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RESUMO

A técnica de impressao 3D por deposicao fundida (FDM) tem atraido crescente
interesse devido a sua versatilidade e aplicacbes em &reas como curativos, formas
farmacéuticas orais e sistemas de liberacdo controlada de medicamentos. Este
estudo teve como objetivo desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade
antibacteriana de filamentos de impressdo 3D FDM contendo levofloxacino,
utiizando o polimero pH-dependente Eudragit® E100. Os filamentos foram
produzidos por extrusao a quente e caracterizados por técnicas como MEV, DSC,
FTIR e DRX. Os resultados confirmaram a obtencao de filamentos homogéneos,
com superficies regulares, auséncia de defeitos estruturais e estabilidade térmica
adequada, além de propriedades mecéanicas que o0s tornam compativeis com
impressoras 3D. A analise por FTIR e DRX indicou interagéo fisica entre o polimero
e farmaco, sem sinais de degradacdo quimica, enquanto a reducdo da
cristalinidade do levofloxacino sugere melhora na sua solubilidade e potencial
biodisponibilidade. Ensaios de atividade antibacteriana demonstraram eficacia
contra todas as cepas testadas, com maior atividade observada para filamentos
contendo 1% p/p de levofloxacino. Adicionalmente, o tratamento térmico aplicado
durante a extrusdo ndo comprometeu a eficacia antimicrobiana dos filamentos.
Estudos de liberacdo do farmaco mostraram que o perfil é influenciado pelo caréater
pH-dependente do Eudragit® E100, reforcando o potencial dos filamentos como
dispositivos médicos antimicrobianos com liberacao controlada. Conclui-se que os
filamentos desenvolvidos apresentam propriedades promissoras para aplicacdo na
area farmacéutica, especialmente em dispositivos médicos personalizados. Apesar
dos resultados positivos, estudos futuros sdo necessarios para otimizar a
modelagem, testar o desempenho em condi¢cfes reais de uso e explorar outras
possibilidades terapéuticas.

Palavras-chave: Levofloxacino. Impressédo 3D FDM. Filamentos. Extrusao a quente.
Eudragit® E100.



ABSTRACT

The technique of fused deposition 3D printing (FDM) has attracted increasing interest
due to its versatility and applications in areas such as dressings, oral pharmaceutical
forms and controlled drug release systems. This study aimed to develop, characterize
and evaluate the antibacterial activity of FDM 3D printing filaments containing
levofloxacin, using the pH-dependent polymer Eudragit® E100. The filaments were
produced by hot extrusion and characterized using techniques such as SEM, DSC,
FTIR and XRD. The results confirmed that homogeneous filaments were obtained, with
regular surfaces, no structural defects and adequate thermal stability, as well as
mechanical properties that make them compatible with 3D printers. FTIR and XRD
analysis indicated physical interaction between the polymer and the drug, with no signs
of chemical degradation, while the reduction in the crystallinity of levofloxacin suggests
an improvement in its solubility and potential bioavailability. Antibacterial activity tests
showed efficacy against all the strains tested, with greater activity observed for
filaments containing 1% w/w levofloxacin. In addition, the heat treatment applied during
extrusion did not compromise the antimicrobial efficacy of the filaments. Drug release
studies showed that the profile is influenced by the pH-dependent nature of Eudragit®
E100, reinforcing the filaments' potential as antimicrobial medical devices with
controlled release. It is concluded that the filaments developed have promising
properties for application in the pharmaceutical field, especially in personalized
medical devices. Despite the positive results, future studies are needed to optimize the
modeling, test the performance under real conditions of use and explore other
therapeutic possibilities.

Keywords: Levofloxacin. FDM 3D printing. Filaments. Hot extrusion. Eudragit® E100.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana € um problema de saude publica global, que ameaca
a capacidade humana de tratar com sucesso as infec¢des bacterianas (MCEWEN,;
COLLIGNON, 2018). A resisténcia bacteriana resultou do uso indevido de
antimicrobianos nos ultimos 80 anos (AMBROSE et al., 2017). Reduzir e otimizar o
uso dos antibioticos pode diminuir a resisténcia e permitir que um medicamento
eventualmente ressurja como uma terapia eficaz. O uso adequado de antibiéticos
pode ndo apenas ajudar a reverter altas frequéncias de resisténcia, mas também
reduzir o aparecimento de resisténcia a novos agentes (LEVY; BONNIE, 2004).

Outro problema envolvendo o uso dos antimicrobianos sdo as reacoes
adversas ao medicamento. As reacfes adversas associadas aos medicamentos
podem incluir alergias, toxicidades e efeitos colaterais (MILLAN; MUGGIA,;
OSTROWSKY, 2014). A maioria dos eventos que ocorrem sao efeitos colaterais leves,
mas graves. Um estudo estimou que 6—7% dos pacientes hospitalizados tiveram uma
reacdo grave e que aproximadamente 5% desses tipos de reacdo foram fatais
(LAZAROU; POMERANZ; COREY, 1998).

O levofloxacino, um farmaco antibacteriano da classe das fluoroquinolonas, é
0 isdmero 6ptico S-(-) da ofloxacina. Possui atividade contra uma ampla variedade de
microorganismos, incluindo aerébios gram-positivos e gram-negativos, e apresenta
atividade moderada contra anaerdbios (SARTINI et al., 2021). Por conta do seu amplo
espectro, € utilizado no tratamento de diversas infeccbes, como as respiratérias,
geniturinarias, obstétricas, ginecoldgicas, cutaneas, orais, de ouvido, nariz, garganta,
enterais, do trato biliar e oculares (DAVIS et al., 1994). O levofloxacino esta disponivel
no mercado nas formas farmacéuticas de comprimido, solucéo oral, solucéo oftalmica
e preparacado para aplicacao intravenosa (GUPTA et al., 2010).

Como foi dito, o levofloxacino tem potencial para tratar diversas doencas
infecciosas, porém seu uso na dose padrdo por via oral pode resultar em efeitos
colaterais, como disturbios gastrointestinais e estimulacdo do sistema nervoso central
(CARBON, 2001). Para minimizar esse problema, estudos sugerem que uma
administragéo controlada do levofloxacino pode reduzir esses efeitos adversos, além
de permitir uma reducdo na dose necessaria do farmaco (VALIZADEH et al., 2021).

Nesse sentido, novas formas farmacéuticas estdo sendo desenvolvidas para

modificar as formas usuais do levofloxacino (comprimido, solugdo oral, colirio e
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solucdo injetavel). Diversas formas farmacéuticas com novas tecnologias de
encapsulamento e liberacdo modificada estdo sendo estudadas e desenvolvidas,
dentre elas estdo: microcapsulas, nanocapsulas, membranas produzidas por
electrospinning, metal organic frameworks, solu¢des solidas produzidas por
impress&o 3D, hidrogéis e nanoparticulas (CARBO-LASO et al., 2018; GLOVER et al.,
2023; WANG et al., 2016; YAN et al., 2021; ZHU et al., 2021).

As pesquisas referentes a producdo de dispositivos com propriedades
antimicrobianas por meio da impressdo 3D tem sido objeto de intenso estudo nos
altimos anos, impulsionada pela vasta gama de aplicacdes, que incluem tratamentos
para regeneracdo de tecido O6sseo, fabricacdo de curativos e producdo de
medicamentos sdlidos para administragdo oral (LONG et al., 2016).

As técnicas de impressao 3D representam um conjunto de tecnologias
desenvolvidas para a fabricacdo de objetos tridimensionais obtidos a partir da
deposicdo de sucessivas camadas do material fundido de interesse sobre uma
superficie de trabalho de uma impressora 3D, replicando o modelo de design, em um
software associado a um computador (SHISHATSKAYA et al., 2023). Atualmente,
métodos como a fabricacao por deposicao fundida (FDM), sinterizacao a laser seletiva
(SLS), estereolitografia (SLA) e bioimpressdo sdo amplamente empregados na
impressao 3D para criar dispositivos em diversos campos dos Materiais (LAKKALA et
al., 2023).

Para aplicagdes da impressdao 3D na producdo de formas farmacéuticas
sélidas, € crucial contar com filamentos compdsitos polimero/farmaco nao
convencionais, que incluam a substancia ativa desejada. Geralmente, esses
filamentos de impressao sdo de origem estrangeira e sao fabricados por um namero
limitado de empresas especializadas (CARDOSO et al., 2023). Por essa razao, o
desenvolvimento de filamentos de impressdo 3D FDM que sejam funcionais e
contenham farmacos ativos € uma area de pesquisa em aberto, tanto no meio
académico quanto na industria.

A técnica de fabricacdo por deposicdo fundida (FDM) é notavel por sua
versatilidade e pela ampla gama de materiais disponiveis para diversas aplicacdes em
Ciéncia e Tecnologia (KOLLAMARAM et al., 2018). Durante o processo de producéo
de uma peca tridimensional utilizando esta abordagem, um filamento sélido cilindrico
(geralmente composto por polimeros termoplasticos e/ou seus compositos) com

diametro milimétrico € aquecido a uma temperatura superior a sua temperatura de
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transicao vitrea no bocal de extruséo, tornando assim o material fluido. Ao manter um
fluxo e temperatura de extrusdo constantes, e com o movimento controlado do bico
extrusor, € possivel depositar camadas do material na superficie de trabalho da
impressora de forma programada, até que a peca esteja totalmente formada
(KANTAROS; GANETSOS; PETRESCU, 2023; SURINI; BIMAWANTI; KURNIAWAN,
2023).

A utilizagdo da tecnologia de impressdo 3D FDM também possibilita o
desenvolvimento de dispositivos de liberacdo de antimicrobianos com melhor
biodisponibilidade, permitindo a administracdo de doses menores do farmaco
diretamente no local de acdo (QUODBACH et al.,, 2022; TAN; MANIRUZZAMAN,;
NOKHODCHI, 2018). A utilizacdo de polimeros adequados como &lcool polivinil
(PVA), é&cido polilatico (PLA), polietilenoglicol, celulose microcristalina (MCC),
maltodextrina e Eudragit oferecem a flexibilidade de personalizar o perfil de liberacéo
(como prolongada, rapida ou pulsada) e selecionar a solubilidade em um pH
especifico (SCIANCALEPORE et al., 2022). Apresentam uma grande diversidade de
tipos sintéticos e naturais compativeis com outros materiais quimicos, biocompativeis,
biodegradaveis e com caracteristicas mecanicas desejaveis (SURINI; BIMAWANTI,;
KURNIAWAN, 2023).

Em relacdo a pesquisa e desenvolvimento de polimeros alternativos e
funcionais para liberacdo controlada de farmacos, € possivel destacar o Eudragit® E
100 (E100), no qual a solubilidade depende do pH do meio. E um copolimero
termoplastico acrilico sintético com boa resisténcia mecéanica, biocompativel,
biodegradavel e seguro para administracao oral humana (CHOUDHURY; MURTY;
BANERJEE, 2021). Sua natureza catibnica contribui para a rapida solubilizacédo
somente em um ambiente gastrico acido, com pH abaixo de 5,0 (CHOUDHURY;
MURTY; BANERJEE, 2021).

Visando contribui¢des significativas neste campo de pesquisa, este estudo teve
como objetivo preparar, caracterizar e avaliar a atividade antibacteriana in vitro de
filamentos de impresséao 3D FDM pH-dependentes Eudragit® E100/levofloxacino com

potencial para o desenvolvimento de dispositivos antimicrobianos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Resisténcia bacteriana

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2021), a resisténcia
antimicrobiana tem sido reconhecida como uma das 10 maiores ameacas a saude
publica global que a humanidade estd enfrentando. Estima-se que, até o ano de
2050, a resisténcia bacteriana causara 10 milhdes de mortes todos os anos em todo
o0 mundo (como comparacao, por exemplo, 8,2 milhdes de mortes sdo causadas
anualmente por cancer) (O’NEILL, 2016).

A resisténcia aos antibitticos ocorre naturalmente nas bactérias e é anterior ao
uso estimado dos antibidticos. Analises metagendmicas de DNA de sedimentos
encontrados na camada de solo chamada de permafrost com 30.000 anos de idade
encontraram, por exemplo, uma diversidade de genes que codificam resisténcia
a antibidticos B-lactamicos, tetraciclinas e glicopeptideos (DCOSTA et al., 2011). A
maioria dos antibiéticos conhecidos e disponiveis no mercado sdo produzidos por
microrganismos, e muitos organismos no ambiente, incluindo plantas e animais, que
ja produzem naturalmente substancias antimicrobianas (HOLMES et al., 2016) . A
exposicao a antimicrobianos faz a selecdo de bactérias resistentes e impulsiona a
propagacéao da resisténcia antimicrobiana (BASSETTI et al., 2022).

O uso excessivo de antibidticos nos setores médico, veterinario e agricola € a
principal causa do crescimento mundial da resisténcia bacteriana. A venda
imprudente e uso indiscriminado de antibidticos sem receita médica, o saneamento
inadequado e o descarte de antibioticos ndo metabolizados e seus residuos através
de fezes/estrume e material de descarte industrial no ambiente agravaram o
problema (SAMREEN et al., 2021).

O uso indevido e excessivo de antibidticos gera presséo seletiva nao natural
em ambientes clinicos e naturais que é extremamente prejudicial a saide humana
e animal (HOLMES et al., 2016) . A evolugdo da resisténcia nas bactérias é um
processo natural e ocorre geneticamente por mutagdo ou aquisicdo de novos genes
de resisténcia através de mecanismos de troca genética, como demonstrado na
figura 1 (DAVIES, 1996). Os antibidticos estimulam o mecanismo de resisténcia
dos patdgenos através da transferéncia horizontal de genes. No ano de 2017, a
OMS relatou resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao,

carbapenémicos, clindamicina e ao antibidtico de ultimo recurso vancomicina
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(PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010).

Transduction
Bacteriophages (viruses that
infect bacteria) mediate
transfer of DNA between
bacteria via transduction,
whereby DNA from a

donor bacterium is packaged
into a virus particle and
transferred into a recipient
bacterium during infection.

Conjugation
The mechanism of gene transfer
responsible for the most concerning
aspects of antimicrobial resistance.
A sex pilus (small tube) forms
between two bacterial cells through
which a plasmid is transferred from

k one to the other.
Transformation

Some bacteria are able to take up free DNA
from the environment and incorporate it
into their chromosome.

Figura 1: Mecanismos de transferéncia horizontal de genes entre organismos
Fonte: HOLMES et al. (2016)

O principal problema atual no tratamento de doencas infecciosas € o aumento
da resisténcia bacteriana a muitos antibioticos. Desde que Alexander Fleming
descobriu a penicilina no ano de 1928, os antimicrobianos continuaram a ser
desenvolvidos numa velocidade normal, no entanto, a taxa de surgimento de
bactérias resistentes aos antibidticos é inversamente proporcional ao
desenvolvimento de novas descobertas de antibioticos (SPELLBERG et al., 2008).
Para enfrentar o desafio da resisténcia bacteriana, os pesquisadores estao
buscando solugBes para tratar doencas infecciosas de forma eficaz, utilizando os
antibidticos ja disponiveis. Isso implica em selecionar o antibiético apropriado e
determinar a dose correta para minimizar as falhas no tratamento dessas doencas
(SIHOTANG; WIDODO; ENDRASWARI, 2022).

2.2 Reag0Oes adversas aos antimicrobianos

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define uma reacdo adversa a

medicamento (RAM) como aquela que € “nociva e nao intencional e ocorre em
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doses usadas em homem para profilaxia, diagnéstico, terapia ou modificacdo de
fungdes fisiologicas” (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1969). As reacdes
adversas ao medicamento correspondem um grande risco a saude humana, sendo
uma das causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo. S&o as doencgas
iatrogénicas mais comuns, complicando de 5 a 15% dos tratamentos
medicamentosos (RIEDL; CASILLAS, 2003). Estima-se que cerca de 1 a cada 20
pacientes atendidos nos hospitais, apresentam algum tipo de RAM (SMITH et al.,
1966). Os médicos e o publico em geral acreditam que, para o paciente individual,
os beneficios do uso imediato e continuo de antimicrobianos superam qualquer
possivel dano potencial (ARULKUMARAN et al., 2020).

A qualquer momento, grandes quantidades de pacientes hospitalizados
recebem agentes antimicrobianos, incluindo o0s pacientes em servigos
especializados, como hematologia e as unidades de oncologia e de cuidados
intensivos. Em algumas dessas unidades, até 70% dos pacientes recebem
guantidades significativas de antimicrobianos (URBAN-CHMIEL et al., 2022). Os
eventos adversos ao medicamento provavelmente ocorrem apenas em uma
pequena proporcdo dos regimes de medicacdo; no entanto, os efeitos podem ser
exacerbados, uma vez que os antimicrobianos sdo muito comuns (MILLAN;
MUGGIA; OSTROWSKY, 2014). As reacdes adversas associadas aos
medicamentos podem incluir alergias, toxicidades e efeitos colaterais (ZHU et al.,
2022).

Os antimicrobianos estéo associados a uma ampla gama de efeitos colaterais
prejudiciais bem reconhecidos, incluindo hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e
cardiotoxicidade, demonstrado na figura 2.0s diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos subjacentes a estas toxicidades ndo sdo completamente elucidados
na literatura. A origem evolutiva comum entre mitocondrias e bactérias sugere que
os antimicrobianos podem afetar diretamente a fun¢cdo mitocondrial humana e
podem contribuir para a disfungdo mitocondrial e posterior faléncia de 6rgéos
(ARULKUMARAN et al., 2020).
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Figura 2: Resumo dos sistemas fisiolégicos acometidos pelo uso de antimicrobianos
Adaptado de: ARULKUMARAN et al. (2020)

As reacOes dependentes da dose surgem das interacdes especificas entre
antimicrobianos e células do corpo. Alguns tipos de antibioticos, como
glicopeptideos, aminoglicosideos e polimixinas, podem aumentar o risco de danos
nos rins em fungéo da quantidade administrada. Por essa razdo, o0 monitoramento
terapéutico desses medicamentos é frequentemente recomendado para garantir sua
seguranca e eficacia. (JAGER et al., 2016). Embora outros tipos de antimicrobianos,
como os beta-lactamicos, também possam desencadear reacfes especificas nos
orgdos, como neurotoxicidade associada a macrolideos, o monitoramento regular
ndo €& comumente realizado para essas classes de medicamentos
(BHATTACHARYYA et al.,, 2016). Fluoroquinolonas e macrolideos levam a
disritmias cardiacas através da interacdo com o canal de potassio de ativacao rapida
(1« ) (CORNETT et al., 2017).

As fluoroquinolonas podem causar toxicidade do colageno, aumentando o risco
de aneurismas da aorta e tendinopatia. Por outro lado, o sulfametoxazol-trimetoprima
e a linezolida podem suprimir a medula 6ssea. Além dos efeitos diretos, os
antimicrobianos também podem a concentracdo de outros medicamentos no sangue,
seja através da ligacdo as proteinas plasmaticas ou ao influenciar o sistema
metabdlico do citocromo P450. Em pacientes gravemente enfermos, essas reacoes
adversas podem ser negligenciadas ou mal interpretadas como parte da doenca
subjacente. (BHATTACHARYYA et al., 2016; CORNETT et al., 2017; JAGER et al.,
2016).
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O declinio normal da funcdo renal nos idosos requer que as doses sejam
reduzidas significativamente para os antimicrobianos excretados por via renal.
Problemas renais tem um efeito importante nas reacdes adversas aos antibidticos,
uma vez que a maioria dos medicamentos sdo excretados pelos rins e podem

acumular-se em pacientes com insuficiéncia renal (IANNINI et al., 2006).

2.3 Levofloxacino

O levofloxacino (nome quimico: (S)-9-Fluoro-2,3-di-hidro-3-metil-10-(4-metil-1-
piperazinil)-7-oxo-7H-pirido[1,2,3-de &cido]-1,4-benzoxazina-6- carboxilico, massa
molecular 361,37 g/mol é o isémero 6ptico S-(-) da ofloxacina com amplo espectro
que abrange bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. E uma fluoroquinolona de
terceira geracao (Figura 3) (SITOVS; SARTINI; GIORGI, 2021).

O mecanismo de acédo depende da inibicdo de DNA girase (uma enzima
necessaria para a replicacdo, transcricdo, reparo e recombinacdo do DNA) e a
topoisomerase Il e 1V, inibindo assim a quebra de fitas simples nos cromossomos
bacterianos. Isto impede a replicacdo e transcricdo do DNA bacteriano, ocasionando
um efeito bactericida. Comparando com as outras geracfes das fluoroquinolonas, o
levofloxacino apresenta maior acdo contra bactérias Gram-positivas. O levofloxacino
foi desenvolvido para aproveitar esta poténcia antimicrobiana, ja que requer metade
da dose habitual de ofloxacina para atingir eficacia semelhante, com perfil de
toxicidade reduzido. (RAFAT; DEBRIX; HERTIG, 2013; SITOVS; SARTINI; GIORGI,
2021).

O levofloxacino teve sua patente publicada em 1985 pela Daiichi Seiyaku
Pharmaceutical Co. LTDA no Japéo, mas s6 foi introduzida no mercado farmacéutico
em 1993, quando foi produzida na forma de comprimidos orais sob a marca Cravit®. A
Daiichi Sankyo celebrou um acordo de licenciamento com a Sanofi-Aventis também
no ano de 1993, e o levofloxacino foi posteriormente comercializado e vendido com o
nome comercial Tavanic®. Com a quebra da patente através de licenca compulsoéria
no ano de 2010, formulagcBes genéricas e similares também ficaram disponiveis no
mercado (SITOVS; SARTINI; GIORGI, 2021).

O levofloxacino é rapido e quase completamente absorvido apoés
administracao oral, com biodisponibilidade de 100% e boa distribuicdo nos tecidos e
liguidos corporais. Tem meia-vida de 9 a 16 horas com excre¢cdo majoritariamente

renal e pode ser administrado em dose Unica diaria com interagdes medicamentosas
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limitadas (YE et al., 2014). Alguns autores forneceram evidéncias de que niveis mais
baixos de concentracdo inibitoria minima podem talvez representar objetivos
adequados, gracas a impressionante concentracdo urinaria de levofloxacino, em
pacientes com normalidade da funcéo renal (PRATTI et al., 2007; RAFAT; DEBRIX;
HERTIG, 2013).

As indicacdes para o uso do levofloxacino na medicina humana incluem
bronquite cronica, sinusite aguda, pneumonia nosocomial e adquirida na
comunidade, prostatite, pielonefrite, infec¢cdes de pele, tecidos moles e infecgdes do
trato urinario. O levofloxacino € um medicamento incluido na Lista de Medicamentos
Essenciais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2021). O espectro de acdo do
levofloxacino inclui bactérias aerdbicas gram-positivas, bactérias aerdbias gram-
negativas, algumas Dbactérias anaerébicas e outros microrganismos,
incluindo Chlamydia spp., Mycoplasma spp., e Mycobacterium spp (SITOVS;
SARTINI; GIORGI, 2021).

Figura 3: Estrutura 2D do levofloxacino
Identificador PubChem: CID 149096

URL: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Levofloxacin#section=2D-Structure

As concentragfes urinarias do levofloxacino em voluntarios saudaveis pode
atingir niveis séricos superiores a 40 e 100 vezes na faixa padrdo de doses de
levofloxacino (250 - 1000 mg). A taxa de excrecao renal do medicamento (> 80%)
excede o do ciprofloxacino (30%) (WAGENLEHNER et al.,, 2006). Com isso, a

depuracédo do levofloxacino diminui & medida que a funcgéo renal funcdo diminui.
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Portanto, uma depuracdo de creatinina < 50 ml/min exige uma modificacdo da
dosagem (STEIN; SCHOOLEY; NICOLAU, 2008).

Os principais efeitos adversos do levofloxacino séo os gastrointestinais (5%)
(TOME; FILIPE, 2011). AlteracBes do sistema nervoso central representam 0,2-
1,1%. A bula do medicamento registra como efeitos neurotdxicos de levofloxacino:
trastornos neurolégicos (cefaleia, sonoléncia, insénia, tremor, confusdo, convulsoes,
trastornos visuais e auditivos, trastornos do gosto e do olfato) e transtornos
psiquiatricos (ansiedade, depressdo, agitacdo, alucinacbes, reacbes psicoticas,
incluindo ideias suicidas ou intenc¢des de suicidio) (IGLESIAS-OTERO; PORTELA-
ROMERO, 2016).

O mecanismo de neurotoxicidade da levofloxacino estéa relacionado a interacédo
com neurotransmissores, por conta da sua semelhanca estrutural com os agonistas
gabaérgicos. As quinolonas atuam sobre a via inibitéria do estimulo nervoso,
antagonizando o receptor GABA-A do cérebro, evitando a unido do neurotransmissor
GABA com este receptor. Assim impedindo a ativagcédo da via de inibicdo que abre
canais de influxo de cloreto, inibindo a condugéo do impulso nervoso, prolongando a
estimulacéo do SNC (PARDO-GARCIA et al., 2013).

Esse mecanismo de neurotoxicidade ressalta a importancia de desenvolver
estratégias para garantir a seguranca e eficacia no uso de medicamentos,
especialmente aqueles que podem apresentar efeitos adversos significativos, como
o levofloxacino. Nesse contexto, a tecnologia de impressdo 3D surge como uma
solucéo inovadora, permitindo ndo apenas a personalizacdo de formas farmacéuticas
para minimizar riscos, mas também o desenvolvimento de sistemas de liberagéo
controlada que podem contribuir para reduzir eventos adversos e melhorar a adeséo

ao tratamento.

2.4 Impresséao 3D FDM

A tecnologia de impresséao 3D foi utilizada pela primeira vez por Charles Hull
no inicio da década de 1980 (VENTOLA, 2014). No ramo farmacéutico, surgiu como
uma técnica promissora para a producdo de formas farmacéuticas
personalizadas. Apresenta muitas vantagens sobre as tecnologias farmacéuticas
convencionais, incluindo dosagem personalizada de farmacos para pacientes
individualizados e personalizacéo da liberacdo do medicamento (ILIEVA et al., 2023).

E um processo de fabricag&o que cria um objeto tridimensional com deposicéo
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camada por camada a partir de um modelo digital 3D pré-definido que pode ser
gerado e modificado através de um software de design auxiliado por computador
(CAD). Por mais que essa tecnologia tenha sido desenvolvida a partir de 1980, as
impressoras 3D ndo estavam amplamente disponiveis comercialmente até o inicio de
2010, por conta da dificuldade de utilizacdo e manuseio dessas impressoras (TAN;
MANIRUZZAMAN; NOKHODCHI, 2018).

A modelagem por deposicdo fundida (FDM) € uma das tecnologias mais
interessantes para a fabricacdo de medicamentos. Na impresséo 3D FDM, filamentos
(flios poliméricos) carregados de farmacos, sdo adicionados ao cabecote de
impressao da impressora 3D (Figura 4). Na cabeca de impressao, o filamento &
aquecido e sofre extrusdo através de um bico em uma base de impressdo com
temperatura controlada dependendo das caracteristicas do filamento. Um sistema
mecanico permite o0 movimento do cabecote de impressdao nas
direcles X, y e z respectivamente ao cabecote de impresséo, permitindo a deposicéo
da matriz polimero-farmaco em camadas até que a forma farmacéutica seja

completamente impressa.

Filamento

- EXtrusora

Bico Aquecido

- Pega
Suporte
Plataforma de Impressao

lz

Figura 4: llustracdo da impressora 3D FDM
Fonte: CALDEIRA, Diego de Oliveira., 2021
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A cinética de liberacdo das formas farmacéuticas impressas utilizando a
técnica de impressdo 3D FDM depende das propriedades do polimero utilizado, da
forma geométrica do objeto impresso e da porcentagem de preenchimento do
polimero (ALHNAN et al., 2016). A carga do farmaco presente na matriz polimérica
pode influenciar diretamente na liberacao do farmaco. O principio da tecnologia FDM
€ a deposicao de porc¢des do polimero escolhido derretido de um filamento em uma
placa de impressé&o, criando uma camada do objeto a ser impresso. A placa entdo
desce e outra camada é depositada. Com a repeticdo dessas etapas camada por
camada se obtém o filamento final contendo o farmaco (GOYANES et al., 2014).

A impressdao 3D FDM oferece a possibilidade de fabricar comprimidos,
incluindo a tecnologia de liberacdo modificada. As formas farmacéuticas de liberacao
modificada sdo formulagcbes nas quais as caracteristicas de liberagcdo do
medicamento em termos de tempo e/ou localizacdo sdo escolhidas para atingir
objetivos terapéuticos com uma dose menor de farmaco do que as formas
farmacéuticas convencionais. Podem se apresentar na forma de liberacao retardada
(revestimento entérico, que liberam o farmaco em pH levemente basico) em que o
medicamento € liberado de maneira gradual apés a sua administracao.

As formas farmacéuticas entéricas de uso oral (formulacdes
gastrorresistentes) sdo utilizadas para evitar a liberacdo do medicamento no
estdbmago e permitir a liberacdo nas regides inferiores do trato gastrointestinal. Os
polimeros entéricos sdo compostos por materiais sintéticos ou semissintéticos
sensiveis ao pH contendo grupos de acido carboxilico ionizaveis que nédo se ionizam
nas condicfes de baixo pH do estbmago, mas se tornam ionizados no ambiente de
pH mais elevado do intestino delgado ou grosso, permitindo assim que o revestimento
se dissolva e o medicamento seja liberado (GOYANES et al., 2017; LIU et al., 2009).

A técnica de impressdo FDM apresenta alguns desafios na producao de
formas farmacéuticas soélidas personalizadas. Primeiramente, 0 processo de extrusao
por fusdo a quente (HME) € necessario como uma etapa complementar para produzir
filamentos personalizados usados como material de impressdo. Pode ser usado para
melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade de ingredientes farmacéuticos ativos
pouco soluveis em agua, e o desenvolvimento de sistemas de liberagcdo modificada e
direcionada de medicamentos (DIGKAS et al., 2023).

Em segundo lugar, o material fundido requer uma baixa viscosidade de fusao

na temperatura de impresséo, tendo assim a necessidade do uso de materiais com
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caracteristica termoplastica, o que a maioria dos polimeros de qualidade farmacéutica
nao sao (TIWARI; PATIL; REPKA, 2016). Em terceiro lugar, os filamentos FDM
requerem boas propriedades mecéanicas e reoldgicas distintas para construir com
precisdo um objeto impresso em 3D. Essas dificuldades mencionadas podem ser
ultrapassadas através da selecao de polimeros adequados (OLADEJI et al., 2022).

Os filamentos séao fabricados em uma etapa de extrusdo por fusdo a quente
(HME), que normalmente é realizada industrialmente devido ao maquinério, ambiente
controlado e ao entendimento sobre o funcionamento do processo. Esse processo
sendo desenvolvido na escala industrial resulta em duas vantagens principais. Uma
formulacdo adequadamente desenvolvida e um processo de extrusdo por fusdo a
quente resultam em um intermediario de alta qualidade que passa por testes de
qualidade adequados. Os ingredientes farmacéuticos ativos (IFAs) estdo ligados
diretamente a matriz polimérica dentro do filamento, reduzindo o risco de exposicéo
ao medicamento para o operador da impressora. A combinacdo destas vantagens
torna a FDM a candidata mais promissora para a fabricagdo de medicamentos
também em ambientes nado industriais, por exemplo, hospitais, farmacias de
manipulacdo e farmacias comunitarias (AITA; BREITKREUTZ; QUODBACH, 2020;
CARDOSO et al., 2023; QUODBACH et al., 2022).

Nos ultimos anos, a impressao 3D tem ganhado muito interesse na industria
farmacéutica, especialmente para a producdo de formas farmacéuticas orais e
sistemas de administragdo de medicamentos (TAN; MANIRUZZAMAN,;
NOKHODCHI, 2018). Ganha destaque também, por oferecer uma variedade de
geometrias e permitir a preparacdo de formulacbes com novos materiais
funcionais(CARDOSO et al., 2023). Os medicamentos produzidos através da
impressora 3D apresentam alta estabilidade microbiana, boa estabilidade quimica e
fisica, permitem propriedades de liberacdo controlada e demonstram alta precisao de
dosagem (KLINGMANN et al., 2013).

As formas farmacéuticas sédo impressas camada por camada em um formato
predefinido em um software de desenho auxiliado por computador (CAD). Em teoria,
todos os tamanhos e formatos imaginaveis podem ser impressos. Uma consequéncia
direta desta abordagem é a capacidade de modificar a dosagem de forma simples e
conveniente, cuja falta € amplamente reconhecida como um grande obstaculo
principalmente na terapia pediatrica (BREITKREUTZ; BOOS, 2007; QUODBACH et
al., 2022).



24

A aplicacdo de polimeros termoplasticos e biocompativeis no desenvolvimento
farmacéutico de produtos impressos em 3D via FDM tem recebido um maior interesse
pelos pesquisadores. Muitos requisitos de materiais precisam ser atendidos pelo
polimero a ser utilizado para essas aplicacdes, como um perfil mecéanico adequado
devido a “compressao” desses filamentos entre as duas engrenagens de alimentacgao
no cabecote de impressao, pois um filamento fragil resultaria numa impressao
malsucedida (BANDARI et al., 2021; KORTE; QUODBACH, 2018).

2.5 Hot-Melt Extrusion (HME)

A tecnologia Hot-Melt Extrusion (HME) foi criada no inicio da década de 1930
e foi originalmente usada para a fabricacdo de plasticos e produtos de borracha
(ZHANG et al.,, 2017). Essa tecnologia é utilizada para produzir os filamentos
necessarios para uso em impressoras 3D FDM. Nos ultimos anos, esta tecnologia
tem ganhado muito interesse na industria farmacéutica, especialmente para a
produgcdo de formas farmacéuticas orais e sistemas de liberagdo controlada de
medicamentos (TAN; MANIRUZZAMAN; NOKHODCHI, 2018).

E um dos métodos preferidos no desenvolvimento de dispersdes solidas
farmacéuticas. Isso ocorre porque a tecnologia pode gerar extrudados/granulos com
propriedades favoraveis. E isento do uso de solventes organicos e adequado para
processamento continuo. Também podem produzir filamentos carregados de drogas
adequados para impressao 3D. No processo HME, ingredientes farmacéuticos ativos
(IFAs) sdo misturados com um polimero termoplastico e depois extrudados como
filamentos que sao utilizados posteriormente na impressdo 3D (TAN;
MANIRUZZAMAN; NOKHODCHI, 2018; ZHANG et al., 2017).

E um processo continuo no qual calor e pressdo sdo aplicados
simultaneamente para derreter ou amolecer materiais através de um orificio para
produzir novos produtos de formato e densidade uniformes. O processo de extrusao
pode alterar as propriedades fisicas de uma substancia quando uma passagem é
forcada através de um orificio ou matriz na extrusora sob condicbes controladas
(PATIL; TIWARI; REPKA, 2016). O principal componente do HME é a maquina
extrusora (Figura 5). Os elementos basicos montados para fazer uma extrusora
incluem um motor, um cilindro de extrusdo, parafusos giratorios no cilindro e uma
matriz ou orificio que € conectado na extremidade da extrusora. A extrusora contém

aquecedores que fornecem calor para a fusdo ou amolecimento dos materiais.
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Os parafusos da extrusora podem proporcionar tensdo de cisalhamento e
mistura intensa dos materiais (PATIL; TIWARI; REPKA, 2016). O atrito criado pelos
parafusos no cilindro e o calor fornecido fazem com que o material polimérico
derreta. O parafuso entdo transporta o material derretido pelo cano. A extrusora €
controlada através de um controle elétrico central, que esta conectado diretamente a
unidade de extrusdo. Alguns dos parametros de processamento que podem ser
controlados séo a velocidade da rosca em rotagées por minuto (RPM), a taxa de
alimentacao, a temperatura ao longo do cilindro e da matriz e o nivel de vacuo para
desvolatilizacdo (PATIL; TIWARI; REPKA, 2016; TAN; MANIRUZZAMAN;
NOKHODCHI, 2018).
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Figura 5: Extrusora Hot-melt
Fonte: PATIL; TIWARI; REPKA, 2016

O numero de patentes utilizando a técnica HME emitidas com finalidades
farmacéuticas aumentou desde a década de 1980 (REPKA et al., 2008). Isso ocorre
porque o processo HME é capaz de atender as boas praticas de fabricacao de formas
farmacéuticas por possuir grande flexibilidade e uso amplo, principalmente para a
crescente demanda por medicamentos personalizados (TAN; MANIRUZZAMAN;
NOKHODCHI, 2018).
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2.6 Eudragit® E100

bY

Eudragit® E100 é um copolimero catidbnico a base de metacrilato de
dimetilaminoetila e ésteres metacrilicos neutros cuja massa molecular média é
135,0000. Eudragit € uma marca comercializada pela Evonik Technologies Germany.
E utilizado em grande escala na inddstria farmacéutica para revestimento e
administracdo de medicamentos. Apresenta um comportamento pH dependente
como polibase fraca devido as grandes quantidades de grupos amino em suas
cadeias. A solubilidade desse polimero em meio aquoso depende de variaveis como

pH, temperatura e forca ibnica do meio dissolvente (BOERIS et al., 2009).

Este polimero tem sido amplamente reconhecido como uma matriz polimérica
eficaz para proteger substancias ativas e disfarcar o sabor e o odor de medicamentos,
0 que torna sua utilizacdo conveniente em situacdes em que essas caracteristicas
sdo indesejaveis para o usuario (CHOUDHURY; MURTY; BANERJEE, 2021). O E100
€ um polimero soltvel no fluido gastrico e intumescente em pH inferior a 5,0. Possui
baixa viscosidade e alta fixacdo de pigmentos, podendo ser aplicado em diversas
formas farmacéuticas (BHATT et al., 2021).

As varias concentracdes de grupos nao ionizados e ionizados ao longo da
estrutura destes copolimeros geralmente controlam o seu funcionamento. O pH do
meio também tem a capacidade de controlar a taxa de liberacdo ja que o E100 se
comporta como um transportador de liberacdo retardada com medicamentos
contendo grupos de acido carboxilico na composicédo e dispersos em agua, mas
aumenta a taxa de entrega em solu¢des salina que simulam fluidos bioldgicos
(GUZMAN; MANZO; OLIVERA, 2012). Eles sdo normalmente utilizados como
agentes de revestimento em comprimidos orais, bem como em formulagbes de
capsulas para protecdo e atua nas formas farmacéuticas de liberacdo
modificada. Nas técnicas de granulacdo Umida organica e aquosa, 0S polimeros
Eudragit sdo usados como agentes aglutinantes (NIKAM et al., 2023). Além disso,
sua relevancia em formulacbes de liberacdo controlada € evidente, pois esse
polimero tem a capacidade de aumentar a taxa de dissolucéo e a biodisponibilidade
de farmacos pouco soluveis em agua, a0 mesmo tempo em que melhora a

estabilidade fisica de dispersdes solidas amorfas (CARDOSO et al., 2023).
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

O polimero Eudragit® E100 (Industrias Evonik) e o antimicrobiano sintético
Levofloxacino hemi-hidratado (C1sH20FN3Oa4 - 0.5H20, MM= 370,38, Sigma Aldrich)
foram usados como recebidos para a preparacdo das amostras de filamentos
estudadas. Todos os tampdes utilizados no estudo foram baseados nas
formulacdes descritas na Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo. Foram preparados o
tampao acido cloridrico (pH 1,2) e o tampao fosfato (pH 7,2). Para a regulagéo do
pH, foram utilizadas solucdes de acido cloridrico e hidréxido de sodio, com o ajuste
realizado conforme necesséario, apos a calibracdo do pHmetro com padrées de pH
4,0,7,0 e 10,0.

3.2 Preparagéo das amostras para o processo de extrusao

Dois tipos de amostras de filamentos hibridos E100/Levofloxacino para o
processo de extrusdo a quente foram preparadas misturando mecanicamente:
baixa concentragcéo de levofloxacino (80mg) e alta concentragéao de levofloxacino
(240mg) com 24 g do polimero dependente de pH E100, sem reagentes aditivos,
até completa homogeneizacédo de cada mistura. Filamentos de Eudragit® E100
sem farmaco (vazio) também foram preparados e utilizados nos experimentos

como amostra de controle para fins de comparacao de resultados.

3.3 Producéao de filamentos

Os filamentos foram produzidos por meio de um processo de extrusao por
fusdo a quente, seguido de um processo de protonacao superficial do material
resultante. Para o processo de extrusao foi utilizada uma miniextrusora (Figura 6)
(Filmag3D®) com as seguintes caracteristicas: reservatorio metalico cilindrico
medindo 25 cm de comprimento e diametro interno de 1,5 cm; fuso transportador
galvanizado; Bocal extrusor de 1,75 mm; velocidade de extrusdo de 40 cm

min ~ ; e posicao vertical.

A temperatura do sistema de extrusdo foi fixada em 130°C e mantida
inalterada por 1 hora. Em seguida, cada mistura preparada foi sucessivamente
depositada dentro do reservatorio metalico aquecido e mantida nessa temperatura

por 10 minutos, para que a transferéncia de calor do tubo para o material ocorresse
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de maneira uniforme e adequada. Em seguida, foi acionado o fuso que transporta
0Ss materiais dentro do tubo, promovendo assim a extrusdo dos filamentos

cilindricos através do bocal extrusor.

Os filamentos produzidos foram coletados e armazenados em carretéis
plasticos circulares (15 cm de diametro e 25 mm de espessura). Para o processo
guimico de protonacgédo das cadeias poliméricas E100, os filamentos dispostos nos
carretéis circulares foram colocados em uma caixa plastica cubica fechada com
dimensdes 30 x 40 x 30 cm 3, que estava diretamente conectada a saida de um
umidificador de ar convencional. Através desse processo, cada filamento recebeu
do aparelho o vapor (60% de umidade relativa) de uma solucdo preparada com
6,8 g de fosfato de potassio e 77 mL de hidroxido de sédio 0,2 M, em 1000 mL de
agua deionizada (pH = 6,5 £ 0,1), durante 60 minutos. Apds o tratamento quimico,
as amostras foram secas em temperatura ambiente por 24 horas antes de iniciar

Os testes.

Esses filamentos também foram fundidos a 120°C por 3 min e moldados na
forma de discos circulares, simulando um novo processo de aquecimento do
material, que seria executado em impressoras 3D FDM para imprimir
pecas personalizadas. Essas amostras de filamento fundido também foram
utilizadas para a realizacao dos testes antibacterianos.
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Figura 6: (A) Bocal extrusor de 1,75mm (B) Miniextrusora Filmaq 3D

3.4 Caracterizagao microestrutural

A microestrutura dos materiais foi analisada usando (I) Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) (aparelho Vega 3XM Tescan, equipado com detector de
energia dispersiva de raios X (EDX), tensédo de aceleracdo de 10-20 kV). Para a
realizacdo dos experimentos, as amostras foram recobertas por sputtering com
uma camada de ouro (dispositivo Q150R ES Quorum ®), com taxa de 5 nm min 1,
por 15 min. Os filamentos compésitos produzidos também foram investigados a
partir das técnicas de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) e por Difragcdo de Raios-X (DRX).

3.5 Andlise térmica

O comportamento térmico dos filamentos produzidos foi analisado por
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Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), utilizando um aparelho DSC-60 Plus,
na faixa de 30° a 300° C, com ciclos de aquecimento e resfriamento na faixa de
temperaturas de trabalho dos filamentos, sob atmosfera dinamica de ar e de
nitrogénio. O fluxo de nitrogénio foi fixado em 50 mL/mint. O equipamento foi
previamente calibrado para temperatura utilizando como padrdes os pontos de
fusdo de indio (156,4 °C) e zinco (419,5 °C) metalicos, com pureza de 99,99%.

3.6 Testes mecéanicos de flexao

O ensaio de resisténcia mecéanica dos filamentos aos esfor¢os de flexao foi
realizado em Maquina Universal de Ensaios EMIC DL 10.000, equipada com célula
de carga com capacidade de 500 N. Os experimentos foram conduzidos em
triplicata, utilizando filamentos cilindricos como corpos de prova. A distancia entre
0S pontos de apoio dos corpos de prova utilizados nos ensaios foi de 40 mm e a
velocidade da célula de carga para avaliacdo das amostras foi regulada para 10
mm min ~, de acordo com a norma ASTM D790 para hastes semirrigidas/rigidas
de materiais poliméricos. Os resultados foram dados em termos do mddulo de

elasticidade (E) das amostras (em Mpa) retornados no experimento.

3.7 Ensaio de cinética de liberacao in vitro

Os perfis de liberacdo in vitro dos filamentos contendo farmaco foram
avaliados em solugdes de fluidos gastrointestinais simulados (em pH 1,2 e 7,2,
respectivamente), de acordo com o procedimento estabelecido pelo Formulario
Nacional da Farmacopeia dos Estados Unidos (USP-NF-Reagents) do ano de
2024. Assim, 100 mL de cada solucédo foram dispostos em béqueres de 250 mL e
mantidos em banho-maria a 37 °C, com agitacdo constante de 100 rpm.
Posteriormente, amostras de cada filamento compdsito foram imersos nas
solucBes para analise da variacao temporal da concentracdo do farmaco no meio
(em triplicatas). Em seguida, aliquotas de 2 mL de cada solucéo foram retiradas
do béquer em intervalos de tempo fixos para determinar as variacdes de
intensidade no pico de absorcdo do levofloxacino (A= 283 nm) em
espectrofotometro UV-vis DR5000. Os dados de absorbancia foram convertidos
em concentragdo relativa do farmaco em solugdo ((Ct— Co)/Co, onde Coe
C t representam as concentracdes inicial e no tempo t, respectivamente) a partir da

respectiva curva de calibracdo do farmaco.
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3.8 Avaliacdo da atividade antibacteriana dos filamentos

A avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro dos filamentos, foi realizado
pelo método de difusdo em meio sdlido de agar Mueller-Hinton, com modificagfes
(BAUER, A. W. et al. Am. J. Clin Pathol. 45: 493-496, 1996) frente as cepas
bacterianas gram positivas: Enterococcus faecalis (ATCC29212); Streptococcus
agalactiae (ATCC12386); Staphylococcus aureus (ATCC25923) e gram negativas:
Acinetobacter baumannii (ATCC17978)); Klebsiella pneumoniae (ATCC13883);
Serratia marcescens (ATCC13880) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC27583)
obtidas do laboratorio de analises clinicas do Hospital universitario da Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco. Neste ensaio, os filamentos foram utilizados
tanto em sua forma integra quanto fundidos a 120°C, com o objetivo de demonstrar
gque o aumento de temperatura e a consequente alteracdo conformacional nao
impactariam significativamente na liberacdo do farmaco, nem na atividade

antibacteriana dos filamentos contendo levofloxacino.

Com o auxilio de uma alca bacteriologica estéril, as amostras bacterianas
foram cultivadas em tubos de vidro com tampa (13x100 mm) contendo caldo
nutritivo Brain Heart Infusion (BHI), e incubada em estufa a 37 °C por 24h, até
atingirem turvagéo equivalente ao padrdo 0,5 da escala McFarland (equivalente a
aproximadamente 1 x 108 UFC/ml), utilizando um turbidimetro digital. Em seguida,
as cepas bacterianas foram semeadas em meio de cultura Agar Mueller-Hinton, a
partir da distribuicio homogénea dos microorganismos sobre a superficie de
placas de petri utilizando a técnica de espalhamento, com auxilio de um swab
estéril.

As amostras de filamentos (ou solugdes solidas farmacéuticas) nas diferentes
concentracfes de levofloxacino foram esterilizadas por radiacao ultravioleta (UV)
por 2 horas e distribuidas nas placas de Petri. Os filamentos em sua forma integral
foram previamente pesados antes de serem adicionados nas placas de agar
Mueller Hinton contendo as bactérias. Os filamentos de baixa concentracdo (0,3%
p/p) e de alta concentracdo (1% p/p) foram utilizados como grupo teste. A amostra
de filamento sem farmaco, foi usada como controle negativo por se tratar de
material sem acao antibacteriana. Os ensaios foram realizados em triplicata, e a
quantificacdo das &reas dos halos de inibicdo (em mmz?) foi expressa como média

+ desvio padrdo da média.
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3.9 Andlise estatistica

O diametro do filamento calculado € a média (x desvio padréo) de trinta
medicdes independentes, para cada configuracdo de amostra. Esses valores
foram obtidos a partir de micrografias de MEV, utilizando o software ImageJ v.
1.53t. As andlises estatisticas inferenciais (testes de normalidade e igualdade de
meédias) foram realizadas com nivel de significancia (a) de 0,05 e comparadas com
o valor de p obtido por meio desses testes. Para p -valor > a, sdo aceitas as
hipéteses de normalidade e igualdade de médias. Os dados numéricos obtidos
foram expressos como média £ erro padrdo da média (e.p.m.). Os valores foram
comparados estatisticamente pela analise de variancia de duas vias (ANOVA two-
way) com poés-teste de Tukey, com o auxilio do programa Graph-Pad Prism©
versdo 8.0, sendo as diferencas entre as meédias consideradas significantes

guando o valor calculado de p foi menor que 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producao dos filamentos E100/farmaco

Em uma primeira andlise dos resultados, é importante destacar que 0s
filamentos compdésitos E100/levofloxacino desenvolvidos foram produzidos com
sucesso. A producao dos filamentos E100/levofloxacino sem aditivos plastificantes
e/ou de enxerto foi possivel a partir da utilizacdo de uma maquina extrusora com
dimensdes miniaturizadas para o comprimento e diametro do reservatorio/ canal
cilindrico metalico que comporta o material polimérico.

Na configuracdo da miniextrusora, € possivel destacar a engrenagem de
rosca infinita com tratamento superficial de cromagem, bem como o diametro do
bocal extrusor menor que o usual (1,5 mm) por onde o filamento ganha sua forma
cilindrica final. Com um canal menor e com a rosca cromada em seu interior, 0
gradiente de temperatura ao longo do reservatorio, antes gerado pelo aquecimento
apenas da extremidade do tubo em extrusoras usuais, foi diminuido.

Isso refletiu diretamente em uma conducao de calor mais homogénea pelo
material no interior do tubo, o que permitiu utilizar uma temperatura de extrusdo de
130 °C, diminuindo a expanséao do polimero que € observada em temperaturas de
extrusdo mais elevadas. Além disso, a utilizacdo de um bocal com diametro de 1,5
mm fez com que a expansao natural do polimero E100 nessa temperatura na saida
do bico extrusor fosse suficiente para atingir o tamanho de uso do filamento nas
Impressoras convencionais.

Imagens das amostras dos filamentos compdsitos E100/levo (0,3% p/p) e
E100/levo (1,0% p/p) produzidos a partir do processo de extrusdao a quente sao
mostradas na Figura 7. A quantidade de material utilizada na etapa de preparacao
resultou em uma produc¢éo de aproximadamente 3,5 m de filamento continuo para
cada modelo E100/levo, sem perda de material durante o processo de extrusao a

quente.
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Figura 7: Amostras de filamentos continuos (a) E100/levo 0,3%p/p (a esquerda) e (b) E100/levo
1%p/p (& direita) produzidos a partir do processo de extrusédo a quente; (c) Filamentos E100/Levo
0,3%p/p e E100/Levo 1%p/p sob flexdo.

De fato, a analise mecéanica de flexdo dos filamentos contendo farmacos
retornou um maodulo de elasticidade E= (353 + 65) Mpa e E= (331+53) MPa para
os filamentos E100/levo 0,3%p/p e E100/levo 1%p/p sem tratamento quimico,
respectivamente. Apos o tratamento quimico, os médulos de elasticidade dos
filamentos diminuiram para E=175+34 Mpa (E100/levo (0,3% p/p)) e E=168+49
Mpa (E100/levo (1,0% p/p)), indicando a melhoria da flexibilidade dos materiais
para a aplicacéo que se destinam. E importante destacar que esses filamentos s&o

usados em impressoras 3D convencionais, e a flexibilidade melhorada é um fator
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importante para diminuir interrup¢cdes de impresséo devido a quebras indesejadas
do material no sistema de impresséao.

De forma resumida, as melhorias notadas no processo de producéo do
filamento, a partir dos parametros de extrusédo escolhidos incluiram: a reducéo do
aspecto pegajoso do E100 (copolimero acrilico) dentro do tubo, que seria
observado em temperaturas de extrusdo mais altas; a garantia da fluidez do
polimero na extrusora; prevencdo de uma expansdo térmica consideravel do

filamento na saida do bico da maquina extrusora, e flexibilidade melhorada.

4.2 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Na Figura 8 é apresentada uma micrografia obtida por MEV de uma amostra
do antibidtico levofloxacino (como fornecido pelo fabricante). O antibiético se
apresenta como particulas cristalinas, com dimensdes de dezenas de micrometros
e geometria irregular. As particulas de levofloxacino apresentaram diametro médio
da ordem de 6514 pm (n=105).

3

IPCM-2015_9694 1981/05/12 22:50 L D4.3 x1.0k 100 um

Figura 8: Micrografia obtida por MEV das particulas do antibi6tico levofloxacino.

A figura 8 mostra a micrografia obtida por MEV das particulas de levofloxacino,
com aproximacdo de 1.0K (barra de escala=100um). O filamento de E100 puro

(controle negativo) apresentou superficie regular, sem defeitos estruturais aparentes
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(como furos e grandes variacGes de diametro) que pudessem interferir negativamente
na sua usabilidade (Figura 9). Esses filamentos apresentaram distribuicdo normal de
didmetros, com valor médio de 1,72 + 1,30 mm (n = 30). Além disso, os filamentos
E100/levo 0,3%p/p (Figura 10) e E100/levo 1%p/p (Figura 11) apresentaram
caracteristicas de superficie semelhantes a amostra de filamento E100 puro, com
diametro médio de 1,70 =+ 1,53 mm (nh= 30) e 1,72 £ 1,28 mm (n= 30),
respectivamente. Estes resultados indicam que a temperatura de extrusao para a
producao dos filamentos E100/levofloxacino foi adequada, uma vez que temperaturas
elevadas aplicadas ao processo de extrusdo poderiam provocar o aparecimento de
bolhas irreversiveis nos filamentos durante a sua solidificacdo e, consequentemente,
resultar em descontinuidades geométricas.

O teste de hipotese de igualdade de médias realizado demonstrou que ndo ha
diferenca significativa no diametro médio das sec¢fes transversais dos filamentos
produzidos (nivel de confianca de 95%), tanto para o filamento puro quanto para os
filamentos contendo farmaco, tanto para a baixa concentracdo de farmaco (80mg)
como para as altas concentragbes (240mg). Isto indica que estes filamentos néo
apresentaram alteracdes significativas no volume por unidade de comprimento, apos
a introducao das quantidades variaveis do farmaco (alta e baixa concentracdo). Esta
Gltima analise se torna importante para o proposito final da pesquisa pois demonstra
que a introducao do farmaco no volume da matriz polimérica do filamento ndo causa
variacodes significativas em seu diametro, o que garante uma area superficial de acéo
constante a estes materiais. Assim, as concentracdes de farmaco liberadas nos meios
de pH 1,2 e 7,2 ndo recebem influéncia de variac6es na geometria do filamento.

Em outras palavras, a variacao temporal nas concentracfes de farmaco liberado
nestes meios (disponiveis no volume do filamento) estara diretamente relacionada
com a natureza pH dependente do polimero E100 e com a massa de farmaco
disponivel no volume do filamento (proporcional ao seu comprimento), uma vez que
as outras variaveis do processo se mantém constantes. Essa proporcionalidade e a
distribuicdo homogénea dos farmacos nos filamentos séao fatores importantes para a
producdo de formas farmacéuticas solidas impressas com diferentes geometrias e

com formulagdes replicaveis.
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Figura 9: Micrografia obtida por MEV de amostra do filamento E100 puro.

A figura 9 mostra a micrografia obtida por MEV de amostra dos filamentos E100 sem farmaco (puros),
com aproximacéao de 50x (barra de escala=2mm).

IPCM-2015_9160 1981f01/02 05: 47 L D39 x40 2 mm

Figura 10: Micrografia obtida por MEV de amostra do filamento E100/levofloxacino 0,3%p/p.

A Figura 10 mostra a micrografia obtida por MEV de amostra dos filamentos E100/levofloxacino (baixa
concentragdo), com aproximacao de 40x (barra de escala=2mm).

37



38

IPCM-2015_9166 1981/01/02 05:51 L D3.9 x50

Figura 11: Micrografia obtida por MEV de amostra dos filamentos E100/levofloxacino 1%p/p.

A Figura 11 mostra uma micrografia obtida por MEV dos filamentos E100/levofloxacino (alta concentracéo), com
aproximacgéao de 50x (barra de escala=2mm).

Em ambos os tipos de filamentos contendo levofloxacino, ndo foi possivel
detectar a presenca do farmaco na superficie do material. Esse resultado sugere que
0 processo de extrusdo foi eficaz para promover a dispersdo uniforme do ativo na
matriz polimérica de Eudragit® E100, garantindo sua incorporacdo adequada ao

material.

4.3 Difracéo de raios-X (DRX)

A Figura 12 destaca o difratograma obtido para o levofloxacino puro e para
amostras de filamentos E100, E100/levo 0,3%p/p e E100/levo 1%p/p. O espectro de
DRX do levofloxacino confirmou a natureza cristalina do farmaco, associada a
presencga de seus picos de difragdo caracteristicos na faixa de angulos 26 estudados
(VOROBEI et al., 2023).

O espectro dos filamentos do tipo E100 mostrou um unico pico largo, com
deslocamento vertical da linha de base, em uma ampla faixa de 28 entre 10-25°, como
uma assinatura de uma matriz solida amorfa. Este resultado esta de acordo com os

dados de DRX do polimero em sua forma original (WANG et al., 2022).
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Figura 12: Padrdes de difracdo de raios X caracteristicos do farmaco levofloxacino (levo) e de
amostras de filamentos E100, E100/levo 0,3%p/p e E100/levo 1%p/p.

Os espectros de DRX dos filamentos E100/levo mostraram caracteristicas
semelhantes, como mostrado na Figura 12. Os difratogramas das amostras de
filamentos E100/levo 0,3%p/p e E100/levo 1%p/p mostram um pico largo na mesma
regido de angulos 26 observada para o filamento E100 puro, o que pode ser atribuido
a predominancia da fase polimérica nas amostras polimero/farmaco. Isso se deve ao
uso de uma pequena quantidade de farmaco nas amostras e/ou a diminuicédo do grau
de cristalinidade do farmaco devido a sua interagdo com a matriz polimérica.

De fato, € conhecido na literatura que uma porcédo das particulas micrométricas
(conforme confirmado para o levofloxacino na analise SEM) de farmacos pouco
soluveis em agua tendem a se dissolver e diminuir de tamanho na interagdo com o
polimero, aumentando a &area de contato do farmaco. Esse comportamento é
mencionado na literatura para dispersdes sélidas de farmacos cristalinos em matrizes
poliméricas como as de poli(vinilpirrolidona), quitosana, celulose microcristalina e
poli(acido lactico-co-acido glicélico), todos visando facilitar a dissolugcdo do farmaco
no meio de interesse (GHOBASHY et al., 2020).
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4.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As vibracdes moleculares das amostras de filamentos foram estudadas por
FTIR (Figura 13). O espectro do levofloxacino puro (conforme fornecido pelo
fabricante) exibiu todas as suas bandas vibracionais caracteristicas, em conformidade
com dados da literatura (PAVIA et al., 2009). As principais bandas de vibragéo da
molécula do farmaco foram detectadas no espectro em 3268 cm?, 1719 cm, 1616
cm? e em 1538 cm’, relativas aos grupos -COOH, -COOH, C=C e C-N,
respectivamente (EL-ZAHABY et al., 2014a, 2014b; MOUZAN et al., 2011).

O espectro FTIR da amostra do filamento E100 mostrou as bandas tipicas do
copolimero em sua forma original, centradas em 2956 cm (alongamento assimétrico
da ligagdo C-H), 2875 cm (alongamento simétrico da ligagdo C-H), 2820 cm
(alongamento assimétrico da ligacdo HsC-N-CHz), 2772 cm (alongamento simétrico
da ligagdo H3C-N-CHzs), 1730 cm™ (alongamento simétrico da ligacdo C=0 do grupo
éster), 1460 cm™? (alongamento assimétrico da ligacdo H-C-H), 1388 cm
(dobramento coplanar das ligacdes C-H) e 1150 cm™ (alongamento assimétrico da
ligacdo C-O do grupo éster) (QUINTEROS et al., 2011; WANG et al., 2022; KHIZAR
et al., 2020).
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Figura 13: Espectro de FTIR do levofloxacino puro e dos filamentos E100 e E100/levo.

Além disso, os espectros de FTIR dos filamentos E100/levo 1%p/p e E100/levo
0,3%p/p apresentam bandas de vibracdo molecular em toda a faixa de niumero de
onda de interesse (sem diferencas significativas). Seja usando uma concentracéo alta
ou baixa do farmaco disperso na matriz polimérica, € possivel diferenciar a presenca
de uma quantidade consideravel de bandas vibracionais de ambos os materiais
constituintes. Este resultado revela que o método de producdo € viavel para a
obtencdo de filamentos E100/levo, com preservacdo de suas caracteristicas

moleculares.

4.5 Analise de DSC

A Figura 14 mostra o termograma de DSC do farmaco levofloxacino hemi-
hidratado na forma adquirida no fabricante. E possivel observar dois picos
endotérmicos localizados em 109 °C e 235 °C, os quais caracterizam a forma hemi-
hidratada do levofloxacino (NUGRAHANI et al., 2023). O primeiro pico em 109 °C

representa o ponto de desidratacdo do levofloxacino hemi-hidratado, enquanto o
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segundo pico em 235 °C é representativo do ponto de fusédo do farmaco (NUGRAHANI
et al., 2022, 2023). Em adicao, na faixa de temperatura analisada (30° a 300 °C) nao
foram detectados picos relativos a degradacgéo do farmaco. Isso indica que o processo
de extrusdo dos filamentos E100/levo a 130 °C (a qual o farmaco é exposto) é

adequado e nao altera as caracteristicas requeridas do antimicrobiano.
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Figura 14: Andlise de DSC do farmaco levofloxacino hemi-hidratado.

Ja o termograma de DSC do filamento E100 puro néo se diferencia do espectro
de DSC do polimero na sua forma original, apresentando um sinal endotérmico abaixo
de 100 °C, devido a sua temperatura de transicao vitrea (LINARES et al., 2019). Nao
h& outros picos caracteristicos do polimero e/ou indicativos de degradacao térmica da
amostra abaixo de 200 °C, o que reforca que a temperatura de extrusdo do polimero

a 130 °C é adequada a producao de filamentos de E100 sem degradacao do polimero.
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Figura 15: Ciclos de DSC (aguecimento e resfriamento) representativo das amostras de filamentos
compositos E100/levofloxacino.

Em adicdo, é importante destacar que a aplicacdo dos filamentos de
E100/levofloxacino em impressoras 3D FDM para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas personalizadas envolve um novo aquecimento do material no sistema
de impressado da maquina, para que este possa fluir sobre a mesa de impressao em
camadas, com posterior resfriamento a temperatura ambiente e formacédo da peca
projetada. Nesse sentido, os filamentos E100/levofloxacino (que ja passaram por um
ciclo de aquecimento/resfriamento no processo de extrusdo) foram submetidos a dois
novos ciclos de aquecimento/resfriamento (Figura 15) na faixa de 40 °C a 150 °C, a
qual engloba a temperatura de trabalho desses filamentos em impressoras 3D.

O resultado mostra espectros de aguecimento e resfriamento predominantes
do polimero, com curvas suaves e sem picos caracteristicos de degradacdo das
amostras, o que comprova que os filamentos E100/levofloxacino podem ser utilizados
para a aplicacdo na qual eles sdo demandados e até mesmo com possibilidade de
reuso do material ndo impresso para a producédo de novos filamentos, o que pode

reduzir desperdicios e custos de producao relacionados.
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4.6 Cinética de liberacao

A analise da cinética da concentracao relativa do farmaco liberada no meio em
funcéo do tempo foi possivel a partir da curva de calibragcdo do farmaco levofloxacino,
mostrada na Figura 16. A relacdo entre absorbancia (A) no pico de absorcédo do
levofloxacino e concentracdo (C) do farmaco no meio foi linear (coeficiente de
determinagdo R?=0,99), em acordo com a Lei de Lambert—Beer. Esta relagdo foi
modelada matematicamente pela funcdo A(C)=0,06C — 3,1.10“.

1.2

A(C)= 0.06C -3.1x10™ 5
1.0 - R2=0.99

Absorbancia (u. a.)

0 3 6 9 | 1I2 | 15 18
Concentragao (ng/mL)

Figura 16: Curva de calibragédo do farmaco levofloxacino. Relagéo entre absorbéncia e concentracao
do farmaco.

A cinética de liberacao in vitro do farmaco a partir dos filamentos poliméricos

E100/Levo, nos meios gastrico e intestinal simulados, sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17: Cinética de liberacao do farmaco a partir dos filamentos E100/Levo nos meios gastrico

(pH=1,2) e intestinal (pH=7,2) simulados.

As concentracbes de farmaco liberadas no meio em funcdo do tempo
assumiram um comportamento assintotico (valor de saturacéo) em torno de 30 a 40
min ap6s o inicio dos testes para ambos os tipos de filamentos, atingindo
concentracdes de saturacado de 1,41 pg/mL e 2,75 ug/mL, respectivamente para as
amostras E100/Levo (0,3%p/p) e E100/Levo (1%p/p).

Por outro lado, uma concentracdo desprezivel de farmaco disponivel no meio
basico foi observada durante todo o intervalo de tempo analisado, indicando que a
matriz do polimero E100 atuou como um dispositivo de barreira para minimizar o
contato do farmaco com o meio externo.

Essas caracteristicas sao tipicas do polimero E100 fornecido pelo fabricante e
confirmam que apds o processo de extrusdo a quente a 130 °C, a solubilidade do
polimero, a qual é dependente do pH, mantém-se para o uso do material como um
filamento de impressao 3D responsivo ao pH do meio (sem alteracdo da caracteristica
guimica original).

Além disso, o perfil de liberacdo rapida do levofloxacino em meio gastrico

simulado foi modelado com sucesso usando a fungao Weibull (linhas sélidas seguindo
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os dados experimentais na Figura K), para o caso de difusdo do farmaco a partir de

. s . C ~ 7 ~
matrizes cilindricas, —-= 1 —exp (—atP). Nesta expressdo, Ct é a concentragdo
o0

disponivel do farmaco no tempo t; C-~ € a concentragdo assintotica do farmaco
(concentracao acumulado, a longo prazo); “a” € um fator de escala de tempo e “b” é o
parametro que representa o grau de liberacao durante a cinética do processo.

A modelagem matematica do perfil de liberag&o indicou um valor de b=1 para
as amostras E100/levo (0,3%p/p) e E100/levo (1%p/p), 0 que representa uma cinética
exponencial como padrao de liberacdo do farmaco. A combinacéo desses resultados
indica que os filamentos E100/Levo fornecem liberacéo rapida de levofloxacino em
meio acido, com reprodutibilidade e uma caracteristica tipica de difuséo do farmaco a

partir da matriz polimérica a qual é tipica do polimero em sua forma original.

4.7 Avaliacao da atividade antibacteriana dos filamentos

A atividade antibacteriana in vitro dos filamentos integrais e fundidos foi
avaliada contra oito cepas bacterianas, conforme apresentado na Figura 18. As cepas
testadas incluiram tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas,
proporcionando uma analise abrangente do espectro de acdo dos filamentos. As
bactérias Gram-positivas avaliadas foram Enterococcus faecalis, Streptococcus
agalactiae e Staphylococcus aureus, enquanto as bactérias Gram-negativas incluiram
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens e
Pseudomonas aeruginosa.

Os filamentos em sua forma integral foram pesados antes de serem
adicionados nas placas de agar Mueller Hinton contendo as bactérias. Aqueles com
concentracdo de 1% p/p de levofloxacino apresentaram um peso médio de 19,4 mg,
enquanto os filamentos com 0,3% p/p de levofloxacino tiveram um peso médio de 22,8
mg. Ja os filamentos do controle negativo (sem farmaco) registraram um peso médio
de 24,4 mg.

Além disso, os filamentos integrais foram submetidos a um tratamento térmico
a 120°C por 3 minutos para induzir uma mudanca de conformagéo, conferindo-lhes
caracteristicas semelhantes as de filamentos fundidos. O objetivo desse procedimento
foi simular o processo de impressao 3D por meio de um segundo aquecimento e
avaliar se a alteracdo conformacional resultante impactaria a eficacia antibacteriana

dos filamentos. Os resultados indicaram que essa exposi¢cao a alta temperatura nao
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comprometeu a atividade antimicrobiana dos filamentos, que mantiveram sua
capacidade de inibir o crescimento bacteriano mesmo apdés a mudanca de

conformagao.

Figura 18: Imagens dos halos de inibicdo formados ao redor dos filamentos integrais (a esquerda) e
fundidos (a direita). (A) A. baumannii. (B) S.aureus. (C) E. faecalis. (D) K. pneumoniae. (E) P.
aeruginosa. (F) S. marcescens. (G) S. agalactiae. (VAZ) corresponde ao controle negativo. (-)

concentracdo de 0,3%p/p de levofloxacino. (+) concentracdo de 1,0% p/p de levofloxacino.

A medicéo padréo para quantificar os halos de inibi¢céo (HI), ou seja, o diametro
dos halos de uma borda a outra do halo de inibicdo bacteriano, foi dificil, pois nem
todos halos formados ao redor dos filamentos eram circulares. A ndo homogeneidade
pode ter sido causada pelo tamanho e pela conformacdo dos filamentos testados
(integral e fundido). Portanto, a quantificacdo foi baseada na area de inibicdo em mm2,
e ndo no diametro, dos halos de inibigdo. (HUI et al., 2023).

Os resultados foram expressos em termos de média, desvio padrdo e erro
padrao (EP), calculados com o auxilio do software GraphPad Prism 8.0, e comparados

com o grupo controle negativo para avaliar a eficicia antibacteriana dos filamentos.
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Conforme sintetizado nas Tabelas 1 e 2, tanto os filamentos integrais quanto os
fundidos, nas concentracbes de 0,3% p/p e 1% p/p de levofloxacino, exibiram

atividade antimicrobiana significativa (P < 0,05) em relacdo ao controle negativo.



Tabela 1. Areas de inibicdo (mm2) - Filamento integral
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Areas de inibicdo (mm?2)

Média + Desvio

Grupos padrio Erro padrao da média
CN 0,00 + 0,00 0,00
S. aureus 0,3% p/p 81,96 + 9,74* 5,62
1% plp 102,58 + 12,06* 6,96
CN 0,00 + 0,00 0,00
S. agalactiae 0,3% p/p 469,55 + 10,92* 6,30
1% plp 497,43 + 49,24* 28,43
CN 0,00 + 0,00 0,00
E. faecalis 0,3% p/p 418,99 + 38,24* 22,08
1% plp 541,23 + 117,45* 67,81
CN 0,00 + 0,00 0,00
A. baumannii 0,3% p/p 475,43 + 106,88* 61,70
1% plp 559,56 + 29,69* 17,14
CN 0,00 + 0,00 0,00
K. pneumoniae 0,3% p/p 425,89 + 19,76* 11,41
1% plp 438,02 + 0,85* 0,49
CN 0,00 + 0,00 0,00
S. marcescens 0,3% p/p 444,13 + 68,21* 39,38
1% plp 488,19 + 34,61* 19,98
CN 0,00 + 0,00 0,00
P. aeruginosa 0,3% p/p 487,92 + 50,16* 28,96
1% plp 600,48 + 16,27* 9,39




Tabela 2. Areas de inibicdo (mm?) - Filamento fundido
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Areas de inibigdo (mm?2)

Média + Desvio

Grupos padrio Erro padrao da média
CN 0,00 + 0,00 0,00
S. aureus 0,3% p/p 79,29 + 13,09* 7,56
1% plp 72,38 + 12,78* 7,37
CN 0,00 + 0,00 0,00
S. agalactiae 0,3% p/p 370,17 + 19,05* 11,00
1% plp 401,15 + 72,48* 41,84
CN 0,00 + 0,00 0,00
E. faecalis 0,3% p/p 341,89 + 29,40* 16,97
1% plp 435,38 + 13,96* 8,06
CN 0,00 + 0,00 0,00
A. baumannii 0,3% p/p 331,74 + 17,58* 10,15
1% plp 377,06 + 18,51* 10,69
CN 0,00 + 0,00 0,00
K. pneumoniae 0,3% p/p 364,94 + 14,21* 8,20
1% plp 385,51 + 32,53* 18,78
CN 0,00 + 0,00 0,00
S. marcescens 0,3% p/p 309,68 + 31,34* 18,09
1% plp 338,61 + 75,72* 43,71
CN 0,00 + 0,00 0,00
P. aeruginosa 0,3% p/p 275,48 + 85,27* 49,23
1% plp 356,82 + 87,27* 50,38
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As Figuras 19 e 20 apresentam os graficos que ilustram as analises estatisticas
das areas de inibicAo para cada cepa bacteriana, considerando as duas
concentracOes testadas (0,3% p/p e 1% p/p) e os dois tipos de filamentos (integrais e
fundidos). Os valores foram analisados estatisticamente por meio de analise de
variancia de duas vias (ANOVA two-way) seguida do poés-teste de Dunnett, com
diferencas entre as médias consideradas significativas quando o valor de p foi inferior
a 0,05.
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Figura 19: Area dos halos de inibicdo bacteriana formada pela acéo dos filamentos integrais e
fundidos (derretidos). (A) E. feacalis. (B) A. baumanii. (C) K. pneumoniae. * = p < 0,05

Para E. faecalis, o flamento integral demonstrou areas de 418,988 + 38,245
mm? para 0,3% p/p e de 541,232 + 117,451 mm? para 1% p/p. Os filamentos fundidos
apresentaram areas de 341,896 + 29,401 mm? para 0,3% p/p e 435,389 + 13,963 mm?
para 1% p/p, ambos mostrando diferencas estatisticamente significativas quando
comparados ao controle negativo.

No caso do A. baumannii, o filamento integral apresentou areas de inibicdo
médias de 475,430 + 106,880 mm? com 0,3% p/p de levofloxacino e 559,557 + 29,695
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mm? com 1% p/p. O filamento derretido, por sua vez, apresentou areas de 331,742 +
17,589 mm? para 0,3% p/p e 377,067 + 18,515 mm? para 1% p/p. Todos esses
resultados foram comparados com o grupo controle negativo, apresentando diferenca
estatistica significativa.

Para K. pneumoniae, o filamento integral apresentou areas de 425,892 +*
19,767 mm? para 0,3% p/p e de 438,022 + 0,851 mm? para 1% p/p. Os filamentos
fundidos exibiram areas de 364,942 + 14,214 mm? para 0,3% p/p e 385,516 + 32,537
mm? para 1% p/p, com diferenca estatistica em relagéo ao controle negativo.
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Figura 20: Area dos halos de inibicdo bacteriana formada pela acéo dos filamentos integrais e
fundidos (derretidos). (A) P. aeruginosa. (B) S. aureus. (C) S. marcescens. (D) S. agalactiae. * =p <
0,05.

Para P. aeruginosa, os filamentos integrais geraram areas de inibicdo de
487,920 + 50,166 mm? para 0,3% p/p e de 600,485 + 16,270 mm? para 1% p/p. Os
filamentos fundidos apresentaram areas de 275,480 + 85,279 mm? para 0,3% p/p e
356,827 + 87,276 mm? para 1% p/p, com todos os resultados apresentando

significancia estatistica em comparacao ao controle negativo.



53

No caso de S. aureus, os filamentos integrais apresentaram areas de 81,965 +
9,739 mm? para 0,3% p/p e de 102,576 + 12,057 mm? para 1% p/p. Os filamentos
fundidos mostraram 79,292 + 13,096 mm? para 0,3% p/p e 72,385 + 12,781 mm? para
1% p/p, todos com diferenga significativa em relagdo ao controle negativo.

Para S. marcescens, os filamentos integrais apresentaram areas de 444,132 +
68,210 mm? para 0,3% p/p e de 488,190 + 34,610 mm? para 1% p/p. Os filamentos
fundidos exibiram &reas de 309,687 * 31,342 mm? e 338,615 + 75,724 mm?,
respectivamente, com diferencas estatisticas frente ao controle negativo.

Por fim, para S. agalactiae, os filamentos integrais apresentaram areas de
469,552 + 10,918 mm? para 0,3% p/p e de 497,432 + 49,243 mm? para 1% p/p. Os
filamentos fundidos exibiram &reas de 370,171 + 19,055 mm? e 401,153 + 72,485
mm?, todos apresentando diferenca estatistica em relacdo ao controle negativo.

Os resultados obtidos demonstraram que tanto os filamentos integrais quanto
os fundidos exibiram atividade antibacteriana contra todas as cepas bacterianas
avaliadas, em ambas as concentracdes testadas (1% p/p e 0,3% p/p de levofloxacino).
Observou-se que os filamentos contendo 1% p/p de levofloxacino geraram areas de
inibicdo maiores em comparacao com aqueles contendo 0,3% p/p, 0 que se justifica
pela maior concentragcao de farmaco disponivel, aumentando a capacidade de inibir o
crescimento bacteriano.

Os resultados deste trabalho estdo alinhados com o estudo de Ruh et al.
(2022), que avaliou filamentos de impressdo 3D FDM impregnados com
ciprofloxacino, um antimicrobiano da mesma classe do levofloxacino, e demonstrou
atividade antibacteriana significativa contra as cepas bacterianas testadas. O estudo
ressaltou ainda que o aquecimento dos filamentos a 200°C ndo comprometeu a
eficacia do ciprofloxacino, corroborando os resultados deste trabalho quanto a
manutencdo da atividade antimicrobiana apds o aquecimento dos filamentos. Da
mesma forma, a pesquisa de Hui et al. (2023) demonstrou que um dispositivo para
reparo 6sseo, desenvolvido com filamentos de biocompdsitos de PLA e 10% de
quitosana, apresentou areas de inibicdo expressivas em mmz2 contra S. aureus e P.
aeruginosa, evidenciando o potencial de materiais impressos em 3D incorporados
com agentes antimicrobianos para aplicacbes médicas. Esses achados reforcam a
eficacia de dispositivos meédicos impressos em 3D com propriedades antibacterianas

aprimoradas.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram éxito no desenvolvimento e
producado dos filamentos de impressédo 3D FDM contendo levofloxacino, utilizando o
polimero pH-dependente Eudragit® E100. A liberacdo do farmaco foi diretamente
influenciada por essa caracteristica do polimero, evidenciando o potencial desses
materiais para o desenvolvimento de dispositivos médicos inovadores com liberacdo

controlada de antimicrobianos.

A caracterizacdo térmica dos filamentos confirmou sua estabilidade nas
condigbes de extrusdo, enquanto a analise mecanica destacou sua flexibilidade,
caracteristica essencial para 0 uso em impressoras convencionais, sem risco de
guebras do material. As caracterizacdes microestruturais indicaram que 0 processo
de extrusdo a quente foi eficiente, resultando em filamentos com propriedades
homogéneas, diametro uniforme e superficies regulares, livres de defeitos estruturais

gue pudessem comprometer sua funcionalidade.

Os ensaios de atividade antibacteriana in vitro comprovaram a eficacia dos
filamentos contra todas as cepas bacterianas testadas. A formulacdo com 1% p/p de
levofloxacino apresentou a maior atividade antimicrobiana, enquanto a formulacéo
com 0,3% p/p foi eficaz contra as cepas avaliadas. Adicionalmente, foi observado que
0 aquecimento dos filamentos ndo comprometeu sua atividade antimicrobiana,

reforcando a estabilidade térmica do levofloxacino.

Em conclusdo, os filamentos desenvolvidos representam uma alternativa
promissora no campo das formas farmacéuticas sélidas e dispositivos médicos
antimicrobianos. No entanto, estudos futuros sdo necessarios para aprimorar a
modelagem e o processo de impressao desses filamentos e avaliar seu desempenho
em condi¢Bes reais de uso. Além disso, serd importante desenvolver filamentos
incorporando outros farmacos antimicrobianos, ampliar a impressdo de pecas
tridimensionais com diferentes formas geométricas, mas mantendo a mesma area
superficial especifica, para verificar possiveis alteragdes na cinética de liberacdo do
farmaco. Também se faz necessario realizar testes de dissolu¢ao utilizando pecas
com geometria idéntica e diferentes percentuais de preenchimento, a fim de entender
0 impacto dessas variacdes no perfil de liberagdo do medicamento.

Apods os resultados satisfatorios deste estudo inicial, futuras pesquisas seréo
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continuadas, com o objetivo de: Estudar variacdes no perfil de liberacdo de farmacos
a partir de matrizes poliméricas, com diferentes geometrias tridimensionais de mesma
area de superficie especifica; estabelecer uma correlagdo entre a taxa de enchimento
de wuma peca de polimero/farmaco e a concentracdo de farmaco
disponivel; desenvolvimento de filamentos E100 com outros farmacos
antimicrobianos e/ou farmacos pouco solliveis em agua para aplicacdes inovadoras

em biotecnologia.
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