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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE NANOFIBRAS POLIMERICAS POR FIACAO
POR SOPRO EM SOLUCAO VISANDO APLICACAO EM ENGENHARIA
DE TECIDO. A Engenharia de Tecidos € hoje essencial para o desenvolvimento
de materiais e técnicas para aplicacdes em medicina, tais como os implantes de
dispositivos biomédicos, orgdos artificiais, cicatrizagao e regeneragao de pele. O
sucesso dessas aplicacoes depende do desenvolvimento de biomateriais,
acompanhado do estudo da interacdo biomaterial/células animais. Neste
trabalho, mantas nanoestruturadas poliméricas foram desenvolvidas com a
técnica de fiacdo por sopro em solucdo (SBS). As mantas produzidas foram
caracterizadas, objetivando principalmente o conhecimento de suas propriedades
fisico-quimicas e sua avaliacio como biomaterial. Especificamente, foram
produzidas, mantas compostas por fibras de poli(icido latico), PLA, e das
blendas PLA/polietilenoglicol (PEG). A dissolucio do PEG das mantas
nanoestruturadas poliméricas PLA/PEG foram avaliados em solu¢do tampao
fosfato-salino (PBS) e meio de cultura celular. Também foi avaliado a
biodegradacdo das mantas nanoestruturadas poliméricas por plaqueamento em
agar, o qual foi realizado por meio da inoculacdo da bactéria Staphylococcus
aureus no material. Os resultados da exposicdo das mantas em phosphate buffer
solution (PBS) e meio de cultura celular demonstraram que apos 12 horas de
exposicdo uma fracdo do PEG, sobre a superficie da fibra, foi dissolvida,
possivelmente devido a sua solubilidade na 4gua, o que poderd ser utilizado para
ajustar as taxas de degradacdo. Os resultados obtidos apds a biodegradacdo
permitiram observar a degradacdo em fun¢do do tempo de incubagdo das fibras
poliméricas por meio da acdo das bactérias S. aureus. A avaliacdo da
citotoxicidade das células-tronco mesenquimais (CTM), cultivadas nas mantas
nanoestruturadas poliméricas, foi determinada por meio da liberacido de lactato

desidrogenase (LDH) e por meio do ensaio de MTT (Abreviacdo do corante
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brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium). O ensaio de
liberacao de LDH no meio de cultura demonstrou que os scaffolds nao foram
citotoxicos. Foi analisada a resposta da interacdo das células dendriticas
imaturas (iDCs) com as mantas. Os resultados mostraram que as células
dendriticas interagiram e, além disso, moveram-se de ao longo das fibras. Apos
o contato com os biomateriais, as células dendriticas (DCs) mostraram que o0s
niveis de moléculas co-estimuladoras e o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe II foram semelhantes ao grupo controle
de DCs imaturas. As DCs mantiveram o fendtipo caracteristico de células
imaturas, que € caracterizado pela baixa ou ausente expressdao de marcadores de
superficie de ativacdo e da secrecdo de citocinas. Dessa forma, as fibras PLA e
as blendas PLA/PEG néo provocaram a maturagao das DCs. As fibras de PLA e
as blendas de PLA/PEG por nédo apresentarem citotoxicidade e ndo induzirem a
maturacdo das células dendriticas, e portanto ndo apresentaram indicativos de
reacOes inflamatorias, tornam-se particularmente interessantes para aplicacdo na

Engenharia de Tecidos.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF POLYMERIC NANOFIBER BY SOLUTION BLOW
SPINNING FOR TISSUE ENGINEERING APPLICATION. Tissue
engineering is now essential for medical applications, such as in implants for
biomedical devices, artificial organs, healing and skin regeneration. The success
of these applications depends on the development of biomaterials, which should
be accompanied by the study of biomaterial/cell interactions. In this work,
nanostructured polymer mats were developed with a solution blow spinning
technique (SBS). Polymers mats were characterized aiming the knowledge of
their physicochemical properties as well as the processing effects and their
effects in the biological response. Specifically, mats composed of poly(lactic
acid) (PLA) fibers and PLA/polyethyleneglycol (PEG) blends were produced in
the ratio of PLA/PEG 99:1, 95:5, 90:10 and 80:20 (m/m). PEG dissolution of the
PLA/PEG polymer mats was evaluated with phosphate buffered saline (PBS)
and cell culture medium. Also, the biodegradation of polymer mats was
evaluated by culture in agar, which was performed by inoculating the
Staphylococcus aureus bacteria on the fibers. The results of the polymer mats
with PBS and cell culture medium demonstrated that after 12 hours of exposure
a portion of PEG on the fiber surface was dissolved, probably due to PEG
solubility in water, that can be used to adjust the polymeric fibers degradation
rates. The biodegradation results allowed observing the degradation in function
of the polymer fibers incubation time by means of the action of S. aureus
bacteria. Cytotoxicity of mesenchymal stem cells (CTM) seeded on polymer
mats were determined by the LDH release medium and MTT (Abbreviation for
the dye compound 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromidefor) assay. The release of LDH into the culture medium and MTT assay
demonstrated that the scaffolds are not cytotoxic. The response of immature

dendritic cells (iDCs) interaction with polymers mats was analyzed. The results
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showed that dendritic cells physically interacted and furthermore moved along
nanofibers. After contact with biomaterials DCs cells showed the costimulatory
molecules levels and MHC class Il were similar to the immature DCs control
group. DCs retained an immature phenotype, which is characterized by low or
absent expression of up regulation of surface marker and cytokines. Thus, PLA
fibers and the PLA/PEG blends do not stimulated DCs maturation. PLA
nanofibers and PLA/PEG blends are not cytotoxic and do not induce dendritic

cell maturation then, they become interesting for tissue engineering application.
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1- INTRODUCAO

Lesdoes em tecidos e/ou Orgdos siao um dos problemas mais
frequentes enfrentados na medicina, sendo considerados uma preocupagao
mundial." Dentre as principais enfermidades, podemos citar as degeneracdes
cronicas como ulceras por pressdo, venosas e diabéticas, traumatismos,
infec¢oes, doengas autoimunes e feridas complexas. As queimaduras também
causam lesOes teciduais e sdo consideradas um grande problema na satde
publica. No Brasil, ocorre em torno de 1.000.000 acidentes resultando em
queimaduras por ano.” Em termos de dispéndios publicos, o Brasil financia 92%
dos procedimentos cirurgicos e € o segundo pais apresentando maior nimero de
transplantes, sendo apenas superado pelos Estados Unidos.”

Adicionalmente, o transplante de tecidos e 6rgdos sdo alternativas
terapéuticas no tratamento de diversas doencas, determinando melhoria na
qualidade e na perspectiva de vida. No entanto, estas op¢oes estdo associadas a
limitacdes incluindo inflamacgdo, baixa integracdo com o hospedeiro e potencial
rejeicdo do implante. Assim, a Engenharia de Tecidos foi desenvolvida com o
objetivo de superar tais limitacdes e de encontrar terapias revoluciondrias
capazes de sanar as lesdes do tecido por meio do reparo ou criagdo de tecidos ou
6rgdos visando a restauragdo das fungdes prejudicadas.”

Nesse contexto, biomateriais poliméricos sao uma das alternativas
amplamente estudadas atualmente. Nos ultimos 10 anos, o progresso
tecnoldgico permitiu o desenvolvimento de dispositivos para liberacdo
controlada de farmacos,” valvulas cardfacas® e suportes para o crescimento
celular (do ingl€s, scaffolds), para a reparagdo de tecidos, como pele, cartilagem
e 0ssos.”® Mesmo com os avancos nos tltimos 30 anos da inddstria farmacéutica
e as novas descobertas na medicina, como por exemplo, o conhecimento do
comportamento celular e a patologia das lesdes cronicas, ainda existem muitos
desafios no que concerne o desenvolvimento de novas alternativas como

substitutos de tecidos.



Dessa forma, esta tese de doutorado, se propds a desenvolver um
material nanoestruturado, como alternativa aos transplantes de pele. Para tanto,
mantas constituidas de fibras poliméricas de poli(dcido litico) (PLA) e mantas
de blendas de PLA/Polietilenoglicol (PEG) foram produzidas por meio da
técnica de fiacdo por sopro em solucdo (do ingl€s, solution blow spinning -
SBS). O tempo de degradagdo de polimeros biocompativeis € um dos principais
critérios de selecdo para aplicagdes biomédicas, dessa forma, neste trabalho,
também foram avaliados a dissolu¢do do PEG das mantas nanoestruturadas
poliméricas em solucdo tampao fosfato-salino e meio de cultura celular e a
biodegradacdo das mantas de PLA e da blenda PLA/PEG. Para a validacdo dos
novos dispositivos na drea da satde € imprescindivel a realizacdo de ensaios in
vitro consistentes que servirdo para a posterior fase de ensaios in vivo em
modelo animal. Portanto, nesta tese de doutorado, a avaliagdo da viabilidade e
citotoxicidade de células-tronco mesenquimais (CTM) e a resposta da interacao
das células do sistema imunoldgico, com 0s novos scaffolds também foram

estudados.



2 - FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 - Engenharia de Tecidos

O principio da Engenharia de Tecidos € restaurar e aprimorar as
funcdes dos tecidos, por meio do desenvolvimento de novos materiais
biocompativeis.” A utilizacio de células alvo, o fornecimento de fatores
bioquimicos e/ou estimulos para promover o crescimento celular e o uso de
matrizes para fornecer suporte celular, sdo as trés principais abordagens da
engenharia regenerativa de tecidos.”"'

Dependendo da aplicacdo biomédica, é essencial que os suportes
apresentem dimensdes na escala nanométrica,'”” pois a matriz extracelular
(MEC), composta por um tecido natural com diversos tipos de células, possui
caracteristicas topograficas que variam de nandmetros a micrometros. Exemplos
sdo as proteinas da MEC que interagem com as células, controlando seu
comportamento, estdo na escala submicrométrica. A fibrila de coldgeno t€ém
diametro de 20 a 200 nm, estruturando-se hierarquicamente em fibras e essa
arquitetura de fibrila/fibra em escala nano e micro determina a polaridade
celular e promove migracdo ao longo das fibrilas. A orientacdo da migragao
celular é essencial para varios fatores fisioldgicos e processos patologicos,
incluindo embriogénese, cicatrizacdo de feridas e metastases.””  As
caracteristicas topograficas dos materiais que interagem com as células podem,
portanto, serem importantes no controle dos processos celulares, inclusive de
sinalizacdo.'*"”

Neste contexto, a fiacdo por sopro em solucio pode ser considerada
como uma tecnologia versatil para a produc¢do de suportes tridimensionais

16,17 . .
" As nanofibras obtidas

compostos por nanofibras para o crescimento celular.
sdo continuas, apresentam alta relacdo superficie/volume, alta porosidade,
distribuicdo de tamanho ajustdvel e fornece um substrato apropriado para a

fixagdo celular e o transporte de nutrientes.'® Além disso, foi reportado que as



estruturas compostas por nanofibras imitam a MEC e sdo capazes de estimular a

o A c 19
organizacgao in vivo € a morfogénese das células em cultura.

2.2 - Fiacao por sopro em solucao (SBS)

H4 cerca de 8 anos, a técnica de fiacdo por sopro em solugdo foi
desenvolvida por Medeiros et al.” e teve grande repercussio no meio
académico. O destaque foi o ineditismo do sistema por meio da combinacao de
elementos das técnicas de eletrofiacdo e “melt blowing” para a producio de
fibras poliméricas apresentando alta taxa de produtividade em relagdo a técnica
de eletroficacdo. E uma técnica segura, de ficil manuseio, e o grande atrativo é a
possibilidade da deposicdo das fibras sobre qualquer tipo de superficie.*"*

A técnica de SBS € composta basicamente por canais concéntricos
com geometria adequada que permite a producdo de nanofibras poliméricas de
modo andlogo a eletrofiacdo, sendo que, na fiagdo por sopro em solucdo, as
forcas elétricas sdao substituidas pelas forcas aerodindmicas por meio de um gas
pressurizado. A solucdo polimérica € injetada através de um canal interno e um
jato de ar por um canal externo, o ar pode ser nitrogé€nio, argénio ou
simplesmente ar comprimido e é controlado por um regulador de pressdo. Uma
bomba injetora controla a taxa de alimentacdo da solucdo polimérica, que
encontra o jato de ar e é arrastada até o coletor com velocidade de rotacdo
controldavel. Sendo assim, a solu¢io polimérica € forcada através do tubo interno
em uma taxa constante e conhecida, resultando na formacao de uma gota em sua
ponta, a qual € estirada pelo jato de ar oriundo do tubo externo. Quando a tensao
superficial do liquido € superada, a gota € deformada até adquirir o formato de
um cone e quando a pressdo de ar critica € excedida, o jato é acelerado até o
coletor. Nesse trajeto, ocorre uma rdpida evaporacdo do solvente formando
fibras poliméricas que se depositam umas sobre as outras.

Muitos paradmetros podem influenciar a obtencdo das nanofibras a

partir de solu¢des poliméricas.” Podemos citar as propriedades da solugdo



(viscosidade, elasticidade do polimero e tempo de evaporacdo do solvente),
condicoes do ambiente (umidade, temperatura) e varidveis do processo
(distancia da agulha (bocal interno) ao coletor, taxa de alimentacdo da solugdo e
velocidade do ar).

Alguns parametros devem ser levados em conta no controle de
qualidade das fibras. Entre as propriedades mais importantes para a utilizagio
das nanofibras poliméricas para a medicina regenerativa, podemos citar a
elevada area superficial, boa elasticidade e alta porosidade. Além disso, com
essa técnica, € possivel processar materiais naturais e sintéticos, blendas e
compositos.

De fato, a combinagdo de materiais pode melhorar
biocompatibilidade, biodegradabilidade e resisténcia mecanica. Podem-se usar
biomateriais naturais, que se assemelham a matriz extracelular das células,
combinados com materiais sintéticos que provém reforco e resisténcia mecanica.
A combinac¢do de dois materiais na mesma estrutura pode conferir propriedades
Ginicas e tteis para aplicacdes biomédicas.*** A mistura entre polimeros é uma
rota conveniente para o desenvolvimento de novos materiais poliméricos, capaz
de produzir materiais com propriedades superiores aquelas dos polimeros que o
constituem. Esse método é mais barato e consome um tempo menor para a
criacdo de materiais poliméricos com novas propriedades do que o

desenvolvimento de novos polimeros e/ou novas rotas de polimerizacgao.
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FIGURA 2.1 - Representacdo do aparato experimental empregado na fiagdo por

sopro em solucao .
2.3 - Blendas Poliméricas

Blendas poliméricas sdo misturas fisicas ou mecanicas de diferentes
polimeros com ligacdes ndo covalentes entre seus componentes poliméricos.”
Existe um grande interesse pelas blendas poliméricas, devido ao seu crescente
uso industrial e suas propriedades.”” Sdo importantes, devido 2 modificacio de
propriedades mecanicas, em relacdo aos polimeros originais, a melhoria da
resisténcia ao impacto a baixas temperaturas, a resisténcia ao aquecimento e

. eqe 2
principalmente a sua processabilidade.*®

A blenda € caracterizada pelas
combinacdes dos componentes dos polimeros, podendo ocorrer um tipo de
sinergismo nas propriedades dos materiais obtidos. A mitua interagdo dos
componentes poliméricos tem influéncia na resisténcia térmica da blenda e no
seu potencial de deterioragdo.””” A mistura de polimeros biodegradaveis pode
levar a uma redugdo de custos dos materiais, modificacdo de propriedades e
maiores possibilidades para que ocorra a degradacdo.”” A producio de blendas
misciveis inclui a possibilidade de conseguir morfologicamente uma unica fase

dos componentes da blenda, revelando interacdes intermoleculares entre os dois

7 30 . /.
polimeros.™ No entanto, quando se forma uma blenda miscivel com um



polimero ndo biodegradavel, pode ocorrer redugdo ou até inibicao de degradacao
do componente biodegraddvel.”® A producdo de blendas com diferentes
polimeros (degraddveis ou ndo) € provavelmente o método mais amplamente
utilizado.”"*

Uma vantagem adicional das blendas € que suas propriedades
podem ser adaptadas por meio da combina¢do dos componentes poliméricos e

da mudanca da composicdo da blenda.”** O processamento e o estudo das

blendas sdo temas importantes da ci€ncia dos polimeros.

2.4 - Polimeros biodegradaveis

Muitos dos materiais utilizados na Engenharia de Tecidos, como
materiais a base de coldgeno e o grupo de polimeros polilactico, poliglicol e
policaprolactona, sdo atraentes inicialmente porque tem aprovacdo das agéncias
regulatoria.

Como exemplo de um polimero pioneiro em mercados emergentes
de plasticos biodegraddveis temos o poli(acido latico) (PLA), um poliéster
alifatico, biocompativel e biodegradavel, o qual pode ser obtido por fermentagdo
bacteriana de glicose extraida do milho.” Devido a facilidade de processamento,
o PLA é um material termoplastico com uma vasta gama de aplicacdes, desde
médicas™® e farmacéuticas®’ até embalagens alimenticias.”® O PLA degrada por
meio da hidrdlise dos grupos de ésteres e a taxa de degradacdo depende da
cristalinidade, massa molar, morfologia, difusdo de dgua e a estereoisomeria.””’
A degradacdio é um dos maiores critérios de selecdo para aplicagcdes
biomédicas.”” A lenta taxa de degradagio gera um longo periodo de vida in vivo,
que pode ser de até sete anos.” O PLA é relativamente hidrofébico, alguns
trabalhos reportam que sua hidrofobicidade tém uma maior tendéncia para
adsorver proteinas, resultando em baixa afinidade celular o que pode provocar,

. o . 41,42
em alguns casos, resposta inflamatéria no local implantado. ™



FIGURA 2.2 - Estrutura quimica do a) L-4cido l4ctico e b) D-acido lactico®

2.5 - Degradacao do PLA

O processo de degradacio do PLA € dependente das suas
propriedades, como a estrutura molecular (massa molar, estereoisomeria);
cristalinidade; temperatura de transi¢cdo vitrea (Tg); temperatura de fusdo (Tm);
fatores ambientais (umidade, temperatura) e espécies cataliticas (pH e a
presenca de enzimas ou micro-organismos).”* PLA com menor massa molar
(Mw <100.000 g/mol) normalmente sdo frageis e opacos, enquanto moléculas
de PLA maiores, sdo mais resistentes, mais transparentes € menos susceptiveis a
degradacdo.” No PLA semicristalino, a degradacdo ocorre primeiramente nas
regidoes amorfas e em seguida nas regides cristalinas. A medida que a dgua
difunde na estrutura do PLA, as regides cristalinas hidrolisam mais lentamente
quando compradas as regides amorfas,***® dessa forma, a proporcio das regides
cristalinas aumenta e consequentemente a velocidade de degradagio diminui.*
A velocidade de degradacao do PLA € aumentada acima da temperatura de
transi¢do vitrea (Tg, 55 — 62 °C), pois na medida em que as cadeias do polimero
tornam-se mais flexiveis, a absor¢cdo de &4gua aumenta, acelerando a

46,51

hidrolise. Assim, em temperaturas iguais ou superiores a Tg do PLA e com

elevada humidade relativa (> 60%), a hidrélise é acelerada.*>*>*



A biodegradacdo do PLA € geralmente vista como sendo um
mecanismo de dois passos envolvendo primeiro fatores abidticos e depois
fatores bidticos.””® O processo abiético, que é a hidrélise quimica na presenca
de dgua em temperaturas elevadas, € seguido pela degradagdo biética, na qual os
micro-organismos decompdem produtos de decomposi¢cao de polimeros que
geram di6xido de carbono, d4gua e biomassa sob condicdes aerdbicas e metano,

: . . i 57,58
hidrocarbonetos e biomassa em condi¢des anaerdbicas.””

Embora alguns
estudos tenham relatado que os micro-organismos ndo melhoram a degradagdo
do PLA,” outros estudos sugerem que existem enzimas microbianas que sdo

capazes de degradar diretamente PLA de alta massa molar.”” '

2.6 - Biocompatibilidade

Para a utilizagdo dos biomateriais nas dreas médica e veterindria, é
necessario o entendimento dos mecanismos de interacdo com os sistemas
bioldgicos. Durante o desenvolvimento de um novo material, deve existir a
preocupacgdo com possiveis efeitos bioldgicos desfavordveis que podem ocorrer
devido a composicdo do material.®”

Os estudos de biocompatibilidade de um biomaterial sao baseados
em experimentos in vitro € in vivo, com o intuito de verificar os efeitos locais
sist€émicos do material nas células e, assim como, nos tecidos. Os programas de
pesquisas envolvendo a avaliacdo de biomateriais devem incluir uma série de
testes in vitro anteriormente aos testes in vivo, segundo A common European
approach to the regulatory testing of Manufactured Nanomaterials
(NANoOREG) . Nesse aspecto, estudos envolvendo a biocompatibilidade sao
fundamentais para a utilizacdo segura dessas novas nanoestruturas. O ensaio de
citotoxicidade in vitro € considerado o primeiro teste para avaliar a
biocompatibilidade de diversos materiais, onde varios métodos foram

63,64

padronizados utilizando culturas celulares.”””" Estes testes consistem em colocar
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o material direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células obtida
de mamiferos, verificando-se as alteracoes celulares.

Os testes de citotoxicidade sdo baseados na determinacdo da
porcentagem de células vidveis, geralmente usando linhas celulares como
fibroblastos de ratos. Esses testes sdo simples e altamente reprodutiveis, mas nao
avaliam algumas funcdes celulares que materiais nao t6xicos podem influenciar,
como por exemplo, as reagoes inflamatorias.

Os materiais podem alterar severamente a homeostase dos
principais componentes do sistema imunolégico.”® Zhang et al.”’
desenvolveram scaffolds de nanofibras compostos por 6xido de grafeno (GO)
incorporado em poli(dcido lactico) (PLA) usando a técnica de eletrospinning e
avaliaram a viabilidade celular e proliferacio. Embora as fibras tenham
apresentado compatibilidade, esses testes ndo levaram em consideracdo a

66-69 mostraram o

influéncia nas principais fungdes celulares. Outros estudos
efeito dos biomateriais quando expostos a c€lulas do sistema imune inato.

As células dendriticas (DCs) atrairam a atencdo de pesquisadores de
diversas dreas, pois desempenham um papel fundamental na iniciacdo e
manutengio da resposta imune. Shokouhi et al.°® reportaram os mecanismos das
DCs ap6s o reconhecimento de filmes de materiais poliméricos. As DCs
reconheceram os biomateriais por meio dos mesmos mecanismos que
reconhecem agentes patogénicos.

Poliésteres, como o poli(dcido latico) (PLA), sdo atualmente

70,71 , L.
" As células dendriticas

utilizados em sistemas de administracdo de vacinas.
reconhecem o PLA como um antigeno e reagem aumentando da expressdao do
complexo principal de histocompatibilidade classe II (MHC-II) e das moléculas
co-estimulatorias, CD40, CD80, CD86 (CD - grupamento de diferenciacdo) e
secreta citocinas pré-inflamatdrias interleucinas e fator de necrose tumoral

(TNF-a).”>” No entanto, um estudo mostrou que as DCs podem fagocitar

microparticulas de PLA e ndo afetar as respostas celulares.”* Assim, as DCs
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apresentam diferentes respostas aos filmes de PLA ou microparticulas, sendo a
compreensao € o controle da interacdo célula/biomaterial essenciais para o
desenvolvimento seguro e efetivo dos biomateriais. A geometria do biomaterial
pode ser responsdvel pelas diferentes respostas e podera ser explorada para
monitorar a resposta bioldgica dessas células em locais de implante. Portanto, é
de grande importancia caracterizar as interacdes celulares com scaffolds 3D para

4 75
melhor compreender o comportamento dessas células.

2.7 - Adesao e motilidade celular

A adesdo e a motilidade celular sdo fundamentais para a
Engenharia de Tecidos.”®”” A adesédo celular é relacionada a primeira fase de
interacdo entre a célula e o suporte de ancoragem. Esta primeira etapa ird
influenciar nas respostas subsequentes das células, por exemplo, na capacidade
das células se proliferarem e diferenciarem.

A adesdo celular a um biomaterial estd relacionada a dois
mecanismos, a anexag¢ao e a adesdao. A anexagdo celular € considerada o
primeiro contato das células aos biomateriais, essa fase ocorre rapidamente, e é
realizada por meio de ligag¢des fisico-quimicas entre as células e o biomaterial,
por forcas ibnicas e forcas de van der Waals.”® A adeséo celular ocorre apés a
etapa de anexacdo e envolve diversas moléculas biologicas como proteinas de
matriz extracelular, proteinas de membrana celular e do citoesqueleto.” Essas
proteinas interagem conjuntamente para induzir a transdu¢do do sinal,
promovendo a acdo de fatores de transcricdo e, consequentemente, regulam a
expressio génica.”

Sabe-se que o processo de adesao da célula ao suporte € de grande

1 ‘ .
Para que a célula se movimente,

importincia para a motilidade celular.®
primeiramente ela deve aderir-se ao suporte para que sejam desencadeados os
eventos que irdo possibilitar seu movimento. A migragdo celular é essencial para

que as células sejam capazes de realizar suas fungdes, por exemplo, &
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fundamental para a formacdo dos 6rgdos na embriogé€nese, para a reparacao de

feridas e diferenciacdo celular. Uma alteracdo do comportamento das células
7 2 . ~

pode levar a metéstase tumoral.®* Dessa forma, o entendimento da adesdo

celular nos biomateriais que estdo em desenvolvimento é de grande importancia.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivos

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de novas mantas
tridimensionais constituidas por fibras de poli(acido latico) (PLA) e de blendas
de poli(acido latico)/polietilenoglicol (PEG), por meio da técnica de fiacdao por

sopro em solucdo, visando a aplicacdo em Engenharia de Tecidos.

3.2 - Objetivos especificos

. Estudar sistematicamente a preparacdo das mantas de fibras
de PLA puro e das blendas PLA/PEG, otimizando condi¢des de processamento
para formar fibras homogéneas e sem defeitos;

. Avaliar a degradacdo das mantas nanoestruturadas
poliméricas de PLA e da blenda PLA/PEG por meio de micro-organismos;

. Verificar o efeito das mantas nanoestruturadas poliméricas
na viabilidade celular e citotoxicidade das células-tronco mesenquimais;

. Estudar a resposta da célula do sistema imunolégico apds a

interacdo com as mantas nanoestruturadas poliméricas.



14

4 - MATERIAIS E METODOS

A metodologia deste trabalho foi desenvolvida parcialmente no
Laboratério Nacional de Nanotecnologia para o Agronegécio (LNNA) da
Embrapa Instrumentacdo (Sao Carlos, SP), no Programa de Pds-Graduagdao em
Quimica (PPGQ) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar - Sao Carlos,
SP), bem como no Institute for Biomedical Engineering — Cell Biology e
juntamente com a universidade Rheinisch-Westfélische Technische Hochschule
Aachen (RWTH — Aachen, Alemanha).

A primeira etapa do trabalho visou a obtencdo das mantas
nanoestruturadas poliméricas. Para a produg¢do das fibras poliméricas, foi
realizado a otimizagdo dos parametros do processo de fiagdo por sopro em
solucdo. Este estudo foi considerado uma etapa crucial para o completo
entendimento e produg¢io com éxito das fibras poliméricas e serdao reportados os
resultados mais representativos. A segunda etapa abordou os estudos da

interacdo biomaterial/células.



4.1 - Materiais

TABELA 1- Materiais utilizados
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Materiais

Fabricante

Acetona

Agar Baird-Parker (BP)
Bomba injetora

Capilar

Cloroférmio

Colagenase do tipo 1
Compressor

DMEM

Enzima lactato desidrogenase
Glutaraldeido 3%
Hexametildisilazano
Luria-Bertani (LB)
Manodmetro

Penicilina

Poli(acido latico)
Polietilenoglicol (PEG)
Solugdo tampao fosfato de Sorensen
Seringa de vidro de 25 mL
Solugdo padrao McFarland 0.5
Triptona de soja
Tripsina/EDTA

Triton X-100

Vetec - Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

modelo NE-1010-US, One Channel 100 1b
Fluran HCA F- 5500-A, Ismatec)

Vetec - Sigma-Aldrich

Thermo Fisher

Schulz, modelo Msv 10 VL/200-2HP de 1 estdgio
Gibco

Labtest

Agar Scientific, Stansted, United Kingdom
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Matheson, modelo 22024-1

Invitrogen Life Technologies

Biomater

Sigma-Aldrich

Merck, Darmstadt, Germany

B-D Yale, Becton-Dickinson & Co, EUA
Becton-Dickinson

Hexis

Gibco

Sigma-Aldrich

4.2 - Producao das mantas nanoestruturadas poliméricas

Foram preparadas solugdes de poli(dcido latico), 70.000 g/mol

(Biomater) e das blendas de PLLA/Polietilenoglicol, 8.000 g/mol (Sigma). Estas

solugdes foram preparadas por meio da dissolucdo de 12% (m/v) dos polimeros

na mistura dos solventes cloroférmio:acetona 3:1 (v/v), sendo mantidos em

agitacdo por 3 horas. Na obtencio das blendas PLA/PEG, o PEG foi adicionado

em diferentes concentracdes (0, 1, 5, 10 e 20% m/m), mantendo a concentra¢ao

total de 12% (m/v).
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4.3 - Fiacao por sopro em solucao (SBS)

As mantas nanoestruturadas poliméricas foram produzidas por meio
da técnica SBS, empregando um equipamento disponivel no Laboratério
Nacional de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegécio (LNNA) situado na
Embrapa Instrumentacio em Sao Carlos.

Basicamente, o arranjo experimental representado na FIGURA 4.1
consistiu em um sistema injetor da solucdo polimérica, uma fonte de ar
comprimido e um sistema para a coleta das fibras.

As solucdes poliméricas foram dispostas em uma seringa de vidro
de 25 mL (B-D Yale, Becton—Dickinson & Co, EUA) acoplada a um capilar
resistente a solventes organicos (Fluran HCA F- 5500-A, Ismatec) e a um bocal
com diametro de 0,5 mm. A vazdo da solu¢do polimérica foi mantida em 7,2
uL/h por uma bomba injetora modelo NE-1010-US, One Channel 100 1b.

O ar foi alimentado por um compressor da marca Schulz, modelo
Msv 10 VL/200-2HP de 1 estdgio. A pressao do ar foi mantida a 30 psi e
monitorada por meio de um mandmetro da marca Matheson, modelo 22024-1. O
mandmetro foi conectado ao bocal externo contendo internamente um capilar
com a solugdo polimérica. O bocal interno foi mantido a 2 mm de distancia do
capilar externo contendo o ar.

A distancia utilizada entre o bocal concéntrico e o coletor (distancia
de trabalho) foi de 18 cm. O coletor foi utilizado em modo rotacional com

velocidade de 180 rpm™.



17

FIGURA 4.1 - Imagem do sistema de fiacao por sopro em solucdo

4.4 - Esterilizacao das mantas nanoestruturadas poliméricas

As mantas nanoestruturadas poliméricas foram depositadas sob
laminulas de vidro circulares com 15 mm de didmetro e, para esterilizagdo,
foram expostas a radiacdo ultravioleta durante 1 hora em uma camara de fluxo

laminar vertical. O tempo foi determinado por meio de estudos prévios.

4.5 - Técnicas de caracterizacao das mantas nanoestruturadas

poliméricas
4.5.1 - Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A morfologia das fibras foi observada com microscépio eletronico
de varredura (modelo DSM960 Zeiss) usando voltagem de aceleracdo de 10 kV
e distancia de trabalho de 10 mm. Para isso, as mantas coletadas foram
previamente recobertas com uma fina camada de ouro com o auxilio de um
metalizador (Balzer, SCD 050). Os diametros das fibras e a porosidade das

mantas nanoestruturadas poliméricas foram mensurados com software
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analisador de imagens [Image J (disponivel em: http://rsb.info.nih.gov/ij;
desenvolvido por: Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda,
MD). A distribuicdo do didmetro médio foi determinada a partir das
micrografias obtidas, onde foram analisadas 100 fibras aleatorias.

A porosidade das mantas nanoestruturadas poliméricas foi medida a
partir de trés imagens representativas utilizando a ferramenta plugin ND no
software Image J como descrito por Haeri e Haeri.® A porosidade foi
determinada por meio dos espacos entre as fibras e expressa a fracdo da area
total em porcentagem.

A morfologia das fibras antes e apds o tratamento com as bactérias
foram observadas utilizando um microscépio eletronico de varredura (MEV),
nas condi¢cOes apresentadas anteriormente. Apdés a semeadura da bactéria
Staphylococcus aureus nas fibras poliméricas, as amostras foram fixadas com
solucdo Karnovsky® por 2 horas e lavadas em solucdo tampédo (PBS) (pH 7.0;
Invitrogen Life Technologies). Em seguida, as bactérias foram desidratadas por
10 minutos sequencialmente nas solucdes de etanol:4gua nas concentragcdes de
30, 40, 50, 70, 80, 90 e finalizando com 3 x 100% de etanol. A secagem das
amostras foi realizada com hexametildisilazano (Sigma-Aldrich) durante 1 hora
em temperatura ambiente.

A microscopia eletronica de varredura das células dendriticas apds
24 e 48 horas em cultura com as fibras poliméricas foram realizadas como
descrito por Mohanty et al. e Gamper et al.*>*® Primeiramente, as fibras
poliméricas cultivadas com as células dendriticas e as células B16F1 foram
fixadas em glutaraldeido 3% (Agar Scientific, Stansted, United Kingdom) em
solucdo tampao fosfato de Sorensen (Merck, Darmstadt, Germany) durante 1
hora em temperatura ambiente. Em seguida, as fibras contendo as células foram
submetidas a lavagem em solucdo tampao fosfato de Sorensen durante 15 min e
entdo foram desidratadas em etanol:dgua (30, 50, 70 e 95%) durante 10 min em

cada solucdo seguido de uma incubacgio final em etanol a 100% durante 30 min.
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A secagem das amostras foi realizada em hexametildisilazano (Sigma-Aldrich,
Germany) durante 20 minutos em temperatura ambiente. As fibras poliméricas
contendo as células foram revestidas com uma camada de ouro de 10 nm por
meio do metalizador (Sputter Coater EM SCD500, Leica, Wetzlar, Germany).
As amostras foram analisadas por meio do microscdpio eletronico de varredura
(ESEM X130 FEG, FEI, Eindhoven, Netherland) utilizando uma voltagem de
aceleracdo de 5 kV e a uma distancia de trabalho de 8 mm. As micrografias

foram processadas com Photoshop 13.0 (Adobe Systems, Inc., EUA).

4.5.2 - Propriedades reoldgicas das solucoes poliméricas

As propriedades reoldgicas das solugdes poliméricas de PLA foram
obtidas utilizando um redmetro (TA Instruments, modelo AR2000) com
geometria de cilindros coaxiais (28 € 30 mm de didmetro e 42 mm de altura). As
medidas foram realizadas em modo rotacional a 25 °C variando a taxa de

cisalhamento entre 1 e 100 s™.

4.5.3 - Analise Térmica - Calorimetria diferencial exploratoria

(DSC)

As andlises de DSC foram realizadas com o equipamento Q100 TA
Instruments em atmosfera de nitrogénio. As amostras (~ 6 mg) foram colocadas
em panelas herméticas de platina, as quais foram aquecidas de 0 a 180 C a uma
taxa de 10 °C/min (primeiro aquecimento) e mantidas a esta temperatura por 3
min. Em seguida, as amostras foram resfriadas até -10 °C a uma taxa de 10 °C
min' e mantidas a esta temperatura por 3 min. Apds o resfriamento, as amostras
foram reaquecidas até 180 °C a uma taxa de 10 °C/min (segundo aquecimento).
As andlises de DSC foram realizadas em triplicata. O grau de cristalinidade ()

878589 de cada amostra foi calculado segundo a Equacdo (1):



20

Xe, (%) = [(AHRH — AHEH) /(AHR 0 x WPH)] x 100 (1)

onde AHFI4 ¢ a entalpia de fusdo da amostra, AHF*4 é a entalpia de
cristalizacdo a frio e AH,F;ILA’0 ¢ a entalpia de fusdo baseada no PLA 100 %

cristalino (93 J/g)* e WPL4 & a porcentagem do PLA nas mantas

nanoestruturadas poliméricas.
4.54 - Analise Térmica - Termogravimetria (TGA)

As amostras foram armazenadas em dessecador durante 48 horas
antes da andlise. A termogravimetria (TGA) das mantas nanoestruturadas
poliméricas foram realizadas em um equipamento Q500 TA Instruments em
atmosfera de nitrogénio a um fluxo de 60 mL/cm. As amostras foram aquecidas
a partir da temperatura ambiente até 600 ‘C a uma taxa de aquecimento de 10

°C/minuto.
4.5.5 - Molhabilidade

Valores do angulo de contato médio da dgua deionizada na
superficie das fibras foram obtidos por meio do equipamento CAM 101 (KSV
Instruments, Monroe, USA) equipado com uma camera CCD modelo KGV-
5000. Em cada medida uma gota de aproximadamente 2 pul. de 4gua deionizada
foi gotejada sobre a superficie das membranas e as imagens coletadas
automaticamente em func¢do do tempo. A partir das imagens obtidas, foi
escolhida a imagem no tempo de 5 segundos, e o angulo de contato médio foi
calculado utilizando o software (KGV-500). Todas as medidas foram realizadas
em triplicata e em temperatura de 25 °C e aproximadamente 53% de umidade

relativa.
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Para determinar a molhabilidade das fibras poliméricas apds a
exposi¢cao em PBS e meio de cultura celular, as fibras foram incubadas com
PBS e DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37 °C durante 24
horas. Apés incubacgdo, as fibras foram lavadas com dgua destilada. Apds a
secagem durante 24 horas o angulo de contato foi determinado como descrito

acima.

4.5.6 - Espectroscopia por reflectancia total atenuada no

infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Os espectros de infravermelho (ATR-FTIR) foram obtidos com
auxilio de um espectrometro (Vertex 70, Bruker, Germany) operando em modo
refletincia, na regido espectral entre 3300-600 cm'. O espectrometro foi
purgado continuamente, durante toda a andlise, com nitrogénio. Para todas as
amostras, foram coletados um total de 128 varreduras com uma resolugao de 2

-1
cm para cada espectro.

4.6 - Estudos de dissolucio do PEG nas mantas das blendas

poliméricas

4.6.1 - Dissolucao do PEG nas blendas poliméricas

Os estudos da degradacdo e dissolu¢ao das mantas nanoestruturadas
poliméricas em PBS foram realizados com base na norma ASTM F1635-04
Standard Test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically
Degradable Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants
(2009).

Para determinar a dissolucao do PEG em PBS (pH 7,2) e em meio

de cultura das blendas poliméricas PLA/PEG, as fibras foram incubadas durante
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48 horas, a uma temperatura de 37 °C e mantidas sob agitacdo continua em mesa
agitadora com velocidade de agitacdo de 100 rpm. As amostras foram retiradas
apos 2, 6, 12, 24 e 48 horas. Em seguidas as amostras foram lavadas com 4gua
destilada e secas sob vicuo até obterem massa constante, para posterior
caracterizagdo. Para verificar a dissolucdo do PEG, amostras secas foram
analisadas por espectroscopia de infravermelho, a partir do método da razdo das
refletancias como descrito por Forato et al., nimero de onda 2700 e 3300 cm’.
Para determinar a porcentagem de perda de massa do PEG em PBS
(pH 7,2) e em meio de cultura, foi escolhido a blenda 80:20 devido a maior
concentracdo de PEG, permitindo medi¢Oes mais precisas da perda de massa.
Para isso, a manta na concentracdo 80:20 foi recortada em quadrado de
aproximadamente 2,5 x 2,5 cm, e colocados separadamente em frascos Falcon®
contendo 15 mL de PBS e meio de cultura e incubados a uma temperatura de 37
°C e mantidas sob agitacdo continua em mesa agitadora com velocidade de
agitacao de 150 rpm. As amostras em triplicata foram retiradas apos 4, 8 e 12
horas e lavadas com 4gua destilada e secas sob vdcuo até obterem massa

constante. A percentagem de elui¢cdo do PEG foi calculada utilizando a equagdo

(2).

(Massa secay - Massa secayg)

Perda de massa (%) = 100 X

2)

Massa seca

onde Massa seca, € a massa antes da incubacdo e Massa seca; é a massa apos
a incubacgdo. A porcentagem de eluicdo do PEG foi corrigida considerando a

perda de massa do PLA.
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4.7 - Estudos da degradacao das mantas nanoestruturadas
poliméricas de PLA puro e das blendas poliméricas por meio de

micro-organismo

4.7.1 - Preparo da suspensio da bactéria Staphylococcus

aureus

As amostras biolégicas foram preparadas seguindo os devidos
padroes de seguranga: todo manuseio foi realizado em capela de fluxo laminar,
com lampada UV germicida ligada por 1 hora antes de cada manipulagdo e com
bico de Bunsen aceso por pelo menos 10 min antes de cada manipulagdo. Além
de procedimentos de rotina, todos os aparatos foram previamente esterilizados
com dlcool etilico 70%. Todas as manipulacdes foram realizadas préximas ao
bico de Bunsen.

Inicialmente, as bactérias foram adquiridas na forma de ampolas
com cultura liofilizada e recomendacdao de uso em temperatura de 37 °C. O
cultivo bacteriano inicial foi realizado em placas de Petri com meio de cultura
sOlido Luria-Bertani (LB). A partir desta cultura em meio s6lido foram retiradas
aliquotas de colonias bacterianas e diluidas no meio de cultura liquido (MC) de
Triptona de soja, permanecendo incubadas a 37 °C sob agitacao.

Ap6s o tempo de incubacdo padrdo, retirou-se uma aliquota da
solucio de meio de cultura com as bactérias cultivadas e verificou-se a
absorbancia das mesmas vs a solucdo padrio McFarland 0.5. Esta solugdo
padrdo possui uma turbidez equivalente a 1.5 x 10° Unidades Formadoras de
Colonia (UFC). Para o plaqueamento em superficie, as placas foram
previamente preparadas com 15 mL do meio Agar Baird-Parker (BP) e as
bactérias foram inoculadas com 0,1 mL de cada diluicio em cada placa. A

concentracio utilizada de bactérias foi de 10° UFC. O inéculo foi espalhado com
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alca de drigalski e em seguida foram colocadas as mantas nanoestruturadas

poliméricas.

4.7.2 - Cultivo das bactérias Staphylococcus aureus nas mantas

nanoestruturadas poliméricas

As bactérias Staphylococcus aureus (cepa TCC 25923 INCQS
00015) foram cultivadas nas fibras poliméricas de PLA e na blenda de
PLA/PEG 80:20 durante 42 dias. As amostras foram retiradas apos 7, 14, 21, 28,
35 e 42 dias e foram caracterizadas por meio da técnica de microscopia
eletrOnica de varredura, calorimetria exploratdria diferencial, termogravimetria,
espectroscopia por reflectincia total atenuada no infravermelho com

transformada de Fourier, como descritos no item (4.5).

4.8 - Biocompatibilidade in vitro das mantas nanoestruturadas

poliméricas
4.8.1 - Citotoxicidade das Células-tronco Mesenquimais
(CTMs)

4.8.1.1 - Obtencao das CTMs

As células-tronco mesenquimais foram isoladas a partir de quatro
culturas independentes, utilizando quatro diferentes dentes, conforme
motodologia citada por Bernardi et al.”’ Apés a coleta, cada dente foi imerso em
meio de cultura DMEM, do inglés, Dulbecc’s Modified Eagle’s Medium. Em
capela de fluxo laminar, a polpa do dente foi removida e digerida com 0,2% de

colagenase do tipo 1 a 37 °C por 60 minutos. Foi adicionado meio de cultura



25

DMEM suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF), e 100 uL/mL de
penicilina ¢ 100 pg/mL de estreptomicina e 0,45 pg/ml de gentamicina. A
suspensdo obtida foi centrifugada a 400 rpm por 10 minutos e semeada em
placas de 12 pogos a 37 °C e 5% de CO,. Apds atingida a confluéncia de
aproximadamente 90%, a cultura foi tripsinizada utilizando 0,05% de
Tripsina/EDTA. As células dissociadas foram transferidas na densidade de
5.000 células por cm?, procedimento esse denominado como “passagem
celular”. Dessa forma, subsequentes passagens foram realizadas, e as culturas
celulares foram avaliadas aproximadamente na quinta passagem. Anteriormente
aos experimentos, as células foram caracterizadas como células-tronco
mesenquimais humanas, conforme as recomendacdes do Comité de Células-
Tronco Mesenquimais e Teciduais, da [International Society for Cellular

Therapy (ISCT).

4.8.1.2 - Cultivo celular das CTMs

Para avaliacdo das respostas, as CTMs foram semeadas nas mantas
a uma densidade de 3x10° células vidveis/poco e incubadas a 37 °C com
atmosfera umidificada a 5% de CO,. Para o grupo controle, foi semeado o
mesmo nimero de células diretamente sobre a placa de cultivo (padrdo ouro
para cultivo celular). Em seguida, foram realizados os testes de citotoxicidade e
viabilidade celular. Para cada teste foram realizados quatro experimentos,

derivados de quatro diferentes isolamentos de células-tronco.
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4.8.1.3 - Testes colorimétricos de citotoxicidade e viabilidade

celular (LDH e MTT)

A citotoxicidade das fibras poliméricas nas células-tronco
mesenquimais foi avaliada por meio da dosagem da enzima lactato
desidrogenase (LDH) (Labtest) por meio do NADH formado pela acgdo
enzimatica, utilizando o método colorimétrico (Labtest). O teste foi realizado em
aliquotas do sobrenadante das culturas celulares e das dosagens de LDH, nos
seguintes tempos: 1, 7, e 15 dias de cultivo. Para isso, além das fibras
poliméricas, também foram avaliados dois grupos controles: controle negativo,
no qual as células-tronco foram aderidas diretamente nos pogos e controle
positivo, no qual as células-tronco foram aderidas diretamente nos po¢os mas
sendo adicionado, no dia da dosagem, Triton X-100 (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 1% (v/v) durante 30 minutos. O Triton X-100 tem a func¢do de
causar a morte celular total, ou seja, verificar a liberagdo maxima de LDH. A
leitura da absorbancia foi realizada no equipamento 560 Labmax (Labtest
Diagnostica SA) utilizando o kit LDH Liquiform - LABTEST .

A viabilidade das células-tronco mesenquimais cultivadas sobre as fibras
poliméricas foi avaliada por meio da andlise da atividade metabdlica
mitocondrial pelo teste (3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenil brometo de
tetrazélio) (MTT). Ap6s 1, 7, e 15 dias de cultivo das células-tronco com as
fibras poliméricas, o meio de cultura foi retirado e as células-tronco foram
incubadas com MTT 0,25 mg/mL em PBS durante 2h30min a 37 "C. Apés esse
periodo, a solu¢cdio de MTT foi removida e os cristais formados foram
solubilizados em 400 uL de dimetilsulf6xido (DMSO) (Sigma-Aldrich) e foram
transferidos 200 pL para placa de cultivo de 96 pogos. A absorbancia obtida foi
medida em espectrofotdmetro (Spectramax) nos comprimentos de onda de 560
nm e 630 nm e os resultados foram calculados relacionando a diferenca entre as

duas leituras (570 nm — 630 nm).
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4.8.2 - Células dendriticas (DCs)

4.8.2.1 - Geracao e maturacio das células dendriticas

As células dendriticas foram obtidas segundo Shokouhi et al.*
Camundongos wild type CS57BL/6 foram criados e sacrificados por
deslocamento cervical na unidade “Animal facility at Aachen University
Hospital”. Os camundongos tiveram seus fémures e tibias retiradas e colocadas
em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco). As células progenitoras das medula
Ossea foram retiradas com jatos de meio de cultura com auxilio de uma seringa
de 1 mL acoplada com uma agulha 23G. As células obtidas foram
ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Gibco), 2 mM L-glutamina (Gibco), 100 pg/mL estreptomicina
(Gibco), 100 U/mL penicilina (Gibco) e 50 uM 2-mercaptoetanol (Sigma). A
concentracio das células foi ajustada em modo a obter 2x10° células/mL e
suplementado com 30U/mL de Recombinant Murine SCF (muSCF), 5 ng/ml de
hyper-interleukin-6 (hyper IL-6) (gentilmente doado por Dr. Rose-John, Kiel),
25 ng/mL FMS-like tyrosine kinase 3 ligand (Flt-3L) (PeproTech), 40 ng/mL
recombinant long-range (hulGF-1 long range) (Sigma). Apés trés dias de
cultura, as células mortas, eritrocitos e detritos foram removidas por
centrifugacdo, pelo método de gradiente de densidade utilizando meio de
separacdo de linfocitos Ficoll Hypaque (LSM 1077; PAA). Para este fim, 14 mL
de LSM foram delicadamente sobrepostos em 20 mL de suspensdo celular em
um tubo falcon de 50 mL e centrifugados durante 15 min a 2.000 rpm a
temperatura ambiente. Apos a retirada das células progenitoras da medula 6ssea
(BMPCs) entre as fases, as células foram lavadas com 20 mL de PBS e sua
concentracio foi ajustada para 1,5x10° células/mL. Durante a expansio das
BMPCs, o meio foi renovado a cada dois dias mantendo a concentracao celular

de 1,5)(106 células/mL. No sétimo dia de cultura, iniciou-se a diferenciacdo de
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BMPCs em DCs (0,75x10° células/mL) com meio de cultura RPMI 1640
contendo 50 ng/mL de FLT3. Durante o periodo de diferenciacdo, o meio foi
parcialmente renovado a cada dois dias. A ativacdo das DCs (controle positivo)
foi realizada por tratamento das células com 2 pg/mL de lipopolissacarideo
(LPS) durante 24 e 48 h. Na FIGURA 4.2 estd apresentada a representacao

esquematica do processo de geracdo e maturacao das células dendriticas:
Medula 6ssea
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FIGURA 4.2 - Representacdo esquemadtica do processo de geracdo e maturagao

das células dendriticas.

4.8.2.2 - Determinacao da expressao de marcadores de

superficie das células dendriticas

Para avaliar a expressdao das moléculas de superficie, as células
dendriticas imaturas obtidas foram incubadas nas fibras poliméricas a uma
concentragdo de 5x10°% a 37 °C com atmosfera umidificada a 5% de CO, durante
24 e 48 h.

As células dendriticas imaturas incubadas em pog¢os vazios (sem
fibras) serviram como controles negativos. Como controle positivo, as células
dendriticas imaturas foram estimuladas com 2 pg/mL de LPS.

As DCs foram delicadamente removidas da superficie do
biomaterial e lavadas com tampao FACS (PBS suplementado com 0,5% de SFC
e 2mM de EDTA). Aproximadamente 1x10° células foram ressuspensas em 50
uL de tampao FACS e incubadas com os anticorpos monoclonais conjugados

com fluorocromo (PE-Cy 7 mouse anti-human, allophycocyanin (APC),
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phycoythin (PE), fluorescein isothiocyanate (FITC), peridinin chlorophyll
protein (PerCP — eFluor 710)) especificos, representados na TABELA 2, para as
moléculas de superficie de interesse durante 30 min a 4 °C. Apds incubacao, as
células foram lavadas com 2 mL de tampdo FACS e ressuspensas em 200 pL de
tampao FACS e mantidas em gelo.

A expressdo de proteinas de superficie de células dendriticas
(MHCII, CD40, CD80 e CD86) foi analisada por citometria de fluxo utilizando
um FACS Canto II (BD Bioscience, Germany). A compensacdo foi feita
manualmente ou usando configuragcdes automdticas do instrumento. Os

resultados adquiridos foram analisados com software FlowJo (FlowJo, LLC,

EUA).

TABELA 2 - Anticorpos monoclonais usados para a deteccdo dos marcadores
de superficies

DC Fluorocromo Diluicao
CDllc PE-Cy 7 1:200
CD40 APC/aiexas47 1:200
CDS80 PE/atexas46 1:200
CD86 FITC/atexasss 1:200

MHCII  PerCP — eFluor 710 1:1000

4.8.2.3- Anadlise de citocinas pela reacio em cadeia da

polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR)

As DCs imaturas (1,2-1,6 x 106) foram cultivadas nas fibras
poliméricas a 37 °C, com 5% de CO, durante 48 h, em seguida, as células foram
coletadas e lavadas duas vezes com PBS. As células foram congeladas em

nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C.
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A extracdo do RNA foi realizado utilizando o reagente Trizol®
(Invitrogen) de acordo com as recomendacdes do fabricante e de acordo com
Shokouki et al.®® Resumidamente, as células foram descongelados e adicionou-
se 1 mL de reagente de extracdo. Os pellets contendo as c€lulas foram lisados e
homogeneizados por pipetagem repetitiva € depois incubadas durante 5 min em
temperatura ambiente. Em seguida, adicionaram-se 0,2 mL de paraformaldeido
4% durante 10 min em temperatura ambiente. As amostras foram entio
centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 °C para separar a solu¢do em 3
fases: RNA, DNA e proteina. A fase aquosa superior foi cuidadosamente
separada e transferida para tubos de 1.5 mL livres de ribonuclease (RNase) e
desoxirribonuclease (DNase). Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de isopropanol
100%, misturou-se completamente e incubou-se durante 10 min em temperatura
ambiente. As amostras foram centrifugadas (12.000 rpm durante 10 min a 4 °C)
e os sobrenadantes foram descartados. Em seguida, foram adicionados 1 mL de
etanol 75% e as amostras foram submetidas a vortex e centrifugadas a 7.500 rpm
durante 5 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram descartados e o etanol restante foi
removido. Posteriormente, os RNAs foram novamente suspensos em dgua livre
de RNAase e incubados a 58 °C durante 15 min. As amostras de RNA foram
mantidas em gelo e a concentracdo foi medida com o dispositivo NanoDrop
(ND-1000 NanoDrop technologies, EUA). Os RNA purificados foram
armazenados em temperatura -80 °C.

A expressdo das citoquinas IL-1pB, 1L-6, IL-10, IL-12p40, TNFa e
RANTES foi determinada com PCR (Thermocycler, Eppendorf, Hamburg,
Alemanha). Como controle positivo, as células dendriticas imaturas foram
tratadas com 1 pg/mL de LPS durante 24 h. O cDNA foi sintetizado a partir de 1
mg de RNA total utilizando iniciadores hexameros randéomicos (Promega) e o
sistema da transcriptase reversa SuperScript II (Invitrogen) de acordo com as

recomendacOes do fabricante. A PCR foi realizada em um volume final de 10
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ml, na presenca de 1 ml do cDNA, 0,25 mM de dNTP, 0,2 mM de cada iniciador
e 1 U de Platinum TagDNA polimerase (Invitrogen).

A quantificacdo, a intensidade das bandas no gel de agarose, foi
realizada em triplicata em trés experimentos independentes, determinada com
analisador de i1magem de electroforese em gel (1D Gel Analyzer -
http://www.gelanalyzer.com) usando a deteccdo por subtracdo automatica e de
background. O gene constitutivo gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) foi utilizado como como fator quantitativo dos dados, os valores de
intensidade para cada banda foram normalizados utilizando os niveis de

expressao do GAPDH.

TABELA 3 - Dados dos iniciadores da RT-PCR utilizados para a quantifica¢io
de citoquinas.

Iniciadores Sequéncia (5’ a 3°) Tamanho Temperatura de
de produto anelamento
(pb) (C)
IL-1B Fwd: CCA AAA GAT GAA GGG CTG CT 50 60
Rev: TCA TCA GGA CAG CCC AGG TC
IL-6 Fwd: TCT GGG AAA TCG TGG AAATGA G 399 60
Rev: ATT GGA TGG TCT TGG TCC TTA GC
IL-10 Fwd: TTT GAA TTC CCT GGG TGA GAA 72 60
Rev: ACA GGG GAG AAA TCG ATG ACA
1L-12p40 Fwd: TTG CTG GTG TCT CCA CTC AT 74 60
Rev: GGG AGT CCA GTC CAC CTC TA
TNFa Fwd: TGC TCC AAT CTT GCA GTC GT 307 60
Rev: ACA CAC TTG GCG GTT CCT TC
RANTES Fwd: TGC TCC AAT CTT GCA GTC GT 51 60
Rev: ACA CAC TTG GCG GTT CCT IC
GAPDH Fwd: GGG GTG AGG CCG GTG CTG AGT AT 458 60

Rev: CAT TGG GGG TAG GAA CAC GGA AGG

4.8.2.4 - Imunofluorescéncia

A microscopia de imunofluorescéncia foi realizada de acordo com

193

Pust et al.,92 Mazxeiner et a 1.3

e Gamper et al.”™ Ap6s 24 horas de semedura das
c€lulas nas fibras poliméricas, as cé€lulas dendriticas foram fixadas com

paraformaldeido 4% por 30 minutos e entdo lavadas com Triton X-100 em PBS
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por 1 minuto em temperatura ambiente, seguida de exposicdo a solucdo de
faloidina conjugada com Alexa Fluor 594 para visualizacdo da proteina
citoesquelética de actina. As células foram também marcadas com anticorpo
anti-vinculina seguido de um anticorpo secundério Alexa Fluor 488 de cabra
conjugado com fragmentos anti-IgG de rato. O nucleo das células dendriticas foi
marcado utilizando uma solucdo de Hoechst. As imagens foram adquiridas por
meio de um micrscopio Axiovert 200 microscope (Carl Zeiss) equipado com
uma objetiva (Plan-Apochromat 100x/1.30). A imagens foram tratadas usando o

software 1PLab Spectrum (Scanalytics, Fairfax, USA).

4.8.2.5- Microscopia de série temporal (time-lapse)

Para a formacao de imagens de cé€lulas vivas, as células dendriticas
foram semeadas em fibras SBS a uma concentracio de 2 x 10" células/mL. As
imagens foram adquiridas utilizando um microscépio Axiovert 200 (Carl Zeiss,
Alemanha) equipado com um objectivo Plan-Apochromat 100x/1.30 NA (ou
63x/1.30 NA) e uma camara CCD (Cascade 512B, Princeton Instruments,
Trenton, EUA) por IPLab Spectrum (Scanalytics, Fairfax, EUA). Durante a
aquisi¢do de imagem, as células foram mantidas a 37 °C e 5% de CO, utilizando
uma fase de aquecimento e um controlador de CO,, respectivamente (PeCon
GmbH, Alemanha). As imagens de contraste de fase foram adquiridas a cada 7-8
seg. A manipulacdo digital das imagens foi realizada utilizando IPLab

Spectrum, ImagelJ e Adobe Photoshop 13.0 (Adobe Systems, Inc., EUA).

4.9 - Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa estatistico

Prisma 5.0 (GraphPad Software Inc., CA).
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A comparagdo das médias foi realizada por andlise de variincia
(ANOVA), seguida do teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn’s
para os experimentos de citotoxicidade e viabilidade celular.

Para os ensaios de FACS e RT-PCR, a significincia estatistica foi
verificada utilizando o U-teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e a ANOVA
bidirecional, respectivamente. Nos diagramas de caixa, as linhas do meio das
caixas indicam as medianas; o quartil superior indica 75% enquanto o quartil
inferior das caixas indica 25%. Os whisker, ou fio de bigode, representam o
percentil 10 (inferior) e 90 (superior). Os pares de amostras foram considerados

diferentes quando p <0,5.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das caracterizacdes das mantas de fibras poliméricas
obtidas com a técnica de fiacao por sopro em solu¢do sdo apresentados, nos itens
5.1 — 5.3. Para a producdo com éxito das fibras poliméricas, foi realizado um
estudo sistematico sobre as condi¢des do processamento objetivando a produgao
de fibras homogéneas sem a presenca de defeitos. Para isso, foram testados
diferentes parametros de solucdo (concentragdo, viscosidade e solvente) e
parametros experimentais (taxa de alimentacdao da solu¢do polimérica, pressao
do ar e distincia de trabalho). No presente trabalho, serdo apresentados os
resultados representativos obtidos apds estudo preliminar para determinar as
melhores condi¢des experimentais. Nos itens 5.4 e 5.5 serdo apresentados os

estudos de citotoxidade e as analises da resposta pré-inflamatoria in vitro.

5.1 - Caracterizacao morfologica das fibras poliméricas obtidas

com a técnica de fiacao por sopro em solucao

A técnica fiagdo por sopro em solucdo foi inicialmente reportada
por Medeiros et al.** em 2009 como uma alternativa a técnica de eletrofiagio™

para a producio de fibras poliméricas. Tutak et al.”

em 2013, reportou que
dependendo da aplicagcdo, esta técnica apresenta vdarias vantagens quando
comparada com a técnica de eletrofiacdo. Como citado anteriormente, ¢ uma
técnica versatil, e a taxa de producdo de fibras pode ser até 30 vezes maior que a
da eletrofia¢do. Visando a aplicacdo na drea médica, a grande vantagem € a nao
necessidade do uso de um campo elétrico para a produgdo das fibras,
possibilitando a deposi¢do das fibras diretamente sobre qualquer tipo de
superficie, incluindo sistemas bioldgicos.”® Dessa forma, a técnica utilizada para

obtencdo de fibras € muito recente e de grande potencial tecnoldgico. Nao

existem trabalhos na literatura explorando a influéncia da estrutura e morfologia
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das fibras obtidas por SBS em elementos integradores do sistema imunitdrio.
Neste sentido, os resultados obtidos buscam contribuir tanto no conhecimento
para a preparacdo de fibras de PLA e de blendas PLA/PEG por meio da técnica
de SBS, como também na nova vertente do nosso grupo de pesquisa, de se
produzir fibras para aplicagdes na medicina.

Neste trabalho, foram produzidas fibras de PLA puro e fibras das
blendas de PLA/PEG. Para a andlise morfologica das mantas com a técnica de
microscopia eletronica de varredura, as fibras foram depositadas sobre uma
folha de papel aluminio por aproximadamente 5 minutos e as micrografias estao

apresentadas na FIGURA 5.1.
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Analisando as micrografias foi possivel verificar que em todas as
composi¢oes, as fibras apresentaram morfologia homogénea e sem defeitos
superficiais. O didmetro médio das fibras foram calculados com o software
Image J e encontram-se entre 200 e 600 nm (FIGURA 5.1 B). Com base nestes
resultados, podemos observar que o diametro médio foi influenciado com o
aumento da concentracdo de PEG, resultando em uma correlagcdo inversa entre o
diametro e a concentra¢ao de PEG (FIGURA 5.1 C). A reduc¢do do didmetro das
fibras pode estar relacionada com as viscosidades mais baixas encontradas em
uma variacio da taxa de cisalhamento aplicada de 1 a 100 s das solugdes
poliméricas contendo PEG antes do processamento (FIGURA 5.2). A
viscosidade de uma solu¢do polimérica esta relacionada com a concentragdo e a
massa molar do polimero.”” Neste trabalho, as concentracdes dos polimeros em
solucdo foram de 12% (m/v), para todas as composi¢oes, PLA puro e blendas. A
diminui¢do do didmetro médio das fibras, dessa forma, foi atribuida devido a
incorporacdo de um segundo polimero, o PEG-8000 g/mol, de menor massa
molar em relacio ao PLA-76.000 g/mol, tendo como consequéncia, a
diminuic¢ao da viscosidade como apresentado na FIGURA 5.2. Além disso, uma
solucdo com viscosidade mais baixa ira fluir através do bocal interno (agulha) a
uma velocidade superior, além disso, baixas viscosidades geram forcas
viscoeldsticas insuficientes para suprir completamente o alongamento da gota,

resultando na producio de fibras mais finas.”
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FIGURA 5.2 - Viscosidade das solugdes de PLA e das blendas PLA/PEG
contendo 12% m/v, em fun¢do da taxa de cisalhamento a 25 °C, utilizando a

mistura de solventes cloroférmio:acetona na proporcao 3:1 v/v.

Por meio das micrografias também foi possivel analisar a
porosidade das mantas nanoestruturadas poliméricas. Diversos trabalhos
encontrados na literatura reportam e discutem diferentes metodologias para

-1
93100 Neste

determinar a porosidade e o tamanho de poros dos biomateriais.
trabalho considerou-se a porosidade como os espagos entre as fibras, sendo os
cdlculos baseados no trabalho de Haeri e Haeri.*’ Devido as fibras apresentarem
orientacdo randomica e a deposicdo das fibras ser controlada pelo tempo de

fiacdo, os valores da porosidade foram interpretados com cautela.
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FIGURA 5.3 - A porcentagem da porosidade das mantas de PLA e das blendas
PLA/PEG.

A porcentagem da porosidade das mantas de PLA puro foi de +
27%. As mantas nanoestruturadas poliméricas contendo 1, 5 e 10% de PEG,
apresentaram porosidades semelhantes a das mantas de PLA puro, enquanto que
as mantas contendo 20% de PEG apresentaram uma porcentagem superior em
relacdo as outras composicoes, com valor de = 54% (FIGURA 5.3). A
diminuicdo do didmetro das fibras com a adi¢cdo do PEG, aumenta a distancia
entre uma fibra e outra, o que resulta em mantas com maior porosidade.

O valor da porosidade € extremamente importante, pois a presenga
de poros € essencial para o transporte de moléculas, e também poderé facilitar a
migragdo celular, a remog¢do de substincias metabdlicas e a vascularizagdao do
tecido em crescimento. """ A porosidade e o tamanho do poro influenciam na
diferenciacdo celular, e em outras func¢des celulares, como observado por Nava
et al.,'” onde a infiltragdio e a nutri¢do das células do tecido cartilaginoso foram
prejudicadas com tamanho reduzido de poro dos scaffolds.

Diversos trabalhos relataram o estudo da porosidade e o didmetro
ideal da superficie do suporte de acordo com cada fungio celular.'” Mygind et

104
2

estudaram a proliferacio e a diferenciagdo das células-tronco
mesenquimais humanas em scaffolds de hidroxiapatita, com tamanhos de poro

de 200 e 500 um e 70% de porosidade. Os scaffolds com maior porososidade
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exibiram uma taxa de diferenciacdo osteogénica mais rapida, quando comparado
com os de menor porosidade. Em um outro estudo, citado por Rnjak-Kovacina

1
et al.,'®

scaffolds produzidos por meio da técnica de eletrofiacdo a uma taxa de
alimentacio mais alta, apresentaram um aumento no didmetro das fibras de 2.3
para 3.2 um, diminuindo o tamanho de poro de 11.7 wum para 8 um ¢ a
porosidade de 34.4 para 15.5 %. Ambos os scaffolds forneceram suporte para a
adesdo e a proliferacdo celular, mas os fibroblastos da derme foram capazes de
migrar e infiltrar apenas nos scaffolds com alta porosidade. Tendo em vista os
diversos trabalhos encontrados na literatura podemos verificar que os valores

ideais do diametro das fibras, tamanho de poro, porosidade dos scaffolds ira

depender da aplicacdo e de cada tipo e func¢do celular.

5.2 - Avaliacao da presenca do PEG nas mantas de PLA/PEG

Para confirmar a presenca do PEG nas blendas poliméricas de
PLA/PEG, os grupamentos quimicos foram determinados por meio da técnica de
espectroscopia no infravermelho por reflectancia total atenuada (ATR). Os
espectros de reflectancia das fibras de PLA e das blendas PLA/PEG estdo
apresentados na FIGURA 5.4.
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FIGURA 5.4 - Espectro de infravermelho em modo de reflectancia total

Atenuada — (ATR) das fibras de PLA e das blendas PLA/PEG.

No espectro das fibras de PLA e das fibras das blendas de
PLA/PEG, as bandas de reflectincia caracteristicas do polimero PLA foram
identificadas e sdo mostradas na TABELA 4. Na FIGURA 5.4 estdo
demonstradas as principais atribui¢cdes das fibras de PLA puro. Os niimeros de
onda em 2994 e 2944 cm’', sio correspondentes as deformagdes axiais
assimétrica e simétrica da ligacdo C-H do grupo CHj, respectivamente. A banda
mais intensa foi observada em 1751 cm™, sendo esta associada ao estiramento
do C=0 do grupo éster presente na cadeia do PLA. A deformacdo angular
assimétrica da ligagdo C-H do grupo CH; foi observada em 1452 cm™. No PLA
e em outros polimeros a regido de 1250-1440 cm™ ¢é caracterizada por trés
grupos (1380, 1360 e 1300 cm™), sendo este conjunto de bandas associado a
deformacgdes axiais simétricas do CH; e as deformacdes angulares do
grupamento C-H. A banda observada em 1182 cm™ e em 1044 cm™ ¢ atribuida

ao estiramento da ligacdo C-O do C-O-C de poliésteres alifaticos.



42

Analisando a FIGURA 5.4 foi possivel notar que nas blendas
poliméricas, com o aumento da propor¢do em massa do PEG, ocorreu um
aumento na intensidade da banda de reflectancia na regiio em 2880 cm’
associada ao estiramento vibracional da ligacio C-H do grupo metileno CH,,
confirmando a presenca do PEG nas blendas PLA/PEG. Para verificar a
mudanca nos valores da intensidade dos picos, foi feita a quantificacdo a partir
do método da razao das absorba?mcials,lo6 sendo os valores apresentados na
TABELA 5 e demonstram que, como esperado, o aumento da concentragdo de
PEG, resultou em um aumento do valor da razdo entre o pico em 2880 cm™ das

blendas/PLA, confirmando a presenca de dois componentes na mistura.

TABELA 4 - Bandas relevantes e os grupos funcionais referente ao espectro de

infravermelho das fibras de PLA e das blendas PLA/PEG.

Banda (cm™) Grupos
710 - 800 COH deformacao fora do plano (dcidos carboxilicos,
dimeros)
956 CH, flexdo no plano (CH,-CH,-O)
1150 - 1060 C-O-C estiramento

1268 CH, deformacdo fora do plano (CH,-CH,-O)
1359 CH, deformacdes axiais simétricas
1452 C-H deformacao angular assimétrica
1751 C=0 estiramento
2944 CH, deformagoes axiais simétrica
2994 CH; deformag0es axiais assimétrica

3300-2500 O-H estiramento
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TABELA 5 - Razéo entre as absorbancias do pico do grupo metileno (CH,) em
2880 cm™' das blendas PLA/PEG em relacdo a banda em 2880 cm™ do PLA.

Nanofibras Valor da Intensidade
(2880 cm™)
Blenda 80:20 7
Blenda 90:10 3
Blenda 95:5 2
Blenda 99:1 1
PLA 1

As propriedades térmicas das fibras de PLA e das fibras das blendas
de PLA/PEG foram determinadas com o auxilio da técnica de calorimetria
diferencial exploratéria (DSC) (FIGURA 5.5). Esta técnica permitiu
acompanhar as transi¢oes térmicas das fibras poliméricas, tais como,
temperatura de transi¢do vitrea (Tg) caracteristica da fase amorfa do material,
temperatura de cristalizacdo a frio (Tcc), temperatura de fusdo cristalina (Tm),
entalpia de fusdo (AHm ), entalpia de cristalizacdo (AHcc) e grau de
cristalinidade y. (%) cujos os valores estdo apresentados na TABELA 6. Os
valores foram retirados das curvas referentes ao primeiro aquecimento, com o
objetivo de observar o efeito do da técnica de preparacio — SBS, sobre o

comportamento térmico das amostras.
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FIGURA 5.5 - Curvas de DSC das fibras de PLA e suas blendas com PEG. Taxa
de 10 °C/min.

TABELA 6 - Eventos térmicos* das mantas nanoestruturadas poliméricas de

PLA e das blendas PLA/PEG.

Mantas Tg** Tcc AHcc Tm AHm Xc(%)
poliméricas (PLA)  (PLA) (PLA) (PLA) (PLA)
O O J/g) O J/g)

PLA puro 51 111 24 147 26 2
PLA/PEG 99:1 - 99 19 149 27 8
PLA/PEG 95:5 - 89 17 149 26 9

PLA/PEG 90:10 - 82 14 150 24 11
PLA/PEG 80:20 - 67 11 150 24 17

* Temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de cristalizacdo a frio (Tcc), temperatura de fusdo
cristalina (Tm), entalpia de fusdao (AHm), entalpia de cristalizagdo (AHcc) e grau de cristalinidade y. (%).

**Valores da Tg foram retirados do segundo aquecimento.

Nas fibras de PLA puro, FIGURA 5.5, € possivel observar o
primeiro evento térmico, representado por um pico endotérmico em 51 °C,

referente a temperatura de transi¢ao vitrea. Na temperatura 111 °C, é possivel
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observar a cristalizacdo a frio caracteristica do PLA. Por fim, o terceiro evento
térmico, a temperatura de fusdao do PLA foi observada em 147 °C.

Para as blendas poliméricas de PLA/PEG, a temperatura de
transi¢do vitrea nio foi determinada, devido a sobreposicdo da temperatura de
fusdo do PEG, que ocorre em 53 °C. Pode-se observar na FIGURA 5.5, a
relacdo do aumento da propor¢do de PEG nas blendas com o deslocamento do
pico exotérmico (Tcc ) para temperaturas mais baixas, ou seja, adicionando
somente 1% de PEG, a Tcc foi em 99 °C e, nas fibras, com a maior quantidade
de PEG (20%) a Tcc deslocou para 67 °C. Além disso, com aumento da
concentracdo de PEG, o grau de cristalinidade aumentou. A manta de PLA puro
apresentou grau de cristalinidade (y.) de 2% e, com a adicdo de 20% de PEG na
blenda, o (x.) aumentou para 17%. Dessa forma, pode-se afirmar que o PEG
influenciou no aumento do grau de cristalinidade durante o processo de fiacao
por sopro em solucdo facilitando a movimentagdo e consequentemente
facilitando o grau de ordenamento molecular das cadeias do PLA. Em um
trabalho citado por Ero-Phillips'”’, foi reportado que em uma solucio
polimérica, com a diminuicdo da concentracio de um polimero, diminui a
viscosidade da solugdo, sendo assim, as cadeias dos polimeros apresentam maior
mobilidade, devido ao menor emaranhamento entre as cadeias. Neste trabalho,
as concentracdes poliméricas foram as mesmas nas diferentes composicdes de
fibras, mas a viscosidade da solucdo foi diminuida com a adicdo do PEG como
citado anteriormente. Entdo, durante o processo de fiagdo, com a diminui¢ao dos
emaranhados das cadeias com a adi¢ao do PEG, a solucdo polimérica percorreu
da ponta da agulha até o coletor e a orienta¢do da cadeia polimérica foi induzida
pelas forcas de arraste do ar. Dessa forma, além do PEG, o processo de fiacdo
por facilitar a orientacdo do polimero também favoreceu o aumento do grau de
cristalinidade. Esses resultados, estao de acordo com os estudos encontrados na

literatura e, sugerem que o PEG atuou como nucleante para o PLA.'"'® Além
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disso, foi reportado que o PEG é um excelente modificador devido a sua boa
miscibilidade com o PLA."""'"

Para verificacdo da estabilidade térmica, foram realizadas anélises
termogravimétricas das fibras de PLA, fibras das blendas PLA/PEG e do PEG

na forma de p6 e, estdo apresentadas na FIGURA 5.6.
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FIGURA 5.6 - (A) Curvas TGA, relacionando a perda de massa em funcao da
temperatura € (B) curvas DTG relacionando a primeira derivada da variacao de
massa em fun¢do da temperatura. Atmosfera: ar sintético e taxa de aquecimento:

10 °C/min.

A temperatura de inicio de perda de massa (T inicio do inglés,
“onset”) foi determinada pela extrapolacdo da curva de perda de massa. A
temperatura na qual a taxa de perda de massa € maxima (T pico do inglés
“peak ) foi determinada pela temperatura do pico da curva da primeira derivada
da curva de perda de massa (DTG). A partir da anélise dos resultados, observa-
se que a decomposicao térmica da fibra de PLA puro e das blendas 99:1, 95:5,
90:10 ocorre em uma Unica etapa. O inicio da perda de massa da fibra de PLA
puro (T inicio) e (T pico) foi em 272 °C e 303 °C, respectivamente, que pode ser
atribuido a cisdo das ligacOes ésteres entre as unidades repetitivas e a rapida
reducdo de sua massa molar média, confirmando resultados encontrados na

literatura.''*''° Estudos sobre a degradacdo térmica do PLA fornecem diferentes
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interpretagdes que variam entre um modelo de reagdo de primeira ordem e um
processo complexo de decomposicdo.''"

As blendas 99:1, 95:5, 90:10 apresentaram valores de (T inicio) e
(T pico) 278 e 330, 284 e 321, 291 e 323 °C, respectivamente, indicando maior
estabilidade térmica quando comparado com as fibras de PLA puro. A maior
estabilidade térmica pode ser explicada pela mistura do PEG com o PLA nas
blendas. Sendo que a temperatura de degradagao do PEG puro ocorre em maior
temperatura em relacdo ao PLA puro, pois estd associada a natureza quimica das
ligacOes éteres em relacdo as ligacdes €steres presentes no PLA. As fibras com
maior concentracio de PEG, PLA/PEG 80:20, apresentaram dois eventos
térmicos, o primeiro e mais pronunciado, em torno da temperatura de 270 °C,
indicando o inicio da degradacdo. Neste estidgio, ocorreu uma perda de massa
acima de 80%, referente principalmente a degradacdo do constituinte
majoritario, isto €, do PLA. O segundo evento térmico encontrado, com
temperatura inicio acima de 317 °C, podendo estar relacionado a degradacao do
segundo componente da blenda, o PEG, no qual o processo de degradacao (T
inicio) ocorre em 335 °C. Esta informacao pode ser melhor visualizada com os
graficos da DTG.

Visando a aplicagdo das mantas nanoestruturadas poliméricas na
Engenharia de Tecidos, a molhabilidade do material é uma caracteristica que
deve ser investigada, pois a interagdo entre as células com a superficie dos
biomateriais é totalmente dependente de caracteristicas como molhabilidade,
composicdo quimica, porosidade e rugosidade.'*’ Para a determinacéo do cardter
de molhabilidade das fibras poliméricas, o angulo de contato da dgua deionizada
sobre a superficie das mesmas foi verificado. A média dos angulos de contato

obtidos para cada amostra estd apresentada na FIGURA 5.7.



48

140
130 ‘
1L
| o
'S 120 ®
° é
35 110+
o
c
«g
100 |
—@—PLA l
1—e—99:1
90 e 955 J
|—®—90:10
®—80:20
80 1 T T T 1 N T N T
0 5 10 15 20

Concentragéao de PEG (%)

FIGURA 5.7 - Valores do angulo de contato médio obtido da 4gua deionizada
sobre a superficie das fibras de PLA e das blendas de PLA/PEG.

O valor médio do angulo de contato da dgua deionizada nas fibras
de PLA puro foi de 6=129°+3, o que indica uma natureza mais hidrofébica deste
polimero. Os valores do angulo de contato da dgua deionizada nas fibras das
blendas poliméricas de PLA/PEG 99:1, 95:5, 90:10 e 80:20 foram de 0=121°+1;
118°+1; 113°+2; 93°+3, respectivamente. Com o aumento da adi¢do do PEG nas
blendas foi observado uma redu¢dao no valor do angulo de contato, ou seja,
reducdo da hidrofobicidade, fato atribuido a presenga do polimero, de natureza
hidrofilica, na superficie das fibras.'*"'**

Burkersroda et al.'” avaliaram a degradacdo dos polimeros PLA e
poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) e reportaram que a velocidade da
degradacdo foi favorecida pelo caréter hidrofilico do polimero PLGA, pois esta
propriedade permite maior difusdo da dgua na matriz polimérica influenciando
na velocidade da degradacdo do polimero. Dessa forma, o aumento da
molhabilidade nas fibras de PLA, devido a hidrofilicidade do PEG € muito

interessante, pois esta propriedade podera influenciar na velocidade de

degradacdo e ser controlada com a adicdo ou reducdo da quantidade do polimero
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hidrofilico. Além disso, como citado anteriormente, a molhabilidade de um
material € um dos mais importantes parametros que pode afetar a resposta
bioldgica apds o implante. Alguns trabalhos reportaram que apds o implante, os
biomateriais sdo recobertos, em poucas horas por proteinas presentes do local,
principalmente  proteinas  plasmadticas, predominantemente  albumina,
fibrinogénio, IgG e fibronectina.'**'> Muitos trabalhos reportam que a maioria
das proteinas se aderem mais facilmente em superficies hidrofébicas do que em

126-129

superficies hidrofilicas e, além disso, retrataram que a forca de adesao das

proteinas € aumentada quando a molhabilidade de uma superficie apresentando

129,130

angulo de contato 0>65°. Embora a influéncia da molhabilidade da

superficie do material sobre as respostas para a regeneragdo de tecido ainda ndo
é totalmente compreendida,”*""'** é conhecido que as propriedades de superficie
do polimero influencia a quantidade e tipos de proteinas ligadas, bem como a
composi¢do e/ou as alteracdes conformacionais dessas proteinas. Essas
mudangas sdo os principais fatores para iniciar reagdes adversas, tais como a
coagulagio e a inflamagdo." "'

Visto que o PEG proporcionou um aumento da hidrofilicidade nas
mantas nanoestruturadas poliméricas, torna-se interessante avaliar a
molhabilidade das diferentes mantas nanoestruturadas poliméricas de PLA/PEG,
apos 12 horas de incubacdo com PBS e meio de cultura celular. A escolha das
solucdes de PBS e meio de cultura para esse estudo foram feitas pelo fato do
PBS ser representativo de condi¢des isotOnicas e, o meio de cultura celular ser
similar aos fluidos do tecido extracelular. Os resultados da molhabilidade das

mantas nanoestruturadas poliméricas apds a exposi¢ao de PBS e meio de cultura

estdo apresentados na FIGURA 5.8.
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FIGURA 5.8 - Angulo de contato médio da dgua deionizada obtido para as
mantas de fibras de PLA e das mantas da blendas com PEG ap6s 12 horas de
exposi¢ao em PBS e meio de cultura celular RPMI 1640 (Gibco).

Ap6s 12 horas de exposicdo das mantas nanoestruturadas
poliméricas em PBS e em meio de cultura, pode-se observar o aumento dos
valores do angulo de contato, significando a reducdo da hidrofilicidade nas
blendas poliméricas, obtendo-se valores semelhantes aos da fibra de PLA puro.
Os resultados obtidos sugerem que parte do PEG sobre a superficie da fibra foi
dissolvida possivelmente devido 2 sua solubilidade em dgua.''® Confirmando
essa hipotese, por meio da técnica de infravermelho, na FIGURA 5.9 observa-se
uma redugio da intensidade do pico em 2880 cm™, associado ao estiramento
vibracional da ligacio C-H do grupo metileno CH, do PEG nas diferentes
blendas poliméricas.

E possivel observar que ha uma intensa liberagdo do PEG nas

primeiras 12 horas, atingindo-se um platd em 24 horas.
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FIGURA 5.9 - Cinética de dissolucao do PEG das fibras da blenda PLA/PEG
ap6s a incubacdo com PBS e meio de cultura celular. A razdo das intensidades
do pico em 2880 cm', foi determinada por espectroscopia no infravermelho por
refletancia total atenuada. A dissolu¢do do PEG € evidente durante as primeiras
12 horas, seguido por uma menor taxa de dissolucdo durante as seguintes 36
horas. A inser¢do mostra as propor¢des de intensidade das fibras PLA/PEG

antes da incubagao.

Para uma estimativa da quantidade do PEG que foi liberado, a
perda de massa da manta polimérica, assim como, a perda do componente PEG
foram avaliados apds 4, 8 e 12 horas de incuba¢do com PBS e meio de cultura.
Para garantir maior acuricia nos resultados, neste estudo foi utilizada a blenda
contendo a maior concentracao de PEG, blenda PLA/PEG 80:20.

Foi possivel observar, na FIGURA 5.10, a perda de massa, apds a

incubacdo da manta 80:20 com PBS e meio de cultura celular.
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FIGURA 5.10 - Perda de massa (%) das mantas apOs 12 horas de exposi¢cao em
PBS e meio de cultura. A) % da perda de massa total (manta PLA/PEG); B) %

de perda de massa em relacao a massa de PEG presente na blenda.

Nas primeiras 12 horas de incubacdo em PBS, a perda da massa
total da manta 80:20 foi de 2,83+0,56 % e, a perda de massa do PEG foi de
11,21£2,80 %. J4, apds a incubacdo com meio de cultura celular, houve maior
perda de massa, 4,15+0,44 % da massa total da manta 80:20 e, de 17,81+2,23 %
de PEG. Esse resultados corroboram com os encontrados que uma por¢ao de

PEG ¢€ liberado nas primeiras 12 horas.
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5.3 - Degradacao das mantas de fibras poliméricas

5.3.1 - Estudo da degradaciao por meio da acao das bactérias

Staphylococcus aureus (biodegradacao)

Na literatura, o estudo da biodegradacdo, realizado segundo Faria e
Martins-Franchetti'** foi feito por plaqueamento em dgar com a inoculacdo do
micro-organismo sob condi¢des favordveis de crescimento. O agente de
degradacdo foi a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus, que além do
ambiente hospitalar € tipicamente encontrada na pele humana e nas fossas nasais
e frequentemente estd associada a infec¢des adquiridas em pessoas sauddveis.

Em condi¢bes similiares foram avaliadas as fibras de PLA e a
blenda com maior quantidade de PEG 80:20, buscando avaliar a influéncia do
PEG na degradacdo do PLA. Serdo apresentados os resultados obtidos por um
periodo de 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de incubacao.

A cada semana as mantas nanoestruturadas poliméricas foram
analisadas com microscopia eletrénica de varredura para avaliacdo das

mudancas na morfologia e os resultados estdo representados na FIGURA 5.11.
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PLA Blenda 80:20

35 dias 28 dias 21 dias 14 dias 7 dias

42 dias

FIGURA 5.11 - Micrografias obtidas por MEV das fibras poliméricas de PLA e
das fibras da blenda 80:20 antes e apds a incubag¢do com as bactérias S. aureus.
Incubagdo a 37 °C, durante 0; 7; 14; 21; 28; 35 e 42 dias, em meio de cultura
Agar Baird-Parker.
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Podemos observar na FIGURA 5.11 que as bactérias responderam
positivamente a colonizacdo nas superficies das fibras de PLA puro e das
blendas PLA/PEG 80:20 formando um biofilme.

A degradacdo de um material, primeiramente € identificada por
alteracdes na rugosidade da superficie, o surgimento de poros e mudancas de
cor, bem como mudancas de caracteristicas fisicas e quimicas dos materiais.'”

61,136-139 . :
’ reportam que polimeros semi-

Alguns trabalhos na literatura
cristalinos sofrem ataque preferencial em suas regides amorfas, devido a maior
susceptibilidade de penetracdo da dgua e oxigénio, proporcionando a hidrélise
do mesmo."”" "

Ap6s 35 dias de incubacdo, constataram-se mudancas na
morfologia das fibras de PLA, como a presenca de poros superficiais (indicado
pela seta na FIGURA 5.11- 35 dias). O mesmo comportamento ndo foi
observado na blenda 80:20 ap6s 35 dias. Ja apds 42 dias de incubacdo, indicado
na seta na FIGURA 5.11, em algumas regides da blenda, podemos observar que
houve a ruptura de algumas fibras. Isso pode ser evidéncia de que uma fragao do
PEG dissolveu no meio de cultura, resultando na diminuicdo do diametro das

fibras facilitando a ocorréncia das rupturas.

As propriedades térmicas das fibras de PLA e das blendas de
PLA/PEG 80:20, antes e apds a incubacdo com as bactérias, foram determinadas
com o auxilio da técnica de calorimetria diferencial exploratéria (DSC) e as

curvas de DSC estdo apresentadas na FIGURA 5.12.
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FIGURA 5.12 - Curvas de DSC mostrando a temperatura de transi¢cdo vitrea,
temperatura de cristalizacdo e temperatura de fusdo das fibras de PLA e da
blendas PLA/PEG apés 0; 7; 14; 21; 28; 35 e 42 dias de incubag¢do com as

bactérias S. aureus.
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TABELA 7 - Eventos térmicos das mantas nanoestruturadas poliméricas de PLA

e da blenda PLA/PEG 80:20 (m/m). ApoOs a incubacdo com as bactérias S.

aureus. Valores referentes ao primeiro aquecimento.

Mantas Tempo  Tg(°'C) Tee('C) AHee(J/g) Tm(C) AHmJ/g)  x (%)
(dias)  Rampa2 Rampal Rampa 1 Rampal Rampal  Rampal
PLA 0 51 111 24 147 25 2
7 46 90 11 146 21 10
14 43 84 10 146 19 10
21 43 81 9 146 18 10
28 41 80 8 146 16 9
35 40 78 5 146 16 12
42 39 77 2 146 12 11
PLA/PEG 0 - 67 11 150 24 17
80/20 7 - 79 7 150 19 16
14 - 89 3 150 13 13
21 - 80 7 150 19 16
28 - 80 11 150 26 20
35 - 80 8 150 26 24
42 - 80 7 150 24 22

TABELA 8 - Eventos térmicos das mantas nanoestruturadas poliméricas de

PLA e da blenda PLA/PEG 80:20 (m/m). Apds a incubagdo com as bactérias S.

aureus. Valores referentes ao segundo aquecimento.

Mantas Tempo Tece (C) AHcc (J/g) Tm (°C) AHm (J/g)
(dias) Rampa 2 Rampa 2 Rampa 2 Rampa 2

PLA 0 130 3 147 25
7 120 18 144 ¢ 150 19

14 107 22 139 e 148 24

21 104 23 139 ¢ 148 22

28 97 17 137 e 147 19

35 96 26 136 ¢ 146 29

42 94 12 135e 144 13

PLA/PEG 0 81 16 150 24
80/20 7 102 21 141 e 147 24
14 116 14 144 ¢ 150 15

21 93 19 139 e 150 21

28 89 22 137 e 150 26

35 88 19 137 e 150 24

42 85 18 133 ¢ 149 24
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Nas mantas de PLA puro, foi possivel observar, no segundo
aquecimento, que houve uma diminuicdo da Tg com o aumento do tempo de
contato com o micro-organismo. Fukushima et al.'"** atribuiram a reducdo da Tg
ao efeito plastificante de oligdbmeros de acido lactico, formados a partir do
processo de degradagdo. Esses produtos de degradacdo de menor massa molar
atuam como espacadores intermoleculares, levado ao aumento da mobilidade da
cadeia principal.

Foi possivel observar nas mantas de PLA, no primeiro
aquecimento, o deslocamento do pico exotérmico, com os dias de incubacio,
para temperatura mais baixas, Tcc de 90 °C para 77 °C, apds 7 e 42 dias,
respectivamente. J4 nas blendas PLA/PEG 80:20, no primeiro aquecimento, a
T'cc aumentou, de 67 °C para 79 “C , respectivamente de antes da incubacdo para
ap6s 7 dias de tratamento. Isto pode ser explicado ao fato de que uma porcao do
PEG foi dissolvido na presenca de Agar Baird-Parker, fazendo com que as
blendas PLA/PEG, apés 7 dias de incubagdo, apresentassem um valor de Tcc
proximo ao da manta de PLA puro, resultados esses que corroboram com o0s
encontrados no estudo de dissolu¢cdo do PEG em PBS e em meio de cultura
celular no item (5.2). O decréscimo da Tcc com o tempo de incubagdo nas fibras
de PLA, pode estd associado a cisdo hidrolitica das cadeias e consequentemente,
a formacdo de cadeias poliméricas de menor massa molar, que se ordenam mais
facilmente comparadas as de maior massa molar.'*'

Nao foi constatado deslocamento na Tm, no primeiro aquecimento,
em func¢do da degradacdo promovida nas mantas de PLA e na blenda.

A partir de 7 dias de incubagdo foi possivel observar, no segundo
aquecimento, a presenca de dois picos de fusdo cristalina em 144 ¢ 150 °C. E
conhecido que a presenca de miltiplos picos de fusdo em PLA pode estar

. N ~ . . . 142-144
relacionada a formacgdo de diferentes estruturas cristalinas,

ou a populacdes
de lamelas com diferentes graus de perfeicdo.''* A presenca de dois picos na

fusdo, no segundo aquecimento, pode ser um indicativo da formacgdo de
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diferentes cristais das cadeias, de menor e maior massa molar, formadas apds o
processo de degradacao. Porém nao € possivel confirmar que a formagao desses
novos cristais € resultado da biodegradagdo, pois no segundo aquecimento o
material perdeu seu histérico de térmico.

A FIGURA 5.13 e a TABELA 9 mostram os resultados da
degradacdo térmica das mantas de PLA puro e da blenda de PLA/PEG 80:20

apos a incubagdo com as bactérias.
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FIGURA 5.13 - Termograma das mantas de PLA e da blenda PLA/PEG 80:20
apos a incubagio com bactéria. (A,C) Curvas TGA relacionando perda de massa
em funcao da temperatura e (B,D) curvas DTG relacionando a primeira derivada
da variacdo de massa em funcdo da temperatura. Atmosfera: ar sintético e taxa

de aquecimento: 10 °C/minuto.
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TABELA 9 - Valores do perfil de degradacio térmica das mantas
nanoestruturadas poliméricas de PLA e da blenda PLA/PEG 80:20 (m/m), apds

a incubacgdo com as bactérias S. aureus.

Mantas Dias Tinicio CC) T pico (°C) T pico (°C)

PLA PLA PEG
PLA 0 295 343 -
7 262 299 -
14 268 303 -
21 268 297 -
28 277 298 -
35 277 294 -
42 270 303 -
PLA/PEG 0 272 316 355
80/20 7 250 295 389
14 255 296 388
21 258 292 386
28 252 289 385
35 247 286 385
42 242 289 398

Foi possivel observar que o inicio de degradacio térmica (T pico)
do PLA e da blenda 80:20, apdés a incubagdo com as bactérias ocorreu em
menores temperaturas como mostrado na TABELA 7, provavelmente, devido as
rupturas das cadeias poliméricas de menor massa molar, formadas apds a

130152 * A5 blendas 80:20, como descrito no item (5.2), apresentaram

degradacdo.
dois eventos térmicos. O pico mais evidente € referente ao PLA e segundo pico

referente a degradacao do segundo componente da blenda, o PEG.

A FIGURA 5.14 apresenta o espectro no infravermelho do PLA

antes e ap0os 7; 14; 21; 28; 35 e 42 dias de incubagdo com as bactérias S. aureus.
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FIGURA 5.14 - Espectro de infravermelho em modo de reflectancia total
atenuada — (ATR) das fibras de PLA e das blendas PLA/PEG apés 7; 14; 21; 28;

35 e 42 dias de incubacdo com as bactérias S. aureus.
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FIGURA 5.15 - Espectro de infravermelho em modo de reflectincia total
atenuada — (ATR) das fibras de PLA e das blendas PLA/PEG na regido de 4000

a 3500 cm’', referente ao grupamento quimico OH, apés 7; 14; 21; 28; 35 e 42

dias de incubagao com as bactérias S. aureus.
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E possivel observar o surgimento de uma banda na regiio entre
1670 - 1630 cm™ (indicada na FIGURA 5.14) atribuida a presenca do grupo
amida, referente aos residuos de aminodcidos, devido a possivel presenca de
estruturas enzimdticas durante o processo de degradacdo do polimero.

Na FIGURA 5.15 sdo apresentados os espectros das mantas de PLA
e da blenda PLA/PEG 80:20 na regiio em 3500 - 4000 cm™' referente ao grupo
OH. Podemos observar um aumento das bandas, o que pode indicar um aumento
da umidade na amostra e inicio de hidrélise.

Os resultados da biodegradacdo permitiram observar que houve
degradacdo em funcdo do tempo das fibras poliméricas por meio da agdo das
bactérias S. Aureus e estas consumiram primeiramente as regides amorfas do

PLA.

5.4 - Estudo da citotoxicidade in vitro das fibras poliméricas

54.1 - Avaliacao da citotoxicidade celular das células-tronco

mesenquimais apos a exposicao das fibras poliméricas

Devido ao o grande interesse da aplicacdo de materiais na medicina
€ necessdrio, primeiramente, que as células sejam capazes de interagir e aderir
nestes suportes de interesse. Além disso, os novos biomateriais devem ser
biocompativeis, ou seja, ndo apresentar citotoxicidade.

As consideragdes éticas e metodologicas que envolvem as
pesquisas de materiais para a aplicacdo na medicina t€m refor¢cado o estudo das
relagdes entre os experimentos in vivo e in vitro. As rigidas regras desenvolvidas
pelas entidades protetoras de animais, em relacdo ao seu uso em laboratorio,
foram decisivas para o desenvolvimento de estudos de métodos vidveis de
andlise in vitro. De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizagio

(International Standard Organization), o teste de citotoxicidade in vitro € o
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primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso
em dispositivos biomédicos.® Dessa forma, o primeiro estudo desse trabalho
nesta linha foi avaliar a citotoxicidade in vitro das fibras poliméricas, mensurada
por meio da andlise da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH), e
realizar a andlise da atividade enzimética desidrogenase mitocondrial.

O ensaio de liberacdo de LDH € baseado na medida da atividade da
enzima lactato desidrogenase no meio extracelular. A presenca de LDH no meio
de cultura € um indicador de morte celular, pois indica o rompimento da
membrana celular.

A FIGURA 5.16 apresenta os resultados obtidos por meio do ensaio
de liberacdo de LDH no meio de cultura apds o periodo de 1, 7 e 15 dias de
tratamento das células-tronco mesenquimais com as fibras de PLA e com as
blendas poliméricas de PLA/PEG. Os resultados obtidos apds o tratamento
foram comparados com os resultados das células-tronco sem tratamento
(controle negativo) como também com as células tratadas com Triton X-100

(controle positivo).
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FIGURA 5.16 - Avaliacdo da citotoxicidade celular por meio do teste da
dosagem da enzima citoplasmatica LDH ap6s 1, 7 e 15 dias de cultura. Controle
negativo; Controle positivo; (G1) PLA; (G2) 99/1; (G3) 95/5; (G4) 90/10; (GS)
80/20. Asterisco indica diferenca estatistica (P<0.05) de acordo com o teste de

Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn’s.



64

A dosagem da enzima LDH no meio de cultura das células-tronco
mesenquimais tradadas com as diferentes fibras poliméricas foi comparada com
os valores encontrados no meio de cultura do controle negativo e positivo. A
média dos valores de LDH ap6s 1 e 7 dias de cultura das células na presenca das
fibras poliméricas, assim como no controle negativo, foi de 120 U/L. No meio
de cultura das células do controle positivo (pogo tratado com Triton-X 100) foi
encontrado valores de LDH de 250 U/L. Apo6s 15 dias de cultura, a média dos
valores de LDH no meio de cultura das células-tronco sobre as fibras
poliméricas, bem como o controle negativo foram de 190 U/L. O grupo do
controle positivo revelou, como esperado, um aumento significativo de 1032,1
U/L de LDH.

Claramente foi observado que apds 1, 7 e 15 dias de cultivo as
dosagens da enzima LDH das cé€lulas-tronco tratadas com as fibras poliméricas
tiveram valores similares comparado aos valores do controle negativo e, por
meio da andlise estatistica, ndo mostraram diferencas significativas, dessa forma,

ndo apresentando morte celular ocasionada pelas fibras.

54.2 - Avaliacdo da viabilidade celular das células-tronco

mesenquimais apos a exposicao das fibras poliméricas

A viabilidade celular das células-tronco mesenquimais cultivadas
com fibras de PLA e com as blendas de PLA/PEG foram analisadas por meio do
teste de MTT. O MTT € um teste colorimétrico para medicdo da atividade
enzimadtica (desidrogenase mitocondrial) por meio da reducao do corante MTT a
produtos cromogénicos artificiais corados chamados de “cristais de formazan™.
Esses cristais foram eluidos e mensurados em um espectrofotometro.

Os resultados obtidos apdés 1, 7 ou 15 dias de cultura sao

apresentados na FIGURA 5.17.
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FIGURA 5.17 - Avaliacao da viabilidade celular por meio do teste de MTT.
Grupo controle; (G1) PLA; (G2) 99/1; (G3) 95/5; (G4) 90/10; (GS) 80/20.
Asterisco indica diferenca estatistica (P<0.05) de acordo com o teste de Kruskal-

Wallis seguido do pds-teste de Dunn’s.

Foi possivel observar que as células-tronco mesenquimais foram
capazes de proliferar quando cultivadas nas fibras poliméricas de PLA e nas
blendas de PLA/PEG. Todas as composicoes de fibras permitiram o crescimento
celular ndo apresentando diferencas significativas entre as fibras de PLA puro e
as blendas poliméricas.

As células-tronco mesenquimais cultivadas nas fibras poliméricas
apresentaram menor viabilidade quando comparadas ao grupo controle e, além
disso, ap6ds 15 dias de cultura, apresentaram diferencas significativas nos valores
de absorbancia, indicando que as fibras poliméricas ndo induziram a
proliferacao celular. Esse comportamento do grupo controle era esperado, uma
vez que as superficies das placas de cultura sdo desenvolvidas para que as

células sejam capazes de se aderir e realizar suas funcoes.
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5.5 - Anadlise da resposta pré-inflamatoria in vitro

Os resultados obtidos com o estudo das células-tronco
mesenquimais mostraram a ndo citotoxicidade das fibras poliméricas. Sendo
assim, foi levantada a hipétese de que apesar das fibras poliméricas ndo serem
toxicas, elas poderiam provocar inicialmente reacdes no comportamento celular
e, poderiam consequentemente promover estimulos celulares acarretando
respostas inflamatorias. Dessa forma, surgiu a necessidade de avaliar a resposta
da interagdo das células do sistema imunoldgico inato, como por exemplo, as

células dendriticas (DCs), com as fibras poliméricas.

5.5.1 - Interacdo das células dendriticas com as fibras

poliméricas

A interacdo das células com as superficies dos biomateriais é de
extrema importancia na efetividade da engenharia de tecido, podendo definir a
presenca de reacOes de incompatibilidade que podem resultar na rejeicao do
biomaterial. Para o sucesso da Engenharia de Tecidos, € necessario que haja
uma forte interacdo entre o biomaterial e o meio que o rodeia."”” A resposta
celular depende inicialmente da interacdo de receptores de adesdo de membrana
com a superficie do biomaterial. Essas respostas celulares como adesao,
mudan¢ca morfolégica sdo principalmente determinadas por meio das
caracteristicas de superficie do substrato. Dessa forma, foi analisado a resposta
das células dendriticas apds 24 e 48 horas de cultura nas fibras poliméricas de
PLA e das blendas PLA/PEG. Os resultados foram analisados por meio da
microscopia eletronica de varredura e microscopia de fluorescéncia e, estdo

mostrados na FIGURA 5.18, FIGURA 5.19, FIGURA 5.20.
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FIGURA 5.18 - Micrografias obtidas por MEV das fibras poliméricas apds 24
horas de cultura com as células dendriticas imaturas. (A) PLA; (B) 99:1; (C)
95:5; (D) 90:10 e (E) 80:20. As inser¢des mostram as interacdes das DCs com as

fibras poliméricas por meio da extensdo celular.

Por meio das micrografias apresentadas, foi possivel observar que
as células dendriticas estdo em contato com uma Unica fibra como também em
multiplas fibras adjacentes de PLA e com as blendas de PLA/PEG. Foi possivel
observar claramente, nas setas indicadas na FIGURA 5.18 que a interagdo ¢
realizada por meio de extensdes da membrana plasmatica (FIGURA 5.18 A-E),
essas observacdes indicam que as c€lulas interagiram rapidamente (24 horas de

cultura) e responderam a topografia das diferentes composi¢des de fibras
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poliméricas. A interacdo ocorre por meio de um processo complexo que envolve
modificacdes na morfologia celular, em consequéncia de alteragcdbes no
citoesqueleto, criando assim uma melhor interacdo com o substrato.

Uma vez que ocorreu a interacdo das fibras poliméricas com as
células, € importante elucidar quais mecanismos moleculares estdo envolvidos
nessas interacdes. Uma variedade de mecanismos de adesdo celular sdo
responsaveis pela unido das células, juntamente com suas conexdes com O
citoesqueleto interno.” O remodelamento do citoesqueleto de actina
desempenha um papel crucial na adesdo e motilidade de vdérias células
imunitdrias. Para caracterizar as interagdes das células dendriticas imaturas
(iDCs) com as fibras poliméricas, foram investigados, por meio da microscopia
de fluorescéncia, a presenca das proteinas de membrana, a actina e a vinculina e

sdo apresentados na FIGURA 5.19.
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FIGURA 5.19 - Micrografias obtidas com microscopia de fluorescéncia
mostrando a distribui¢do dos microfilamentos de actina das células dendriticas
em contato com as fibras poliméricas. As DCs foram cultivadas nas fibras
durante 24 horas, fixadas e marcadas com faloidina, para corar a actina e
Hoechst para corar o nucleo. A insercdo mostra os filamentos de actina nos

locais de contato entre células e as fibras (indicado pelas setas).
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FIGURA 5.20 - Micrografias obtidas com microscopia de fluorescéncia
mostrando a distribuicdo de vinculina das células dendriticas em contato com as
fibras poliméricas. As DCs foram cultivadas nas fibras durante 24 horas, fixadas
e marcadas com anticorpo anti-vinculina, para corar a vinculina. A insercao
mostra os filamentos nos locais de contato entre células e as fibras (indicado

pelas setas).

A FIGURA 5.19 e FIGURA 5.20 mostram claramente que as
células estdo interagindo por meio das proteinas actina e vinculina nas fibras de
PLA e nas blendas de PLA/PEG. Na FIGURA 5.19, foi possivel observar, uma
acumulacio de pequenos fragmentos de actina organizados no sitio de intera¢ao
entre as DCs e as fibras poliméricas. Na primeira coluna estd representado a
expressao dos pontos de actina. As setas estdo indicando os pontos de actina
formados por meio da interacdo das células com as fibras poliméricas. A
segunda coluna representa a microscopia de contraste de fase onde € possivel
observar as DCs nas fibras poliméricas. Na terceira coluna podemos observar o
nicleo das células em azul e os pequenos fragmentos de actina em verde.

Corroborando com essa observagdo, foi observado também, na FIGURA 5.20
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pontos de expressdo da vinculina na interface das células e das fibras
poliméricas.

A adesdo das células na matriz extracelular € crucial em uma ampla
gama de fendmenos bioldgicos, os quais sdo fundamentais para a regeneracao
dos tecidos, nas respostas imunolégicas e para a migracdo.”*'> A adesdo das
células € realizada por meio da organizacdo e a montagem de diversas proteinas.
O 1inicio desse processo € denominado clustering de integrinas, que € associado
a um complexo sinalizador que promove a organizacdo dos filamentos de
actina.”®"’” As integrinas estio ligadas aos filamentos de actina no citoesqueleto
por meio de diversas proteinas, as quais sdo a talina, a-actinina, vinculina e
paxilin, 155158159

Estes resultados foram particularmente importantes para confirmar

que as cé€lulas dendriticas tiveram contato com as diferentes fibras poliméricas

por meio da distribui¢do de extensdes celulares.

5.5.2 - Motilidade das células dendriticas nas fibras

poliméricas

As DCs sdo células apresentadoras de antigenos (APC), a sua
principal fun¢do € a capacidade de migrar para os 6rgdos periféricos a procura
de antigenos. Dessa forma, é de particular interesse compreender os efeitos na
migracdo das DCs na presenca dos materiais estudados. Neste contexto, foi
avaliado o comportamento da motilidade das células dendriticas quando
cultivadas com as fibras poliméricas. As andlises da motilidades celular foram

obtidas por meio da microscopia de contraste de fase e s@o mostradas na

FIGURA 5.21.
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FIGURA 5.21 - Micrografias obtidas por microscopia de contraste de fase
mostrando a motilidade das células dendriticas nas fibras poliméricas produzidas
por meio da técnica de SBS (A) PLA; (B) 99: 1; (C) 95: 5; (D) 90:10 e (E) 80:20.
As DCs foram cultivadas nas fibras poliméricas durante 24 horas a 37 °C, 5% de
CO, em meio de cultura. As imagens foram adquiridas a cada 7 segundos.

Escala 10 pm.

A motilidade celular ocorre por meio da organizagdo de algumas
proteinas do citoesqueleto como também por meio da dinamica dos filamentos
de actina do cortex celular. Na dindmica de polimerizacao/despolimerizag¢do dos

filamentos de actina, a célula pode estender sua membrana sobre o substrato em
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que se encontra, formando estruturas conhecidas como lamelipddios. A protusao
dos lamelipddios, seguida da adesio da membrana celular ao substrato,
associada ao deslocamento e retracdo ao lado oposto da célula, constituem o
mecanismo basico da motilidade celular.

Para o sucesso da regeneracdo de tecidos varios tipos de células
devem migrar para o local lesionado de uma maneira altamente coordenada.
Neste contexto, o desenvolvimento de materiais capazes de guiar e orientar as
células aumentaria consideravelmente a eficiéncia e a velocidade do processo de
cicatrizacao.

Os resultados de adesdo celular apresentados no item (5.5.1)
indicaram que ocorreu uma re-modelacdo do citoesqueleto da actina, que € um
pré-requisito essencial para a motilidade celular. Foi possivel obeservar que as
células dendriticas apresentaram motilidade nas fibras de PLA e nas blendas
PLA/PEG apresntadas na FIGURA 5.21. As DCs se moveram nas fibras
independentemente do diametro, movendo-se ao longo de uma uma unica fibra
como também movendo-se para as fibra adjacentes por um processo dinamico.
Dessa forma, os resultados indicam que as fibras poderdo ser utilizadas como

ferramentas para suportar e orientar a motilidade celular.

553- Reconhecimento do biomaterial por meio da
determinacao de moléculas co-estimulatérias presentes na

membrana das células dendriticas

A principal fungdo das células dendriticas € reconhecer e processar
o antigenos, devolvé-lo a sua superficie e apresentd-lo as outras células do
sistema imunitdrio. Essa habilidade estd associada com o estado de “maturagdo”
desta célula. Perante os estimulo externos, as DCs sofrem um processo de

maturacdo, onde hd alteracdo do fendtipo que se traduz pela producido de
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citocinas, quimiocinas e pela expressio aumentada de moléculas co-
estimulatorias, CD40, CD80 e CD86, e as moléculas do complexo major de
histocompatibilidade (MHC) I1."° As moléculas CD (cluster of differentiation)
se referem a uma colecao de anticorpos monoclonais que sdo especificos para os
diferentes marcadores linfocitarios. O sistema CD fornece uma maneira
uniforme de identificar as moléculas nas superficies dos linfécitos, das APCs e
outros tipos de cé€lulas do sistema imunolégico.

Para determinar se as fibras de PLA e as blendas de PLA/PEG
promoveram a maturacdo fenotipica das DCs apds 24 e 48 horas de cultura, a
presenca das moléculas de superficie foi analisada por meio da técnica de
citometria de fluxo. A fluorescéncia dos marcadores de superficies, apds a
cultura das DCs com as fibras, foram comparadas com os valores obtidos no
controle negativo, ou seja, as cé€lulas cultivadas somente na placa de cultura
(DCs imaturas) como também, com valores obtidos no controle positivo, as
células estimuladas com LPS (DCs maturas). Os resultados obtidos estdao

apresentados na FIGURA 5.22.
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FIGURA 5.22 - Histograma representativo dos resultados obtidos por meio da
citometria de fluxo da expressdao das moléculas co-estimuladoras, CD40, CDS80,
CD86 e da molécula MHC classe II. Foram realizados trés experimentos
independentes e, cada experimento, foi realizado em triplicata. Os resultados
obtidos foram semelhantes em todos os experimentos. Os histogramas
preenchidos em cinza representam as amostras ndo marcadas, os histogramas
vermelhos representam as DCs maturas, estimuladas com LPS, (grupo controle
positivo), os histogramas em preto representam as DC imaturas (grupo controle

negativo) e os azuis sao as DCs cultivadas com as fibras poliméricas.
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FIGURA 5.23 - Média geométrica da intensidade de fluorescéncia (MIF) da
analise de citometria de fluxo das moléculas co-estimulatérias e do MHC de
classe Il das DCs tratadas com fibras poliméricas. O controle negativo foi
utilizado para normalizacdo (linha cinza). A linha no meio da caixa indica a
mediana, o topo da caixa indica o 75° quartil, enquanto o fundo da caixa indica o
25° quartil. Os whiskers representam o percentil 10 (inferior) e 90 (superior),
respectivamente. Asteriscos indicam o aumento significativo na expressao dos

marcadores de superficie (p <0,05).

Conforme observado nos histogramas representativos obtidos por
meio da técnica de citometria de fluxo (FIGURA 5.23), as DCs imaturas do
grupo controle negativo expressaram baixos niveis de MHC de classe II e
moléculas co-estimulatorias. Apds a estimulacdo das células com LPS, um
componente da parece celular de bactérias, resultou em um aumento acentuado
na expressao de MHC de classe II e das moléculas co-estimulatérias, indicando
a maturacao das células dendriticas. Foi possivel observar que as DCs tratadas
com as fibras de PLA e com as blendas poliméricas apresentaram
comportamento semelhante aos valores do grupo controle negativo, baixos
niveis de MHC de classe 11 e moléculas co-estimulatérias. Dessa forma, foi

possivel concluir que as fibras poliméricas ndo induziram a maturagdo das



77

células dendriticas. O que indica que as fibras sdo imunologicamente inertes,
pois as DCs nao reconheceram as fibras como antigenos. Dessa forma, nao
recrutariam as outras cé€lulas do sistema imunoldgico resultando em um

processo inflamatorio.

5.54 - Analise da producao de citocinas inflamatérias em

resposta as fibras poliméricas

Como mencionado anteriormente, a maturacdo das células
dendriticas, estd relacionada com a expressao de moléculas de superficie, como
também a producdo de citocinas pré-inflamatérias. As diferentes citocinas
produzidas e secretadas nas células dendriticas maturas (DCm) sao as IL-6, IL-
10, IL-12p70, Rantes, IL-1B e TNFa e estas desempenham um papel crucial na
regulacdo da resposta imune.

Os resultados mostram que as 1DCs tratadas com fibras poliméricas
secretaram quantidades mais baixas de citocinas, quando comparadas com as
secretadas pelas DCs tratadas com LPS (FIGURA 5.24). Em geral, as tendéncias
do perfil das citocinas das DCs tratadas com as fibras foram semelhantes quando
comparadas com as liberadas por iDCs (controle negativo), corroborando com

os resultados obtidos com a analise das moléculas co-estimulatorias.
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FIGURA 5.24 - Andlise da expressdo das citocinas liberadas pelas DCs em
resposta as fibras poliméricas. (A) Gel de agarose da RT-PCR representativo
que mostra a expressdo de IL-6, IL-10, IL-12p40, RANTES, IL-1b e TNFa das
DCs incubadas com fibras poliméricas. O gene constitutivo gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) foi empregado como controle endogeno na
andlise. O controle negativo representa as DCs sem tratamento (iDCs), enquanto
o controle positivo representa as DCs tratadas com LPS (mDCs). (B)
Quantificagdo da expressdo de citoquinas foi realizada trés RT-PCR
independentes. Os valores foram normalizados para os niveis de expressao de
GAPDH. Os asteriscos (***) indicam p <0,0001 e o (ns): indica nao
significativo.
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Alguns trabalhos reportados na literatura,
resposta das células do sistema imunolégico apds o tratamento com filmes ou
particulas de poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA). Os autores reportaram que
as células do sistema imunolégico foram ativadas quando cultivadas com o
PLGA. Yoshida e Babensee,” reportaram que os niveis de moléculas co-
estimulatdrias secretadas por DCs derivadas de humanos apresentaram niveis
mais elevados quando expostas a nanoparticula de PLGA, quando comparadas
com o tratamento com filmes de PLGA. Este aumento dos niveis de molécula de

superficie pode ser explicado devido ao fato das DCs serem capazes de fagocitar

e, dessa forma, reconhecer as nanoparticulas como um corpo estranho. Noutro
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estudo,”” os autores conclufram que as DCs derivadas de animais fagocitam as
nanoparticulas, mas ndo foram capazes de distinguir as duas formas, filme ou
particula, sendo que ambas as superficies ativaram as DCs imaturas.

Podemos observar nestes estudos que os trabalhos na literatura
reportam que materiais constituidos por poli (4cido latico) podem ativar a
maturacdo das DCs ou a estimulacio dos macréfagos, podendo assim,
desencadear a resposta inflamatdria. Neste trabalho de doutorado, foi possivel
observar que o PLA ndo ativou a maturagdo das DCs, dessa forma, indicando
que a morfologia e a nanoestrutura do substrato podem ser determinantes na

biocompatibilidade de um material.
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6 - CONCLUSOES

Nesta tese de doutorado foram desenvolvidas com €xito mantas de
fibras poliméricas de PLA e de blendas de PLA/PEG utilizando a nova técnica
de fiacdo de sopro em solugao.

Neste trabalho foi demostrado que as blendas de PLA/PEG,
apresentaram diferentes propriedades quando comparadas com fibras de PLA
puro. Foi observado a diminuicao do didmetro das fibras e maior porosidade das
mantas, com a adi¢ao de um polimero de menor massa molar.

O espectro de infravermelho das blendas de PLA/PEG permitiram
observar o aumento da intensidade em 2880 cm', atribuido ao alongamento CH,
confirmando a presenca de PEG nas blendas poliméricas. Além disso, o
aumento da propor¢do de PEG nas blendas PLA/PEG resultou em fibras mais
hidrofilicas.

O PEG foi essencial para melhorar as caracteristicas do material
PLA como biomaterial. Dessa forma, a capacidade de controlar as propriedades
das fibras poliméricas podera ser uma abordagem importante para o
desenvolvimento de biomateriais adaptdveis as diversas aplicacdes clinicas.

As fibras de PLA e as fibras das blendas de PLA/PEG nio
apresentaram citotoxicidade para as células-tronco mesenquimais. Um grande
desafio associado com o uso de materiais em aplicacdes clinicas é que induzem
reacdo imune no local de implantacdo. Devido a funcdo das células dendriticas
na regulacido da resposta imune, ndo € surpreendente que estas células reagem
aos biomateriais. Diversos estudos, com diferentes materiais poliméricos
demonstraram que as células dendriticas induziram a resposta inflamatoria.
Neste trabalho, mostrou-se que as fibras de PLA e de PLA/PEG nao induziram a
maturagdo das células dendriticas. As fibras ndo alteraram a maturagdo das
células dendriticas, que manteve seu fendtipo imaturo apds interacao com fibras.
O ensaios in vitro, demonstraram que as fibras suportaram a adesao e motilidade

de células dendriticas. Assim, com base nos resultados obtidos, as fibras
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poderdo servir como suportes adaptaveis e flexiveis, imunologicamente inertes,
para aplicacoes clinicas como na regeneracdo de tecidos os quais requerem a
regulacdo precisa da adesdo celular e da migragdo. Assim, o desenvolvimento de
materiais capazes de coordenar a migracdo celular poderda melhorar a eficiéncia
da regeneragdo tecidual. Dessa forma, podemos concluir que as fibras podem
servir no desenvolvimento de dispositivos biomédicos. Do ponto de vista da
compreensao da adesao celular e motilidade, a topografia e o arranjo geométrico
em trés dimensdes podem ser explorados para regular a adesdo celular e a
motilidade.

Acreditasse que esses estudos tenham contribuido no conhecimento
do desenvolvimento de novos materiais com o objetivo de ajustar as respostas
biologicas como a compreensdao das complexas interacoes célula/material.
Acreditamos que as fibras produzidas por SBS sdo altamente adaptaveis e que
podem ser facilmente projetadas, ajustando suas propriedades fisico-quimicas
para mimetizar microambientes nativos necessario para a regulacdo da funcao

celular no destino desejado.
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