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RESUMO

Os disrafismos espinhais s@o graves malformag6es da medula espinhal
que desorganizam o tecido nervoso medular € 0 mantém em
comunicagdo com meio externo, incorrendo em indmeras limitacGes aos
pacientes acometidos, incluindo paralisias e hidrocefalia. O tratamento
deve ser cirdrgico e precoce apds o nascimento, porém a cirurgia pré-
natal traz melhores resultados. Quando realizadas por técnica
endoscopica, as corre¢es demandam a utilizagdo de biomateriais para o
fechamento dos defeitos dorsais. A nanocelulose bacteriana (BNC)
apresenta grande potencial em diversas aplicacBes biomédicas, sendo
atualmente também empregada para a corre¢do cirdrgica intrauterina dos
disrafismos. No entanto, quando a sutura da pele ndo € possivel, ha
necessidade da associagdo da celulose com materiais que sejam
impermeaveis a 4&gua. Neste ensejo, foi concebido um novo
biocompdsito, nanopolimérico, combinando a BNC com o poli(L-acido
latico-co-trimetileno carbonato) (PLLA/TMC). Os compoésitos foram
produzidos através da técnica de imersdo e evaporacdo do solvente, e
caracterizados quanto a permeabilidade a 4gua, degradacdo, morfologia,
composicdo quimica, comportamento térmico, propriedades mecanicas,
topografia, grau de molhabilidade, hidratagcdo, ensaio de citotoxicidade
com fibroblastos L929 e adesdo e proliferacdo de queratinécitos
humanos (HaCaT). Os compésitos de BNC-PLLA/TMC resultaram em
finas e homogéneas membranas, cujas matrizes poliméricas, a
microscopia eletrénica de varredura (MEV), se demonstraram bastante
integradas entre si. Ademais, os compdsitos caracterizados foram
impermedaveis a agua, resistentes, flexiveis e estaveis termicamente. A
modificacdo de uma das suas superficies acrescentou maior rugosidade e
hidrofilicidade. Os ensaios in vitro ndo demonstraram citotoxicidade
para quaisquer das combinacfes das matrizes poliméricas, enquanto que
os estudos de adesao e proliferacdo de queratindcitos humanos (HaCaT),
evidenciaram compatibilidade celular com todos os biomateriais. A
adesdo celular seguiu um padrdo dual: pequenos grupamentos celulares
difusamente localizados sobre as membranas de BNC e junto as por¢des
modificadas dos compdsitos; e adesdo segmentar, de areas celulares
mais amplas e hipercelulares, recorrente nas blendas de PLLA/TMC,
nos compositos originais e nos compositos modificados de BNC-
PLLA/TMC nas suas porcdes periféricas. Dadas as suas caracteristicas,
e compatibilidade celular, os compositos desenvolvidos apresentam



potencial para a regeneracao tecidual da pele, mais especificamente para
a correcdo de disrafismos espinhais no periodo intrauterino.

Palavras-chave: engenharia tecidual, celulose bacteriana, PLLA/TMC,
mielomeningoceles, cirurgia intrautero.



ABSTRACT

Spinal dysraphisms are serious malformations of the spinal cord that
disrupt the spinal cord tissue and keep it exposed to the external
environment, incurring numerous limitations to the patients, including
paralysis and hydrocephalus. Treatment should always be surgical, but
recently it was found that surgery performed during the prenatal period
reported better results than post partum. When done endoscopically,
patches and sheets are always necessary for the complete closure of the
defects. Bacterial nanocellulose (BNC) has great potential in various
biomedical applications, including intrauterine surgical correction of
dysraphisms, however, due to the likelihood of cerebrospinal and
amniotic fluid leakage, a second patch is usually required to achieve
correction. To address this, BNC was combined with poly (L-lactide-
co-trimethylene carbonate) (PLLA/TMC), to form a new composite.
The composite was produced through dip coating technique, and was
studied regarding its permeability to water, polymer degradation,
morphology, spectroscopy studies, thermal behavior, mechanical
performance, surface roughness, wetting properties, water uptake,
cytotoxicity studies with L929 rat fibroblasts as well as adhesion and
proliferation studies with human keratinocytes (HaCaT). The BNC-
PLLA/TMC composites became thin and homogeneous membranes,
whose polymer matrices have proven quite integrated under Scanning
Electronic Microscopy. Furthermore, the new composites were
characterized as being waterproof, resistant to traction, flexible and
thermally stable. The modification of one of its surfaces added greater
roughness, hydrophilicity and water up taking capacity to the final
membranes. In vitro assays with mouse L929 fibroblasts showed no
cytotoxicity for any combinations of the polymer matrices. In vitro
adhesion and proliferation studies of human keratinocytes (HaCaT)
demonstrated compatibility with all materials. Nonetheless, regarding
cellular adhesion, 2 patterns were identified: first, exhibiting small
clusters of keratinocytes distributed within most of the BNC membranes
and central parts of the modified composites; second, expressing wider
and hypercellular areas of cell adherence to the surface of PLLA / TMC
blends, to the original composite and to the peripheral portions of the
modified BNC-PLLA/TMC composites. These results indicate that the
composite developed has great potential for tissue regeneration of the
skin, specifically in cases of correction of dysraphisms in the
intrauterine period.



Keywords: tissue engineering, bacterial celullose, PLLA/TMC,
myelomeningoceles, prenatal repair.
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GLOSSARIO

Aderéncia: formacdo cicatricial, fibrética, entre diferentes tecidos
bioldgicos, podendo causar disfungdo local e a distdncia quando em
contato com o tecido medular espinhal.

Biomateriais: materiais de variadas composig¢des fisico-quimicas que se
destinam a aplicagdo, temporaria ou definitiva, junto a tecidos
bioldgicos sem ensejar reacOes toxicas teciduais locais ou sistémicas.

Cari6tipo: estudo microscdpico que determina a quantidade e
morfologia dos 23 pares de cromossomos das células humanas.

Compdsito: combina¢do de 2 ou mais materiais de caracteristicas
fisico-quimicas distintas que, ao serem combinados, se comportam de
maneira diversa das matrizes originais.

Envoltoérios do sistema nervoso central (SNC): sdo as 3 membranas
(pia-mater, aracnéide e dura-mater) que envolvem o SNC em toda a sua
extensdo craniana e vertebral.

Fistula liqudrica: indica a passagem de liquor do compartimento
subaracnoideo, através da dura-mater, para 0 espaco subcutaneo e,
eventualmente, através da pele. Esta comunicaco anormal aumenta a
possibilidade de ocorréncia de infeccdo do sistema nervoso central.

Hidrocefalia: acimulo de liquor nos ventriculos cerebrais e espaco
subaracnoideo, decorrente de desequilibrio entre a sua producdo e
absorcéo.

Malformacdo de Chiari 1l: Posi¢do anormal, inferior, das tonsilas
cerebelares que se insinuam através do forame magno, podendo causar
compressdo local e distdrbios da dindmica liqudrica nos pacientes
portadores de mielomeningocele.

Mielomeningocele: tipo mais comum de defeito do tubo neural,
caracterizado por malformacdo da medula espinhal, das meninges, da
coluna vertebral, da musculatura e pele da regido dorsal.

Placédio: Fragmento displasico da medula espinhal residual junto ao
defeito cutaneo presente nos disrafismos espinhais.
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1. INTRODUCAO

Os defeitos do tubo neural se caracterizam pelo fechamento
incompleto de um determinado segmento da medula espinhal ou
encéfalo. Estas malformacfes tém origem ao redor da 4% semana de
gestacdo, tendo como fatores predisponentes a deficiéncia de acido
félico (ou metabolismo anormal dos folatos), o uso de
anticonvulsivantes (acido valpréico) e histérico de periodos de guerras e
privacdes (COPP et al., 2015). A incidéncia destes defeitos congénitos
no Brasil é ao redor de 1/1000 nascidos vivos, enquanto que nos Estados
Unidos o0s novos casos alcangam 1 neonato em 2000 nascimentos
(Blzzl; MACHADO, 2012)

Os pacientes acometidos, via de regra, apresentam sérios efeitos
sobre a funcdo neuroldgica de varios segmentos medulares, incorrendo
em paralisias, problemas esfincterianos e deformidades ortopédicas. Em
aproximadamente 80% dos casos ha hidrocefalia, o que pode ocasionar
marcados déficits cognitivos. O diagndstico radiologico é obtido através
da ultrassonografia obstétrica morfolégica, complementada, quando
indicado, pela ressonancia magnética fetal. No entanto, o diagnostico
definitivo se da por fetoscopia ou pelo exame clinico ao nascimento
(BEVILACQUA; PEDREIRA 2015).

O tratamento convencional dos defeitos abertos do tubo neural
consiste na cirurgia de fechamento da malformacdo logo apds o
nascimento, seguido do manejo das complicacfes secundarias
(hidrocefalia, disfunces vesicais, anais e ortopédicas). Apesar do
tratamento, o prognostico funcional na maioria dos casos é ainda
bastante reservado, com poucas criangas atingindo marcha
independente, e raramente tendo controle vesical normal (BlIZZI;
MACHADO, 2012; MITCHELL et al., 2004).

Recentes publicagdes estabelecem o papel da cirurgia antenatal
como evidente fator modificador da evolugdo destes pacientes,
diminuindo a ocorréncia de malformacdo de Chiari Il e hidrocefalia,
bem como possibilitando alguma melhora da performance motora dos
membros inferiores (BEVILACQUA; PEDREIRA, 2015; KOHL et al.,
2009; ADZICK et al., 2011). A cirurgia antenatal é realizada entre a 222
e 262 semana de gestagdo, tendo como objetivo a oclusdo do defeito
dorsal. O fechamento do disrafismo nesta fase diminui a exposicao do
tecido neuronal a toxicidade do liquido amni6tico e minimiza os efeitos
mecanicos causados ao neuroeixo (forgas de tracdo caudal), o que
parece ser responsavel pelos melhores resultados quando em



38

comparacdo a cirurgia pos-natal (HEFFEZ et al., 1993; ADZICK et al.,
2011).

A técnica cirirgica mais frequentemente empregada para o
tratamento intrauterino € realizada a céu aberto, sendo que, mais
recentemente, técnicas endoscopicas tém sido utilizadas com o intuito de
diminuir os riscos para a mae e o feto (ADZICK, 2013a;
BEVILACQUA; PEDREIRA, 2015; GRAF et al., 2016; MEULI et al.,
2013). As técnicas endoscépicas se baseiam em uma menor abertura
uterina, utilizando técnicas cirdrgicas de fechamento da malformacéo
fetal menos laboriosas, porém com a necessidade do uso de
biomateriais. Como exemplos destes materiais cita-se 0 uso de matriz
decelularizada derivada de colageno suino (BADYLAK; FREYTES;
GILBERT, 2009), matriz decelularizada derivada de pele humana
(HILL; ELWOOD; LIN, 2012), politetrafluoroetileno
(PTFE)(MATSUMOTO et al., 2013), blenda de poli(acido latico-co-
acido glicdlico) (PLGA) e colageno (BAI et al., 2013) e a associacdo de
nanocelulose de origem bacteriana mais colédgeno derivado de tend&o
bovino + glicosaminaglicana (PEDREIRA et al., 2016). A celulose
bacteriana pode ser usada isoladamente, mas, nos casos onde os defeitos
sd0 extensos e a sutura primaria da pele ndo é possivel, é necessario a
adicdo de uma camada externa que seja impermeavel a agua. No
entanto, o0 uso destes materiais impermeaveis como camada de protecdo
externa junto aos defeitos (politetrafluoroetileno, polisiloxano) apresenta
0 inconveniente de incoorporar materiais inertes, que ndo se integram e
tendem a se descolar dos tecidos adjacentes (PEDREIRA et al., 2016).

A engenharia de tecidos se constitui em oportunidade Unica para
a desenvolvimento de solucbes para o tratamento cirdrgico dos
disrafismos espinhais e encefalicos. Os materiais ideais devem ser
biocompativeis e promover a cicatrizagdo da dura-mater, partes moles e
pele adjacentes ao defeito. Ainda, o material desenvolvido deve evitar
aderéncia ao tecido medular espinhal e, a0 mesmo tempo, deve
proporcionar impermeabilidade a agua e solutos até que se tenha uma
camada epidérmica cicatricial formada.

A nanocelulose bacteriana (BNC, do inglés Bacterial
nanocelullose) foi utilizada com sucesso como substituto dural em
trabalhos experimentais (MELLO et al., 1997; PEDREIRA et al., 2011,
SANCHEZ E OLIVEIRA et al., 2007) e clinicos (BEVILACQUA,;
PEDREIRA, 2015), mas é permedvel a agua. Polimeros biodegradaveis
como o poli(D,L-4cido latico) (PDLLA), o poli(acido latico-co-acido
glicélico) (PLGA), o poli(L-acido (PLLA) e o trimetileno carbonato
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(TMC), tém sido utilizados em diversas aplicacdes biomédicas devido a
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e hidrofobicidade
(BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005; GUO et al., 2011; SAADAI
et al., 2011; WANG, 2013). Neste sentido, este trabalho objetiva
desenvolver e testar o conceito de um composito polimérico de
nanocelulose de origem bacteriana associado a uma blenda de
PLLA/TMC, com potencial para o tratamento cirlrgico intrauterino das
mielomeningoceles.
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1.1 OBJETIVO GERAL
1.1.1 Objetivo Geral

Produzir, caracterizar e avaliar um compésito polimérico de
nanocelulose bacteriana e blenda de poli(L-acido latico-co-trimetileno
carbonato) (BNC-PLLA/TMC) com potencial para aplicacdo no
tratamento intrauterino dos disrafismos espinhais.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Produgdo de um composito polimérico de BNC-
PLLA/TMC através da técnica de imersdo e evaporagdo
do solvente (dip coating) com potencial para o
tratamento dos disrafismos.

(ii) Caracterizacdo dos compdsitos poliméricos de BNC-
PLLA/TMC segundo as mais relevantes propriedades
fisico-quimicas para a aplicacdo em questdo:

a) permeabilidade a agua;

b) cinética de degradacao;

c) interacdo entre 0s componentes quimicos por
espectroscopia no infravermelho;

d) estudos termogravimétricos;

e) performance mecanica;

f)  topografia de superficie;

g) grau de molhabilidade de superficie;

h) capacidade de hidratacéo.

(iii) Realizacd0o de estudos in vitro utilizando os compositos
poliméricos de BNC-PLLA/TMC e suas matrizes
poliméricas de BNC e PLLA/TMC:

a) determinar a ocorréncia, ou ndo, de
citotoxicidade induzida pelos compositos e polimeros quando em
contato com fibroblastos de camundongos L929;

b) estudar a adesdo e a proliferacdo de

queratindcitos humanos (HaCaT) sobre 0s compdsitos.
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1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho esta estruturado em 7 capitulos, como
demonstrado na Figura 1.

Figura 1-Estruturagdo do trabalho.

1 - Introducao, objetivos e estruturagdo do trabalho

\72 - Revisdo bibliografica

3 - Materiais e métodos

4 - Resultados e discussao
5 - Conclusdes
6 - Trabalhos futuros

7 - Referéncias bibliograficas
Fonte: Elaborado pelo autor.

No capitulo introdutério contextualiza-se, de maneira sucinta, o
problema em questdo e justifica-se a busca por um novo biomaterial
com potencial para aplicacdo na correcdo dos disrfismos espinhais.
Ainda, nesta secdo, estdo listados os objetivos (geral e especificos)
referentes a presente tese.

O segundo capitulo conttm uma revisdo bibliografica que
apresenta os trabalhos mais relevantes aos assuntos da tese, subdividido
em subcapitulos para melhor didatica.

No terceiro capitulo, de natureza metodoldgica, estdo delineados
os métodos utilizados.

Em seguida, o capitulo intitulado “Resultados e discussdo” traz 0s
resultados obtidos, bem como discute tais dados no contexto dos
objetivos da presente tese e perante a literatura pertinente.

A segéo “Conclustes” lista elementos que procuram atender aos
objetivos propostos, enquanto que na se¢do “Trabalhos futuros”, faz-se
mencao a oportunidades de futuras investigacdes relacionadas a esta
linha de pesquisa.

As referéncias bibliogréaficas estdo listadas no sétimo capitulo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DEFEITOS DO TUBO NEURAL

Os defeitos de fechamento do tubo neural (DFTN) se constituem
em sérias malformacOes que acometem o cérebro, a medula espinhal e
seus envoltorios. A incidéncia varia nas diversas populacdes segundo
suas condicfes sdcio econdmicas e também com a época das analises
(BlzZl; MACHADO, 2012; COPP; GREENE, 2014; COPP et al., 2015;
ZAGANJOR et al., 2016). Nos Estados Unidos da América e no Brasil
ocorrem 0,5 e 1,14 novos casos por 1000 nascimentos vVivos,
respectivamente (B1ZZI; MACHADO, 2012), enquanto que estimativas
recentes apontam para incidéncias variando de 0,69 a 2,19 por 1000
nascimentos vivos no Pacifico oeste e leste Mediterraneo,
respectivamente (ZAGANJOR et al., 2016). Os DFTN incluem vérias
apresentacfes morfoldgicas distintas, incluindo as mielomeningoceles,
encefaloceles, espinhas bifidas ocultas e anencefalias (COPP; GREENE,
2014; MITCHELL et al., 2004). As mielomeningoceles, também
denominadas espinhas bifidas abertas, sdo 0s casos mais frequentes,
onde a falha de fechamento do tubo neural compromete a medula
espinhal, as meninges e partes moles adjacentes aos defeitos, o que, em
altima instancia, expbe o tecido medular ao liquido amnidtico
circunjacente (Figura 2).
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Figura 2 - Aspectos anatdmicos dos disrafismos abertos. Em: A) representagdo
grafica do aspecto dorsal (esquerda) e sagital (direita) da medula espinhal
exposta através do defeito cutdneo; B) fotografia do aspecto dorsal de
mielomeningocele rota ao nascimento.

Meninges

Cisto Medula espinhal

Fonte: A) http://www.adamimages.com/Illustration/SearchResult/1/
spina%?20bifida acesso em 20/09/2015) e B) arquivo pessoal do autor.

Estas malformagdes derivam de falhas nos mecanismos
responsaveis pela neurulacdo primaria, fase do desenvolvimento
embrionario do sistema nervoso que se encerra com o fechamento do
tubo neural ao redor do 25° dia gestacional (MITCHELL et al., 2004). A
neurulagdo priméaria envolve uma complexa cascata de eventos que
culmina com o fechamento do tubo neural a partir do dobramento das
pregas neurais (COPP; GREENE, 2014). Uma disfuncéo neste intricado
processo leva a persisténcia da exposicdo do tecido neural ao liquido
amniotico, impedindo a formacéo das meninges, vértebras, partes moles
e pele na regido acometida. A medula espinhal, além da displasia
tecidual inerente ao disrafismo, estd também sujeita a traumatismos,
tracdes, compressdes e toxicidade do liquido amniético hipoosmolar e
alguns de seus constituintes, como ureia e creatinina (HEFFEZ et al.,
1993).

As causas que levam ao aparecimento dos DFTN nos seres
humanos decorrem de mdltiplos fatores, genéticos e ambientais que,
infelizmente, sdo parcamente conhecidos (COPP; GREENE, 2014;
MITCHELL et al., 2004). Dentre inimeros outros fatores imputados na
etiopatogenia do aparecimento destas malformacdes, a historia prévia de
gravidez com feto portador de DFTN, a caréncia dietética de acido
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félico, o diabete gestacional e 0 uso de acido valproico e carbamazepina
sdo fatores reconhecidamente envolvidos com o0 aumento das chances de
acometimento fetal em uma gestacdo futura (ADZICK, 2013b;
MITCHELL et al., 2004). Outros fatores suspeitos incluem: caréncia
materna de vitamina B12, obesidade, hipertermia e diarreia maternas.
Do ponto de vista genético, ha envolvimento dos genes controladores do
metabolismo dos folatos/homocisteina, sendo que os polimorfismos
C677T e A1298C da enzima metilenotetrahidrofolato redutase estdo
associados com maior risco de desenvolver a malformacdo (COPP et al.,
2015; DE COPPI et al., 2007).

O uso de doses suplementares de acido folico, na dose de 500 pg
diarios por pelo menos 3 meses anteriormente a concepgéo, e durante
toda a gestacdo, bem como a ingestdo de alimentos fortificados, reduz
consideravelmente as chances do desenvolvimento de novos casos de
DFTN (ADZICK, 2013b; BIZZI; MACHADO, 2012; GREENBERG et
al., 2011; MITCHELL et al., 2004).

O diagndstico dos disrafismos € realizado, na maioria dos casos,
através de exames ultrassonograficos de rotina obtidos tipicamente entre
a 20% e 222 semana de gestacdo. Esta modalidade diagndstica tem a
capacidade de delinear a malformacdo espinhal e alguns dos
dimorfismos secundarios ao defeito original (hidrocefalia, malformacéo
de Arnold Chiari tipo Il, deformidades ortopédicas e dilatacdo vesical)
(SANDLER, 2010). A ressonancia magnética antenatal é mais
raramente empregada, mas possibilita imagens ainda mais nitidas das
malformac6es, tendo indicacdo mais estrita quando ha proposicdo de
manejo antenatal e quando existem dudvidas com relacdo ao diagnostico
(B1ZZl; MACHADO, 2012). A alfa-feto proteina sérica e a dosagem da
mesma por amniocentese, também podem ser utilizadas no diagndstico
antenatal, embora, atualmente, o diagnéstico por imagem seja
preponderante (B1ZZI; MACHADO, 2012; MITCHELL et al., 2004).

Mais importantemente, o diagndstico do disrafismo somente é
confirmado com a fetoscopia durante 0 manejo antenatal, ou através da
inspecdo clinica direta ao nascimento (Figura 3) (BEVILACQUA;
PEDREIRA, 2015; MITCHELL et al., 2004).



46

Figura 3 - Diagnéstico fetoscopico e clinico dos disrafismos abertos. Em: A)
esquema demonstrando o acesso endoscopico; B) imagem por fetoscopia
demonstrando o defeito espinhal; C) deformidades congénitas dos membros
inferiores e D) imagem de mielomeningocele rota ao nascimento.

Clubfoot

Fonte: A) extraido de BEVILACQUA; PEDREIRA 2015; B) extraido de
BEVILACQUA; PEDREIRA 2015: C) http://www.adamimages.com
[Ilustration/SearchResult/1/spina %?20bifida acesso em 20/09/2015 e D)
arquivo pessoal do autor.

No momento do parto, o diagndstico clinico deve esclarecer se o
disrafismo é aberto ou fechado, se ha ou ndo macrocrania com possivel
hidrocefalia e deve também avaliar o estado neuroldgico, a ocorréncia
de deformidades em membros inferiores e os distarbios esfincterianos
evidentes.
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2.1.1 TRATAMENTO
2.1.1.1 TRATAMENTO CONVENCIONAL

O tratamento habitual das mielomeningoceles, ou disrafismos
espinhais rotas ao nascimento envolve, primariamente, o fechamento
cirrgico do defeito dorsal e, secundariamente, o tratamento das
complicacdes advindas da malformacdo, como a hidrocefalia, as
deformidades dos membros inferiores e as disfuncdes esfincterianas
(BIZZI; MACHADO, 2012; GREENBERG et al., 2011). A correcdo
cirlrgica na fase aguda p6s-natal tem por objetivo minimizar as chances
de infeccdo, e, por este motivo, deve ser realizada 0 mais precocemente
possivel, idealmente dentro das primeiras 48 h de vida (MITCHELL et
al., 2004).

A técnica pos-natal envolve o fechamento do maior nimero de
planos cirdrgicos possivel, limitando a ocorréncia de fistula liquérica e
infeccdo do sistema nervoso central (B1ZZl; MACHADO, 2012;
SANDLER, 2010). A cirurgia se inicia com a dissec¢do do placédio
(fragmento displésico da medula espinhal residual junto ao defeito
cutaneo) a partir dos elementos epidérmicos, seguida do fechamento do
plano pial, para reconstituicdo do formato do tubo neural. Em seguida,
identifica-se, disseca-se e sutura-se a dura-mater residual. Esta fase é
vital para a prevencdo de fistula liquorica através da pele no pos-
operatorio. Apds a sintese dural, procede-se com o fechamento do plano
fascial, tecido celular subcutaneo e pele (Figura 4).
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Figura 4 - Técnica cirGrgica convencional para o fechamento das
mielomeningoceles no periodo neonatal. A esquerda disseccdo da dura-mater e
a direita sutura do retalho.

Fonte: (Adaptado de http://www.seattlechildrens.org/medical-conditions/
chromosomal-genetic-conditions/myelomeningocele-treatment/ , acesso em
20/03/2016).

Dadas as dimensdes de alguns dos defeitos, muitas vezes ndo é
possivel o fechamento primario de todos os planos cirtrgicos, sendo
entdo necessario o uso de técnicas de rotacdo de retalhos para se
conseguir a aproximacédo da fascia e da pele. Evidentemente, a presenca
de fistula liquérica no pos-operatério, bem como a ocorréncia de
fechamento da pele com tenséo, favorece o aparecimento de deiscéncias
de ferida cirdrgica (Figura 5).
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Figura 5 - Deiscéncia de ferida operatéria pés fechamento neonatal de
mielomeningocele lombossacra.

Fonte: arquivo pessoal do autor.

A maioria dos casos de deiscéncia da ferida operatdria nestes
pacientes € manejada com curativos que favoregam a cicatrizagdo por
segunda intengo.

2.1.1.2 TRATAMENTO ANTENATAL

Apesar dos progressos recentes no manejo pos-natal agudo das
mielomeningoceles rotas e suas complicagfes, 0 progndstico para 0s
pacientes acometidos continua bastante reservado, a curto e longo prazo
(ADZICK, 2013b; BIZZl; MACHADO, 2012; HUNT; OAKESHOTT,
2004). Hunt e Oakeshott (2004) demonstraram resultados de um grupo
de 117 pacientes submetidos a cirurgia em até 48h de vida. Apds 30
anos de seguimento médio, 51% dos pacientes tinham falecido. Dos
sobreviventes, 85% receberam uma derivagao liquérica, 70% tinham um
coeficiente de inteligéncia (QI) maior que 80 e somente 30%
conseguiam deambular sem ajuda. Em face dos resultados do tratamento
pos-natal e, em virtude das evidéncias dos danos secundarios advindos
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da exposicdo da medula espinhal ao liquido amnidtico durante a maior
parte da gestacdo (HEFFEZ et al., 1993), iniciou-se uma busca por
solucdes que pudessem oferecer um tratamento antenatal que mitigasse
tais agravos. Por conseguinte, nos anos 80, 0s primeiros experimentos
em modelos in vivo para o fechamento intrauterino das
mielomeningoceles foram publicados com resultados promissores
(MICHEJDA; HODGEN, 1985), sendo que 0s primeiros casos em
humanos foram descritos por Bruner e Tulipan em 1998 (TULIPAN;
BRUNER, 1998). Em seguida, grupos nos Estados Unidos (ADZICK,
2013b) e na Europa (KOHL et al., 2009) iniciaram seus programas de
cirurgia fetal para o tratamento antenatal dos disrafismos, com evidentes
beneficios aos fetos, porém também incorrendo em consideraveis
indices de prematuridade e complicaces maternas (PEDREIRA et al.,
2016). Trés centros de medicina fetal nos Estados Unidos se
organizaram para a conducdo de um estudo randomizado (MOMS —
Estudo do manejo das mielomeningoceles, do inglés Management of
Myelomeningocele Study) determinado a comparar a evolucdo de 183
casos, randomizados entre cirurgia tradicional (reparo poés-natal) ou
manejados atraves de cirurgia antenatal (ADZICK et al., 2011). Os
critérios de indicacdo para recrutamento ao estudo estdo listados na
Tabelal.

Tabelal - Critérios de indicacdo e contraindicacdo para a inclusdo no
estudo MOMS.

Critérios de indicacio Critérios de contraindicacio
Gestacdo Unica Gestacao multipla

Limite superior do defeitoem T1 | Mdltiplas malformagdes
Evidéncia de Chiari Il Placenta prévia

Idade gestacional de 19 sem a 25 | Indice de massa corporal > 35
sem + 6 dias
Cari6tipo normal Histerotomia prévia ao longo do
segmento ativo uterino
Residéncia nos EUA -

Idade materna superior ou igual a -

18 anos

Fonte: Adaptado de Adzick et al., 2011.

As pacientes que atendiam aos critérios foram randomizadas nos
2 grupos, 92 casos para tratamento pos-natal e 91 casos para 0
tratamento antenatal. A cirurgia antenatal consiste no acesso
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transuterino a cavidade amnidtica, posicionamento fetal com exposicao
da mielomeningocele e correcdo cirdrgica da mesma, infusdo de solucédo
de Ringer lactato e fechamento da parede uterina e abdominal com
técnica padréo (Figura 6).

Figura 6 — Técnica a céu aberto para o fechamento antenatal das
mielomeningoceles. Em: A) (tero exposto; B) exposicdo do dorso fetal através
da uterotomia; C) fechamento cirlrgico plano a plano; D) aspecto ao
nascimento (ND- nova derme, SM - lamina de silicone destacada junto ao de
feito).

Fonte: Adaptado de Meuli et al 2013.

Como resultados, observou-se que 0s casos submetidos ao
tratamento antenatal apresentaram menor ndmeros de casos com
indicacdo de derivacdo liquérica para hidrocefalia em comparacdo aos
casos do grupo tratado no periodo pés-natal (40% e 82%,
respectivamente), melhor performance motora (2 niveis motores melhor
do que o esperado para o nivel medular acometido) e melhor
desenvolvimento neuropsicomotor aos 30 meses de vida e menor



52

incidéncia e severidade de malformacdo de Chiari Il. Entretanto, com o
tratamento agregou-se maior morbidade materna (edema pulmonar,
maior frequéncia de transfusdo sanguinea, oligodramnios, ruptura
precoce de membranas, defeitos da cicatrizagdo uterina e possibilidade
de deiscéncia da parede uterina) e maior morbidade fetal (prematuridade
e suas complicacdes). A despeito da maior incidéncia de complicacoes,
os melhores resultados para 0 neonato motivaram o comité de ética
responsavel pela conducédo do estudo a interromper 0 mesmo, em favor
da cirurgia antenatal.

2113 CIRURGIA ANTENATAL PELA TECNICA
ENDOSCOPICA

Embora ja estejam muito bem documentados os beneficios da
correcdo antenatal das mielomeningoceles, persiste a preocupacdo com a
consideravel morbidade materno/fetal relacionada a cirurgia a céu
aberto, o que levou alguns centros de cirurgia fetal ao desenvolvimento
de técnicas fetoscépicas para 0 manejo intrauterino destes casos
(ADZICK, 2013a, 2013b; BEVILACQUA; PEDREIRA, 2015; GRAF
et al., 2016). As técnicas fetoscopicas se baseiam na premissa de que
uma menor manipulagdo da parede uterina e das membranas adjacentes
acarrete em um menor indice de complicacfes maternas e menor indice
de prematuridade (BEVILACQUA; PEDREIRA, 2015). Inicialmente,
estudos experimentais realizados pelos mesmos grupos, principalmente
em modelos experimentais utilizando ovelhas, demonstram a eficacia do
método, em tanto que fechamento dos defeitos e adequada tolerabilidade
fetal e materna (KOHL et al., 2003; PEDREIRA et al., 2011).
Tecnicamente, a cirurgia utiliza acesso a cavidade amnidtica através de
3 a 4 trocards empregados para a fetoscopia e passagem do instrumental
cirtrgico e material de sintese (

Figura 7). Apos identificacdo e disseccdo do placédio neural, 0s
defeitos sdo cobertos com nanocelulose de origem bacteriana (Bionext®,
Parand, Brasil), sobrepostos por uma camada de sutura primaria da pele
com sutura de polipropileno 2-0, ou mesmo, quando o defeito cutaneo
era muito extenso, por um substituto cutdneo bicamada a base de
colageno derivado de tenddo bovino/glicosaminaglicanas e silicone
semipermeavel (molde de regeneracdo dérmica, do inglés Dermal
Regeneration Template® Integra, EUA)(BEVILACQUA; PEDREIRA,
2015).
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Figura 7 - Técnica de tratamento endoscOpico para correcdo intrauterina de
mielomeningoceles. Em A) defeito com placédio exposto, em “P”; B, C e D)
disseccdo endoscopica do placddio e introducdo da membrana de nanocelulose
bacteriana; E e F) sutura da pele.

Fonte: Adaptado de Pedreira et al, 2015.

Outro autor prefere o uso de uma camada de colageno derivado
de submucosa intestinal de sufno (Durasis®, Cook, Alemanha) em
eventual associagdo com placa de politetrafluoroetileno (PTFE -
Preclude®, Gore, Alemanha) nos casos onde se espera maior aderéncia
das partes moles ao placédio (GRAF et al., 2016). Como resultados,
estes 2 estudos demonstraram a eficacia do método ao diminuir a
necessidade de derivacBes liquoricas, manutencdo ou melhora da
performance motora esperada para o nivel medular das lesGes e
prevencgdo das malformacdes de Chiari 11, semelhantemente ao obtido no
estudo MOMS (ADZICK et al., 2011). Ainda, do ponto de vista de
complicagbes maternas, houve menor incidéncia de descolamento
prematuro de placenta, oligodramnios, deiscéncia uterina e edema
pulmonar quando em comparacdo ao estudo MOMS. No entanto, Graf
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et al.(2016) observaram que 28% dos neonatos submetidos ao
tratamento por cirurgia antenatal endoscépica apresentaram persisténcia
de deiscéncias e fistulas liquoricas junto as feridas dorsais e
necessitaram de procedimentos poés-natais para controle de fistulas e
fechamento cut@neo, enquanto que na série descrita por Pedreira et al.
(2015), 2 em 8 casos (25%) tiveram tal desfecho.

2.1.2 OPORTUNIDADES DE TECNICAS DE ENGENHARIA DE
TECIDOS PARA O TRATAMENTO ANTENATAL DAS
MIELOMENINGOCELES

A engenharia de tecidos apresenta grande potencial para a
elaboracdo de solucBes para a regeneracdo tecidual em varias situacoes
clinicas, incluindo o fechamento intrauterino dos disrafismos espinhais
(WATANABE et al., 2015; WONG et al., 2012). A engenharia tecidual
se estabelece como uma area multidisciplinar do conhecimento, que se
apoia no tripé: células, arcabouco celular e fatores de crescimento
(WONG; GURTNER, 2010; WONG et al., 2012). A demanda por um
biomaterial para o fechamento antenatal das mielomeningoceles envolve
0S  seguintes  pré-requisitos:  biocompatibilidade, integracéo,
impermeabilidade transitéria a agua e solutos contidos no liquido
amnioético e, a0 mesmo tempo, que seja capaz de promover a
cicatrizacdo da dura-mater, partes moles e pele sobre o defeito espinhal
sem aderir @ medula espinhal na regido (ADZICK, 2013b; AURAND et
al., 2012; WANG, 2013). Dois fatores especificos ao processo de
cicatrizacdo de feridas no periodo antenatal sdo determinantes para a
concepcdo de técnicas e biomateriais que auxiliem neste processo: a
cicatrizacdo fetal e a presenca do liquido amnidtico (BEVILACQUA,;
PEDREIRA, 2015).

2.1.2.1 CICATRIZACAO DA PELE DURANTE O PERIODO
FETAL

A cicatrizacdo de feridas cutdneas acontece em etapas,
terminando com a formacdo de um tecido fibrdtico com caracteristicas
diferentes da cobertura epidérmica original. Este processo estd presente
nos mamiferos e difere, por exemplo, da capacidade de reparacdo de
alguns répteis, os quais apresentam um predominio de processos
regenerativos em comparacdo a formacdo de cicatrizes fibroéticas
(GURTNER et al., 2008). A pele humana € formada pela epiderme,
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derme, tecido subcutdneo e anexos (pelos, glandulas sebaceas e
sudoriparas). Apds lesdo cutanea, iniciam-se os fenémenos relacionados
as fases da cicatrizacdo: 1. inflamacdo; 2. proliferacdo e 3.
remodelamento. Estas 3 fases se superpdem no tempo, sendo que o
periodo cicatricial inflamatdrio se inicia logo apds a lesdo, agregando
células sanguineas, incluindo neutréfilos e plaquetas, com o propdsito
de interromper a solucdo de continuidade, estancando uma eventual
hemorragia e prevenindo a proliferacdo de bactérias junto ao ferimento.
Esta fase dura ao redor de 48h, a partir de quando ocorre uma
diminuicdo progressiva do estado inflamatério e inicia-se a fase
proliferativa. Nesta fase ocorre angiogénese, bem como migram e
proliferam queratinécitos e fibroblastos que depositam colégeno.
Durando em torno de 3 semanas, esta fase se caracteriza pela formagéo
de tecido fibrético junto a lesdo, de caracteristicas completamente
distintas do tecido original, inclusive sem 0s anexos cutaneos. Este
tecido cicatricial entra entdo, a partir de 4 semanas e com duracao de até
1 ano, na fase de remodelamento, quando ocorre a substituicdo de
fibroblastos por miofibroblastos, que desempenham importante papel na
contracdo cicatricial (GURTNER et al., 2008). Com o progresso da fase
de remodelamento, hd um despovoamento celular da regido (as custas
dos mecanismos de morte celular programada - apoptose) e a
substituicdo de colageno tipo Il por colageno tipo | (LOVVORN et al.,
1999).

A Tabela 2 apresenta, sumariamente, as diferencas entre a
cicatrizacdo humana fetal e em adultos.
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Tabela 2 - Comparagdo entre a cicatrizacdo da pele em fetos e em adultos.

Caracteristica da
cicatrizacdo

Cicatriz Presente Ausente
Crescimento e

Adulto Feto

diferenciacao celular Ausente Presente
Velocidade de reparo | Mais lenta Mais rapida
Formacéo de crosta Presente Ausente
Tensdo de oxigénio Maior Menor
Inflamacéo aguda Maior Reduzida
Deposicdo de matriz | Mais lenta Mais réapida
Angiogénese Maior Reduzida
Epitelizagéo Mais lenta Mais réapida
Queratinizacdo Presente Imatura, formagdo do
periderme
Ambiente Seco e contaminado qulu!do amniotico,
estéril
Menos acido Mais &cido

hialurénico e mais hialurénico e mais

Matriz extracelular . . . ; . .
glicosaminoglicanas glicosaminoglicanas

sulfatadas nao sulfatadas
TGFB TGFB1 TGFB3
Fibronectina Menos Mais
Colageno Tipo | Tipo I

Fonte: Adaptado de BULLAR et al 2003.

Sobretudo nas fases iniciais da gestacdo (até 24 semanas), ha
condicBes para uma cicatrizagdo mais eficaz, com menor formacédo de
tecido fibrético e de cicatrizes cutdneas muitas vezes ndo identificaveis
(BULLARD; LONGAKER; LORENZ, 2003). Esta maior eficacia ao
reparar tecidos lesados, incluindo a pele, estd mais relacionada a fatores
fetais do que a fatores relacionados ao ambiente intrauterino. Além do
tempo de gestagdo como fator determinante do potencial de cicatrizagdo
fetal, citam-se o tamanho das feridas, o menor envolvimento de
polimorfonucleares no inicio da cascata, maior deposicdo de &cido
hialurénico e predominio de colageno tipo Ill secretados pelos
fibroblastos fetais, em comparacdo com fibroblastos mais maduros que
secretam predominantemente colageno tipo | (LORENZ; ADZICK,
1993). A matriz extracelular dos tecidos reparados varia ndo somente
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com a deposi¢do de colageno, mas também com o arranjo das fibras,
sendo reticular nos fetos e granular nos adultos (BULLARD;
LONGAKER; LORENZ, 2003). A epiderme rudimentar inicia sua
formacgdo no 20° dia gestacional, evoluindo para formacdo de uma
derme altamente celular e com estratificacdo da epiderme ao redor da
142 semana, completando com a sua queratinizacdo ao redor da 242
semana. A pele fetal queratinizada, a partir deste periodo gestacional,
interrompe as trocas de fluidos entre o feto e o liquido amniotico através
da via transcutanea (MAGANN; SANDLIN; OUNPRASEUTH, 2011).

2.1.2.2 O LIQUIDO AMNIOTICO

O liquido amnidtico se acumula na bolsa amnidtica, membrana
que envolve o embrido, desde o inicio da gestacdo, sendo medido
através de analises ultrassonograficas a partir da 14% semana, algando
seu volume maximo (1000 mL) ao redor da 342 semana, para entdo
lentamente diminuir de volume até o termo de 40 semanas (Figura 8).

Figura 8- Utero, feto e membranas amniéticas.

Fonte: Adaptado de http://www.stanfordchildrens.org/en/topic/default?id
=anatomy-fetus-in-utero-85-P01189, acesso em 31.01.2016.

O liquido amnidtico contém agua, eletrdlitos, proteinas, lipidios,
carboidratos e células multipotenciais fetais (DE COPPI et al., 2007;
MAGANN; SANDLIN; OUNPRASEUTH, 2011). Tem funcdo de
protecdo a traumatismos tocofetais, € fonte de agua e nutrientes, além de


http://www.stanfordchildrens.org/en/topic/default?id

58

possibilitar o desenvolvimento sistémico e pulmonar do feto. Participam
na formacdo do liquido amni6tico, a urina fetal, fluidos pulmonares
fetais e transporte transmembrana amniética. O liquido amnidtico tem
pH entre 7 e 7,5 com osmolaridade ao redor de 250 mOsm/mL, o que o
torna hipoosmolar quando em comparacdo a osmolaridade fetal sérica
de 280 mOsm/mL. Este gradiente osmético €, supostamente, um dos
responsaveis pelo agravamento secundario das lesdes neuroldgicas
observadas nos casos de disrafismo espinhal (ADZICK, 2013b;
HEFFEZ et al., 1993).

213 BIOMATERIAIS PARA O FECHAMENTO DE
MIELOMENINGOCELES NO PERIODO ANTENATAL

Como mencionado anteriormente, algumas combinacdes de
biomateriais, isolada e conjuntamente, tém sido propostas para a oclusdo
das mielomeningoceles por via endoscopica, em modelos experimentais
(KOHL et al., 2003; PEDREIRA et al., 2011) e clinicos (GRAF et al.,
2016; PEDREIRA et al., 2016). As duas opcbes mais frequentemente
utilizadas, materiais derivados de colageno bovino ou suino (GRAF et
al., 2016; KOHL et al., 2003), e nanocelulose bacteriana (BNC)
(PEDREIRA et al., 2011, 2016), tem sido empregadas clinicamente com
semelhantes indices de sucesso. Porém, ao se reparar defeitos mais
extensos, 0s autores supracitados relatam a necessidade do uso de
membranas inertes & base de silicone ou PTFE, e desta forma
acrescentam materiais reconhecidamente inertes as correcbes (WANG,
2013).

Kohl et al. (2003) publicaram resultados do uso de enxertos
heterélogos de PTFE (Preclude®, Gore, Alemanha) e colageno derivado
de pericéardio bovino (Tutopatch®, RTI Surgical, EUA) em um modelo
experimental de mielomeningocele em ovelhas. Apds um periodo médio
de permanéncia de 40 dias no Utero, os fetos foram sacrificados e
submetidos a autopsia que demonstrou adequada cobertura dos defeitos
dorsais em todos os animais, bem como, foi evidenciado que ndo havia
qualquer aderéncia ao PTFE. No caso onde foi utilizado o colageno, os
tecidos adjacentes estavam aderidos uma area de fibrose local, enquanto
que o enxerto havia sido totalmente absorvido.

O outro biomaterial de aplicagdo corrente nas cirurgias
intrauterinas endoscopicas de reparo de mielomeningocele, a celulose de
origem bacteriana (BNC), esta descrito em detalhes a seguir.
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2131 O USO DA NANOCELULOSE DE ORIGEM
BACTERIANA NO TRATAMENTO DAS
MIELOMENINGOCELES

A nanocelulose bacteriana (BNC, do inglés Bacterial
nanocellulose), um polissacarideo extracelular composto de multiplas
unidades de d-glicose interligadas por jungdes B(1—4) glicosidicas, ¢
produzida por varias bactérias Gram negativas, incluindo espécies do
género Gluconacetobacter, como a G. xylinum e a G. hansenii
(ALMEIDA et al., 2014; RECOUVREUX et al., 2008). A celulose
gerada se acumula na interface entre o meio de cultura e o ar, podendo
ser produzida em peliculas, pastilhas ou virtualmente qualquer formato a
partir da modulacdo exercida pelos meios de cultura, substratos,
geometria dos recipientes e oxigenacdo (HELENIUS et al., 2006;
PETERSEN; GATENHOLM, 2011; RAMBO et al., 2008;
RECOUVREUX et al., 2008; STUMPF et al., 2013; SULAEVA et al.,
2015). A BNC apresenta 2 faces distintas, dependentes da posicdo entre
0 meio de cultura e o ar. A face superior, em contato com o ar, tem
arranjo nanofibrilar mais compacto e liso, enquanto que a face inferior,
em contato com o meio liquido de cultura, tem aspecto poroso e com
menor densidade de fibras (Figura 9). Tipicamente, um meio de cultura
adequado para o cultivo do G. hansenii ATCC 23769 envolve o uso de
manitol, extrato de levedura e peptona, podendo ser adicionadas outras
fontes de carbono, como dextrina e glicose (STUMPF et al., 2013). As
membranas de nanocelulose de origem bacteriana tém visto crescente
aplicacdo em engenharia biomédica devido as suas propriedades fisicas,
quimicas e biologicas: é hidrofilica, de baixa degradabilidade, alta
cristalinidade, biocompativel, porosa, tem alta resisténcia mecénica, é
hipoalergénica e de estrutura arquitetural semelhante a matriz
extracelular de coldgeno (AURAND et al., 2012; GOLDSCHMIDT et
al., 2016; HELENIUS et al., 2006; HU; CATCHMARK, 2011;
PETERSEN; GATENHOLM, 2011; SULAEVA et al., 2015). Ainda, a
celulose bacteriana é bastante flexivel, permitindo a construcdo de
estruturas macro, micro e nanométricas para as mais diversas demandas
(PETERSEN; GATENHOLM, 2011). As propriedades mecanicas das
membranas de BNC variam conforme as cepas das bactérias produtoras,
tempo e condicBes de cultivo, podendo originar materiais com modulos
de elasticidade variando de kilo Pascal (kPa) a giga Pascal (GPa),
resisténcia ténsil de kilo Pascal (kPa) a mega Pascal (MPa) e
cristalinidade entre 60-80% (GODINHO et al., 2016; SULAEVA et al.,
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2015). Exemplos de uso incluem enxertos de valvulas cardiacas,
préteses arteriais e de dura-mater, liberacdo tépica de drogas, além de
tratamento de extensas lesdes cutdneas (ALMEIDA et al., 2014; CZAJA
et al, 2007; PETERSEN; GATENHOLM, 2011; SANCHEZ E
OLIVEIRA et al., 2007).

Figura 9 — Micrografias obtidas por Microscopia Eletrdnica de Varredura —
MEV demonstrando o aspecto das faces compacta (A), rugosa (B) e sec¢do
transversal (C) das membranas de nanocelulose bacteriana.

v

10KV X3000  5pm LCMEUFSC |/ 7 10k¥-1, X3,000 & 10kV | X3,000 6pm LCME-UFSC. |

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Sanchez e Oliveira et al. (2007) publicaram resultados
comparando 0 uso da nanocelulose de origem bacteriana (Bionext®,
Parana, Brasil ) e a matriz dérmica acelular humana (AIIoDerm® ,
Lifecell, EUA) em um modelo de mielomeningocele em ovelhas. Apds
periodo médio de permanéncia uterina de 40 dias ap6s a cirurgia, 0s
autores observaram que o grupo submetido a correcdo com a matriz
dérmica acelular humana apresentou andlise histoldgica demonstrando
cicatrizagdo sobre os defeitos, porém com marcada aderéncia entre a
fibrose e a medula espinhal adjacente. Em contrapartida, no grupo onde
foi utilizada a celulose bacteriana, observou-se a formacgdo de uma
camada contigua a dura-mater residual, sem evidéncias de aderéncias
com a medula espinhal junto aos defeitos (Figura 10). A adequada
histocompatibilidade da celulose bacteriana e a consequente auséncia de
aderéncia da celulose bacteriana ao tecido neural ja havia sido observada
em um estudo experimental em cées junto ao cortex encefalico frontal
(MELLO et al., 1997).
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Figura 10 - Analise de microscopia 6ptica demonstrando as relacdes entre as
cicatrizacOes durais e a medula espinhal adjacente. A) e B): aspecto da interface
entre a matriz dérmica acelular humana e medula espinhal (flechas pretas),
demonstrando aderéncia do enxerto ao tecido medular e C): aspecto da interface
entre a celulose bacteriana (cruz) e a medula espinhal (as flechas curtas
demonstram a posicéo da dura-maéter, a flecha longa a “neodura”, a flecha azul a
dura- méter original). N&o h4 evidencias de aderéncia entre a medula e a neo
dura-méter em C).
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Em trabalho recente, Pedreira et al. (2015) descreveram uma série
inicial de 10 casos de tratamento antenatal de mielomeningoceles
lombossacras em fetos humanos tratadas pela técnica endoscdpica
(PEDREIRA et al., 2015). Nesta série, 0s autores relatam a experiéncia
com o0 uso da nanocelulose bacteriana junto a malformagdo em
associagdo com a sutura primaria da pele sobre o enxerto. Ocorreram 1
Obito fetal e 1 6bito neonatal, sendo que em outro caso nao foi possivel
o fechamento intrauterino. Dos 7 fetos restantes, a reversdo da
malformacdo de Chiari ocorreu em 6/7 casos, enquanto que a
performance funcional motora foi igual ou melhor ao nivel medular
esperado em 6/7 casos. Trés fetos desenvolveram hidrocefalia ativa,
necessitando da insercao de derivagdes. Nao se identificou deiscéncia ou
ruptura de parede uterina (Figura 11) no momento da cesariana para a
interrupcdo da gestacao.
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Figura 11 - Exposi¢do do Utero gravidico no momento da ceséarea e ap6s acesso
endoscdpico para tratamento antenatal de mielomeningocele. Nota-se as areas
de cicatrizacdo uterina no momento da cesarea 6 semanas apos a corre¢do do
defeito.

Fonte: Adaptado de Pedreira et al 2015.

A nanocelulose de origem bacteriana, ndo obstante sua
comprovada biocompatibilidade, maleabilidade e acdo facilitadora da
cicatrizacdo dural, é permeavel a &gua, o0 que se constitui em
desvantagem, sobretudo nos casos onde ndo se consegue o fechamento
primario da pele. Com o uso da nanocelulose in natura, o placédio
(tecido da medula espinhal residual junto ao defeito cutaneo)
permaneceria exposto & continua agressdo por parte do liquido
amniotico hipoosmolar.

De outra maneira, 0s materiais impermedveis & 4gua sdo, na sua
grande maioria, inertes (PTFE, polisiloxano), e que, ao ndo se
integrarem aos tecidos adjacentes, favorecem a instalacéo de infecgdes,
descolamentos, encapsulamentos, deiscéncias e fistulas liquoricas
(GRAF et al,, 2016; WANG, 2013). Neste contexto, procurou-se
associar a celulose bacteriana um biomaterial que fosse impermeavel a
agua e, a0 mesmo tempo, bioabsorvivel e integravel ao seu intorno.
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2.1.3.2 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS COMPATIVEIS COM
O SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Desde a introducdo dos biopolimeros sintéticos biodegradaveis,
nos anos 60, diversas areas do conhecimento tém pesquisado e utilizado
tais biomateriais, incluindo a indUstria das embalagens, agricultura e
medicina (BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005; LI et al., 2014;
SAADAI et al.,, 2011; VROMAN; TIGHZERT, 2009). A capacidade de
biodegradabilidade de determinado polimero, seja ele natural ou
sintético, depende de fendmenos fisicos, quimicos e bioldgicos. Dentre
os varios grupos de polimeros de aplicagdo biomédica, destacam-se 0s
poliésteres, as poliamidas, poliuretanos, os policarbonatos, poliureias e
polianidridos (VROMAN e TIGHZERT, 2009). Os poliésteres,
especialmente os poliésteres alifaticos, estdo entre os biopolimeros
sintéticos mais estudados e empregados em processos biomédicos,
sobretudo pela capacidade de biodegradabilidade relacionada a hidrélise
das ligacbes de éster (BJUGSTAD et al., 2010; MOCHIZUKI;
HIRAMI, 1997). O poli(acido glicélico) (PGA, do inglés poly(glicolide
acid), o poli(acido latico) (PLA, do inglés polylactic acid) e suas
variantes: poli(L-acido latico) (PLLA, do inglés poly(L-lactic acid),
poli(acido latico-co-acido glicolico (PLGA do inglés poly(lactic-co-
glycolic acid), poli(p-dioxanona) (PPDO do inglés poly(p-dioxanone)) e
poli(e-caprolactona) (PCL, do inglés poly(e-caprolactone) tém visto uso
crescente e com excelentes resultados em variadas aplicacfes
biomédicas, incluindo patologias vasculares e cardioldgicas
(DARGAVILLE et al, 2011; YANG et al, 2010),
craniofaciais(GOODRICH;  TEPPER; STAFFENBERG, 2012),
neuroldgicas (BARBOLT et al., 2001; SAADAI et al., 2011;
BJUGSTAD et al., 2010) e oncoldgicas (MAKADIA; SIEGEL, 2011).
Barbolt et al. (2011), estudaram, comparativamente, 3 biomateriais para
o fechamento de defeitos durais junto ao cranio de coelhos em até 180
dias de exposicdo. Analises histoldgicas demonstraram que as malhas de
poligalactina 910/polidioxanona, em comparagdo a enxertos derivados
de pericardio bovino e PTFE, apresentaram menor aderéncia junto ao
cérebro, absorcdo completa do material em 6 meses e consequente baixa
atividade inflamatéria regional. Em outro trabalho, Saadai et al. (2011),
avaliaram o uso de arcaboucos de PLLA nanoestruturados por
eletrofiacdo em modelos in vivo de mielomeningocele, tendo observado
que as membranas ndo induziram reacdo de corpo estranho junto aos
implantes e na interface material-medula espinhal.
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2.1.3.3 COMBINACOES POLIMERICAS E MODIFICAGCOES
ESTRUTURAIS DOS BIOPOLIMEROS

Apesar do grande numero de biopolimeros disponiveis com
potencial para diversas aplicacbes biomédicas, os materiais tendem a
apresentar caracteristicas fisico-quimicas parecidas entre si, sendo que
para usos bastante especificos, como no caso em questdo - tratamento
intrauterino de mielomeningoceles, sdo necessarias modificagdes dos
seus componentes quimicos, como a inducéo de reticulacdo polimérica
(do inglés crosslinking) (DARGAVILLE et al., 2011) e a formacéo de
blendas poliméricas de diversas composicdes de fracbes molares
(DONG et al., 2014a).

A adicdo de policarbonatos traz vantagens na obtencdo dos
produtos finais, uma vez que acrescenta flexibilidade e pode modular a
degradacdo dos poliésteres, bem como neutralizar a acidez local
decorrente da hidrélise destes biopolimeros (DARGAVILLE et al.,
2011; YANG et al.,, 2013). Assim como para com 0s poliésteres
bioabsorviveis, a biocompatibilidade e histocompatibilidade do agente
plastificante trimetileno carbonato (TMC, do inglés trimethylene
carbonate), um policarbonato, jA foram testadas com sucesso em
inimeros modelos experimentais in vitro (DARGAVILLE et al., 2011;
ROCHA et al., 2014; YANG et al., 2010) e in vivo (GUO et al., 2011;
VAN LEEUWEN et al., 2012). Rocha et al. (2014) analisaram, in vitro,
a proliferacdo e alongamento de células neuronais recuperadas de
embriGes de ratos Wistar junto a homopolimeros de PCL, TMC e a
blenda PCL/TMC (na razdo molar de 89 e 11%, respectivamente). Os
autores verificaram ndo somente a compatibilidade das células neuronais
com os biopolimeros, mas a nitida vantagem na associacdo do
PCL/TMC em comparacdo aos outros materiais.

Outra questdo que se imp0Oe, enquanto que caracteristicas dos
biomateriais & a hidrofobicidade/hidrofilicidade das superficies de
contanto com a biomoléculas, uma vez que a proliferacdo celular
depende da adesdo celular, e esta da interacdo das suas biomoléculas a
nivel intra e extracelular (integrinas, fibroactina e colageno) com a
superficie do material (AJIRO et al., 2014; ISHIZAKI; SAITO; TAKAI,
2010).

Kim et al, (2009), combinaram a BNC com o PLLA, com bons
resultados em tanto que aumento da cristalinidade, da resisténcia ténsil e
do médulo de elasticidade em favor do compdsito de BNC-PLLA em
comparacdo ao PLLA isolado. Os autores evidenciaram que 0
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compésito, com as melhorias na sua performance mecanica, tem boa
perspectiva de aplicacfes biomédicas e na indistria de alimentos e
embalagens.

Com base no exposto, propde-se o desenvolvimento de um novo
composito de BNC-PLLA/TMC, que agregue as propriedades de
impermeabilidade a agua, flexibilidade e biodegradabilidade inerentes a
blenda de PLLA/TMC enquanto que preservando a resisténcia ténsil e
estrutura porosa da BNC que permanece como o arcabouco final para a
deposicdo, aderéncia, migracdo e proliferacdo das células envolvidas no
processo de cicatrizagdo da dura-mater, partes moles e pele fetal.






3. MATERIAIS E METODOS

No diagrama de blocos da Figura 12 esta representada a divisdo,
em 3 partes, das metodologias pertinentes a esta tese: desenvolvimento
dos compositos poliméricos de BNC-PLLA/TMC, caracterizacéo fisico-
quimica dos mesmos e a realizacdo de testes in vitro.

Figura 12 - Diagrama de blocos demonstrando as 3 etapas do trabalho e os
experimentos realizados.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1 DESENVOLVIMENTODOSCOMPOSITOS POLIMERICOS
DE BNC-PLLA/TMC

3.1.1 DEFINICAO DA COMPOSICAO DOS COMPOSITOS DE
BNC-PLLA/TMC

Os compositos poliméricos foram desenvolvidos tendo em vista
uma das suas aplicagdes finais de maior potencial (corregdo de
mielomeningoceles intrauterina) observando-se caracteristicas como
aparéncia de superficie, morfologias, maleabilidade e exposicdo de 40
dias ao tampéo fosfato-salino (PBS) + azida 0,02% m/v. Para isto,
inicialmente  foram testadas 3 combinagbes de blendas de PLGA
(Poli(acido latico-co-acido glicolico)) e PLLA/TMC (poli(L-acido
latico-co-trimetileno carbonato)), conforme na Tabela 3.
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Tabela 3 - Subtipos de compdsitos expostos ao PBS e azida 0,02% por 40 dias.

TIPO DESCRICAO
1 PLLA/TMC - 70/30
2 PLGA - 70/30
3 PLGA - 80/20

Em virtude da manutencdo da maleabilidade ap6s 40 dias de
exposicdo ao PBS + azida 0,02%, optou-se pelablenda de PLLA/TMC,
na razdo molar de 70/30 m/m, para a elaboracdo doscompésitos
poliméricos em associacdo com membranas liofilizadas de BNC (G.
hansenii). Em seguida, foram testados arranjos, em bi ou tricamada,
entre as membranas de BNC (hidratadas ou liofilizadas) e as laminas de
PLLA/TMC. Na Figura 13 estdo representados exemplos destas opgdes.

Figura 13 - Exemplos dos compdsitos poliméricos de BNC-PLLA/TMC. Em:
A) compdsito em dupla camada; B) composito tricamada com BNC liofilizada
por aposicao; C) compdsito tricamada de PLLA/TMC por imersdo; D) exemplo
de composito tricamada por aposicdo empregando uma membrana de BNC
hidratada.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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O composito de BNC liofilizada e PLLA/TMC, elaborada por
imersdo em PLLA/TMC solubilizado em cloroférmio foi escolhido para
0s estudos subsequentes. Os pormenores dos métodos de producédo dos
mesmos estao relatados a sequir.

3.1.2 PRODUGCAO DOS COMPOSITOS DE BNC-PLLA/TMC

3.1.2.1 PRODUGCAO DAS MEMBRANAS DE NANOCELULOSE
BACTERIANA

Para a produgdo das membranas de nanocelulose bacteriana
(BNC, do inglés Bacterial nanocellulose), o meio de cultura foi
preparado contendo 25 gL de manitol, 5 geL™ de extrato de levedura e
3 gL de peptona, todos diluidos em 1 L d’agua destilada. O pH da
solucdo foi ajustado para 6,5 e, em seguida, foi autoclavada por 20 min
a 121°C (RECOUVREUX et al., 2008). As membranas de nanocelulose
foram preparadas com a adi¢do de 90% (v/v) do meio de cultura descrito
anteriormente e 10% (v/v) de solucdo estoque de inéculo contendo a
bactéria Komagataeibacter hansenii (Gluconacetobacter hansenii —
ATCC 23769). Na sintese das membranas, as culturas foram mantidas
em placas de cultura de 24 pocos (15 mm de didmetro) ou 6 pogos (33
mm de didmetro) (TPP®, Suica). Em cada poco, foi adicionado 2 mL da
formulagdo. A formacdo das membranas ocorreu na interface ar/liquido
durante 12 dias de cultura mantida a temperatura de 26°C e sob
condigBes estaticas de cultivo. Passados os 12 dias, as membranas de
BNC foram retiradas das placas de cultura e, sucessivamente,
purificadas. Esta etapa consiste na remogdo de residuos bacterianos e
impurezas, através de soluges contendo NaOH 0,1 M, por 24 h a 50°C,
seguido da lavagem com agua destilada até atingir pH neutro.
Posteriormente, as membranas foram esterilizadas em autoclave 121°C,
a 1 atm, congeladas por 24 h e liofilizadas (Liotop®, L101, Brasil) por
48 h e estocadas em dessecador até 0 momento de uso.

3.1.2.2 PRODUCAO DOS COMPOSITOS DE BNC-PLLA/TMC

Os compositos poliméricos foram produzidos associando
membranas de nanocelulose bacteriana (BNC) com a blenda polimérica
de poli(L-acido latico-co-trimetileno carbonato) (PLLA/TMC) através
da técnica de evaporacdo de solvente (dip coating). A blenda de
PLLA/TMC(Resomer®LT706, Alemanha) copolimerizada na proporg&o
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de 70/30 m/m através da técnica de polimerizacdo por abertura de anel,
foi dissolvida em cloroformio PA a 10% m/v (ChCl; — Synth — Lab
Synth, Diadema, Brasil) em temperatura ambiente. Apds a dissolucéo
completa da blenda polimérica essa solucéo foi vertida em um copo de
Becker. As membranas de celulose liofilizadas foram entio imersas na
blenda solubilizada (dip coating) por, no minimo, 30 s, até a aparente
remocdo das bolhas aéreas ao redor da celulose. Apds drenagem do
excesso da blenda polimérica, as membranas resultantes foram
posicionadas individualmente em placas de Petri, a 21°C por 24h (para
total evaporacdo do solvente) e depois levadas a geladeira por um
periodo de 1 h a 4°C (para facilitar o desprendimento das membranas
das placas vitreas). Ao final, foram obtidas blendas poliméricas de BNC
e PLLA/TMC com intima adesdo entre as duas fases, resultando em
uma membrana flexivel e com a nanocelulose totalmente envolvida pelo
PLLA/TMC. Em seguida, as membranas resultantes foram esterilizadas
com uma mistura de Oxido de etileno/didéxido de carbono (30/70)
(Hospitec®, Sao José-SC, Brasil).

3123 MODIFICACAO DOS COMPOSITOS DE BNC-
PLLA/TMC

Compositos de BNC-PLLA/TMC originais foram modificados
em uma das suas superficies, através da aplicacdo de 20 pL de
cloroférmio nas suas regides centrais. Apos intervalo de 20 segundos, a
fina e circunscrita camada de PLLA/TMC parcialmente solubilizado foi
removida com auxilio de hastes de algoddo. Para cada compdsito este
procedimento foi repetido 3 vezes. Ao final, as membranas resultantes
repousaram em ar ambiente por no minimo 24 h, para a evaporagao total
do solvente. Os compositos resultantes foram também esterilizados em
6xido de etileno (Hospitec®, Sao José-SC, Brasil).

3.2 CARACTERIZACAO DOS COMPOSITOS POLIMERICOS
DE BNC-PLLA/TMC

3.2.1 TESTE DE PERMEABILIDADE A AGUA

A permeabilidade a 4gua dos compdsitos poliméricos de BNC-
PLLA/TMC e das membranas de nanocelulose bacteriana foi
determinada conforme o protocolo descrito a seguir.
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O arranjo experimental constou de 4 conjuntos de 2 recipientes
de poliestireno de 50 mL alinhados verticalmente, comunicados entre si
através de um orificio central de 5 mm que por sua vez foi vedado pelo
material de interesse (Figura 14).

Figura 14 - Sistemas teste de permeabilidade a 4gua para as membranas de BNC
puras e compositos poliméricos de BNC-PLLA/TMC. Em A) Detalhe da
interposicdo do biomaterial entre os frascos superior e inferior de cada sistema
teste; B) Arranjo de 4 unidades dos sistemas teste, BNC pura (posicOes 1 e 2), e
composito de BNC-PLLA/TMC (posicdes 3 e 4).

,
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Inicialmente, os recipientes superiores continham 40 mL de agua
destilada e os inferiores permaneceram vazios. A passagem de agua do
frasco superior ao inferior foi acompanhada e medida em ambos os
frascos em funcdo do tempo (0; 0,5; 1; 1,5; 2; 7; 14; 21; 40; 60 e 90
dias). A cada tempo, foi determinado o volume de agua coletado no
frasco inferior e calculado o percentual de passagem de agua do frasco
superior ao inferior através da Equacéo 1.

%FsFi=(Fi/Fs)x100 1)
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Onde % FF; representa a percentagem de passagem de agua do
frasco superior ao frasco inferior, F; a quantidade de agua fluida ao
frasco inferior e F, a quantidade inicial de agua no frasco superior.

322 ENSAIO DE DEGRADACAO DOS COMPOSITOS
POLIMERICOS DE BNC-PLLA/TMC

Amostras dos compositos poliméricos de BNC-PLLA/TMC
foram inicialmente identificadas (t0), pesadas, esterilizadas, imersas em
1 mL de solucdo tampédo fosfato (PBS com 0,02% de azida sodica
estéril), e depois devidamente acomodadas em placas individuais de
poliestireno de 24 pogos (TPP-AG®, Switzerland). Os conjuntos foram
mantidos a temperatura de 37°C e sob agitacdo continua a 80 RPM. A
degradacdo dos compositos foi avaliada em funcdo do tempo (0, 7, 14,
30, 60 e 90 dias) com renovacdo do PBS semanalmente. Nos tempos
descritos, os compésitos foram retirados do meio de degradacéo,
lavados em agua destilada, secos e depois congelados. A variacdo do pH
das soluc@es residuais foi determinada a cada 7 dias. Em seguida, as
amostras foram analisadas através da Cromatografia por Permeagdo em
Gel (GPC - do inglés Gel Permeation Cromatography) para
determinacgdo das massas molares, bem como foi estudada a morfologia
de superficie e da seccdo transversal de cada amostra através de andlises
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) nos tempos descritos.

3.2.2.1 CROMATOGRAFIA POR PERMEACAO EM GEL

Para as analises por cromatografia por permeacdo em gel (GPC)
as amostras dos compdsitos poliméricos de BNC-PLLA/TMC foram
obtidas a cada tempo dos ensaios de exposicdo ao PBS. As analises
foram realizadas em ftriplicata, sendo que para cada analise foram
utilizados 0,02g de amostra liofilizada (equivalente a 2 compdsitos),
solubilizadas em 4 mL de tetrahidrofurano (THF) por 24 h. A solucéo
foi entdo filtrada em filtro 0,45 micra e depois analisada em
equipamento Shimadzu (Brasil) elétrico modelo LC-20AD. As médias
ponderais das massas molares (M,,), obtidas através das medicdes do
cromatografo, foram anotadas, em kilo Daltons (kDa), bem como
determinado o indice de polidispersdo (M,/M;) onde M, indica a massa
molar numérica média. Os resultados foram submetidos & andlise
estatistica (Software Origin Pro®, versdo 8.5.d, EUA) com determinacéo
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das médias aritméticas e erros padrdo da média, seguidos de ANOVA de
uma via com teste de Tukey e intervalo de confianca <0,05.

3.2.2.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os compositos de BNC-PLLA/TMC a ser analisados por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram seccionados
longitudinalmente, originando duas metades, que foram entdo dispostas
horizontal e verticalmente (seccdo transversal) sobre a superficie dos
stubs, para entdo serem metalizadas com uma camada de ouro-paladio e
coladas com fita de carbono dupla face nos recipientes de suporte. Para
as andlises, foi empregado o microscopio eletrébnico (JEOL JSM-
6390LV), com fonte de elétrons de tungsténio, detector de elétrons
secundarios e nas tensodes entre 10 e 15 kV, localizado no Laboratério
Central de Microscopia Eletronica (LCME), da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Para cada amostra, foram obtidos, no minimo, 4
registros com diferentes ampliacoes.

No intuito de correlacionar os achados citolégicos com a
morfologia de superficie dos compositos modificados, amostras pds
fixadas com formaldeido e coradas por DAPI-Faloidina, foram
desidratadas com alcool em doses crescentes (30 a 100%), seguidas com
lavagens de solugdes de HMDS (hexametildissilazano) de concentragdes
também crescentes (30 a 100%), sendo em seguida removidas da
solucdo HDMS 100% e repousadas sobre papel absorvente para
evaporacdo do solvente organico. As amostras foram distribuidas sobre
fitas de carbono aderidas aos stubs e, entdo, recobertas com uma dupla
camada de carbono. Apos o recobrimento, as amostras foram escaneadas
por MEV utilizando o microscopio eletrdnico (JEOL JSM-6390LV),
com fonte de elétrons de Tungsténio, detector de elétrons secundarios e
nas tensoes entre 10 e 15 kV, localizado no Laboratorio Central de
Microscopia Eletrénica (LCME), UFSC.

3.23 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NO
INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER

Amostras de BNC e de compdsitos de BNC-PLLA/TMC
originais e recuperados apos 30, 60 e 90 dias de exposicdo ao PBS +
azida 0,02%, foram analisadas por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier Transform Infrared
Spectroscopy), realizada no instrumento modelo TENSOR 27 (Bruker,
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Alemanha), equipado com cristal de ZnSe utilizado para refletancia total
atenuada. Os espectros das amostras foram registrados em uma faixa de
4000-600 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e acimulo de 16 varreduras.

A determinagdo dos picos expressos em cada leitura foi
representada graficamente.

3.2.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

Amostras de 20mg de membranas de BNC, blendas de
PLLA/TMC, compositos BNC-PLLA/TMC originais e expostos aos
PBS por 30, 60 e 90 dias foram pesadas em um cadinho de ceramica
(Al,O3) e conduzidas a uma faixa de aquecimento de 20°C a 850°C,
com taxa incremental de 10°C min™ e sob atmosfera de nitrogénio
continua de 40 mL -min™. As anélises de TGA foram realizadas no
Laboratério de Controle de Processos e Polimerizacdo do Departamento
de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina, no equipamento STA modelo 443 F3 Jupiter,
marca Netzsch, Alemanha. As variagdes de massa obtidas no tempo e
em funcdo das temperaturas de aquecimento, bem com as derivadas
(dm/dT) em funcdo da temperatura foram calculadas e representadas
graficamente (Software Origin Pro®, versdo 8.5.d, EUA).

3.2.5 PROPRIEDADES MECANICAS

Membranas liofilizadas de BNC, amostras secas de PLLA/TMC
e de compositos de BNC-PLLA/TMC, foram recortadas em formatos
retangulares de 35 mm de comprimento, com 5 mm de largura e
espessura média de 0,1 mm. Amostras similares de cada grupo,
permaneceram 12 h em solugdo de PBS a 37°C. Os testes uniaxiais
foram realizados utilizando o texturdbmetro TA.HD plus Texture
Analyser, Stable Micro Systems ® (Inglaterra), com uma distancia
inicial de 10 mm entre as garras do sistema, carga de 500 N e velocidade
de deslocamento de 1 mm-s-1. O mddulo de elasticidade (mddulo de
Young) foi determinado a partir da determinacdo do coeficiente angular
da porcdo linear inicial das curvas tensdo/deformacdo (tipicamente no
intervalo entre 0,5% e 10% de deformacdo dos materiais). As tensdes e
deformacdes maximas a ruptura foram obtidas através da anotacdo das
coordenadas “x” e “y” das curvas tensdo/deformacdo no momento da
ruptura dos materiais durantes o0s testes mecénicos. Para cada
biomaterial, triplicatas foram realizadas e os diferentes materiais
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comparados entre si estatisticamente através de ANOVA de uma via, e
analise pos-hoc com teste de Tukey para p<0,05.

3.2.6 PERFILOMETRIA

A rugosidade de membranas liofilizadas de BNC, de blendas de
PLLA/TMC, de compdsitos de BNC-PLLA/TMC originais e de
compositos de BNC-PLLA/TMC modificados foi determinada através
de perfilometria a laser. Amostras de cada biomaterial foram recobertas
com Au e analisadas em um perfildbmetro de marca Zygo Newveiw
7300. Foram feitas andlises em triplicatas, analisando trés regides
distintas em cada amostra. As imagens foram processadas e tratadas
estatisticamente no programa Moutains Map Premium (64-bit version) e
os resultados anotados como média e erro padrdo. Os dados foram
submetidos a analise ANOVA de uma via com teste de Tukey, com
intervalo de confianga <0,05.

3.2.7 MOLHABILIDADE DE SUPERFICIE

O grau de molhabilidade das membranas de BNC, PLLA/TMC,
CP (compésitos de BNC-PLLA/TMC) e CPMOD (compositos de BNC-
PLLA/TMC modificado em uma das superficies), foi analisado através
das medidas dos angulos de contato entre gotas d’agua e a superficie de
cada biomaterial. Para tanto, gotas d’agua destilada foram posicionadas
sobre 3 pontos diferentes das superficies. Os angulos de contato foram
medidos através das imagens obtidas com a utilizagcdo do goniémetro
modelo Ramé Hart 250-F1/software Droplmage® (Nova Jérsei, EUA).
Os testes foram realizados a temperatura de 21°C e com umidade do ar
de 50%. Para cada biomaterial foram utilizadas 3 amostras. Os dados
resultantes foram analisados por ANOVA de uma via com teste de
Tukey e intervalo de confianga <0,05.

3.2.8 CAPACIDADE DE HIDRATACAO

A capacidade de hidratacdo de membranas liofilizadas de BNC,
de blendas de PLLA/TMC, de compdsitos de BNC-PLLA/TMC
originais e de compdsitos de BNC-PLLA/TMC modificados foi
determinada ao se mergulhar 3 amostras de cada biomaterial em
solucdes individuais de PBS + azida 0,02% e depois mantidos por 7 dias
a 37°C. Nos tempos pré-determinados (6 h, 24 h e 7 dias), as amostras
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foram removidas das respectivas solugdes, 0s excessos de agua
delicadamente removidos com auxilio de papel filtro e pesadas. A
capacidade de hidratacdo dos materiais foi determinada como o
percentual de ganho de massa através da Equacéo 2:

%Ganho de massa=((ps—pi)/pi)x100 2

Onde psé o peso final e p 0 peso inicial dos biomateriais sob
experimentacao.

3.3 ENSAIOS IN VITRO

3.3.1 ATIVIDADE METABOLICA DE FIBROBLASTOS L929 EM
CONTATO DIRETO COM COMPOSITOS DE BNC-PLLA/TMC
— QUANTIFICACAO PELO PELO MTS

A atividade metabdlica de fibroblastos de tecido conectivo de
camundongo, linhagem L929, apds exposi¢do das células & BNC, ao
PLLA/TMC e ao compdsito BNC-PLLA/TMC, foi avaliada pelo ensaio
do contato direto e quantificada pelo método MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4- sulfophenyl)-
2H-tetrazolium). O teste colorimétrico MTS estima a atividade
mitocondrial na presenca de metossulfato de fenazina (PMS),
produzindo cristais de formazan, que séo lidos por absorbéncia a 490
nm. Os ensaios foram repetidos em dois experimentos independentes
considerando-se triplicata de amostras para cada uma das repetices que
foram realizadas de acordo com a metodologia descrita a seguir.

Fibroblastos L1929, mantidos em nitrogénio liquido, foram
descongelados e cultivados em meio de cultura DMEM (do inglés
Dulbecco s modified Eagle’s medium, Gibco®, EUA). O meio de cultura
foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®, EUA) e 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco®, EUA) e as células em cultura foram
mantidas em atmosfera Umida, a temperatura de 37°C com 5% de CO,,
em placa de cultura de tecidos (TPP, Suica) para a propagacéo celular.
Apos atingir a confluéncia de 80% de preenchimento das superficies das
placas de cultura, as mesmas foram lavadas 3 vezes com uma solucéo de
PBS para a remogdo das proteinas do soro fetal bovino (SFB). Em
seguida, foi adicionada uma solugdo de tripsina 0,02% (Gibco®, EUA),
em volume suficiente para cobrir as células, e as placas foram
transferidas para a estufa (Ultrasafe HF 212UV) durante 5 min para a
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ativacdo da tripsina e descolamento das células aderidas na placa de
cultura. Na cabine de seguranca bioldgica, a tripsina e as células foram
transferidas para tubos de plastico de 2 mL e centrifugadas por 2
minutos a 24°C e 5000 RPM, originando uma solucdo sobrenadante a
ser removida (tripsina) e o pellet (as células), que foi novamente
suspenso em meio de cultura para que as células viaveis fossem
quantificadas utilizando-se uma camara de Neubauer (SP Labor, Brasil).

Os fibroblastos foram entdo semeados em placas de cultura de 24
pocos, na densidade celular de 18.000 células/pogo, contendo 300 pL de
meio de cultura DMEM e mantidos na estufa (Ultrasafe HF 212UV), em
atmosfera Umida, a temperatura de 37°C e com 5% de CO, por 24 h.
Apbs este periodo, amostras de BNC, PLLA/TMC e BNC-PLLA/TMC
foram adicionadas sobre as células em cultura. Trés pogos de cultura
foram mantidos sem a inclusdo de material para o controle do
crescimento celular nas placas isoladamente. Ap6s o tempo de cultura
de 1, 3 e 7 dias, as amostras de BNC, PLLA/TMC e BNC-PLLA/TMC
foram removidas. As células em cultura foram lavadas com PBS (trés
vezes) e 300 uL de meio de cultura e 60 pL do reagente MTS foram
adicionados em cada poco de cultura, para em seguida ser incubadas por
3 h em atmosfera Umida contendo 5% de CO, a 37°C. Apds a
incubagao, cada solugdo foi homogeneizada e 100 uL de cada amostra
foi transferida para uma placa de 96 pogos (TPP-AG®, Switzerland). A
absorbéncia das solugctes foi medida em 490 nm em espectrofotdmetro
(Molecular Devices, EUA). O efeito das amostras (BNC, PLLA/TMC e
BNC-PLLA/TMC) sobre a atividade metabolica dos fibroblastos L929
foi calculado comparando-se a blenda BNC-PLLA/TMC as amostras de
BNC e a0 PLLA/TMC. Os dados foram tratados estatisticamente atraves
do método ANOVA considerando-se o teste de Tukey para p<0,05.

3.32 ADESAO E PROLIFERACAO DE QUERATINOCITOS
HUMANOS (HaCaT)

A adesdo e proliferacdo de queratindcitos humanos de linhagem
imortalizada (HaCaT) cultivados sobre membranas liofilizadas de BNC,
blendas de PLLA/TMC, compdsitos de BNC-PLLA/TMC originais
(CP) e compositos de BNC-PLLA/TMC (CPMOD) modificados foram
caracterizadas, qualitativa e quantitativamente através das analises de
microscopia confocal e determinacdo das concentracbes de DNA
estimadas pela técnica do Pico Green®, respectivamente, conforme os
protocolos abaixo descritos.
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3.3.2.1 DESENHO EXPERIMENTAL

A avaliagdo das propriedades de adesdo e proliferacdo de
queratindcitos humanos (HaCaT) em compdsitos poliméricos de BNC-
(PLLA/TMC) e suas matrizes poliméricas, elaborados conforme
descrito nas segdes 3.1.2.1 e 3.1.2.2 e 3.1.2.3 deste manuscrito, seguiu o
desenho experimental disposto nas Figuras 15 e 16. A Figura 15
demonstra, de maneira esquematica, a disposicdo de cada unidade do
conjunto placa, material, meio de cultura e células utilizados nestes
ensaios.

Figura 15 - Diagrama demonstrando o arranjo placa-biomaterial-células para
ensaios in vitro de adesdo e proliferacdo de queratindcitos humanos em
compositos de BNC-PLLA/TMC.

ENSAIO DE ADESAO/PROLIFERACAO
ARRANJO PLACA-MATERIAL-CELULAS

COMPOSITO BNC-PLLA/TMC CELULAS + MEIO DE CULTURA

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 16 estdo representados, de maneira esquematica, 0s
grupos e controles relativos aos ensaios de adesdo e proliferacéo celular
em questao.
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Figura 16 - Diagrama representando 0s grupos e ensaios necessarios para a
caracterizacdo in vitro da atividade metabdlica celular e adesdo celular de
queratindcitos (HaCaT) humanos.

CONTROLES Cp CPMOD

. Células-placa | ensal0s (1, 7, 14 dias)
e— 1. PROLIFERACAO CELULAR — PICO
A —— BNC GREEN®
- 2 ADESAO CELULAR — MICROSCOPIA
- CONFOCAL

C e ) PUAMC

Fonte: Elaborado pelo autor.

3322 CULTURA DE CELULAS HaCaT SOBRE OS
BIOMATERIAIS

As células HaCaT, mantidas em nitrogénio liquido, foram
descongeladas e cultivadas em meio de cultura celular Medium
106/LSGS (Gibco®) e Medium 154 (Gibco®), respectivamente,
suplementados com 10% m/v de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) e 1%
m/v de penicilina/estreptomicina (Gibco®). A propagacio celular se deu
em placas de cultura de tecidos (TPP-AG®, Switzerland), sob atmosfera
serd Umida a 37°C, com 5% v/v de CO,. Ap0s atingir a confluéncia de
80%, as células foram lavadas trés vezes com uma solucdo PBS para a
remogao das proteinas do SFB da superficie das mesmas. Apos as placas
de cultura receberem 1 mL de solugdo TrypLE™, Gibco®), foram entéo
transferidas para a estufa incubadora (Ultrasafe HF® 212UV) por 5
minutos para a ativacdo da tripsina e descolamento das células aderidas
as placas de cultura. Na cabine de seguranca bioldgica, as células em
suspensdo foram remanejadas para tubos de plastico de 2 mL e
centrifugadas por 2 minutos a 24°C e 1.200 RPM. A solucdo
sobrenadante foi removida e o pellet resultante (as células), foi
resuspendido em meio de cultura e quantificado em camara de Neubauer
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(SP LABOR, Brasil). Os queratinécitos, quantificados em 5-10° células,
juntamente com 2 mL do meio de cultura, foram semeados sobre cada
biomaterial depositado ao fundo de cada um dos pogos das placas de
cultura de tecidos (TPP-AG®, Switzerland). O meio de cultura foi
adicionado sobre cada membrana de maneira que ndo ocorresse
transbordamento e perda de células para o fundo das placas. Os
conjuntos foram mantidos em atmosfera imida, a 37°C com 5% v/v de
CO,. Exceto para as analises de 24 h, os meios de cultura foram
trocados a cada 2 dias até o término dos periodos experimentais de 7 e
14 dias cultura. Ao final de cada tempo de analise, as células foram
lavadas em PBS (3 vezes) e 0s ensaios seguiram as rotinas abaixo
descritas para analise por microscopia confocal e quantificacdo de DNA
pela técnica do PicoGreen®

3323 AVALIACAO DA MORFOLOGIA CELULAR POR
MICROSCOPIA CONFOCAL

Para avaliacdo por microscopia confocal as células foram fixadas
com formaldeido a 4%, permeabilizadas com 0,2% de Triton X-100 em
PBS, para, entdo, em ambiente escurecido, serem coradas com Alexa
Fluor 546/Faloidina (Molecular Probes Inc., Eugen, OR, USA) e DAPI
(sal dihidrocloridrico, 4°,6- diamidino-2-fenilindol), (Molecular Probes
Inc., Eugen, OR, EUA). Em seguida, as membranas fixadas foram
montadas em laminas para as analises por microscopicas utilizando o
microscopio confocal, Leica DMI6000 B (Leica Microsystems,
Heidelberg GmbH, Alemanha) disponivel no Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica da UFSC (LCME).

3324 QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO DE DNA
PELA TECNICA DO PICO GREEN®

A proliferacdo celular dos queratindcitos em contato com os 4
biomateriais foi avaliada pelo ensaio fluorimétrico que quantifica o
montante de dsDNA presente nos lisados celulares, através do reagente
PicoGreen® (Invitrogen, USA), como descrito pelo fabricante.

Apos serem lavadas em PBS, amostras dos biomateriais contendo
as células cultivadas por 1, 7 e 14 dias de cultura foram transferidas para
pogos de outra placa, acrescidas de 1 mL de &gua ultrapura e mantidas
em atmosfera Umida & temperatura de 37°C com 5% de CO, por 1 h e
depois armazenadas em ultrafreezer -80°C (Nuaire, EUA) até o uso. No
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momento da quantificacdo do dsDNA, o material foi descongelado e
centrifugado a 2000 RPM por 10 min. Em pocos individuais de uma
placa de 96 pocos foi realizada a seguinte mistura: 28,7 L das amostras
de interesse com 71,3 uL da solucdo de PicoGreen® (2ug-mL™) diluidos
em tampdo TE e incubados por 5 min. As intensidades das
fluorescéncias das solugBes foram medidas com um espectrofotémetro
(Molecular Devices, EUA) com excitacdo em 480 nm e emissdo em 520
nm. A quantificacdo da concentracdo de dsDNA foi realizada pela
equacdo da curva padrdo preparada a partir do padrdo de A-DNA. Para
cada ensaio foram utilizadas triplicatas de cada amostra, com medigao
dupla das fluorescéncias. Os ensaios foram repetidos 3 vezes e 0s dados
resultantes expressos como a média aritmética e erro padrdo da média e
em seguida analisados por ANOVA de uma via com teste de Tukey e
intervalo de confianga p<0,05.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram, exceto quando indicado, avaliados
estatisticamente através do software (Origin Pro, versdo 8.5, EUA) e
expressos como a média aritmética e erro padrdo da média e
posteriormente comparados através da analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para p < 0,05.






4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUCAO DOS COMPOSITOS DE BNC-PLLA/TMC

Para o desenvolvimento e a escolha dos compdsitos poliméricos
levou-se em consideracdo a maleabilidade inicial e ap6s 40 dias de
exposicdo a uma solucdo de PBS + azida 0,02% m/v. As blendas de
PLGA, independentemente da espessura de BNC utilizada, ou da razédo
molar dos componentes das mesmas, demonstraram-se bastante rigidas
apos poucos dias (5 dias) de imersdo em PBS, tornando-as inadequadas
para a aplicacdo conformacional junto & medula espinhal displasica
fetal. As blendas de BNC com PLLA/TMC demonstraram boa condi¢ao
de maleabilidade inicial e que se manteve ao longo dos 40 dias de
exposicdo ao PBS.

Conceitualmente, pensava-se em uma blenda bicamada, uma
externa, hidrofilica e porosa (compativel com a BNC), o que favoreceria
a efetiva adeséo e proliferacdo celular; e outra, interna, impermeével a
agua e lisa (compativel com o PLLA/TMC), que isolaria 0 espago
subaracndideo do nocivo liquido amni6tico e minimizaria a ocorréncia
de aderéncia de raizes nervosas a nova dura-mater. No entanto, apds
periodo de exposicdo inicial ao PBS, observou-se o desprendimento
completo entre a fase da BNC e a do PLLA/TMC. Em contrapartida, o
arranjo em tricamada por imersdo e evaporacdo do solvente, manteve 0s
materiais justapostos sem prejuizo a maleabilidade. Em virtude destes
resultados, decidiu-se explorar este tipo de compdsito BNC-
PLLA/TMC, produzindo-as em 2 tamanhos para 0s diversos ensaios
propostos, conforme medidas demonstradas na Tabela .

Tabela 4 - Dimensbes e massas dos compositos de BNC-PLLA/TMC
produzidos nos tamanhos A e B.

DIAMETRO E ~ MASSAS
~ ESPESSURA (MEDIAS COM DP -
(MEDIAS COM DP - mm) mg)
TAMQNHO 154 (+ 1,4) e 0,1 (+ 0,025) 10,82 (£ 1,2)
TAMQNHO 32,3 (£0,9) e 0,1 (+ 0,02) 80,83 (& 8,4)

Fonte: elaborado pelo autor.
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A Figura 17 apresenta fotos dos compdsitos poliméricos
produzidos nos 2 tamanhos e uma micrografia da seccdo transversal de
uma amostra.

Figura 17 — Composito polimérico de BNC-PLLA/TMC. Em: A) aspecto
macroscopico com visdo de superficie (tamanho A); B) aspecto macroscopico
com visdo de superficie (tamanho B); C) visdo da sec¢do transversal a MEV.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Os compdsitos poliméricos de BNC-PLLA/TMC resultantes foram
produzidos acompanhando o formato circunferencial das BNC, nos 2
tamanhos descritos, e em numero suficiente para a realizacdo dos
ensaios.
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4.2 CARACTERIZAGAO DAS BLENDAS DE BNC-PLLA/TMC

4.2.1 PERMEABILIDADE A AGUA

A Figura 18 demonstra a percentagem de agua transposta do
frasco superior ao frasco inferior através das membranas de
nanocelulose bacteriana (BNC) e compositos BNC-PLLA/TMC ao
longo dos 90 dias de ensaios.

Figura 18 - Percentagem de agua transposta do frasco superior ao frasco inferior
através de membranas de BNC e compositos de BNC-PLLA/TMC.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As membranas de BNC demonstraram-se permeaveis a agua,
com total escoamento de agua do frasco superior ao frasco inferior do
arranjo em 48 h de experimento. Este resultado é corroborado por dados
de literatura que evidenciam a porosidade e hidrofilicidade das
membranas de BNC (GODINHO et al., 2016; STUMPF et al., 2013).
De outra maneira, 0s compositos de BNC-PLLA/TMC ndo foram
permedveis a agua em até 90 dias, o que é explicado pela
hidrofobicidade da blenda de PLLA/TMC(FUKUSHIMA, 2015; LI et
al.,, 2014). Li et al. (2014) estudaram blendas de PLLA/TMC e
PLLA/PTMC (poli(L-acido latico—co—poli-trimetileno carbonato)) com
diversas fragcbes de TMC e PTMC, tendo evidenciado que o aumento da
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fragdo molar de TMC em relacio ao PLLA confere menor
permeabilidade ao vapor d’agua.

422 ENSAIOS DE DEGRADAGCAO DOS COMPOSITOS DE
BNC-PLLA/TMC

A Figura 19 demonstra a evolugdo das médias ponderais das
massas molares (M,,) das amostras de compositos de BNC-PLLA/TMC
e 0s respectivos indices de dispersdao (M,,/M,) em diferentes tempos de
exposicdo ao PBS, obtidas através de andlises por GPC. A M, e o
indice de dispersdo (M,,/M,) dos compdsitos de BNC-PLLA/TMC néo
expostos a solucdo de PBS + azida 0,020% foi de 158 (+0,8) kDa e 1.67
(x0,01), respectivamente, caracterizando uma blenda de alto peso
molecular e bastante homogénea (CANEVAROLO, 2004).

Figura 19 - Massas molares ponderadas (M,,) e indice de dispersdo (M,/M,) dos
compositos de BNC-PLLA/TMC expostos ao PBS durante 90 dias.
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A curva inferior da Figura 19 demonstra que as médias
ponderadas das massas molares (M,) dos compositos analisados
variaram minimamente ao longo dos 90 dias de exposicdo ao PBS +
azida 0,02%, porém sem significancia estatistica apés ANOVA de uma
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via com teste de Tukey e intervalo de confianca p<0,05. Este padrdo de
degradacdo esta associado a introducdo do componente TMC junto ao
PLLA. O TMC aumenta a hidrofobicidade do conjunto, o qué, em
Gltima instancia, limita a degradacdo por hidrélise dos compdsitos
(DARGAVILLE et al., 2011; FENG; ZHUO; ZHANG, 2012). No
entanto, outros autores sugerem que com o aumento da fracdo molar de
TMC, aumentar-se-ia o ritmo da degradacdo da blenda (LI et al., 2013).
Dargaville et al. (2011) estudaram a degradacdo de blendas de
PLLA/TMC com variacdo de 30 a 70% m/m de TMC na composi¢do
final. Apds 84 dias de degradacdo hidrolitica em PBS, os autores
sugerem que, tdo importante quanto a fracdo molar do componente
TMC nestas blendas, a cristalinidade e as respectivas massas molares
sdo relevantes a biodegradabilidade dos materiais.

A curva superior da Figura 19 ilustra a evolugdo do indice de
dispersdo (M,/M,) das massas molares obtidas atraves das analises por
GPC. Este indice variou entre 1,64 (exposi¢do de 7 dias) e 1,92
(exposicdo de 14 dias), indicando uma dispersdo estreita, compativel
com cadeias poliméricas de tamanho mais uniforme (CANEVAROLO,
2004). Nao houve diferenca estatistica entre os pontos obtidos, bem
como ndo ocorreu alargamento da dispersdo, o que é compativel com a
manutencdo da homogeneidade das amostras e degradacdo
negligenciavel (LI et al., 2013).

As fotos das superficies e das seccdes transversais dos
compositos de BNC-PLLA/TMC, obtidas por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), estdo dispostas nas Figuras 20 e 21.

As anédlises de superficie demonstram a homogeneidade das
amostras, ndo havendo, mesmo em 90 dias, sinais morfoldgicos de
degradacdo visivel, sejam eros@es, rupturas ou achatamentos. Nota-se, ja
a partir do sétimo dia de exposi¢do, a deposicao de cristais de superficie,
ricos em sodio e calcio (ap6s analise por EDS, Espectroscopia por
Dispersao de Raio x, do inglés Energy Dispersive X-ray Spectroscopy).
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Figura 20 - Aspecto a Microscopia Eletrénica de Varredura das superficies dos
compositos de BNC-PLLA/TMC expostos a solugdo de PBS/azida 0,02%.
Aumento de 500x. Em: A) tempo zero; B) 7 dias; C) 14 dias; D) 30 dias; E) 60
dias e F) 90 dias de exposicdo.

10kV X500  50pm LCME-UFSC 10kV X500  50pm LCME-UFSC 10kV X500 - 50pm ° LCME-UFSC

B 10KV X500  50pm LCME-UFSC 10kv X500  50pm LCME-UFSC 10kV X500, 50pm LCME-UFSC

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 21 — Aspecto a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das secgdes
transversais dos compositos de BNC-PLLA/TMC expostos a solucdo de
PBS/azida 0,02%. Aumento de 500x. Em: A) tempo zero; B) 7 dias; C) 14 dias;
D) 30 dias; E) 60 dias e F) 90 dias.

10kV X500  50pm LCME-UFSC 10kV X500  50pm LCME-UFSC 10kv X500  50pm LCME-UFSC
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As analises por MEV das secdes transversais dos compositos de
BNC-PLA/TMC demonstram 0 aspecto das suas 3 camadas
constituintes: uma camada de BNC envolta por um extrato superior e
inferior de PLLA/TMC. Nota-se, em todas as amostras, que as 2 fases
apresentam intima relacdo, com penetracdo do PLLA/TMC através da
trama fibrilar da BNC. Nas fotos B, C e D observa-se irregularidade de
superficie junto a fase do PLLA/TMC, interpretado como artefatos
formados por microbolhas durante a fase de imersdo e evaporacdo do
solvente durante a elaboragéo das blendas.

Morfologicamente, através das andlises por MEV, ndo se
detectaram sinais compativeis com degradagdo em 90 dias. Outros
autores obtiveram resultados semelhantes, sobretudo em estudos in
vitro, uma vez que a degradacdo inicial é bastante ténue e devida
exclusivamente a hidrélise (DARGAVILLE et al., 2011; MOCHIZUKI,
HIRAMI, 1997). Li et al. (2013) em um estudo de degradacéo in vitro
de blendas poliméricas variadas, incluindo amostras de PLLA/TMC
50/50 m/m, com 300 dias de duracéo, detectaram erosdes na superficie e
seccdo transversal dos blendas analisadas & MEV. Experimentos in vitro
com degradacéo enziméatica (DONG et al., 2014a) e in vivo (GUO et al.,
2011; VAN LEEUWEN et al., 2012) demonstram degradacdo mais
acelerada do PLLA/TMC. Dong et al. (2014a) analisaram o
comportamento in vitro de blendas poliméricas variadas (PLLA,
PLLA/TMC (95/5), PLLA/TMC/GA) em diversas proporcbes de
fragBes molares) expostos a uma solucdo de PBS com proteinase K. Ao
final do estudo (exposicdo de 30 dias), verificou-se perdas de 20% de
40% de massas molares e massas, respectivamente, para o PLLA/TMC
95/5, indicando que a degradacdo enzimatica, tal como ocorre em
organismos Vivos, é capaz de acelerar a degradacdo e absorcdo de
poliésteres e policarbonatos.

Dado que os compdsitos de BNC-PLLA/TMC resultaram em
membranas de superficie pouco rugosas, decidiu-se pela modificacao de
uma das suas superficies através da aplicacdo de pequenas quantidades
de cloroférmio, seguida da remocdo mecanica das porces de
PLLA/TMC solubilizadas. A Figura 22, apresenta micrografias obtidas
por MEV documentando tais modificagdes.
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Figura 22 — Micrografias por MEV dos compoésitos modificados. Em: A) sec¢do
transversal com camada superior modificada, aumento de 900X; B) a visdo de
superficie com transi¢do entre o centro (superficie modificada) e a periferia
mais regular, aumento de 100X; C) detalhe de camada de PLLA/TMC afilada
com exposic¢ao parcial da BNC, aumento de 3000x; D) visdo aproximada da
superficie da BNC com fibras entremeadas pelo PLLA/TMC, aumento de
6000X.

10V X900  20pm LCME-UFSC X100  100pm LCME-UFSC

4
f
10kV  X3,000 5pm LCME-UFSC =¥ 10kV X8,000 '2pm LCME-UFSC ,
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Através das analises da figura 22, pode-se observar que o0s
compositos foram efetivamente modificados, resultando em superficies
de relevo mais irregular, inclusive com areas de exposi¢do da trama
nanofibrilar correspondente a BNC. Os novos compositos modificados
foram entdo caracterizados através de testes de rugosidade, capacidade
de hidratacdo e testes de angulo de contato, bem como foram
adicionados aos grupos de biomateriais para os testes de proliferagdo e
adesao de queratindcitos in vitro.



91

423 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

Na Figura 23 observa-se a estrutura quimica da blenda de
PLLA/TMC, enquanto que na Figura 24 estdo representadas as analises
por FTIR de amostras de BNC e compdsitos de BNC-PLLA/TMC
originais e expostos ao PBS em até 90 dias.

Figura 23— Estrutura quimica da blenda de PLLA/TMC.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 23, na sua porcao inferior, mostra a estrutura quimica da
blenda de PLLA/TMC, resultado da polimerizacdo por abertura de anel
entre o PLLA e o trimetileno carbonato. Os picos de transmitancia por
andlise FTIR estdo representados a seguir.
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Figura 24 - Analise por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) de amostras de BNC e compdsitos poliméricos de BNC-
PLLA/TMC originais e expostos ao PBS por 30, 60 e 90 dias.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As andlises de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) denotam a ocorréncia de um pico
correspondente  aos grupos hidroxila (O-H), caracteristicamente
presentes na estrutura quimica da BNC, ao redor de 3300 cm™, bem
como o estiramento C-O com pico logo acima de 1000 cm™. Em
contrapartida, as analises relacionadas aos compdsitos poliméricos de
BNC-PLLA/TMC, evidenciam transmitancia em comprimentos de onda
com picos em 1750 cm™, correspondente ao grupo carbonila (C=0),
picos em 1250 cm™ correspondendo ao grupo funcional éter (C-O-C) e
em 3000 cm™ correspondendo & ligacdo C-H (hidrocarbonetos). Estes
achados sdo compativeis com os encontrados por Dong et al. (2014b)
que estudaram varias blendas poliméricas com potencial para confeccéo
de stents coronarianos absorviveis, incluindo uma composicdo de
PLLA/TMC, na razdo molar 75/25 m/m. Nota-se ainda que,
residualmente, ndo se observaram picos caracteristicos do cloroférmio,
denotando que houve evaporacéo total do solvente.
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4.24 TERMOGRAVIMETRIA

O comportamento térmico das membranas de BNC, blendas de
PLLA/TMC e compdsitos de BNC-PLLA/TMC originais e expostos a
uma solugdo de PBS + azida 0,02% por 30, 60 e 90 dias foi estudado
através de termogravimetria. A Figura 25 apresenta as curvas de TGA e
DTGA (derivada das curvas termogravimétricas) obtidas.

Figura 25 — Curvas termogravimétricas (TGA e DTGA) representando as
variagdes das massas de membranas de BNC, de blendas de PLLA/TMC e dos
compésitos de BNC-PLLA/TMC expostos ao PBS por 30, 60 e 90 dias em
funcéo de temperaturas crescentes.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As curvas para a BNC mostram 3 fases distintas: uma inicial, dos
80°C aos 100°C, correspondendo a perda de massa relacionada com a
vaporizacdo da &gua contida nas membranas; uma segunda fase,
caracterizada pela rapida perda de massa, indicando que ocorreu
degradacdo do material (temperatura de degradacdo (Tg4)) em 335°C e
uma terceira fase corresponde a lenta perda de massa, que a partir dos
390°C decai lentamente para 15% da massa inicial nos 800°C, sendo
compativel com os residuos de carbono da amostra. Estes resultados sdo
comparaveis aqueles obtidos por outros autores, que encontraram uma
temperatura de degradagdo para a BNC de 350°C, 360°C, 355°C e
343°C, respectivamente (GEORGE et al., 2005; GOLDSCHMIDT et al.,
2016; HU; CATCHMARK, 2011; STUMPF et al., 2013). As blendas de
PLLA/TMC e os respectivos compdsitos também originaram curvas
termogravimétricas trifasicas. A despeito de pequena perda inicial de
massa verificada na blenda PLLA/TMC, os compdsitos apresentaram
perda de massa desprezivel nesta fase. Durante a fase de rapida perda de
massa, 0S picos observados nas curvas de DTGA em 318°C e 325°C
correspondem as temperaturas de degradacdo (T4) para a blenda
PLLA/TMC e o composito de BNC-PLLA/TMC respectivamente,
enquanto que a T4 encontrada para os compdsitos expostos ao PBS por
30, 60 e 90 dias esteve ao redor dos 311°C. As andlises das
temperaturas de degradacdo, sugerem que a adicdo da BNC ao
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PLLA/TMC confere maior estabilidade térmica a blenda, indicando uma
intima relacdo entre as fases dos 2 biomateriais. No entanto, este efeito é
parcialmente revertido nos compdsitos expostos ao PBS. Isto poderia ser
explicado pelo fato de que, ao serem expostos a solucdo de PBS, os
compositos, mesmo com perda de massa molar insignificante em 90
dias, sofrem mudangas de cristalinidade que podem alterar suas
performances térmicas (DARGAVILLE et al.,, 2011; DONG et al,,
2014b; HU; CATCHMARK, 2011; LEE; BLAKER; BISMARCK,
2009). Lee et al. (2009) estudaram o comportamento térmico de
amostras de PLLA puras e compdsitos combinando PLLA e nanofibrilas
de BNC, através da técnica da separagdo de fase induzida termicamente.
Os compositos resultantes demonstraram maior estabilidade térmica que
as laminas de PLLA originais.

4.2.5 PROPRIEDADES MECANICAS

Amostras de membranas de BNC, blendas de PLLA/TMC e
compositos de BNC-PLLA/TMC, secos e Umidos, foram testados
quanto as suas principais propriedades mecanicas: moédulo de
elasticidade (mddulo de Young), tensdo maxima a ruptura e deformacéo
maxima & ruptura. Os resultados destas analises estéo representados na
Figura 26.
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Figura 26 — Performance mecénica de amostras secas e Umidas de BNC,
PLLA/TMC e compositos de BNC-PLLA/TMC. BNCW, PLLAW, CPW
indicam membranas de BNC, PLLA/TMC e compositos de BNC-PLLA/TMC
Umidas, respectivamente. Simbolos iguais denotam performances sem diferenga
estatistica para p < 0,05.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Dentre todos os biomateriais secos testados, as blendas de
PLLA/TMC apresentaram os menores mddulos de elasticidade (0,71
kPa) e tensdo maxima a ruptura (35 kPa), porém foram os materiais
mais flexiveis, alcancando deformacBes ao redor de 400% antes da
ruptura. A BNC se demonstrou como o material com o maior moédulo de
elasticidade (11 kPa) e resisténcia ténsil (90 kPa), mas com o menor
alongamento antes da ruptura (13%). Os compositos de BNC-
PLLA/TMC apresentaram desempenho intermediario entre as
membranas de BNC e PLLA/TMC isoladas, com mdédulo de
elasticidade, tensdo maxima a ruptura e deformacdo maxima a ruptura
de 4 kPa, 63 kPa e 57%, valores estes mais proximos aos valores obtidos
para as membranas de BNC. Quando umedecidos em PBS a 37°C por
12 h, as membranas de BNC apresentaram diminuicdo dos seus mddulos
de elasticidade, enguanto que as blendas de PLLA/TMC e os
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compdsitos apresentaram a mesma performance para o intervalo de
confianca p <0,05. A resisténcia ténsil maxima antes da ruptura
diminuiu de maneira significativa somente nas membranas de BNC,
enquanto que a deformacdo maxima a ruptura ndo se alterou de maneira
significativa para nenhum dos 3 biomateriais testados (p < 0,05).

Dargaville et al. (2011), estudaram blendas de PLLA/TMC com
diferentes fracbes molares de TMC, tendo encontrado, para o
PLLA/TMC (razdo molar 58/42) modulo de Young de 3.8 MPa, em ar
ambiente a 18°C e 1,7 MPa quando as amostras foram testadas em agua
a 37°C. Pégo et al. (2003), ao estudar uma blenda de PDLLA/TMC, na
razdo molar 50/50, verificaram mddulo de Young de 16 MPa para testes
realizados em amostras secas. Ao avaliar a performance mecénica de
membranas de BNC, Hu et al. (2011) encontraram modulo de
elasticidade de 20,8 GPa e resisténcia a tracdo de 357,3 MPa para
amostras puras de BNC, enquanto que, quando adicionadas de
polianilina (um biopolimeros eletrocondutor), 0 modulo de elasticidade
decresceu para 5,6 GPa e a resisténcia a tracdo para 95,7 MPa. Lee et al.
(2009) estudaram nanocompdsitos de PLLA e BNC, com a celulose
sendo previamente tratada com A&cidos organicos e depois
homogeneizada com PLLA através de separacdo de fase induzida
termicamente. Os autores demonstram que a adi¢cdo de BNC ao PLLA,
naquelas condi¢des, aumentou os modulos de elasticidade de 1,34 GPa
para 1,98 GPa e a resisténcia ténsil de 60,7 MPa para 68,5 MPa
comparando as membranas de PLLA e BNC/PLLA, respectivamente.
No mesmo estudo, foi demonstrado uma diminuicdo na deformacédo a
ruptura de 3,6% a 2,7% na comparacdo entre 0 PLLA e 0s compdsitos
de BNC/PLLA respectivamente. Outros autores demonstraram um
aumento na resisténcia ténsil e médulo de elasticidade de 203% e 146%
em compdsitos de BNC/PLLA em comparacdo ao PLLA isolado (KIM
etal., 2009).

Em comparacdo como os dados da literatura, encontramos
valores absolutos de mddulos de elasticidade e resisténcia ténsil
consideravelmente mais baixos que os descritos. Esta ampla variagéo se
deve, possivelmente, a variacbes na densidade, cristalinidade e
geometria de materiais tidos como similares, bem como a variabilidade
de condicdes de testes e equipamentos adotados. Godinho et al. (2016),
ao estudar a incorporagdo de extratos de Aloe vera as membranas de
BNC (elaborada a partir de cepas de G. hansenii), obteve valores de
modulo de elasticidade e tensdo maxima a ruptura de 26,9 kPa e 480
kPa respectivamente, valores estes mais proximos aos valores
verificados no presente estudo. Kim et al. (2009) combinaram a BNC
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ao PLLA, resultando em um composito resistente e homogéneo, porém
rigido, devido ao componente PLLA. Esta associacdo ndo se constitui
em uma solucdo que atenda a demanda de implantacdo junto a medula
espinhal fetal circundada pelo liquido amnidtico, pois 0 composito
poderia causar compressdo junto ao tecido medular e, a0 mesmo tempo,
se soltar dos tecidos aos quais ele seria ancorado, provocando fistulas
liqudricas. Tdo importante quanto a determinacdo dos parametros para
cada biomaterial isoladamente, as analises de performance mecénica
permitiram verificar que a combinacdo de BNC e PLLA/TMC originou
um composito de caracteristicas mecanicas intermedidrias entre os dois
polimeros, resistente e ao mesmo tempo flexivel, resultados estes
favoraveis para aplicagBes cirdrgicas que envolvam a reparacdo de
amplos defeitos cutdneos (DARGAVILLE et al., 2011).

4.2.6 PERFILOMETRIA

A analise de perfilometria foi aplicada para determinacdo da
rugosidade de superficie das amostras de nanocelulose bacteriana
(BNC), da blenda de PLLA/TMC, do compdsito de BNC-PLLA/TMC
(CP) e do compdsito modificado de BNC-PLLA/TMC (CPMOD). A
Figura 27 demonstra as imagens de superficie dos materiais analisados,
enquanto que a Figura 28 representa os valores de rugosidade média
para cada um dos materiais.
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Figura 27 — Aspecto de rugosidade de superficie de amostras de BNC,
PLLA/TMC, compésitos de BNC-PLLA/TMC originais e compdsitos de BNC-
PLLA/TMC modificados.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 28 - Rugosidade média da superficie de amostras de BNC, blenda de
PLLA/TMC, compésitos de BNC-PLLA/TMC originais (compdsito) e
compositos de BNC-PLLA/TMC modificados (comp6sito modificado).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Pode-se observar na Figura 27, que a rugosidade da superficie
do compésito de BNC-PLLA/TMC é distinta daquela encontrada nas
membranas de celulose nanocelulose bacteriana (BNC). No entanto,
observa-se que a superficie do compdsito apresenta similaridade com a
superficie da blenda de PLLA-TMC, evidenciando uma camada delgada
e ondulada na superficie do compdsito. JA no compdsito modificado,
pode-se observar um comportamento mais préximo a superficie da
BNC, indicando que ocorreu a remoc¢do da blenda na superficie do
compdsito através da modificacdo quimica.

A quantificacdo das rugosidades médias (Figura 28) revela que
a BNC apresenta uma rugosidade média de 0,403 + 0,072 um e quando
a BNC é impregnada com a blenda PLLA-TMC, a mesma passa a
apresentar uma rugosidade média de 0,016 + 0,016 um, resultado muito
similar quando comparado com a blenda pura, com rugosidade média de
0,012 0,001 pm. J& o composito modificado apresentou uma
rugosidade média de 0,394 + 0,043 um, resultado que se assemelha ao
da BNC.

O grau de rugosidade de superficie dos materiais € um
importante fator na promocdo de adesdo celular, sendo que,
genericamente, quanto maior o seu grau, mais facilmente as células se
aderem ao material (KUNZLER et al., 2007; PRASAD et al., 2015;
RIMPELOVA et al., 2014; ROCHA et al., 2014; SMITH et al., 2009).
Superficies muito uniformes e lisas, com baixo indice de rugosidade,
tendem a dificultar a adesdo celular (BERTI et al., 2013; ISHIZAKI;
SAITO; TAKAI, 2010) enguanto que em algumas combinacgdes
material-célula, graus de rugosidade mais baixos podem favorecer a
adesdo celular (FAN et al., 2002; KUNZLER et al., 2007). Existe
consideravel variabilidade das medidas da rugosidade, dadas as
variagbes de materiais e condi¢bes topograficas (FAN et al., 2002;
PRASAD et al., 2015). Kunzler et al.(2007), demonstraram que indices
de rugosidade crescentes (variando de 1,12 pm a 5,70 yum), em um
mesmo disco de aluminio recobertos por titanio, favoreceram a adesédo
de osteoblastos de calvéria de ratos, enquanto que fibroblastos gengivais
humanos aderiram mais facilmente nas superficies de rugosidade menor.
Outros autores modificaram a superficie de laminas de PLLA/TMC
(70/30%) através de técnica fotolitogréafica, produzindo sulcos de
largura e profundidade varidveis, sobre as quais cultivaram mioblastos
C2C12 por 7 dias (ALTOMARE et al., 2010). A rugosidade de
superficie variou de 0,60 um a 5 um, enquanto que as larguras variaram
de 5 um a 100 pum. Ao final dos 7 dias de cultivos, os autores
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demonstraram que os mioblastos em questdo aderiram e proliferaram de
maneira eficaz junto a sulcos mais rasos e largos, medindo 1 pm de
profundidade e 25 um de largura.

Corroborando a conotacdo multifatorial na determinacdo da
adesdo celular junto a superficie dos materiais, Rocha et al. (2014),
estudaram blendas de poli(trimetileno carbonato-co-g-caprolactona)-
(P(TMC-CL), com potencial para o desenvolvimento de membranas
bioeletroquimicas. Eles compararam tais blendas com os polimeros
poli(trimetileno carbonato) (P(TMC)), e poli(e-caprolactona) (P(CL))
quanto as suas rugosidades de superficie, encontrando rugosidades
médias de 24 nm, 21 nm e 1.66 nm para 0 P(TMC-CL), o P(CL) e 0
P(TMC), respectivamente. Neurbnios corticais de ratos emitiram
prolongamentos axonais mais longos e polarizados quando cultivados
sobre uma blenda de (P(TMC-CL)). Apesar de rugosidade semelhante,
0s autores verificaram que a blenda apresentava um grau de dureza e
rigidez menores que o P(CL) isolado, 0 que explicaria os melhores
resultados com as blendas estudadas (ROCHA et al., 2014).

4.2.7 MOLHABILIDADE DE SUPERFICIE

A Figura 29 demonstra fotografias de amostras representativas
obtidas durante os testes de angulos de contato para membranas de
BNC, blendas de PLLA/TMC, compdsitos originais (CP) e compdsitos
modificados (CPMOD), enquanto que na Figura 30 e na Tabela 5 sdo
apresentadas as medidas dos angulos de contato medidos para cada
biomaterial testado.

Figura 29 — Fotografias obtidas durante os testes angulo de contato. Em: A)
membrana de BNC; B) blenda de PLLA/TMC; C) compdsito de BNC-
PLLA/TMC e D) composito de BNC-PLLA/TMC maodificado.

A B C D

y <« 4 N

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 30 — Representacdo grafica dos valores de angulo de contato mensurados
a partir da superficie de membranas de BNC, blendas de PLLA/TMC,
compositos de BNC-PLLA/TMC e compoésitos de BNC-PLLA/TMC
modificados. Simbolos iguais representam medidas estatisticamente iguais para
p < 0,05.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 5 — Medidas dos angulos de contato de amostras de BNC, PLLA/TMC,
CP e CPMOD. Simbolos iguais representam materiais com angulo de contato
iguais estatisticamente para p < 0,05.

BNC”  PLLA/TMC® cp® cPMOD ¥

Angulo de - 74,36° (£ 0,37) 70.5° (£1,63) 51.23° (£ 5,12)
contato (°)

Fonte: elaborado pelo autor.

A celulose bacteriana (BNC) foi testada pelo teste do angulo de
contato, mas, devido a sua hidrofilicidade e porosidade, a gota d’agua
foi imediata e completamente absorvida pelo material nas 3 amostras
estudadas. Para os outros materiais foi possivel a obtencdo dos angulos
de contato em todas as amostras, obtendo-se 74,36° (+ 0,37), 70.5° (£
1,63)e 51.23° (+ 5,12) para o PLLA/TMC, compositos de BNC-
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PLLA/TMC originais e compdsitos BNC-PLLA/TMC modificados,
respectivamente. Estes achados corroboram dados de literatura, com a
descricdo de um é&ngulo de contato de 75° para o PLLA/TMC
(Resomer®LT 706, Alemanha), idéntico ao utilizado no presente
trabalho (Neuss 2011 et al). Em outro trabalho, Dong et a.l (2014) ao
testar variagdes de blendas poliméricas com potencial para a confeccéo
de stents cardiacos, incluindo PLLA, PTMC, PLLA/TMC e
PLLA/TMC+ PGA , encontraram uma medicao de 80,6° para o angulo
de contato de uma blenda de PLLA/TMC na razdo de fracdo molar de
75/25, enquanto que Yang et al. (2010) obtiveram um angulo de contato
de 80,1° para 0 PLLA/TMC de razdo molar 50/50. No presente estudo,
0s compésitos de BNC-PLLA/TMC mantiveram essencialmente o
mesmo grau de molhabilidade que as blendas de PLLA/TMC, mas 0s
compositos, quando modificados em uma das suas superficies pelo
afilamento da camada superior da blenda PLLA/TMC, apresentaram
diminuicéo significativa (p < 0,05) dos angulos de contato medidos, o
que denota aumento da hidrofilicidade das superficies testadas.

Embora exista marcada variabilidade entre as descri¢cGes das
melhores condi¢bes de molhabilidade que favorecam a adesdo e
proliferacdo celular, Saltzman e Kyriakides. (2014), ao compilar dados
de diversas combinacfes entre polimeros e células, relatam que
condicOes intermediarios de molhabilidade, isto é, com angulos de
contato dentre 70° e 80°, estdo associadas com maior adsorcdo proteica
e proliferagdo celular. Em trabalho recente, Rimpelova et al. (2014)
estudaram a adesdo e proliferacdo de fibroblastos e queratindcitos
humanos em membranas de PLLA, cujas superficies foram modificadas
através do tratamento com plasma argbnio. Os autores correlacionaram
as modificagdes de superficie com aumento da rugosidade e
hidrofilicidade, e o consequente aumento da adesdo e proliferacdo
celular nas condicBGes daquele estudo. Outros autores modificaram a
superficie de compdsitos de PLGA através de ataque caustico com
NaOH 0,1N, o que ocasionou uma diminui¢do do angulo de contato em
comparacdo com o polimero original, tornando a superficie mais
hidrofilica e mais favoravel a adesdo e proliferacdo de fibroblastos
humanos e HaCaT (SADEGHI et al., 2016). Os autores, neste trabalho,
argumentam que o ataque quimico imposto pela solucdo caustica foi
capaz de expor radicais carboxila e hidroxila na superficie das
membranas, tornando-as mais hidrofilicas e propensas a ligacdes com
outras macromoléculas, como o colageno.
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4.2.8 CAPACIDADE DE HIDRATACAO

A Figura 31 apresenta os ganhos de massa dos 4 biomateriais
testados ap6s imersdo em solucdo de PBS + azida 0,02% durante 6 h, 1

e 7 dias.

Figura 31 — Ganhos de massa das membranas de BNC, blendas de PLLA/TMC,
compositos de BNC-PLLA/TMC originais e compdésitos modificados.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As andlises demonstram que as membranas de BNC
acumularam a maior quantidade de H,O em relagdo as massas secas ja
em 6 h apds o inicio dos ensaios, enquanto que as blendas de
PLLA/TMC apresentaram os menores ganhos de massa ao longo dos 7
dias. Os compositos originais e modificados retiveram mais dgua do que
as blendas de PLLA/TMC, porém ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre si (p < 0,05).

A capacidade de hidratacdo expressa a hidrofilicidade dos
biomateriais, sendo influenciada pela constituigdo quimica, topografia e
degradagdo dos mesmos (GODINHO et al., 2016; SMITH et al., 2009).
Godinho et al. (2016) relataram ganho de massa de 90 vezes em 24 h
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para amostras de BNC produzidas com a G. hansenii, em comparagdo
com o ganho de 50 vezes verificado nos presentes ensaios. A adi¢do de
TMC torna as blendas mais hidrofébicas, o que diminui a capacidade de
absor¢do d’agua e retarda a degradacdo por hidrolise, corroborando os
achados de diminutos ganhos de massa das blendas de PLLA/TMC em 7
dias no presente estudo (DARGAVILLE et al., 2011). Ambos 0s
compositos de BNC-PLLA/TMC, originais e modificados, aumentaram
suas massas ao redor de 5 vezes ao final dos 7 dias, indicando uma
menor hidrofobicidade quando em comparacdo com as blendas de
PLLA/TMC puras, o que é compativel com outros relatos de
copolimerizagdo e elaboracdo de compositos (DARGAVILLE et al.,
2011; FUKUSHIMA, 2015; PRASAD et al., 2015).

4.3 ENSAIOS IN VITRO

4.3.1 ATIVIDADE METABOLICA DE FIBROBLASTOS L929 EM
CONTATO DIRETO COM COMPOSITOS DE BNC-PLLA/TMC
— QUANTIFICACAO PELO MTS

A Figura 32 mostra, em percentual relativo, o efeito das amostras
de BNC, PLLA/TMC e BNC-PLLA/TMC na atividade metabdlica de
fibroblastos L929 cultivados in vitro.
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Figura 32 - Atividade metabdlica de fibroblastos L929 cultivados em contato
direto com as amostras de BNC, PLLA/TMC e BNC-PLLA/TMC. A) BNC-
PLLA/TMC versus BNC; B) BNC-PLLA/TMC versus PLLA/TMC) e C) BNC-
PLLA/TMC versus placa de cultura.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Ao final dos 7 dias de cultura das células L929 em contato direto
com a blenda BNC-PLLA/TMC em comparagdo a BNC, ao PLLA/TMC
e as células cultivadas na placa de cultura (PC), houve diferencas
significativas no percentual de atividade metabdlica em todos os tempos
experimentais, porém, sem caracterizar citotoxicidade, de acordo com a
1ISO 10993-5 (DE JONG; CARRAWAY; GEERTSMA, 2012). A Figura
32A demonstra o percentual de atividade metabodlica dos fibroblastos
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L929 expostos as blendas BNC-PLLA/TMC em comparacdo com ao
grupo exposto a BNC. Neste caso houve diminuicdo da atividade
metabdlica de 18% (z1,2) no primeiro dia, diminuicdo de 8% (%0,7) no
terceiro e aumento de 6% (£1,6) no sétimo dia de observacGes
experimentais. Na Figura 32B, observa-se o comportamento da
atividade metabolica celular comparativamente entre as células expostas
as blendas BNC-PLLA/TMC e ao PLLA/TMC isolado. Pode-se
observar que ha diminuicdo da atividade metabélica celular de 6,2%
(x1,3) no primeiro dia, aumento de 6,2% (+0,8) no terceiro e novo
aumento de 6,1% (+1,6) no sétimo dia de cultivo. A Figura 32C mostra
a evolugdo da atividade metabolica das células L929 quando cultivadas
com as blendas BNC-PLLA/TMC em comparacdo com as células
cultivadas na placa de cultura (PC). Nesta comparacdo, a atividade
metabdlica das células cultivadas em contato direto com a blenda BNC-
PLLA/TMC diminuiu 35% (+0,9) no primeiro e 17% (£0,6) no terceiro
dia de cultivo, mas aumentou substancialmente 11% (+1,7) no sétimo
dia de cultivo. Diferencas estatisticas também foram observadas quando
se compara a atividade metabdlica das células L929 cultivadas na placa
de cultura e em contato direto com as amostras de BNC e PLLA/TMC
(dados ndo mostrados). Apesar de detectadas diferencas significativas,
comparativamente, a atividade metabolica das células cultivadas na
placa de cultura e/ou em contato direto com os materiais (BNC,
PLLA/TMC e BNC-PLLA/TMC), os resultados mostram que a redugédo
na atividade metabolica celular ndo foi superior a 30% ao longo dos 7
dias de experimento como regulamenta a ISO 10993-5. Desta forma,
evidencia-se que a BNC, o PLLA/TMC e a blenda BNC-PLLA/TMC
ndo influenciaram de forma citotdxica a atividade metabolica das células
L929 in vitro neste estudo.

Os resultados apresentados na Figura 22 corroboram com outros
trabalhos da literatura que mostram auséncia de citotoxicidade induzida
pelas blendas de PLLA/TMC(DARGAVILLE et al., 2011; JI et al.,
2010; ROCHA et al., 2014). Dargaville et al. (2011) analisaram a
citotoxicidade de diferentes fragbes molares de PLLA/TMC (70/30
m/m e 30/70 m/m) em culturas de células tronco mesenquimais
humanas e os resultados obtidos mostraram que 0s materiais produzidos
ndo foram citotoxicos as células tronco humanas em nenhumas das
fracbes molares testadas. Em outro estudo de validacdo do uso de
PLLA/TMC bioabsorvivel, como stent coronariano, extratos das
amostras de PLLA/TMC (50/50 m/m) foram testados através do método
de contato indireto em cultura de células endoteliais e nenhuma
influéncia na atividade metabdlica destas células foi observada (YANG
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etal., 2010). Messias et al. (2014) demonstraram a compatibilidade de
matrizes de PLDLA (L-co-D,L-acido latico) em contato com
osteoblastos humanos SaOS-2. Além dos referidos estudos, que
apontam auséncia de citotoxicidade do PLLA/TMC in vitro, estudos in
vivo demonstraram histocompatibilidade deste material e suas variantes,
como o0 PDLLA/TMC (poli(D,L-4cido latico-co-trimetileno carbonato))
guando em contato com o tecido celular subcutaneo dorsal de ratos
(GUO et al., 2011) e PTMC (poli(trimetileno carbonato)), como enxertia
6ssea em mandibulas de ratos (VAN LEEUWEN et al., 2012). Os
resultados obtidos neste trabalho mostram, de acordo com a ISO 10993-
5, que a blenda BNC-PLLA/TMC ndo alterou a atividade metabélica
das células L929, corroborando com 0s outros ensaios previamente
relatados na literatura.

432 ADESAO E PROLIFERACAO DE QUERATINOCITOS
HUMANOS (HaCat)

Queratinécitos humanos de linhagem imortalizada (HaCaT),
foram cultivados durante 14 dias sobre amostras de membranas de BNC,
blendas de PLLA/TMC, compositos de BNC-PLLA/TMC e compésitos
de BNC-PLLA/TMC modificados. Na Figura 33 estdo representadas as
concentracdes de dsDNA, determinadas pela técnica do PicoGreen®,
relativas as células cultivadas sobre os 4 biomateriais.
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Figura 33 — Concentragdo de dsDNA em células HaCaT, estimada pela técnica
do Pico Green®, cultivadas sobre BNC, PLLA/TMC, compésitos de BNC-
PLLA/TMC e compdsitos modificados de BNC-PLLA/TMC ap6s 1, 7 e 14 dias
de cultura. As letras iguais sobre as barras indicam concentracGes semelhantes
de cada material ao longo dos dias e os simbolos iguais representam semelhancga
entre 0os grupos quando comparados entre si para cada dia de cultura em
separado (p < 0,05). Letras iguais indicam concentracGes semelhantes entre os
mesmos biomateriais ao longo dos dias BNC (A e B), PLLA/TMC (C e D),
BNC-PLLA/TMC (E e F) e BNC- PLLA/TMC modificados (G e H). Simbolos
iguais indicam concentracfes semelhantes entre os diferentes materiais a cada
dia de anélise em separado.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As concentracGes de DNA de células HaCaT cultivadas sobre
os 4 biomateriais, obtidas através da técnica PicoGreen®, demonstram
que, ao final de 24h de cultura, houve maior concentracdo de DNA no
grupo das blendas de PLLA/TMC (p < 0,05), enquanto que as células
proliferaram de maneira equivalente sobre 0s outros biomateriais no
mesmo espaco de tempo (p > 0,05). Apds 7 dias de cultura, obteve-se
maior concentragdo de DNA nos grupos dos compdsitos originais e
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modificados em comparacdo com as células junto as membranas de
BNC e blendas de PLLA/TMC (p < 0,05). Evolutivamente, 0s grupos
BNC e PLLA/TMC apresentaram uma diminui¢do da concentracdo de
DNA do primeiro ao 7" dia de cultivo celular (p < 0,05), enquanto que
para os grupos CP e CPMOD as concentragdes de DNA ndo mudaram
significativamente (p > 0,05). Com as analises estendidas ao 14" dia,
todos os 4 grupos apresentaram concentragfes semelhantes de DNA
entre si neste periodo (p < 0,05). No entanto, do 7 dia ao 14" dia, 0s
grupos BNC e PLLA/TMC mantiveram seus niveis de DNA estaveis
enquanto que os grupos CP e CPMOD tiveram suas concentracfes de
DNA significativamente diminuidas (p < 0,05).

A Figura 34 mostra imagens de microscopia confocal de
queratindcitos humanos (HaCat) cultivados sobre os 4 biomateriais,
corados pela técnica Dapi-Faloidina, e analisados em 1, 7 e 14 dias.

Figura 34 — Micrografias obtidas pela técnica confocal de queratindcitos
humanos (HaCaT) cultivados sobre os 4 biomateriais por 1, 7 e 14 dias.
Membranas de nanocelulose bacteriana (A, E e 1), blendas de PLLA/TMC (B, F
e J), compositos de BNC-PLLA/TMC (C, G e K) e compositos de BNC-
PLLA/TMC modificados (D, H e L). Micrografias obtidas pela técnica confocal
com aumento de 200X, ap6s aplicagdo dos corantes DAPI e Faloidina. Barras
representativas de 50 um.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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As analises com aumentos de 200 vezes, demonstram que 0s
queratindcitos aderiram sobre todos os biomateriais apés 24 h de
cultura. Dois padrdes de adesdo foram identificados: o predominante,
caracterizado pela formacdo de amplos segmentos de células
relacionadas entre si e aderidas sobre &reas das membranas de
PLLA/TMC, compositos originais e porcbes mais periféricas dos
compositos modificados; e outro, mais restrito as membranas de BNC e
porcBes centrais dos compdsitos modificados, caracterizado por uma
disposicdo de células aglutinadas em pequeno ndimero, mas com uma
distribuicdo mais difusa sobre as superficies mencionadas. Como
também se observa nas Figuras 34C e 34D, as células aderiram aos
materiais acompanhando as irregularidades do relevo de superficie de
cada biomaterial. Os queratinécitos cultivados sobre as membranas de
BNC, como comentado anteriormente, apresentaram uma distribuicao
insular de adesdo celular formando aglutinados celulares, distribuidos
pela superficie das membranas, em todos os 3 tempos de analise
(Figuras 34A, 34E e 34l). As analises de sétimo dia mantém,
essencialmente, as mesmas caracteristicas de adesdo como ao primeiro
dia, com os queratindcitos distribuidos em pequenos grupamentos nas
membranas de BNC (Figura 34E), e formando areas mais extensas de
células aderidas sobre os outros materiais (Figuras 34F, 34G e 34H).
Entretanto, ao final dos 14 dias de cultura, observa-se uma nitida
diminuicdo na densidade celular nas membranas de PLLA/TMC, CP e
CPMOD (Figuras 34J, 34K e 34L) respectivamente. A Figura 34l
demonstra persisténcia do mesmo padréo de distribuicdo celular para os
queratindcitos aderidos a BNC apds 14 dias. Esta apresentacdo de
adesdo em pequenas ilhotas foi também verificada nas areas mais
centrais dos compdsitos modificados, como demonstrado na Figura 35.
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Figura 35— Micrografias obtidas por técnica confocal delineando o padrdo de
adesdo celular nos compdsitos modificados nas suas porcdes centrais e
periféricas. Em: A) aspecto da distribui¢do dos grupamentos celulares ao centro
dos compositos modificados; B) transicdo entre o padrdo de adesdo insular
(metade esquerda da figura) e adesdo formando uma camada mais ampla de
células aderidas (metade direita da figura); C) é&rea de alta densidade celular
formando uma camada compacta de queratindcitos aderidos. Aumentos de
200X, coloragdo com Faloidina (vermelho) e DAPI (azul), as barras horizontais
representam 50 pum.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A Figura 36 apresenta as micrografias obtidas pela técnica
confocal com aumento de 1000 vezes, demonstrando os queratindcitos
HaCaT aderidos sobre os 4 biomateriais.
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Figura 36 — Micrografias obtidas pela técnica confocal de queratindcitos
humanos (HaCaT) cultivados sobre os 4 biomateriais por 1, 7 e 14 dias.
Membranas de nanocelulose bacteriana (figuras A, E e 1), blendas de
PLLA/TMC (figuras B, F e J), compdsitos de BNC-PLLA/TMC (figuras C, G e
K) e compositos de BNC-PLLA/TMC modificados (figuras D, H e L).
Micrografias obtidas pela técnica confocal com aumento de 1000 vezes, ap0s
aplicacdo dos corantes DAPI e Faloidina. Barras representativas de 10pum.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

As imagens da figura 36 demonstram detalhes morfolégicos das
células aderidas aos 4 biomateriais nos 3 tempos de estudo. As analises
de primeiro dia de cultivo demonstram um padrdo de células mais
arrendondado para os grupos da BNC e PLLA/TMC, enquanto que nos
grupos CP e CPMOD as células analisadas apresentavam-se mais
alongadas, assumindo morfologias por vezes bastante irregulares. Nota-
se, nas 4 amostras, areas de condensagdes nucleares em algumas células,
bem como alguns exemplos de fragmentacdo nuclear em alguns
queratindcitos em contato com o PLLA/TMC (Figura 36B). Ao sétimo
dia de cultivo, os queratindcitos sobre as membranas de BNC
mantiveram formatos arredondados, engquanto que para 0s outros 3
grupos as células adquiriram um formato mais espraiado e com
citoplasma mais proeminente. So notadas areas de condensacao nuclear
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mais evidentes nos queratindcitos cultivados sobre as laminas de
PLLA/TMC (Figura 36F). Aos 14 dias, 0s queratindcitos expressaram
uma morfologia de espraiamento e abundancia citoplasmatica em todos
0S grupos, porém de maneira mais marcada nos grupos CP e CPMOD
(Figuras 361, 36J, 36K e 36L).

Com o intuito de correlacionar os padrfes duais de adesdo
celular encontrados na microscopia confocal dos compésitos no grupo
CPMOD com a morfologia de superficie, membranas do grupo CPMOD
foram posteriormente analisadas por MEV. Para este fim, 0s materiais,
apos as analises de microscopia confocal, foram preparados pela técnica
do HMDS (hexametildisilazano) como descrito anteriormente.

A Figura 37 denota os achados de MEV em correlagdo com os
dados de analise por técnica confocal para a amostra de um composito
de BNC-PLLA/TMC modificado semeado por células HaCaT apos 14
dias de cultura.
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Figura 37 — Padrdo de adesdo de células HaCaT e correlagdo topografica em
compositos de BNC-PLLA/TMC modificados ap6s 14 dias de cultura. Em: A)
Micrografia por MEV, com aumento de 25 vezes demonstrando aspecto de
superficie do compdsito modificado. Circulo pontilhado indicando posicéo da
micrografia B; B) Micrografia por MEV, com aumento de 100 vezes,
demonstrando detalhe de irregularidade topografica em regido de compdsito
modificado. O circulo pontilhado demonstra posigdo do aumento na micrografia
C; C) Micrografia por MEV, com aumento de 500 vezes, evidenciando
queratindcitos aderidos junto a irregularidade topogréfica; D) Micrografia por
técnica confocal, aumento de 200 vezes e pds coloragdo com DAPI/Faloidina,
demonstrando arranjo celular alongado junto as irregularidades do relevo do
composito; E) Micrografia por MEV, aumento de 1000 vezes, demonstrando
queratinécitos aderidos e com morfologia espraiada. Em F): Repeticdo da
micrografia vista na Figura 36L, obtida por técnica confocal, aumento de 1000
vezes e pos coloragdo com DAPI/Faloidina, demonstrando células HaCaT com
abundante citoplasma espraiado.

s

‘\-\7"__//"% (r:

10kV X100 100pm LCME-UFSC

10kV- X800
z

o

10kV  X1,000 10pm

Fonte: Arquivo pessoal do autor.



116

Os achados quantitativos e qualitativos, de concentracdo de
dsDNA, obtida pela técnica do PicoGreen®, e das anélises & microscopia
confocal, respectivamente, conduziram a interpretagbes congruentes
para a maioria das analises. Para os cultivos celulares do primeiro dia,
foi a notoria a alta concentracdo de DNA para o grupo PLLA/TMC,
achando correspondéncia nas imagens por microscopia confocal (Figura
34B), onde nota-se, além da alta densidade celular, células com nicleos
hipercroméaticos densos e por vezes até fragmentados, podendo
corresponder a divisdo celular acelerada e até mesmo a instalagdo de
mecanismos apoptoticos (BOUKAMP, 1988; GARCIA-HEVIA et al.,
2016). Interessantemente, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as concentracbes de DNA para 0s queratinécitos
cultivados sobre a BNC, CP e CPMOD, a despeito da aparente maior
densidade celular encontrada sobre os Ultimos materiais. Esta
discrepancia pode ser explicada pelo fato de que, nas membranas de
BNC, as células, embora aglutinadas em pequenos grupos,
encontravam-se distribuidas de maneira mais uniforme sobre toda a
superficie, e desta forma alcancando uma densidade celular comparavel
aos outros grupos. Ao sétimo dia de andlises, houve consideravel
diminuicdo da concentragdo de DNA no grupo PLLA/TMC, achado este
em concordancia com os achados & microscopia confocal, onde
verificou-se diminuicdo da densidade celular. Esta redugdo da
concentracdo de DNA se deve, possivelmente, a um mecanismo de
regulacéo celular em face & hipercelularidade encontrada ao primeiro dia
de cultura (ISSA et al., 2011). Ao final do 14° dia de cultivo, os grupos
CP e CPMOD tiveram significativa diminuicdo da concentracdo de
DNA, achados estes congruentes com a aparente diminuicdo da
densidade celular observada nas imagens por técnica confocal.

As células HaCaT, queratincitos humanos de linhagem
imortalizada, se constituem em interessante op¢ao celular para estudos
de regeneracdo cutanea in vitro, uma vez que representam um dos tipos
celulares predominantes para a formacdo da pele humana, sdo
cultivdveis e propensos a aderir e proliferar ao interagir com
biomateriais diversos (GARCiA-HEVIA et al.,, 2016; HUNG; SU;
TSENG, 2016; PRASAD et al., 2015; RIMPELOVA et al., 2014;
SADEGHI et al., 2016). Rimpelova et al 2014 estudaram a adesdo e
proliferacdo de fibroblastos NIH 3T3 e queratincitos HaCaT em
membranas de PLLA modificadas com plasma argdnio, demonstrando
que as alteracBes de superficie diminuiram seus angulos de contato e
aumentaram o0s graus de rugosidade, levando a um favorecimento a
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adesdo e proliferacdo das referidas células. Neste trabalho, os autores
avaliaram a morfologia celular com microscopia confocal ao longo dos
3 dias de cultura, observando que os queratindcitos proliferaram em
grupamentos isolados, preservando o formato arredondado. Estes
achados remetem aos resultados verificados para o grupo de BNC
estudado neste trabalho. Ishizaki et al. (2010) estudaram superficies
altamente hidrofébicas e hidrofilicas, utilizando culturas de fibroblastos
de ratos 3T3, observando que as células aderiram em ambas as
superficies, porém seguindo dois padrdes: aglutinacdo de células em
pequenos grupos junto as superficies hidrofilicas e maior distribuicao
espacial celular quando em contato com as por¢fes mais hidrofébicas,
formando camadas de células mais amplas. Os autores sugerem que as
células apoiadas as superficies hidrofébicas interagem fracamente com
material e priorizam as interagdes célula/célula, formando camadas de
células inicialmente mais densas, justapostas e mais extensas. Os
achados deste trabalho, de menor celularidade e aglutinacdo de grupos
celulares junto & BNC, e de maior densidade celular e formagdo de
amplas camadas de células nos grupos PLLA/TMC, CP e CPMO, estdo
em concordancia com as observacOes feitas por Ishizaki et al. (2010).
Outros autores também observaram a preservacdo da morfologia mais
arredondada das HaCaT junto a um arcabouco de queratina, fibrina e
gelatina (SINGARAVELU et al.,, 2016), bem como em superficies
formadas por PLLA em arranjos fibrilares depositados por eletrofiacdo
(SUN et al., 2007), enquanto outros autores verificaram espraiamento
celular de queratindcitos aderidos em nanoestruturas de PLGA
enriquecidas com colageno tipo | (SADEGHI et al., 2016) e compdsitos
de quitosana/policaprolactona (PRASAD et al., 2015). Prasad et al.
(2015) observaram maior interacdo célula-célula e material-célula dos
queratindcitos em contato com o compdsito contendo quitosana, em
comparacdo a policaprolactona isolada, indicando que as modificagdes
impostas pela adicdo de quitosana (aumento da rugosidade e maior
hidrofilicidade pela diminuicdo do angulo de contato), favoreceram a
adesdo celular.

No presente estudo, as analises por MEV, pds microscopia
confocal, de amostras de compdsitos modificados depois de 14 dias de
cultivo de queratindcitos HaCaT, constantes na Figura 37, demonstram
marcado espraiamento celular as custas de abundante citoplasma e
formagdo de mdaltiplos prolongamentos citoplasmaticos (Figura 37E).
As imagens por microscopia confocal, obtidas do mesmo material
(Figura 37F) delineiam os mesmos achados. Na Figura 37C observam-
se detalhes da topografia dos compésitos modificados, onde foram
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visualizados agrupamentos de células aderidas as irregularidades do
relevo. Em 37D imagens por microscopia confocal demonstram
gueratindcitos aderidos e assumindo morfologia alongada que
acompanha tais modificacfes de superficie. Embora indiquem firme
adesdo celular, estes achados morfoldgicos, em conjunto com os
pleomorfismos nucleares identificados, ndo permitem descartar a
ocorréncia de disfuncdo metabolica celular presentes em fenémenos
apoptoticos (GARCIA-HEVIA et al., 2016). Estes achados podem
representar um mecanismo misto de apoptose e necrose celular
secundaria, uma vez que 0s ensaios in vitro comumente realizados nao
permitem a eliminacdo de debris celulares e extracelulares pela auséncia
de agentes fagocitarios normalmente presentes em processos in vivo
(BERTI et al., 2013; ROCHA et al., 2014). De toda maneira, estes
achados, ap6s 14 dias de cultura celular, indicam que as células
remanescentes, sob estresse metab6lico ou ndo, apresentaram predilecéo
por se manterem na vizinhanga das irregularidades das superficies nestes
compdsitos de BNC-PLLA/TMC.

A adesdo aos diversos biomateriais, processo inicial e
fundamental para a viabilidade, proliferacdo e migracdo celular, ¢
dependente das complexas relagdes célula-célula e célula-material
(KHALILI; AHMAD, 2015). Estas relagdes variam conforme o tipo
celular, sofrendo influéncia direta das propriedades fisico-quimicas do
material, advindas da sua composi¢do quimica, organizacédo estrutural e
de superficie (SMITH et al., 2009). O conhecimento das caracteristicas
gue definem a superficie de um biomaterial, como sua geometria, sua
rugosidade, seu grau de hidrofilicidade, sua rigidez e sua capacidade de
adsorcéo proteica, é essencial para o entendimento dos mecanismos que
levam as células a aderir ou ndo sobre tais superficies (AJIRO et al.,
2014; BERTI et al, 2013; ISHIZAKI; SAITO; TAKAI, 2010;
OLIVEIRA et al., 2001; PRASAD et al., 2015; RIMPELOVA et al.,
2014; SZOTT; HORBETT, 2011). Embora haja grande variabilidade na
quantificacdo destas propriedades para as diversas combinacGes de
adesdo célula-material, em linhas gerais, caracteristicas de superficie
mais favoraveis a adesdo e integracdo celular, incluem superficies
rugosas (BERTI et al., 2013; PRASAD et al., 2015; RIMPELOVA et
al., 2014), hidrofilicas (ISHIZAKI; SAITO; TAKAI, 2010) e de rigidez
intermediaria (FIORETTA et al., 2012; ROCHA et al., 2014). As
células, quando em contato com determinada superficie, reagem através
de complexos mecanismos intra e extracelulares decorrentes dos
estimulos quimicos e mecanicos recebidos, tipicamente envolvendo a
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expressdo de integrinas, remodelamento do citoesqueleto e deposito de
proteinas na matriz extracelular, que modulam a adesao, aproliferacéo,
a viabilidade e o desfecho celular (DALBY, 2005; FIORETTA et al.,
2012; KHALILI; AHMAD, 2015; SMITH et al., 2009).

Conforme mencionado anteriormente, a medida do angulo de
contato e o grau de molhabilidade caracterizam o grau o material quanto
a hidrofobicidade, sendo que o PLLA/TMC se apresentou como o
material menos hidrofilico neste estudo. No entanto, apesar da relativa
hidrofobicidade dentre os grupos estudados, (angulo de contato de 74°)
houve substancial adesdo e proliferacdo celular neste grupo das blendas
de PLLA/TMC), embora seguindo um padrdo segmentar que demonstra
aparente favorecimento de interacdo célula-célula em detrimento das
relagdes célula-material (ISHIZAKI; SAITO; TAKAI, 2010; KHALILI;
AHMAD, 2015).

Os resultados obtidos através das culturas celulares no primeiro e
sétimo dia, em face as caracteristicas topograficas dos compdsitos,
permitem afirmar que ao centro, coincidente com a modificacdo que
resultou no afilamento e remocdo parcial da camada superior das
blendas, as células apresentaram a tendéncia de aderir em pequenos
grupamentos de células e preferencialmente sobre as éareas de
irregularidade da topografia de superficie. Na periferia destes
compdsitos modificados, nos compositos ndo modificados e nas blendas
de PLLA/TMC, o padrdo de adeséo e proliferagdo celular predominante
foi o de adesdo celular segmentar e hipercelular. Estes achados estdo em
concordancia com as analises de rugosidade e grau de molhamento de
superficie, indicando que nas superficies mais hidrofilicas e irregulares
parece haver uma priorizacdo das interacdes célula-material, enquanto
que nas superficies mais hidrofobicas, onde ocorreu a formacéo
grupamentos celulares inicialmente mais densos, sugere-se um maior
grau de interacdo entre as células do que entre as mesmas e o material
adjacente. As analises de 14 dias, que demonstraram desaceleracdo da
proliferacdo mais evidente nos grupos CP e CPMOD, possivelmente
refletem os mecanismos celulares de apoptose e necrose secundaria de
ajuste devido as superpopulages iniciais.






5. CONCLUSOES

Os trabalhos realizados nesta tese demonstram que foi elaborado,
com éxito, um compdsito polimérico de BNC-PLLA/TMC com
potencial para o tratamento intrauterino dos disrafismos espinhais. Os
compositos, produzidos através da técnica da evaporacdo do solvente,
mostraram-se organizados em 3 camadas, com a BNC ao centro,
totalmente envolta por 2 camadas regulares de PLLA/TMC. Em 90 dias,
0s compdsitos se mantiveram totalmente impermeaveis a uma solugéo
de PBS + azida 0,02% e, durante 0 mesmo periodo, ndo sofreram
degradacdo hidrolitica mensurdvel pelo GPC. As andlises de FTIR
demonstraram  transmitancia tipica dos grupamentos quimicos
compativeis com a estrutura quimica de ambos os polimeros, bem como
confirmaram a total evaporacdo do cloroférmio, solvente do
PLLA/TMC. A associacdo dos 2 biomateriais resultou em um
composito de alta estabilidade térmica e de performance mecénica
intermediaria entre as 2 matrizes, adicionando maior flexibilidade a
BNC, sem comprometer sua resisténcia ténsil original. Os compositos
poliméricos de BNC-PLLA/TMC foram modificados em uma das suas
superficies com sucesso, expondo a celulose bacteriana profundamente
ao PLLA/TMC. Esta modificacdo de superficie tornou o0s novos
compositos mais hidrofilicos e topograficamente mais rugosos. Ensaios
in vitro de viabilidade celular com fibroblastos L929 ndo demonstraram
citotoxicidade induzida pelos compédsitos ou pelas suas matrizes
poliméricas. Em outro ensaio in vitro, foi demonstrado que
queratinécitos humanos (HaCaT) proliferaram sobre todos os materiais.
Dois padroes de adesdo e proliferacdo foram identificados: um de
pequenos aglutinados celulares, mas difuso, predominante nas
membranas de BNC e nas por¢des centrais dos compdsitos modificados;
e outro mais celular e segmentar, predominante nas blendas de
PLLA/TMC, compdsitos ndo modificados e porcdes periféricas dos
compositos modificados. Com a manutencéo das culturas por 14 dias,
houve diminuicdo da proliferacdo celular junto aos compasitos originais
e modificados a niveis comparaveis entre todos o0s grupos. Os
compositos de BNC-PLLA/TMC ora testados, em face as suas
caracteristicas ~ fisico-quimicas e compatibilidade celular com
queratindcitos, apresentam grande potencial como plataforma para
regeneracao tissular em casos de disrafismos espinhais.






6. TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho demonstrou que a associacdo de dois materiais
poliméricos, na forma de um biocompdsito de BNC-PLLA/TMC ¢
promissora no engenheiramento tissular para regeneracdo da pele, em
especial para o tratamento intrauterino de disrafismos espinhais. No
entanto, desenham-se oportunidades para futuros estudos envolvendo a
nanoestruturacdo da superficie destes compoésitos, com vistas a
modulacdo das suas geometrias, graus de rugosidade, rigidez e
hidrofilicidade, que venham otimizar o processo de adesdo e
proliferacdo celular. Ainda, do ponto de vista celular, ensejam-se
investigagoes dos mecanismos celulares inerentes a adesdo, como a
expressdo de proteinas intracelulares relacionadas com a ativagdo de
integrinas, a reorganizagdo do citoesqueleto e o depdsito extracelular de
macromoléculas, como colageno ¢ fibronectina. Em seguida, as
membranas resultantes poderdo ser estudadas em modelos in vivo de
mielomeningocele.
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