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Resumo. A producéo de biomateriais utilizando a técnica de rotofiacdo proporciona dispositivos que entram em
contato com sistemas bioldgicos (incluindo fluidos biol6gicos), com aplicacdes diagndsticas ou cirurgicas.
Esses materiais podem ser constituidos de compostos de origem sintética ou natural, e possibilita a
incorporagdo de farmacos para tratamentos terapéuticos. Foram preparadas duas soluges contendo 50%
polimeros poli (&cido lactico) PLA e 50% poli (L-caprolactona) PCL, diluidas em trés solventes diferentes. Foi
adicionado Vancomicina (VAN), antibiético indicado para tratamento de infeccBes estafilocdcicas graves em
pacientes alérgicos a penicilinas. Na caracterizagdo morfoldgica de superficie, utilizando a microscopia
eletronica de varredura (MEV), verificou-se porosidade heterogénea nas fibras. Ensaios com células Vero
mostraram néo toxicidade e adesdo celular. A VAN interferiu na morfologia de todas as amostras, em relagdo
ao tamanho das fibras, caracterizando a presenca de fibras de menor didmetro. Para identificacdo das amostras
foi utilizada a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) no médulo de refletancia
total atenuada (ATR), as caracteristicas vibracionais de PCL/PLA e VAN foram obtidos. Na analise de cultura
celular os resultados ndo indicaram citotoxicicidade por extrato ou direto, as células apresentaram confluéncia
na placa de cultura, e se mostram bem espalhadas. A andlise microbiol6gica foi realizada em cultura de
bactérias Staphylococcus aureus em placas de Petri e teste de diluicdo em caldo, em ambos os testes foi
confirmado a atividade antibacteriana da VAN. Os resultados demonstraram que a técnica de rotofiagdo produz
fibras em quantidades satisfatérias. A VAN apresentou atividade farmacoldgica e néo interferiu na producéo
das fibras nas nossas condicoes.

Palavras-chave: Poli (L-caprolactona), Poli (L-acido lactico), Vancomicina, Regenerac¢ao tecidual, Cultura de
células.

1. INTRODUCAO

A pele ¢é considerada o maior 6rgdo do ser humano e é responsavel por 16% da massa
corporal. Dependendo da espessura da epiderme, denomina-se pele fina ou espessa
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Por motivo de sua constante exposi¢do ao meio ambiente mostra-se propensa a abrigar
microrganismos transitérios. Porém existe uma microbiota residente constante e bem definida,
modificada em diferentes &areas anatdmicas por secre¢Bes, uso habitual de roupas ou
proximidade de membranas mucosas como boca, nariz e area perineal (JAWETZ, 2012).

Fatores como tempo prolongado nos leitos hospitalares, presenca de feridas, infeccdes
bacterianas graves, acidentes com queimaduras e diabetes, sdo causadores de lesdes de pele
graves. No caso de diabetes as feridas podem evoluir para amputagdes (PIRES, MORAES,
2015).

Infeccdes bacterianas sdo as principais causas de complicacdes em lesdes de pele. O
Staphylococcus aureus & um importante agente causador de infecgbes, encontrado
frequentemente na microbiota normal do corpo humano, porém é uma das bactérias
patogénicas mais importantes, atuando desde uma infeccdo superficial, localizada até
infeccOes com elevada gravidade (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Biomateriais poliméricos que estimulam a regeneracdo celular e reparacdo celular
podem ser utilizados no tecido lesado. As aplicagGes incluem: suturas, dispositivos de
distribuicdo controlada de drogas, fixacdo de dispositivos ortopédicos, prevencdo de adeséo,
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vasos sanguineos temporarios e matriz para engenharia de tecidos (OREFICE, PEREIRA,
MANSUR, 2006).

Os polimeros mais utilizados em pesquisa para esses fins, sdo os a—hidroxi cidos,
entre eles, diferentes composi¢des do poli (acido lactico) (PLA), como o poli (L-4cido lactico)
(PLLA), poli (D-acido latico) (PDLA), poli (DL-&cido latico) (PDLLA), além do poli (&cido
glicolico) (PGA) e da poli (e-caprolactona) (PCL). Estruturas tridimensionais feitas de
Blendas Poliméricas, também conhecidas como arcaboucgos ou scaffolds, sdo utilizadas na
engenharia de tecidos como suporte fisico e bioldgico para a cultura de células. Com diversas
finalidades, permite a fixacdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, sustenta e retém células
assim como fatores de crescimento (DOMINGOS; BARTOLO, 2013).

Os polimeros para interesse bioldgico e biomédico podem ser classificados como
biodegradaveis e biorreabsorviveis (VERT et al., 2012). Os biorrebsorviveis sdo eliminados
do organismo por vias naturais assim como o0s subprodutos que podem ser gerados, sem
causar danos colaterais (SANTOS JR, 2010). Polimeros biodegradaveis sdo aqueles que
apresentam uma reducdo da sua massa molar quando em contato com o ambiente corpéreo,
essas degradacGes podem ser de origem de atuacdo biolégica como células, micro-organismos
e enzimas como por ataque de radicais livres ou dgua (OREFICE, PEREIRA, MANSUR,
2006).

A rotofiagdo é uma técnica que utiliza forcas centripetas para formar nanofibras e
microfibras, tanto a partir da solucdo quanto da fusao de polimeros, tem atraido muita atencéo
quando comparada a eletrofiacdo, devido ao seu alto rendimento, sem requisitos de
condutividade elétrica da solucdo e campo eletrostatico de alta tensdo. As caracteristicas como
o0 efeito da temperatura de fusdo, distancia do coletor, velocidade de rotagcdo e concentragao
(para solucdes de polimero) sdo importantes para estudo para a producdo dessas fibras
(ZANDE, 2014).

Diversas linhas de pesquisa mostram que os diferentes substratos a base de PLA
estudados ndo apresentam toxicidade, uma vez que as células sdo capazes de crescer e
proliferar sobre eles (SANTOS, WADA, 2007).

Nesse trabalho propomos a producéo de estruturas tridimensionais fibrosas de PLA
e PCL com VAN que demonstraram acdo farmacoldgica e sdo produzidas por rotofiacdo,
visando a aplicacdo no reparo de feridas de pele.

2. METODOLOGIA

Os polimeros utilizados foram a e-policaprolactona (PCL) CAS 24980-41-04 com
massa molar reportada de 70.000 g/mol, obtido da empresa Sigma Aldrich e o poli (L- acido
latico) (PLA) com massa molecular entre 185.000 e 259.000 g/mol CAS 4511-42-6-95-6-5
fornecidos pela empresa PURAC. Os solventes utilizados foram cloroférmio [CHCL3, 99%],
acetona [ (CH3)2CO, 99.5%] e Dimetilformamida DMF (CH3)2NC(O)H todos obtidos pelo
laboratério Sigma Aldrich. O farmaco utilizado foi a Vancomicina dissolvida em
dimetilsulféxido (DMSO).

2.1 Preparacao de solucdo da Fibra de PCL/PLA

Os polimeros foram pesados utilizando balanga analitica nas proporg¢des 1/1(m/m). Foram
solubilizados em duas concentragdes, a primeira com DMF 75% e Cloroférmio 25% e a
segunda com DMF 50%, cloroférmio 25% e Acetona 25% sobre agitagdo mecénica por 24 h.
A concentracdo final da solugdo polimérica foi de 150 mg/ml. Foram adicionados 20 mg de
VAN dissolvida em 10 ml de dimetilsulfoxido (DMSQ), para a producdo de novas fibras,
tendo o farmaco incorporado em sua composi¢do. A solucédo ficou sob agitacdo mecénica por
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24 h. A solucgdo contendo os polimeros e o farmaco VAN foi rotofiada em duas proporcoes,
sendo 9 ml de solugdo polimérica para 1 ml de solucdo Vancomicina, e 9 ml de solucdo
polimérica para 2 ml de Vancomicina, acrescentando diferentes combinagdes de por¢des de
25%, 50% e 75% de solventes.

2.1.1 Producao de matrizes poliméricas pela técnica de rotofiacao

A técnica de rotofiagdo foi empregada para a preparacdo das amostras; foram vertidas no
aparelho de maneira manual com auxilio de uma seringa, com o equipamento desligado e
produziram amostras em forma de fibras e membranas. Foram produzidos 20 ml de cada
solucdo em valor total e 3 ml em cada tentativa a uma velocidade de 9.000 rpm. As fibras
foram denominadas conforme a sua composicdo (concentragdo da solugdo polimérica)
PCL/PLA

A partir da producdo das fibras poliméricas com a presenca do farmaco Vancomicina
se fez necessario a realizacdo de analises para caracterizacdo da amostra, assim como
evidenciar possivel toxicidade, capacidade de estimular a adesao celular e acdo farmacolégica
na fibra polimérica. Métodos de cultura celular, toxicidade in vitro por extrato, analise
citoquimica, e espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier — FTIR. Além
disso, foi realizada uma analise microbiol6gica com métodos de determinacéo antimicrobiana
(placa, caldo) e antibiograma.

2.2 Cultura Celular

Foram utilizadas células Vero, uma linhagem celular estabelecida a partir de células do
rim do macaco verde africano (Cercopithecus aeothiops). Essas células foram cultivadas em
meio de cultura 199 (Lonza) com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, Nutricell Nutrientes
Celulares, Campinas, SP, Brazil) a 37°C em estufa com 5% de CO2. As trocas de meio
ocorreram sempre que houve acidificacdo do mesmo e os subcultivos foram efetuados de uma
a duas vezes por semana. As células Vero sdo recomendadas para estudos sobre
citotoxicidade e interagdes entre células em biomateriais. (KIRKPATRICK, 1992; ISO
10993-5: 2009)

2.2.1 Toxicidade in vitro por Extratos

Os extratos dos diferentes materiais foram obtidos através da incubacéo, em condic¢Ges
de esterilidade, destes em meio de cultura com 10% SFB a 37°C por 24h sem agitacdo na
proporcdo de 0,2g/mL de meio. Depois de transcorrido esse periodo, o meio foi recolhido,
permitindo desta forma, avaliar o possivel efeito de substancias liberadas pelos diferentes
materiais que poderiam estar presentes no meio de cultura. O teste de citotoxicidade por
extratos foi feito de acordo com recomendag0es internacionais (1ISO 10993-5: 2009).

Apobs obtencdo dos extratos, os mesmos foram utilizados para cultivo das células Vero. As
células foram inoculadas a uma concentragdo de 5x10“células/ml em placas de 96 pocos em
meio com 10% de SFB. As células foram mantidas por 24 h a 37°C em estufa com 5% de
CO2. Apos esse tempo de incubacdo, os meios de cultura foram trocados pelos extratos e
respectivos controles, e mantidos nas condigdes de cultura por 48 h. Como controle positivo,
foi utilizado solucédo de etanol 70% em meio de cultura, j& o controle negativo de toxicidade
foi a prépria placa de cultura livre de tratamento. Para o ensaio de toxicidade celular foi
utilizada uma modificagdo do método descrito por (Murakami et al. 1998). Resumidamente,
as amostras (n = 5) foram adicionadas a uma placa de 96 pogos com Ham F-10 de meio de
cultura a 37°C. Apos a incubacéo, as amostras foram mantidas durante 48h lavadas com agua,
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fixadas em fixador de Baker (formalina a 10% em PBS 0,1 M, CaCl 1%, pH 7,4, a 37°C)
durante 30 min, lavadas em PBS e coradas com cresil violeta a 0,05% (em 20 % de metanol)
durante 15 min. As amostras foram entéo lavadas duas vezes com PBS 0,1 M e incubou-se
com citrato de sodio 0,1 M em etanol a 50%, pH 4,2, durante 30 min. Os pog¢os foram lidos
em leitor de microplacas Epoch (Biotek) no comprimento de onda de 540 nm. A absorcao de
todas as condicdes experimentais em uma condicéo livre de células também foi medida para o
controle da mancha de corante. As células em cada poco também foram fotografadas para
visualizacdo da sua morfologia previamente a fixacdo. As células foram fotografadas em
microscopio invertido Olympus IX 51.

Os ensaios de toxicidade in vitro por extrato das blendas poliméricas com a
Vancomicina foram analisados repetindo o procedimento ja citado, porém analisando a
presenca do antibidtico. A Unica diferenca é que: Um grupo foi previamente incubado em
meio de cultura sem SFB por 24 h, para a possivel eluicdo do antibiotico. Ocorreu entdo a
inoculacdo das células. Outro grupo recebeu diretamente as células nas amostras sem a previa
eluicdo do antibidtico. A inoculagdo foi como a previamente descrita. (5,0 x 104 células/ml
em placas de 96 pocos em meio com 10% de SFB)

A andlise estatistica foi feita por One Away Anova e teste de Turkey, com nivel de
significancia em 0,05.

2.2.2 Microscopia Eletronica de varredura (MEV)

Para analisar o crescimento, adesdo e espalhamento as células foram cultivadas sobre
0s materiais e observadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Para isto, 0s
materiais foram colocados sobre laminula circular com 13 mm e em seguida foi inoculada
uma suspensao celular na concentracdo de 3x106 células/ml e a placa foi incubada por 24 h a
37°C. Em seguida, as laminulas e os materiais serdo fixados por 2 h em temperatura ambiente
em solucdo de paraformoldeido 2,5%, glutaraldeido 2,5% (Sigma, St Louis, MO, USA)
dissolvidos em tampéo cacodilato 0,1M, pH 7,4). Em seguida, os materiais foram lavados em
trés banhos com solucédo de PBS por 15 minutos, e desidratados em concentracdes crescentes
de etanol (50%, 70%, 95% e 100%). Em seguida, as laminulas e os materiais foram secos em
equipamento de Ponto Critico (Balzers, CTD-030), submetidos a metalizacdo a ouro (Balzers,
CTD-050) e observados em Microscopio Eletrénico de Varredura. (JEOL, 5800)

2.2.3 Andlise Microbiolégica

Todas as amostras foram submetidas aos testes de atividade antimicrobiana. As amostras ap0s
serem esterilizadas por 15 min de cada lado em luz ultravioleta foram incubadas em placa e
em caldo diluido com bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 6538). As amostras das
membranas foram cortadas em quadrados com tamanho padronizados de 1 cm?2. Todos 0s
testes foram realizados em triplicata.

Foi utilizado o método antibiograma para testar a sensibilidade da bactéeria S. aureus
aos antimicrobianos com o objetivo clinico na escolha apropriada para a terapia com o
farmaco VAN. No caso de formacgéo de halo inibitério, este deve ter seu diametro medido, e
comparado com valores de tabelas padronizadas; dessa forma, o valor encontrado pode ser
enquadrado em categorias como: sensivel, intermediaria ou resistente. O meio de cultura
utilizado foi o &gar Muller-Hinton, e foram usadas concentracGes pré-estabelecidas do
antibiotico VAN.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Na figura 1, sdo apresentadas imagens obtidas por MEV, das células cultivadas sobre as
mantas fibrosas, produzidas por rotofiacdo das duas solucbes de blendas poliméricas
PCL/PLA 75% e 50%. As fibras apresentam morfologia que proporciona a adeséo e
crescimento celular. A figura 2 mostra as imagens MEV no caso das fibras produzidas nas
diferentes condicOes experimentais, sem e com diferentes proporgdes de VAN. As fibras com
VAN apresentaram menor diametro.

o
2

DL TS

Figura 1: Microscopia eletronica de Figura 2: Microscopia eletronica das
varredura das células cultivadas sobre as fibras 75% e 50% sem VAN, 75% 9/1,
blendas poliméricas 75% e 50%. Fonte: 75% 9/2, 50% 9/1 e 50% 9/2 com VAN.
elaboragdo do autor, 2018. Fonte: elaboracgdo do autor, 2018.

Na literatura, é relatada a aplicacdo dos polimeros biorreabsorviveis PLA e PCL, onde
sdo usados como materiais simples e como matrizes compostas de polimero para produzir
estruturas tridimensionais altamente porosas para regeneragdo tecidual e assim permitem
varias aplicacdes biomédicas e clinicas. Apresentam baixo custo e facil processabilidade.
(DZIADEK et al., 2015; GANDOLFI et al., 2018; DIOMEDE et al., 2018)

Em nosso estudo, por meio de testes os resultados revelaram uma biocompatibilidade
pois ndo apresentam citotoxidade.

Os resultados obtidos para cada uma das amostras reforcam o carater atoxico dos
biomateriais testados. Atualmente, este ensaio consta, inclusive, em norma ISO, e é
amplamente usado na avaliacdo de citotoxicidade de biomateriais.
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A microscopia eletrénica de varredura indica adesdo celular nas blendas poliméricas;
observamos que tanto a amostra 75%, quanto a 50% apresentam favorecimento ao
crescimento celular, possibilitando estudos de regeneracao tecidual.

Por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi analisada a morfologia
das fibras produzidas, sem VAN e com VAN. E visivel a interferéncia que a presenca de
VAN proporciona na producéo das fibras, sendo elas mais finas, e com regides mais densas, 0
que nos parece ser a regido de maior concentracdo do farmaco.

3.2 Espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier — FTIR

A seguir, sdo apresentados os dados do FTIR para as fibras com e sem VAN. Foram
encontrados modos vibracionais de estiramento que séo caracteristicos dos polimeros PCL e
PLA.

Para a VAN foram encontrados os seus modos vibracionais de estiramento
caracteristicos nas regies de 3693 a 3030 cm™ e somente nos espectros das membranas com
VAN, evidenciando a incorporagdo da mesma a blenda.
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Figura 3 — FTIR das fibras 50% PLA e PCL, 50% PLA e PCL com VAN 9/1, 50% PLA e
PCL com VAN 9/2.
Fonte: elaboracédo do autor, 2018.
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Figura 4 — FTIR das fibras 50% PLA e PCL, 50% PLA e PCL com VAN 9/1, 50% PLA e
PCL com VAN 9/2.
Fonte: elaboragéo do autor, 2018.
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3.3 Toxicidade in vitro por extratos das amostras com Vancomicina
Os resultados da andlise da toxicidade por extrato das amostras com VAN sdo
apresentados na figura 5.

140 I Sem eluicao Van
[ Com eluigao Van

120 4

100 A

[=2] ©
o o
1 1

Viabilidade celular (%)
.
1

Ctl - Ctl + 75% 50%  75% 91 75% 92 50% 911 50% 9/2

Amostras estudadas

Figura 5- Ensaio de toxicidade com a incorporacdo da VAN com ou sem sua elui¢do. A ISO
10993-5 define como tdxico a reducdo de viabilidade superior a 30% do controle negativo. As
letras indicam os grupos com diferencas estatisticas (0,05).

Fonte: elaboracédo do autor, 2018.

3.4 Analise microbioldgica das fibras com vancomicina

Todos os testes microbioldgicos foram realizados em triplicatas. Na figura 6 A, 0s
controles 50% e 75% mostram crescimento amplo da bactéria Staphylococcus aureus sobre a
membrana e assim podemos observar que ndo houve inibicdo de crescimento microbiano
sobre a membrana; enquanto, na figura 6 B podemos observar os discos com VAN utilizados
na andlise de antibiogramas e podemos constatar a presenca de halo de inibicéo,
demonstrando assim a viabilidade farmacologica. As figuras 6C e 6D evidenciam a acdo da
Vancomicina em duas concentragdes, tendo assim verificado melhor eficiéncia nas
concentragfes 75% 9/2 e 50% 9/2. Apds a primeira analise, essas fibras foram repicadas em
placas com as mesmas caracteristicas de inoculacdo e incubadas em estufa. Porem néo
apresentaram inibigdo, mostrando que o fa&rmaco ¢ liberado nas primeiras 24 h.

73



62 Edicéo do Workshop de Biomateriais, Engenharia de Tecidos e Orgéos Artificiais
29 a 31 de Outubro de 2019 - Sao Paulo - SP - Brasil

Figura 6: Antibiograma. A representa o controle sem VAN. B controle positivos de analise
padrdo. C as amostras 75% 9/1 e 9/2. D as amostras 50% 9/1 e 9/2.
Fonte: elaboracgdo do autor, 2018.

4. CONCLUSAO

Por meio da técnica de rotofiagdo foi possivel produzir fibras poliméricas. A efetiva
producéo das fibras melhora quando a solugdo é colocada no compartimento do equipamento
antes de iniciar a rotagdo, com um bom rendimento. A adi¢cdo da VAN na solugédo polimérica
provoca uma diminuicdo do didmetro das fibras produzidas.

As fibras produzidas sem Vancomicina ndo foram consideradas toxicas nas condic¢Ges de
cultivo celular.

A presenca do farmaco VAN a fibra produzidas demonstrou atividade farmacologica,
exceto na amostra 50% 9/1. A analise microbiolégica demonstra atividade antibacteriana da
Vancomicina em relacdo a bactéria Staphylococcus aureus e também a liberacdo total do
farmaco nas primeiras 24 h. Apenas as blendas fibrosas 50% 9/2 e 75% 9/1 foram
consideradas toxicas com 24 h de incubacdo sem elui¢do da Vancomicina. Com a eluicdo do
antibiotico apenas a amostra 50% 9/2 foi considerada toxica.

Através dos testes microbiolégicos e de citoxidade a VVancomicina parece ser liberada em
maior parte nas primeiras 24 h de incubacdo no meio de cultivo.

Nossos dados apontam como melhores amostras as 75% 9/2 e 50% 9/1.
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Abstract. The production of biomaterials using the rotary jet spinning technique provides
devices that come in contact with biological systems (including biological fluids) for
diagnostic or surgical applications. These materials may consist of synthetic or natural
compounds and enable the incorporation of drugs for therapeutic treatments. Two solutions
containing 50% poly (lactic acid) PLA and 50% poly (L-caprolactone) PCL polymers, in
three different solvents, were prepared. Vancomycin (VAN), an antibiotic indicated for the
treatment of severe staphylococcal infections in penicillin-allergic patients, has been added to
the polymeric solutions. Surface morphological characterization using scanning electron
microscopy (SEM) showed heterogeneous porosity in the fibers. Vero cell assays showed non-
toxicity and cell adhesion. The VAN interfered in the morphology of all samples in relation to
the fiber size, characterizing the presence of smaller diameter fibers. Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) in the attenuated total reflectance module (ATR) was used to
identify the samples chemical composition. In the cell culture analysis, the results did not
indicate direct or extract cytotoxicity, the cells showed confluence in the culture plate, and
were well spread. Microbiological analysis was performed in culture of Staphylococcus
aureus bacteria in Petri dishes and broth dilution test; both tests confirmed the antibacterial
activity of the VAN. The results showed that the spinning technique produces fibers with
satisfactory yield. VAN showed pharmacological activity and did not interfere with fiber
production under our conditions.

Keywords: poly (L-caprolactone), poly (L-lactic acid), Vancomycin, tissue regeneration, cell
culture.
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