdo de gentamicina por FTIR-ATR pode-se verificar que a mesma esta
presente no material através da mudanca da molhabilidade da superficie por WCA. Além disso,
0s ensaios microbiologicosrevelaram que mesmo ap0s 4 meses de armazenamento, 0S
protétipos mantiveram sua capacidade de inibi¢do do crescimento bacteriano. Com isto, pode-
se concluir que a producéo de protétipos de PBAT com adi¢do de gentamicina por impressao
3D voltado para a regeneracéo de tecidos, possui potencial para ser implementado como opgéo

de tratamento em saude.

Palavras-chave: Impresséo 3D, Sulfato de gentamicina, biopolimero, PBAT.



ABSTRACT

With the science and society advancement, it was necessary to invest and research for
sustainable and biodegradable polymers. Biodegradable polymers are an excellent alternative,
they can decompose and have applications in the medical field. The use of polymeric scaffolds
by 3D printing with the addition of drugs to their composition can be used for tissue
regeneration. The objective of this work is to develop a co-terephthalated polybutylene adipate
(PBAT) scaffold with the addition of different concentrations of gentamicin sulfate, 0.5; 2.0;
5.0% (w/w). The scaffolds were produced by 3D printing t by a fusion and deposition process,
through which a thermoplastic filament is heated by an extrusion die to melt and be deposited
in a tray forming the desired object. The printing temperature was 150 ° C at the extrusion
nozzle and 30 ° C at the collecting table. The printing speed was 80% of the machine’s total
capacity. The prototypes were analyzed by characterization techniques such as SEM, TGA,
FTIR-ATR, WCA and quantitative and qualitative microbiological tests. Through SEM it can
be verified that the addition of gentamicin to the polymer was able to modify the pore size of
the prototype. In TGA the increase in the degradation temperature of the PBAT was observed.
Itis not possible to detect the addition of gentamicin by FTIR-ATR, but it can be verified that
it is present in the material by changing the surface wettability by WCA. In the microbiological
tests, the results were favorable, showing that the scaffold has a great capacity to inhibit
bacterial growth. In conclusion, the production of PBAT prototypes with the addition of
gentamicin by 3D printing for tissue regeneration, can be implemented as a treatment option in

the future.

Keywords: 3D printing, gentamicin sulfate, biopolymer, PBAT.
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1. INTRODUCAO

O conceito “biomaterial polimérico” representa uma ampla faixa de produtos, de
origem natural ou sintética, com potencial de aplicacdo em diversos setores, dentre estes
a area médica. Em medicina regenerativa, os biomateriais podem ser elaborados na forma
de matrizes poliméricas (filmes), suportes (proteses), hidrogéis, stents coronarianos, etc.
No entanto, todos irdo atuar para promover a recuperacdo e regeneracao de tecidos
lesionados. [1][2]

Os biopolimeros podem ser originarios de fontes renovaveis, assim conhecidas
por ter um ciclo de vida consideravelmente menor em comparacao as fontes fosseis; e
naturais, como o milho, celulose, batata, cana-de-agucar. Porém, a denominacdo
biopolimero também pode ser empregada para polimeros originarios de fontes fosseis,
oriundos do petroleo ou até mesmo de misturas do petréleo com outras fontes de
biomassa. Dentre 0s mais conhecidos, obtidos de fontes fosseis estdo as
policaprolactonas, poliesteramidas, copoliésteres alifaticos e copoliésteres aromaticos.[3]
Vale ainda citar, dentro desta classe, o poli(butilenoadipato-co-tereftalato) - PBAT,
polimero sintético e biodegradavel, constituido por unidades de um monémero alifatico

e um mondmero com presenca de um grupo aromatico.[4]

O emprego de biopolimeros na elaboracdo de biomateriais, aplicados a
regeneracdo de tecido 6sseo € uma alternativa interessante aos tradicionais enxertos, uma
vez que ndo provocam danos ao tecido saudavel e reduzem as chances de contaminagoes
bacterianas. [5] As caracteristicas do biomaterial dependem de seu destino final, porém é
possivel destacar um conjunto de propriedades frequentemente analisadas para que o

emprego do produto seja vidvel e economicamente atraente.

Dentre os requisitos de interesse, pode-se levar em consideracdo alguns destes
fatores, ou sua totalidade, dependendo do local do corpo a ser implantado:
biocompatibilidade, hematocompatibilidade (dependendo da aplicagéo), citotoxicidade
(capacidade do material em ser atdxico frente as células humanas), estimulos de adesao
e proliferagéo celular, propriedades fisicas como a morfologia da superficie do material,
rugosidade, porosidade, permeabilidade, molhabilidade e, por fim, as propriedades
mecanicas. As propriedades quimicas do material tais como a densidade, estabilidade
quimica, resisténcia a esterilizacdo e a degradacdo também precisam ser cuidadosamente

avaliados . [2]



Biomateriais aplicados como suporte mecénico, por exemplo, os arcaboucos
poliméricos, podem atuar estimulando o crescimento de células no local de aplicagdo.
Isso ird ocorrer, pois sua estrutura geralmente é projetada para mimetizar a estrutura
tridimensional do meio o qual sera inserido. Consequentemente, sua morfologia acaba
colaborando para a proliferacao tecidual. Outra vantagem deste tipo de biomaterial € a
possibilidade que o0 mesmo atue como veiculo de entrega de farmacos no organismo.
Assim, podera combater por exemplo, possiveis infeccGes ocasionadas por contaminagao

bacteriana no tecido lesionado.[5]

Uma das formas mais eficientes de construcdo de biomateriais poliméricos é
através da prototipagem rapida, por processo de impressao3D. Por ser uma técnica rapida
e inovadora, permite a criacdo de diferentes arquiteturas para o biomaterial, a0 mesmo

tempo em que auxilia na adequacdo do suporte ao local de aplicacédo [6]

2. ESTADO DA ARTE

2.1. Poli(Butilenoadipato-co-tereftalato) (PBAT)

O PBAT (Fig. 1), poli(butilenoadipato-co-tereftalato) € um polimero sintético
biodegradavel, constituido por copoliéster alifatico-aromatico de cadeia linear e flexivel,
obtido através da polimerizacdo em etapas do poli(butilenoadipato) e poli(butileno
tereftalato) [7]. O mondmero alifatico com sua cadeia linear é responsavel por fornecer
propriedades de flexibilidade além de influenciar na boa degradabilidade do material, ja
0 mondmero aromatico representa a boa estabilidade térmica e propriedades mecanicas
do material.[4] Comercialmente conhecido como Ecoflex®, o PBAT é comercializado
desde a década 90 pela empresa alemd BASF. Pode ser processado como 0s plasticos
convencionais devido a suas propriedades fisico-quimicas, térmicas e mecanicas sendo
utilizado em extrusdo de filmes, chapas, monofilamentos, sopro, termoformacao a vacuo,
injecdo e colaminacgdo com papel. [4] Este polimero é totalmente livre de metais pesados,
nédo apresenta toxicidade, em cumprimento com a Food and Drug Administration (FDA),

além de ser totalmente biodegradavel gerando apenas agua, dioxido de Carbono e



biomassa no final do seu rdpido processo de decomposicdo, em compara¢do com
polimeros como o PET, que é favorecido pela sua estrutura linear e presenca de
heterodtomos e carbonilas. [8], [9]

A degradagdo do PBAT em solo pode ocorrer por agcdo de microrganismos, como
bactérias e fungos, que secretam enzimas capazes de promover a lise o polimero enquanto
se desenvolvem na superficie do material. Além disso, hd maior tendéncia de ocorrer a
degradagdo no mondmero alifatico. Em filmes de de PBAT a degradacdo por
microrganismos ocorre em 45 dias, e tende a ocorrer por reacdes de hidrolise das ligagdes
éster na presenca de agua, além disso, a hidrolise também pode ocorrer em temperaturas
entre 150°C e 200°C. [10]

Por ser biodegradavel, atdxico e livre de metais pesados, o PBAT apresenta
potencial para ser empregado na area da saude, por exemplo. Porém, como o PBAT
processado possui uma superficie hidrofébica, acaba atuando como um material inerte,
sem interacdo com o ambiente bioldgico. Por esta razdo, dependendo da aplicagdo e
interesse na area da saude, pode ser util realizar uma modificacao superficial do polimero,
a fim de conferir maior hidrofilicidade ao material. [11], [12]. Dentre as formas de
modificar a superficie, pode-se utilizar a radiacdo UV fotoinduzida, feixe i6nico e
utilizacdo de nanoparticulas,[13][14] ou ainda, a adi¢cdo de um componente capaz de
modificar a interacdo da superficie com o meio hidrofilico, como no caso da adicdo da
adicdo do farmaco nisina ao PBAT observado por Zehetmeyer[15], modificacdo capaz de

alterar a hidrofilicidade da superficie do polimero.
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Figura 1. Estrutura quimica do PBAT por Kashi et al,2016. [16]

O PBAT por ser um termopléastico pode ser utilizado como material de extruséo
para a técnica de impressdo 3D (fusdo por deposi¢do), visando a producdo de uma
estrutura tridimensional que auxilie na regeneracdo celular. Estudos realizados por
Carrow et al.[17] demonstram que arcaboucos (suportes tridimensionais) de blendas de

PBAT possuem potencial aplicacdo para a regeneracédo de tecidos 0sseos.



2.2.Sulfato de Gentamicina

Descrita inicialmente em 1963 por Weinstein e colaboradores a gentamicina € um
produto da fermentagdo do actinomiceto Micromonospora echinospora.[18] A
gentamicina € um aminoglicosideo, sendo um antibidtico capaz de inibir o crescimento
bacteriano abrangendo um largo espectro, ou seja, € capaz de combater bactérias gram-
negativas e gram-positivas. Seu mecanismo de agdo envolve sua ligagdo ao RNA
bacteriano, esta ligacdo pode levar ao bloqueio da sintese proteica ou gerar proteinas ndo

funcionais, levando a bactéria a morte. [18]

Sua indicacdo ¢é realizada para varios tipos de tratamentoss como: tratamento de
infeccbes Osseas, endocardite, doenca inflamatéria pélvica, meningite, pneumonia,
infeccdo do trato urinario e sepse. [19],[11] Também pode ser empregada no tratamento
de pacientes imunodeprimidos infectados com bactérias oportunistas, além de poder ser
utilizada no combate de algumas células cancerigenas e para o tratamento de algumas
doencas hereditarias como as associadas com a parada da leitura prematura do ribossomo.
[18]

OH
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HsC Q HN 75
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Figura 2. Estrutura quimica da Gentamicina.[21]

A gentamicina € estavel em temperatura ambiente e em uma faixa de pH entre 6
e 8. E considerada um produto insoltvel em agua (50 mg/mL), além de ser praticamente
insolivel em &lcool e demais solventes organicos. Sua fusdo pode ocorrer entre o
intervalo de temperaturas 218 a 237 °C. [22][23]

Estudos realizados por Oliveira et al. [24] indicam que sua aplicagdo ocorre de
forma mais eficiente em meio aer6bio e em pH alcalino, devido a necessidade de

oxigénio para o transporte ativo nas células microbianas.[22]

A incorporacéo de sulfato de gentamicina a um material polimérico, constituindo

um sistema de liberacéo de farmaco, foi estudada por Gemeinder [20]. Onde se avaliou a



liberacdo do farmaco por meio do material polimérico, para o tratamento de infec¢oes
graves, como um possivel biomaterial. No estudo realizado por Scheibel [22] foi avaliado
o0 potencial de biomaterial de curativos produzidos com PBAT e incorporados com sulfato

de gentamicina, voltados para o tratamento de tecidos lesionados.

2.3. Engenharia de Tecidos

O conceito de Engenharia de Tecido surgiu nos Estados Unidos por volta de 1980
com o objetivo de mitigar com a escassez de doadores de para transplantes de 6rgaos.
[25]

Trata-se de uma ciéncia multidisciplinar voltada para o desenvolvimento de
biomateriais, com bioatividade, focados em estratégias para substituir ou reparar tecidos
e/ou Orgaos do corpo humano, utilizando conhecimentos de quimica, fisica, biologia e
engenharias. [12] Essa area vem ganhando destaque na area médica por diversos fatores,
dos quais pode-se destacar: o envelhecimento da populagdo mundial, aumento da
expectativa de vida, aumento do poder aquisitivo e padrdo de vida em paises em

desenvolvimento, melhorias tecnoldgicas facilitando o tratamento de enfermidades.[13]

Uma das atuacGes dentro desta ciéncia é o desenvolvimento de arcaboucos ou
suportes que auxiliam na proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular, mimetizando a
matriz extracelular de forma a promover a regeneracédo do tecido lesionado. [14]

Estes suportes/arcabougos podem ser produzidos a partir de ceramicas, metais,
biovidro ou polimeros, naturais ou sintéticos. A etapa de escolha do material que ird
compor a estrutura do suporte possui grande importancia, pois suas propriedades fisicas
devem estar adequadas ao ambiente de sua insercdo. Neste trabalho, o protétipo
produzido para servir como suporte polimérico sera empregado para regeneragdo de
tecido 6sseo. Neste sentido, 0 material precisa ser avaliado cuidadosamente, quanto aos
seguintes parametros: biocompatibilidade, porosidade, propriedades quimicas e
resisténcia mecanica compativel com os tecidos em seu ambiente, sendo capaz de suportar
tensoes in vivo. [27],[28]

Com o aumento da expectativa de vida, acabam surgindo doencas ésseas,
normalmente relacionadas a sobrecarga da estrutura fisica.[29] Portanto, a manutengao
da qualidade de vida necessita de novas tecnologias que sejam capazes de atender a
populacdo de forma rapida, eficiente e barata de forma a minimizar a necessidade de

procedimentos cirargicos de alta complexidade, como a necessidade de autotransplantes,



que embora reduzam a taxa de rejeicdo do organismo necessitam que seja retirada uma
parte de um tecido saudavel do paciente para implantar em area lesionada. De forma a
facilitar o procedimento, a utilizagdo de biomateriais voltados para a medicina
regenerativa pode ser uma opcao viavel, pois o biomaterial é projetado especificamente
para 0 meio em que esta inserido. Além disso, ndo deve ser citotdxico e, dependendo da
area a ser aplicado, ndo necessita de substituicio ou remocgdo; o que reduz
consideravelmente os riscos de rejeicdo ao material implantado. [5]

O corpo humano possui 206 0ssos. O tecido 6sseo é dindmico e possui
vascularizacdo, também apresenta capacidade de renovacdo e diversas fungdes, como
locomocdo, protecdo de 6rgdos, sustentacdo do corpo e articulagdes, além de atuar como
um importante reservatorio de célcio e fosfato. [30]

Os arcaboucos voltados para a aplicacdo em regeneracdo de tecidos 0sseos devem
permitir a proliferacdo e adesdo celular além de se integrarem ao tecido hospedeiro. Para
iSso, é interessante que o0s poros (abertura entre as camadas de filamento polimérico) pelos
quais as células irdo crescer e se multiplicar devem variar entre 20 e 1500
pum.[31][32][33]

Para este projeto, estd sendo proposto um modelo de arcarbouco, conforme a
figura 3. As dimensdes sdo: 0,5 cm de altura e 1,5 cm (de largura e profundidade), a
figura 4. apresenta as vistas frontal, superior e lateral do arcabougo, e suas devidas
proporcdes. O espacamento estre 0s poros da estrutura € de 0,1 cm por 0,1 cm, ou como

demonstrado pela Figura 5. Imm por 1mm.

Figura 3. Estrutura do arcabouco em CAD vista isométrica escala (10:1).
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Figura 4. Desenho técnico representativo das vistas do arcabougo polimérico, escala
(10:1).
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Figura 5. Representacdo do dimensionamento dos poros do arcabougo polimérico.

2.4. Impressao 3D

A obtencéo dos arcaboucos pode ser realizada através da da impressao 3D. As
evolugdes que vem ocorrendo nesta tecnologia tem atraido um interesse significativo de
pesquisadores, pois além de agregar as propriedades de interesse € possivel fabricar
dispositivos em pequenos intervalos de tempo e com baixo custo. [17]

A impressdo 3D pode ser considerada um dos elementos da quarta revolugéo
industrial, surgida em 1984 e desenvolvida por Charles Hull, a chamada estereolitografia,
consistia em um processo onde laminas de resinas poliméricas eram curadas por luz U.V
e adicionadas sucessivamente, camada por camada, até formar um objeto tridimensional.

O primeiro objeto a ser criado desta forma foi uma ldampada a base de resina. [34]

Nos anos 90 surgiram aperfeicoamentos de hardware e software que permitiram a
impressdo 3D chegar a novos espacgos, como a area médica, onde proteses e Orteses

poderiam ser obtidas facilmente para auxiliar no tratamento de pacientes. Em 1998 Scott



Crump elaborou um método de impressdo 3D que gerava modelos tridimensionais
baseado em um processo de extrusdo, chamado método de fusdo por deposi¢do (FDM).
O método consiste em fundir um material termopléstico na cabeca da impressora que €
depositado através de um bico de extrusdo, camada por camada em uma bandeja receptora
(podendo esta estar aguecida ou ndo), obtendo o modelo 3D proposto por programas de
computador, como o CAD (desenho assistido por computador). O arquivo gerado no
programa de solidos deve ser convertido para o formato .stl (linguagem padrdo de
tridangulos). Pois nesse formato as superficies da peca sdo descritas por superficies
triangulares que possuem seus vertices descritos pelas coordenadas X,y e z ortogonais,
que quando lidas pelo software da impressora séo fatiadas sempre em relacdo paralela a
um plano de referéncia e transformadas em linguagem G-code (codigo G) que instrui a
impressora a imprimir linha a linha, superficie a superficie. Quanto maior o fatiamento
realizado pelo programa operacional da impressora maior sera a capacidade de precisdo
de impresséo, obtendo um objeto mais similar ao modelado por computador e com
menores imperfei¢des. [35]

Uma das vantagens da impressdo FDM é que além de ser uma das técnicas de
impressdo 3D mais acessiveis e baratas, este método ndo requer a utilizacéo de solventes

para a produgdo do modelo tridimensional.[36]
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Figura 6. Diagrama esquematico do processo de extruséo e deposicdo FDM baseado
no modelo apresentado por Zein et al.; 2002. [20]

O equipamento de impressdo 3D FDM ¢ constituido por duas unidades, uma das
unidades é o cabecote, onde ficam localizados o bloco aquecedor que ird fundir o material

plastico e o bico de extrusdo responsavel por depositar o termoplastico fundido sobre a



mesa coletora, como demonstrado na figura 6. O cabecote da impressora € responsavel
pelos movimentos nos eixos x e y do equipamento, sendo capaz de fazer o desenho das
superficies de cada camada que irdo constituir o solido. A outra unidade do equipamento
é responsavel pelos movimentos da mesa coletora que se move no eixo z, a fungédo desta
unidade é se movimentar conforme o material vai sendo depositado, se distanciando da
altura do bico conforme cada camada é depositada, permitindo assim, que a nova camada
seja depositada sobre a camada anterior. [38]

As pecas 3D produzidas por esse meétodo de impressdo possuem certas
caracteristicas, uma delas é que se pode-se verificar a interface entre as camadas, podendo
ser observada a olho nu, possuindo uma forma levemente arredondada devido a forma
como o filamento sai pelo bico de extrusao, esse efeito aumenta a rugosidade da superficie
externa do objeto impresso. [38]

Ja a partir de 2010 a impressao 3D alcancou patamares mais elevados, podendo
ser aplicada em larga escala, como na linha de producdo de grandes empresas como
General Motors e a Mercedes-Benz. Adicionalmente, a tecnologia passou a ser
empregada para a obtencéo de arcaboucos para regeneracao celular, obtencdo de 6rgaos
artificiais e funcionais e proteses. [39]

Portanto, por ser uma técnica altamente versatil, a impressdo 3D permite a
obtengdo de objetos simples e aprimorados, pequenos e grandes, que vdo desde um
simples suporte polimérico, passando pelo desenvolvimento de 6rgdos artificiais e

chegando até a “impressdao” de uma casa. [40]

3. SITUACAO ATUAL

A impressdo 3D é uma técnica muito versatil, que pode ser aplicada em varios
segmentos, tanto em pesquisa basica quanto aplicada. Na area académica, tem sido cada
vez mais proeminente o uso de impressdo 3D com distintas aplicacfes em engenharia
tecidual. Consultando a base de dados Web of Science, Figura. 7, podemos constatar que
a utilizagdo de impressdo 3D na engenharia de tecidos esta em processo de ascensdo. Ao
empregar as palavras-chave: 3D Printing and Tissue Engineering, observa-se que nos

ultimos 11 anos, foram encontradas 3.106 publicacdes.
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Ao realizar uma segunda busca apenas com a palavra-chave: 3D Printing, foram
encontradas 35.722 publicacfes. Dentre as areas em destaque, aparece a Ciéncia dos

Materiais, responsavel por 20,79% das publicacdes.
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Figura 7. Numero de citagdes entre os anos de 2010 e 2021, empregando as palavras-
chave: 3D printing e Tissue Engineering (a) e apenas (b) 3D printing

Fonte: Web of Science acesso em 24/05/2021.

Ao realizar a busca empregando as palavras 3D Printing e PBAT, na base de dados
do Web of Science o nimero de citacbes e publicacdes no periodo de 2010 a 2021 é
consideravelmente menor, contendo o total de 15 publica¢des sobre o tépico, 0 que pode

revelar um assunto em iminente ascensdo (Figura. 8).

3D printing and PBAT
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Figura 8. Numero de citacGes entre os anos de 2010 e 2021, empregando as palavras-
chave: 3D Printing and PBAT.
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Fonte: Web of Science acesso em 24/05/2021.

Tambem foram realizadas buscas empregando a palavra-chave Gentamicin

Sulfate, porém, ndo foram encontradas referéncias para o tdpico, o que pode indicar o

pioneirismo deste projeto ao produzir um biomaterial composto pelo polimero PBAT e

sulfato de gentamicina através da técnica de impressao 3D FDM.

4. OBJETIVO GERAL

Este projeto tem por objetivo a obtencdo de arcabougos poliméricos por impressdo

3D, constituidos por PBAT e com incorporacao de farmaco com atividade antibacteriana.

4.1 Objetivos especificos

Desenvolver filamentos poliméricos a partir do polimero sintético
poli(butilenoadipato-co-tereftalato) (PBAT) e o farmaco sulfato de gentamicina,
empregando uma extrusora Haake;

Obter arcaboucos poliméricos a partir dos filamentos, empregando a técnica de
impressédo 3D;

Realizar ensaios biologicos para avaliacdo qualitativa e quantitativa da atividade
antimicrobiana;

Realizar o estudo de custos para viabilizar a producgédo dos protétipos poliméricos

por impresséo 3D.

5. PROPOSTA TECNOLOGICA
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Uma das consequéncias do aumento da expectativa de vida da popula¢do mundial
é a sobrecarga dada ao tecido dsseo. Os problemas 6sseos podem se originar a partir de
varias condi¢Bes, como traumas, doengas 0Osseas, envelhecimento e tumores. Neste
interim, algumas infec¢bes podem ser dificeis de tratar, pois 0 processo de cura através

de métodos tradicionais pode ser demorado e dolorido ao paciente.

Em se tratando de medicina convencional onde sdo utilizadas reconstrucfes
cirargicas e substituicbes, apesar de serem técnicas consideradas eficazes, possuem
limitagdes. Muitas vezes o processo cirdrgico ou 0 uso de proteses, por exemplo, pode
gerar rejeicdo ou até mesmo ndo atender as funcionalidades bioldgicas do tecido que
necessita ser regenerado. A engenharia de tecidos busca o emprego de diversos materiais
que possam se adaptar ao corpo humano de forma a promover a regeneracao de uma area
lesionada ou a substituicdo completa através do uso de proteses. Neste sentido, o principal
foco de um biomaterial é fazé-lo de forma a superar os limites que o tratamento
convencional fornece, criando materiais que possam ser implantados no paciente, sem
rejeicdo e com o crescimento celular necessario para a formacgdo do novo tecido. Neste
caminho, um fator a ser considerado é a quimica de superficie do material. Nesta interface
ocorre a interacdo entre o arcabouco e meio biolégico: o polimero funciona como um
substrato para as células ao mesmo tempo que propicia meio paraa adesao e proliferacdo
celular.[41] Aléem da superficie, o biomaterial precisa ser biocompativel e possuir poros
com dimensdes que permitam o desenvolvimento do tecido. Portanto, precisa coexistir
uma harmonia entre arquitetura, resisténcia mecanica e atividade quimica e bioldgica.
[42]

O PBAT por ser um polimero biodegradavel é capaz de se degradar rapidamente
em relacdo a outros polimeros, sendo livre de metais pesados. Também vem
demonstrando um alto potencial para a aplicagdo em engenharia de tecidos, pois se mostra

atoxico frente ao crescimento celular. [12]

Dentre as técnicas de processamento, a impressdao 3D apresenta-se como uma
proposta viavel, promissora e com e baixos custos de manutencéo. Seu emprego através
do método de FDM permite a fabricacdo de arcabougos poliméricos com adicdo de
farmaco, tornando estes suportes uma alternativa funcional e inovadora frente as
tecnologias tradicionais. Este projeto visa a producéo de arcaboucgos poliméricos, 0s quais

serdo processados com a incorporacgdo de um farmaco antibacteriano.
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Figura 9. Aplicagdo dos arcabougos.

O arcabouco constituido por PBAT com adic¢do de sulfato de gentamicina terd o
proposito de servir como suporte ao mesmo tempo em que inibe a possibilidade de
proliferacdo bacteriana no local lesionado. A proposta deste projeto é que o sistema
arcabouco/farmaco seja integrado ao meio biologico e o farmaco seja liberado
diretamente no local lesionado, combatendo possiveis infec¢bes causadas por bactérias.
Para o polimero em questdo (PBAT), ndo foram encontrados indicios de toxicidade frente
as células humanas, segundo Rodrigues et al.[11] que investigou a viabilidade de fibras
de PBAT para crescimento celular . Portanto, existe a possibilidade que o material
implantado seja parcialmente degradado até que sua remocdo seja realizada. Neste
periodo, o biomaterial devera servir como suporte por tempo determinado, como exemplo

de aplicacdo: placas cranianas com atividade antimicrobiana.
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6. METODOLOGIA

6.1 Producéo dos Filamentos:

A extrusdo ¢ o processo mais utilizado na fabricago de artigos poliméricos. E um
processo que consiste na fusdo e homogeneizacdo de pellets de material polimérico a
determinadas temperaturas. O material fundido é empurrado através de roscas mecanicas
do equipamento, a carga viscosa é entdo forcada a passar através de um orificio da matriz
e se solidificar em formato de filamento, ao entrar em contato com a 4gua em temperatura
ambiente. ,O filamento deve ser extraido da matriz de forma continua a fim de se manter

o diametro desejado para 0 mesmo. [43]

Foram utilizados pellets do polimero Ecoflex® juntamente com diferentes
concentragdes de sulfato de gentamicina: 0,5; 2,0 e 5,0% de gentamicina em uma relagéo
a massa do polimero PBAT. Foram obtidas misturas solidas que foram depositadas
lentamente e de forma continua em uma extrusora Haake dupla rosca aquecida
previamente a 150°C em todas regibes da extrusora. O filamento foi extrusado e
mergulhado em um tanque de &gua para resfriamento. Em seguida, foi removido
manualmente e continuamente a fim de se obter um filamento de diametro homogéneo e
adequado para a utilizagdo em impressora 3D. O didmetro do filamento foi averiguado

com o auxilio de um paquimetro, para que fosse mantido em 1,75 mm.

Figura 10. Filamentos obtidos apds a extrusao.

6.2 Impresséo dos arcaboucos poliméricos
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Para a obtencao dos arcaboucos poliméricos foi utilizada uma uma impressora 3D
da marca Cliever, modelo CL1 que esta demonstrado pela figura 11. O modelo digital dos
arcaboucos foi elaborado utilizando o software SolidWorks, e a escolha dos mesmos foi
baseada em modelos previamente descritos na literatura. A temperatura durante as
impressdes do material foi de 150°C no bico de extrusdo e 30°C na mesa coletora. A
velocidade ndo ultrapassou 80% da capacidade total da maquina. Foram obtidos 10
arcaboucos poliméricos para cada concentracdo de gentamicina (0,5; 2,0 e 5,0% m/m) e

10 de PBAT puro para fins de comparacéo.

Figura 11. Impressora Cliever CL1.

Para a impressao dos arcaboucos de PBAT e PBAT com diferentes concentracfes
de gentamicina foram realizados uma série de ensaios preliminares e foram criados

padrdes de processamento, conforme descrigdo a seguir:

5.2.1.Parametros de impressao:

e Densidade (%): 99%

e [Espessura das paredes: 2

e Diametro do bico (mm): 0,3

e Altura entre camadas (mm): 0,14
e Espessura da base: 2

e Espessura do topo: 2

e Velocidade de impresséao (%): 80%
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e Diametro do filamento (mm): 1,75

e Correcdo de altura z (mm): 7,4

e Temperatura do extrusor: 150°C

e Temperatura bandeja coletora primeira camada: 30°C

e Temperatura bandeja coletora demais camadas: 30°C

Figura 12. Scaffold produzido.

Durante o processo de impressdo, a maquina delimita o comprimento de filamento
que sera utilizado para a construcdo da peca, bem como o tempo que o processo de

impressdo levara e o valor de custo para producéo de cada peca.
5.4.2.Informac0es de impressao:

e Comprimento total (mm): 15,02
e Largura total (mm): 15,02

e Alturatotal (mm): 5,45

e Filamento gasto (mm): 265,50

e Tempo estimado: 27 minutos e 34 segundos

6.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO
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A seguir sdo descritas as técnicas utilizadas para a caracterizacdo dos arcaboucos,

bem como os equipamentos utilizados e os parametros de analise.
6.3.1.Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de Varredura é uma técnica que fornece informacgoes
sobre a topografia da amostra. Seu principio é baseado na incidéncia de um feixe de
elétrons acelerado, sob vacuo, até chegar na amostra, transmitindo um sinal que resulta
da interacdo do feixe incidente com a superficie do material analisado. Esse processo
emite fotons e elétrons secundarios que serdo detectados e convertidos em sinal de video.
[44]

Realizou-se a andlise de microscopia eletrénica de varredura utilizando o
equipamento JSM 6060 do Centro de Microscopia e Microanélise da UFRGS. Os
arcaboucos foram analisados através da Microscopia Eletronica de Varredura para
verificacdo do espacamento presente entre seus poros, a superficie dos filamentos
produzidos e também avaliar a presenca do sulfato de gentamicina e a possivel
interferéncia do farmaco no prot6tipo produzido.

A amostra foi preparada recortando aproximadamente 1/4 de cada arcabouco, o
qual foi adaptado em suportes metalicos. As amostras foram recobertas por uma fina
camada de ouro e as imagens analisadas com magnificacdo de 27 vezes. Os espacamentos
e dimensdes dos poros foram determinados utilizando o software livre de analise de

imagens Image J.
6.3.2.Anéalise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica mede a variacdo de massa da amostra em funcdo do
aumento controlado de temperatura. O equipamento é constituido de uma microbalanca,
um forno onde a amostra serd submetida a altas temperaturas, um programador de

temperatura e um computador. [45]

Os filamentos produzidos foram analisados a fim de se averiguar os efeitos da
adicdo da gentamicina na estabilidade térmica do material. As amostras (entre 11 e 20
mg) foram pesadas e submetidas a variagao de temperatura, de 25°C até 700°C utilizando

uma rampa de aquecimento de 20°C/min, em uma atmosfera inerte de nitrogénio.

6.3.3.Angulo de Contato em Agua (WCA)
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A analise de WCA foi realizada para verificar a influéncia da adi¢éo de sulfato de
gentamicina na molhabilidade da superficie do prot6tipo produzido por impressdo 3D.
Esta técnica consiste na analise do angulo de contato em agua em relacdo a uma
superficie. E considerada uma analise simples e confiavel onde se analisa a molhabilidade
do material, medindo o espalhamento de uma gota de agua sobre a superficie do
mesmo.[46] Os dados podem ser avaliados através da equacdo de Young, levando em
consideracdo as tensoes interfaciais entre as fases liquido-vapor, solido-vapor, solido-
liquido. Quanto mais baixo o angulo de contato 6 , mais hidrofilico é o material. [47] Para
ser possivel depositar a gota sobre a superficie do material PBAT e PBAT/gentamicina,

foi impresso um protétipo em forma de paralelepipedo.
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Figura 13. Angulo de contanto entre gota e superficie por Yuehua Yuan e T.Randall
Lee. [16]

6.3.4.Espectroscopia de Absorg¢éo na Regiédo do Infravermelho com Transformada de
Fourier modo Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

A Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho é utilizada para
identificar grupos funcionais atraves da analise de frequéncias de vibragdes especificas
relacionadas as ligacGes quimicas presentes na superficie do material analisado. A
radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho é incidida sobre a superficie da
amostra, as moléculas da superficie absorvem a energia e respondem a esse estimulo com
vibracgdes, estiramentos e tor¢des. [48] O resultado pode ser representado atraves de um
gréafico de absorbancia versus o nimero de onda. A refletancia total atenuada consiste em

utilizar as reflexdes internas de um cristal que recebe o feixe de radiagéo de Infravermelho
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que ira percorrer o cristal, que estd em contato com a amostra, criando uma onda
evanescente. Parte da radiacao é absorvida pela amostra e a onda evanescente € atenuada.
A faixa de penetragdo do feixe na amostra pode variar de 0,5-3 um e depende do

comprimento de onda e da amostra. [49]

Os arcaboucos constituidos de PBAT e PBAT/Sulfato de gentamicina, bem como
o farmaco puro, foram analisados através do equipamento Alpha-P (Bruker), que utiliza
prisma de Diamante, a 45°, entre 4000cm™ a 500 cm™ com 24 varreduras com resolugéo
de 4 cm™.

6.3.5.Anélise qualitativa por ensaio de halos de inibicho em placas de petri
(antibiograma)

Os arcaboucos de PBAT incorporados com sulfato de gentamicina foram
avaliados quanto a sua eficiéncia de inibir o crescimento de bactérias, através do ensaio
de halos de inibicdo em placas de petri utilizando bactéria Escherichia coli inoculada em
meio de cultura Luria Bertani que € constituido por triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, extrato
de levedura 5 g/L e dgua destilada. O meio foi previamente esterilizado em uma autoclave
a uma temperatura de 120°C e a pressdo de 1 atm, enquanto os arcaboucos foram
esterilizados com alcool 70° GL e expostos a luz UV. Apoés, os arcaboucos foram
dispostos em placas de petri contendo 0 meio e a cultura bacteriana. As placas foram
armazenadas em uma estufa a uma temperatura de 37°C por 24h, em seguida, verificou-

se a formacdo ou auséncia de halos ao redor dos arcaboucos.

Esta analise foi realizada em colaboragdo com o grupo de pesquisa da professora
Roberta Bussamara da UFRGS.

6.3.6.Analise Quantitativa por inibicdo de crescimento bacteriano em meio liquido

(diluicdo em caldo)
6.3.6.1.Primeiro método

Para quantificar a capacidade de inibicao dos arcaboucos produzidos foi realizado
o teste de turvacdo do meio bacteriano através da microdiluicdo em caldo. Foi utilizada a
bactéria Escherichia coli em meio Luria Bertani liquido previamente esterilizado em uma
autoclave com temperatura de 120°C e a presséo de 1 atm. Foram transferidos 100uL de

indculo contendo a bactéria para placas de microdilui¢do contendo 1000 pL de meio Laria
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Bertani Liquido, onde foram alocados os arcaboucgos produzidos e previamente
esterilizados com alcool 70°C e luz UV. Separou-se um pogo para o controle positivo e
um poco para o controle negativo em cada extremidade das placas. As placas foram
armazenadas por 24h em estufa com temperatura de 37°C, ap0s este tempo foi realizada
a leitura de densidade oOtica a 600nm em espectrofotdmetro (Model 550-BioRad), a

turvacdo do meio indica a quantidade de bactérias presentes.

Esta anélise foi realizada em parceria com o grupo de pesquisa da professora
Roberta Bussamara da UFRGS.

6.3.6.2.Segundo método.

Para quantificar a capacidade de inibicdo dos arcaboucos produzidos foi realizado
o teste de turvacdo do meio bacteriano através da microdiluicdo em caldo. Foi utilizada a
bactéria Escherichia coli em meio Laria Bertani liquido previamente esterilizado em uma
autoclave com temperatura de 120°C e a pressdo de 1 atm. A analise foi realizada em
tubos falcon de 50 mL, onde foram inseridos 25 mL da solu¢do de meio liquido e um
arcabouco com determinada concentracdo, previamente esterilizado 3.3.6.1, juntamente
com a bactéria inoculada Escherichia coli. A analise foi realizada em triplicata, 3 tubos
para cada concentracdo de gentamicina, novamente foi criado um Controle Negativo

(CN) e um Controle Positivo (CP) como forma de acompanhar o crescimento da bactéria.

Os tubos falcon foram armazenados por 24h em estufa com temperatura de 37°C, apds
este tempo foi realizada a leitura de densidade Otica a 600nm em espectrofotdmetro
(Model 550-BioRad), a turvacdo do meio indica a quantidade de bactérias presentes.

Esta analise foi realizada em parceria com o grupo de pesquisa da professora
Roberta Bussamara da UFRGS.
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7. RESULTADOS E DISCUSAO

7.1 MEV

As fotomicrografias dos arcaboucgos produzidos demonstram que as estruturas de PBAT
puro e as com concentracdo 0,5; 2,0 e 5,0% de gentamicina (m/m) apresentam superficie
lisa, também é possivel verificar um pequeno defeito de impressdo causado pelo arraste
do bico de extrusdo no arcabouco de PBAT puro, que poderia ser facilmente corrigido
ajustando a altura do bico extrusor. Através do software Image J foi possivel constatar a
alteracdo no tamanho dos poros dos arcaboucos em que houve adicdo de sulfato de
gentamicina. Para o arcabouco de PBAT puro (0,0% gentamicina) o tamanho médio dos
poros verifica pelo software corresponde a 1,2 mm £ 0,09, para a concentracdo 2,0% o
tamanho médio dos poros é 1,02 mm * 0,05, a maior alteracdo foi observada nas
concentracdes 0,5% e 5,0% que possuem poros com tamanho de 0,99 mm + 0,10 e
0,99mm + 0,06, respectivamente. Apesar de ser constatada a diminui¢do dos poros dos
arcaboucos que possuem gentamicina, ndo é possivel afirmar que tal alteracdo seja
significativa pois as avaliacBes estatisticas necessarias ndo foram realizadas. Porém a
diminuicdo dos poros ndo apresenta problemas para a aplicagdo do arcabougo como
suporte para favorecer o crescimento de células em tecido ésseo. A diminuicdo dos poros
dos arcaboucos com a adicdo de gentamicina pode ser associada a estabilidade térmica

fornecida pela gentamicina ao PBAT.
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Figura 14. Fotomicrografias dos arcaboucos de de PBAT puro (0% gentamicina) e

PBAT/gentamicina nas concentragdes 0,5; 2,0 e 5,0% de gentamicina (m/m).

7.2 TGA (Anélise Termogravimétrica)

A Figura 15 mostra a degradacdo do PBAT puro e as misturas com o farmaco. O
PBAT apresenta duas temperaturas de decomposi¢cdo, a primeira é referente ao
copoliéster alifatico e ocorre entorno de 340 a 400°C, enquanto a segunda temperatura é
mais elevada devido a ser a decomposicdo do aromatico tereftalato que ocorre em torno
de 600°C.[15] O farmaco adicionado também possui duas faixas de degradacdo, umaem
120°C (agua livre e ligada) e outra em torno de 430°C e 560°C[50]. Também pode ser
observado o efeito do aumento de temperatura maxima de degradacao do polimero com
a adicdo do sulfato de gentamicina. Para o PBAT puro a temperatura maxima de
degradacdo € de 414,2°C. Ja as amostras com PBAT/sulfato de gentamicina tiveram um
aumento em sua estabilidade térmica. A amostra PBAT com 0,5% de gentamicina (m/m)
teve sua temperatura méxima de degradacdo em 442,1°C, enquanto que as amostras com

2,0% de gentamicina (m/m) e 5,0% de gentamicina (m/m), tiveram suas temperaturas
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méaximas de degradacdo em 446,1°C e 443,9°C, respectivamente, conforme verificadas

no TDG (Curvas de derivada termogravimétrica) das amostras apresentadas na figura 16.

Este aumento na estabilidade térmica pode ser atribuido ao possivel efeito de
protecdo térmica exercido pela carga de farmaco adicionado, o que acaba requerendo
uma maior energia térmica para que ocorra a degradacdo do polimero, os mesmos efeitos
foram ser observados por Chen et al.[51] com a adicdo de argila organica ao PBAT.
Outro estudo promovido por Zehetmeyer. [15] também constatou o aumento da
temperatura de degradacdo do PBAT com a adi¢do de carga (nisina).
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Figura 15.Termograma dos filamentos de PBAT puro e PBAT com concentrages 0,5;
2,0 € 5,0% (m/m) de gentamicina.
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Figura 16. Curvas de derivada termogravimétrica (DTG) para as amostras de PBAT
puro 0,0% (a) e PBAT com (b) 0,5 %, (c) 2,0 % e (d) 5,0% de gentamicina (m/m).

O filamento contendo 5,0% (m/m) de sulfato de gentamicina apresentou maior
concentracdo de residuo ao término da analise, quando comparado as demais amostras.

Este residuo possivelmente esta relacionado a presenca do sulfato presente no farmaco.
7.3 WCA (Angulo de contato em agua)

Os resultados das analises de WCA estdo apresentados na Figura 17. O PBAT
puro apresenta carater hidrofébico, possivelmente devido a presenca de um mero com
presenca de fenila e carbonila. Quando o sulfato de gentamicina é adicionado ao PBAT,
pode-se observar um aumento do carater hidrofilico do material Figura.17, o que pode ser
explicado pela presenca dos grupamentos (OH) e (NHs) presentes na molécula de
gentamicina, os quais podem promover interagcdes intermoleculares do tipo ligagdes de

hidrogénio com a agua.
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Figura 17. Angulo de contato em agua (WCA) para as amostras de PBAT com adigéo
de gentamicina 0,5; 2,0 e 5,0% (m/m).

A Figura. 18 mostra que no angulo de contato em agua, a gota se espalha com
maior facilidade na superficie do suporte polimérico que contem sulfato de gentamicina
em sua composicdo. Desta forma, ha uma reducdo no angulo de contato com a superficie
do material o que corrobora com os resultados encontrados por Scheibel que incorporou

sulfato de gentamicina em microfibras de de PBAT[22].
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Figura 18. Analise de angulo de contato, PBAT puro e PBAT com concentracdes de

gentamicina 0,5; 2,0 e 5,0% (m/m).

7.4 FTIR (Infravermelho com transformada de Fourier)

Os resultados obtidos por Infravermelho (FTIR-ATR), figura 19. demonstram que
a adicdo de gentamicina ao polimero, ndo produz alteracGes quimicas na amostra. Ndo
houve deslocamento ou surgimento de novas bandas que pudessem indicar a ocorréncia
de ligacdo quimica entre 0 PBAT e a gentamicina. Com relagdo a auséncia de vibragoes
caracteristicas que identifiguem a presenca de sulfato de gentamicina nos espectros
referentes ao material PBAT/Gentamicina, este comportamento pode ser explicado pela
pequena proporcao de farmaco na amostra. A proporcdo de PBAT presente no suporte é
muito maior que a quantidade de gentamicina e a técnica FTIR-ATR ndo possui
sensibilidade suficiente para caracterizar a presenca da mesma, nas concentragoes

empregadas neste trabalho.

Os espectros de PBAT/gentamicina apresentam as mesmas caracteristicas do
espectro FTIR do PBAT puro como a presenca da banda em 3000 cm™ referente ao
estiramento da ligacdo C-H de aromatico, também esta presente o pico de alta intensidade,
caracteristico de ligagdo C=0 de éster, na faixa 1750- 1730 cm™ e em 1300 cm™ sinal
referente ao estiramento da ligacdo C-O presente em éster. O espectro FTIR referente
somente ao sulfato de gentamicina apresenta bandas de absorcdo referentes ao
alongamento de aminas primarias (R-NH>) e secundarias (R2-NH) nos comprimentos de
onda de 3000 a 3400 cm™ e uma banda intensa em 1044 cm! caracteristica da deformagao
axial dos grupos NH.
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Figura 19. Espectro de FTIR para o sulfato de gentamicina e os arcabougos poliméricos
processados por impressédo 3D de PBAT e PBAT com 0,5; 2,0 e 5,0% gentamicina

(m/m).

A partir destes resultados, pode-se considerar que ocorreu uma adsorc¢éo fisica do
farmaco no material polimérico. Este processo € realizado por interacdes fracas do tipo
forcas de Van der Waals, as quais podem ser rompidas e facilitar a interacdo do farmaco
com o tecido.
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7.5 Analise Antimicrobiana

Os resultados sdo apresentados na figura 20, onde é possivel perceber que o PBAT
puro ndo é capaz de formar halos de inibicdo sobre a col6nia de bactérias, mas com o
acréscimo da gentamicina, isto passa a ser possivel e quanto maior a quantidade de
antibidtico presente no prototipo maior o halo formado, sendo assim, os melhores
resultados foram dos prototipos com 5,0 % de gentamicina presente. Também foi
confeccionado um arcabougo com concentragao extrapolada de gentamicina, 10 % (m/m),
em relacdo aos utilizados no trabalho. Porém néo foi possivel reproduzir testes com este
arcabouco ja que sua impressao resultou no entupimento do bico extrusor da impressora
3D.

Figura 20. Placas contendo E-coli e os arcaboucos produzidos.

O teste quantitativo foi realizado em meio liquido, em placas de microdiluicéo
onde os scaffold's e a bactéria Escherichia coli foram inseridos em 100 mL de meio Luria
Bertani, foram criados na placa um Controle Negativo (CN) e um Controle Positivo (CP)
como forma de acompanhar o crescimento da bactéria. O crescimento dos
microorganismos é verificado pela turvacdo do meio, quanto maior o valor de turvacgéo,
maior o crescimento microbiano no meio. A seguir pode-se verificar o grafico referente

aos valores e turvacao do meio contendo os protdtipos impressos.
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Figura 21. Porcentagem de turvacdo do meio em relacdo ao Controle Positivo para as

amostras de arcabougo contendo 0,0; 0,5; 2,0 e 5,0% de gentamicina (m/m).

Como pode-se perceber os melhores resultados, menor turvagdo, foram

apresentados pelos arcaboucgos contendo 2,0% e 5,0% de gentamicina, ja o arcabouco
com 0,5% apresentou uma turvacdo um pouco mais elevada (maior presenca de
microorganismos). Como esperado o PBAT puro foi a maior turvacdo por ndo conter
farmaco. Uma hipétese para a concentracdo de 0,5% obter uma maior turvacdo, seria

devido a sua menor quantidade de farmaco presente, que embora pouco, ainda se mostra

eficiente para a inibi¢éo da E.coli.

E interessante notar que as analises foram repetidas ap6s 4 meses, mantendo 0s

mesmos parametros. Novamente foi elaborado um meio sélido constituido de Luria

Bertani e Agar onde incubou-se a bactéria Escherichia coli e adicionou-se os arcaboucos

contendo 0,0%, 0,5%, 2,0% e 5,0% de gentamicina como mostram as imagens a seguir.
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Figura 22. Placas contendo E-coli e os arcaboucos produzidos.

As imagens mostram que o arcabouco contendo PBAT puro, novamente nao é
capaz de promover a inibicdo ao crescimento bacteriano, diferente do resultado
apresentado pelos arcaboucos que possuem gentamicina, mesmo o polimero contendo a
menor concentracdo de gentamicina, 0,5%, foi capaz de criar halo de inibig&o frente a
bactéria escolhida. O halo formado pelo arcabouco contendo 2,0% de gentamicina se
apresenta um pouco menor em comparacdo aos demais, uma hipOtese para esta
ocorréncia, seria uma degradacdo da gentamicina, ndo somente em relagcdo ao tempo de
armazenamento, mas também em relacdo a uma possivel degradacdo sofrida durante a
extrusao do filamento e posteriormente, a nova fusdo para a construcao do prototipo em
impressora 3D. Como esperado a maior concentracdo de gentamicina 5,0% apresenta

maior circunferéncia em seu alo de inibicéo.

O teste quantitativo também foi refeito, utilizando novamente o meio Luria
Bertani liquido, porém desta vez, em vez de utilizar placa de pocos, a analise foi realizada
em tubos falcon de 50 mL, onde foram inseridos 25 mL da solugdo de meio liquido e um
arcabouco com determinada concentracdo juntamente com a bactéria inoculada
Escherichia coli. A anélise foi realizada em triplicata, 3 tubos para cada concentracao de
gentamicina, novamente foi criado um Controle Negativo (CN) e um Controle Positivo
(CP) como forma de acompanhar o crescimento da bactéria. Os resultados podem ser

observados no grafico a seguir:
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Figura 23. Porcentagem de turvacdo do meio em relacéo ao Controle Positivo apos 4

meses de producéo dos filamentos.

Mesmo ap6s 4 meses da extrusdo do material para posterior impressdo dos
arcaboucos, o resultado apresentado se mantém satisfatdrio, pois 0s prototipos
mantiveram a capacidade de inibir o crescimento bacteriano, se mostrando efetivo no
combate a E. coli. Porém é perceptivel que a concentracdo de gentamicina apds 4 meses,
possui maior influéncia nos resultados obtidos, quanto maior a concentragdo, menor a

turvacdo do meio, consequentemente menor concentracdo de bactérias presente.
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8. ANALISE DE CUSTOS PARA PRODUCAO INDUSTRIAL

Para o calculo de custo do material desenvolvido, levou-se em consideracdo o
preco das matérias primas envolvidas e o preco dos equipamentos necessarios para o
desenvolvimento do produto.

A impressora 3D, modelo CL1 fabricada pela empresa nacional Cliever pode ser
encontrada com pregos que variam entre R$ 2.890,00 e R$ 4.199,00. Porém os filamentos
de impressdo precisam ser processados por uma extrusora dupla rosca para misturar as
cargas de materiais utilizados na composi¢do dos arcaboucos. Uma Extrusora dupla rosca
de escala industrial com capacidade de processamento de 200 kg/h e poténcia de 15 W
possui preco em torno de R$ 145.000,00. Porém uma alternativa mais barata seria a
utilizacdo de uma impressora 3D capaz de extrusar pellets de polimeros juntamente com
0 p6 do medicamento, como no caso da Bioimpressora 3D Genesis |1, assim além de ser
mais econémica monetariamente, se reduz o tempo necessario para se produzir o

filamento.

Figura 24. Bioimpressora 3D capaz de extrusar pellets e po.

Os valores de materiais necessarios estdo disponiveis na tabela a seguir:

Tabela 1. Materiais e valores estipulados.

Material Quantidade Valor

33



Bioimpressora 3D 1 R$ 24.900,00

Sulfato de Gentamicina 509 R$ 1.090,64
PBAT 3 kg R$ 339,00

- TOTAL R$ 26.329,64

O custo calculado pelo Software da impressora para a producao de um arcabouco
equivale a R$ 0,10. Por ser uma peca pequena e com poucos detalhes o gasto de filamento
para a producdo do biomaterial proposto é baixo, gastando apenas 265,50 mm de
filamento por arcabouco produzido, o que equivale a 26,55 cm de filamento.

Para a producdo dos filamentos foram adicionadas cargas de 50g na extrusora.
Foram estipulados os valores de PBAT e gentamicina relacionados a massa de cada
componente na mistura, referente a concentragdo dos mesmos na carga. Definindo os

valores de cada filamento produzido como mostra a tabela a seguir:

Tabela 2. Valores de producéo dos filamentos de PBAT com adicdo de 0,5;2,0 e

5,0% de sulfato de gentamicina (m/m)

0,5% 2,0% 5,0%
PBAT 49,759 49,009 47,509

Sulfato de Gentamicina 0,259 1,009 2,59
Valor (R$) 11,07 27,35 59,90

Aplicando o valor de cada filamento no Software da impressora € possivel obter
o valor de producdo unitario dos arcaboucgos. O arcabougo contendo concentracdo de
0,5% de sulfato de gentamicina possui um custo de producdo de R$ 0,20, para o
arcabouco de concentracdo 2,0% de sulfato de gentamicina o custo foi calculado em
R$0,48 e para o arcabougo de maior concentragdo, 5,0% de sulfato de gentamicina, o

custo de producdo por impressao 3D é de R$ 1,06.
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9. CONCLUSOES

Os resultados deste projeto mostram que a utilizacdo da impressora 3D para a

obtencéo dos arcaboucos foi viavel por ser uma técnica rapida e versatil.

O farmaco adicionado provocou alteragbes no prototipo polimérico alterando o
tamanho dos poros. No entanto, essa alteragdo ndo prejudica os arcabougos, pois 0s
valores continuam dentro da faixa estipulada para aplicacdo desejada e 0 processo pode

ser otimizado em testes futuros.

A adicdo do farmaco levou ao aumento da estabilidade térmica do material e altera

a molhabilidade da superficie do material.

Embora as andlises de FTIR ndo tenham detectado a presenca da gentamicina, nao
houve alteragdes na estrutura quimica do PBAT, o que confirma que ocorre apenas uma

adsorcéo fisica do farmaco com o polimero.

Os ensaios microbiolégicos mostraram que 0s arcaboucos de PBAT com
gentamicina sdo capazes de inibir a presenca de microrganismos. As andlises revelaram
ainda que ap6s meses de armazenamento, 0s arcaboucos sdo capazes de manter sua
efetividade contra o crescimento bacteriano o que mostra o grande potencial deste

biomaterial como alternativa viavel ao mercado.

Finalmente, este projeto traz a tona algumas perspectivas pertinentes a efetividade
do projeto, dentre estas pode-se citar: futura realizacdo de ensaios mecanicos, andlise
térmica (DSC) para averiguar a alteracdo de cristalinidade dos materiais, ensaios de
degradacéo e citotoxicidade. Além disso, acredita-se fortemente que 0 mesmo projeto
possa ser realizado para impressao 3D de outros polimeros biodegradaveis e

biocompativeis.
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