UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Farmacia

Disciplina de Trabalho de Conclusao de Curso de Farmacia

Efeito de diferentes métodos de esterilizacdo sobre nanofibras

de PLGA produzidas por Electrospinning

Daikelly Iglesias Braghirolli

Porto Alegre, junho de 2010.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Farmacia

Disciplina de Trabalho de Conclusao de Curso de Farmacia

Efeito de diferentes métodos de esterilizagdo sobre nanofibras de

PLGA produzidas por Electrospinning

Daikelly Iglesias Braghirolli

Trabalho de Conclusao da Disciplina de Estagio Curricular em Farmacia

Profa. Dra. Patricia Pranke

Orientadora

Daniela Steffens

Co-orientadora

Porto Alegre, junho de 2010.



Este artigo foi elaborado segundo as normas da Revista Quimica Nova

(Anexo I)



Efeito de diferentes métodos de esterilizacdo sobre nanofibras de PLGA
produzidas por Electrospinning

Daikelly Iglesias Braghirolli!, Daniela Steffens™*, Kerlin Quintiliano*, Gerson
Acasigua?, Douglas Gamba® César Petzhold®, Patricia Pranke'***

1 Laboratério de Hematologia e Células-tronco. Faculdade de Farmacia;

2 Programa de Pés-graduacédo em Odontopediatria, Faculdade de Odontologia
3 Instituto de Quimica; 4 Programa de P6s-graduacédo em Ciencia dos Materiais;
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
5 Instituto de Pesquisa com Células-tronco

* patriciapranke@ufrgs.br



The effect of different sterilization methods on PLGA nanofibers produced

by electrospinning

Abstract

The effect of sterilization using ethanol, ultraviolet radiation (UVR) and antibiotic
solution in PLGA scaffolds produced by electrospinning was evaluated. The
properties of nanofibers and on the cellular adhesion were analysed. All
methods generated sterile scaffolds but led to some kind of damage. Ethanol
and antibiotics caused changes in morphology and dimensions of scaffolds,
which was not observed when using UVR. On the other hand, UVR caused a
greater reduction of molecular weight which increased with exposure time.
Nanofibres sterilized with antibiotics showed greater cellular adhesion than the
others methods, demonstrating their potentiality as a method to sterilize PLGA

nanofibers.
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Efeito de diferentes métodos de esterilizacado sobre nanofibras de PLGA
produzidas por Electrospinning

1. Introducéo

A Engenharia de Tecidos tem sido intensivamente investigada nos
altimos anos como uma ferramenta na reconstituicdo de 6rgaos e tecidos. A
técnica envolve o uso de biomateriais que atuam como moldes conhecidos
como scaffolds ou matrizes onde células podem ser cultivadas a fim de auxiliar
na regeneracao ou construcdo de um novo tecido. Esses moldes devem ser
desenvolvidos a partir de materiais biocompativeis e biodegradaveis para que
apo0s sua aplicacdo, possam ser degradados a medida que ocorre a
proliferacdo celular, dando espaco para o0 desenvolvimento tecidual,
propiciando, dessa forma, a construcdo de um novo tecido.

A produgdo de um tecido in vitro requer scaffolds altamente
especializados, que permitam que as células possam ancorar, migrar e
proliferar tridimensionalmente, além de favorecer a infiltracdo e transporte de
nutrientes e substancias metabdlicas.® Dentre diversas metodologias, a
técnica de electrospinning ou eletrofiacdo tem como vantagem a formacéo de
matrizes fibrosas que mimetizam, em estrutura e dimensdes, as fibras de
colageno da matriz extracelular, caracteristica almejada na éarea de
bioengenharia. Nessa técnica, fiboras com diametro variando de poucos
micrometros até 100nm ou menos, sdo formadas a partir de solugcdes
poliméricas sob aplicacdo de um campo elétrico.® As nanofibras produzidas

por esse procedimento oferecem elevada area superficial em relacdo ao



volume produzido, sendo um aspecto favoravel a adesado celular, além de
também apresentarem elevado numero de poros interconectados,
proporcionando espaco para entrada de nutrientes, saida de metabdlicos, bem
como desenvolvimento e migracéo celular.*

Dentre os polimeros investigados para producdo de matrizes pelo
método de electrospinning, os poliésteres alifaticos tém sido extensivamente
utilizados por serem biodegradaveis, apresentarem adequada
biocompatibilidade e ainda permitirem o controle do perfil de degradac&o.”

Visando a utilizacdo dessas matrizes em cultivos celulares, uma etapa
bastante importante quanto a producdo dos scaffolds € a esterilizacdo desses
moldes. Assim como dispositivos médicos destinados ao uso clinico, os
scaffolds devem ser esterilizados e a eficiéncia desse processo precisa ser
confirmada. Um aspecto que tem sido negligenciado é o efeito da esterilizacéo
sobre os moldes, a qual pode levar a alteracbes em sua degradabilidade,
propriedades mecanicas e morfologia, podendo, assim, ocasionar mudancas
na interacdo célula-scaffold. As técnicas comumente utilizadas em materiais
médico hospitalares, tais como calor Umido e calor seco, mostram-se
inadequadas para biomateriais produzidos a partir de poliésteres alifaticos, pois
se aproximam ou excedem a temperatura de transicao vitrea desses polimeros,
acarretando mudancas em suas propriedades fisicas e mecanicas.® Oxido de
etileno e radiacdo-y sdo outros dois métodos frequentemente utilizados.” No
entanto, esses métodos ndo sao facilmente aplicaveis a scaffolds produzidos
com os polimeros citados, uma vez que implicam em alteracbes em sua
morfologia e dimensdes, além de causar reducdo no peso molecular e acelerar

o periodo de degradacdo dos mesmos, como demonstrado em estudo



conduzido por Holy et al.” Além disso, um outro problema causado pela
esterilizacdo quimica, utilizando 6xido de etileno, é a dificil eliminacdo dos
residuos toxicos do gas, os quais, podem ficar adsorvidos no material, levando
a sensibilizaco in vivo, comprometendo a utilizagéo clinica do biomaterial.®
Logo, esse estudo tem como proposito investigar os efeitos de diferentes
métodos de esterilizagcdo sobre as propriedades de nanofibras de PLGA
produzidas por electrospinning e examinar a resposta celular em termos de
adesdo aos scaffolds. Os tratamentos para esterilizagdo compreendem:
radiacdo ultravioleta, tratamento com etanol 70% e tratamento com solucdo
antimicrobiana, contendo uma mistura de antibiéticos e antifingico: penicilina

G, estreptomicina e fungizona.

2. Materiais e métodos

2.1. Preparo dos scaffolds pelo método de electrospinning

As matrizes, ou scaffolds, foram preparados utilizando-se poli(D,L-acido
latico-co-acido glicdélico) (75:25) (PLGA) (P1941-Sigma Aldrich) (Figura 1). O
polimero foi dissolvido em 1,1,1,3,3,3 — hexafluoro-2-propanol (Sigma Aldrich)
de modo que a concentracdo final da solucdo foi de 12% (m/v). A seguir, a
solucdo foi mantida em agitador magnético durante 24 horas para completa
homogeneizacéo.

A solucdo de PLGA 12% (m/v) foi colocada em uma seringa de 1 mL

equipada com agulha de diametro interno de 0,8 mm e entdo submetida ao



processo de electrospinning. Para tal, foi utilizada uma diferenca de voltagem
de 12 kV e vazdo de 0,24 mL h™’. As matrizes foram formadas sobre laminulas
de vidro de 15mm de diametro, dispostas em placa coletora de aluminio, fixada
a uma distancia de 15 cm da agulha. O tempo de electrospinning foi de 3horas.
Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente (~25°C) e

com umidade relativa (UR) do ar em torno de 35%.

2.2. Esterilizacao

Matrizes de PLGA com 15 mm de diametro foram colocadas em placas
de poliestireno de 24 pocos (TPP) e entdo submetidas aos tratamentos de
esterilizacdo em estudo. Foram pesquisados trés métodos de esterilizacao:
tratamento com etanol 70%, exposicao a radiacao ultravioleta e tratamento com

solucéo de antimicrobianos.

2.2.1. Esterilizagdo com etanol 70%

As amostras, foi adicionado 1 mL de solucéo de etanol a 70% (diluido a

partir de etanol 96% (v/v) com agua destilada).As amostras foram divididas em

3 grupos, conforme o tempo de tratamento: 30 minutos, 1 hora e 2 horas e, em

seguida, lavadas trés vezes com 1mL de tampéo de fosfato salino 1X (PBS).

2.2.2. Tratamento por radiag&o ultravioleta (UV)



As amostras foram colocadas a 60 cm de distancia de lampada
ultravioleta 30W (Phillips, comprimento de onda de 254 nm) e entdo expostas
durante 30min, 1h e 2h. Esse procedimento foi realizado no interior de cabine
de fluxo laminar vertical. Essas amostras néo foram lavadas com PBS 1X, uma
vez que as mesmas, nao foram colocadas em contato com material liquido que

pudesse deixar algum tipo de residuo.

2.2.3. Tratamento com soluc¢do antimicrobiana

Foi preparada uma solucdo de antibiotico/antifUngico contendo penicilina
100U/mL, sulfato de estreptomicina 100 pug/mL (Gibco) e 1% (v/v) de fungizona
(anfotericina 250 pg/mL + desoxicolato sodico 250 pg/mL, Gibco) em PBS 1X.
As nanofibras de PLGA foram incubadas com 1 mL dessa solucéo durante 1h,
2h, 4h e 6h a 4°C. A seguir, as amostras foram lavadas trés vezes com 1mL de

PBS 1X.

2.3. Teste de esterilidade

Apbs terem sido submetidos aos procedimentos de esterilizacdo, os
scaffolds foram testados quando a sua esterilidade através do seu “cultivo” em
caldo tioglicolato, meio para crescimento de bactérias; e, em agar Sabouraud,
meio para cultivo de fungos. O teste foi realizado em triplicata. Trés amostras
de cada grupo foram imersas em caldo tioglicolato e incubadas a 37°C, durante
48h. Outras trés amostras foram incubadas em agar Sabouraud, durante 10

dias, a 30°C. Os scaffolds que ndo foram submetidos a nenhuma técnica de
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esterilizacdo também foram “cultivados” nos respectivos meios, para serem
utilizados como controle positivo. Para o controle negativo, foram incubados
somente 0os meios de cultivo, sem nenhum tipo de amostra. Para fins de
analise, apés o periodo de incubacédo, a presenca de turvacdo do caldo
tioglicolato e o aparecimento de colbnias no agar Sabouraud indicam
contaminacdo, demonstrando a ineficiéncia da esterilizacdo. Por outro lado, a
permanéncia da limpidez do caldo e a auséncia de crescimento de colbnias no

agar indicam uma esterilizacao eficiente, com obtencédo de um produto estéril.

2.4. Avaliagédo da morfologia, diametro de fibras e dimensdes dos scaffolds

A morfologia dos scaffolds de PLGA nao estéreis e apds a esterilizacao
pelos diferentes métodos em estudo foi analisada em Microscopio Eletronico de
Varredura (MEV) (JEOL JSM-6060). As imagens foram obtidas utilizando
tensdo de aceleracdo de 10 kV, apds as amostras terem sido metalizadas com
camada de ouro. O didmetro médio das fibras foi determinado utilizando o
software ImageJ 1.38x, através da medida de 30 fibras de cada uma das
imagens obtidas por MEV, (n=3). A espessura dos scaffolds foi medida com

Digimatic Micrometer MDC-25MY (Mitutoyo).
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2.5. Cromatografia de exclusao por tamanho (SEC)

A avaliacdo de mudancas no peso molecular polimérico foi determinada
utilizando cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) (GPCmax VE2001)
equipado com detector de indice de refracdo. Os scaffolds submetidos aos
diferentes tipos de esterilizagdo e a amostra controle (scaffold ndo submetido a
nenhum procedimento de esterilizagdo) foram dissolvidos em tetrahidrofurano,
filtrados com filtros de PVDF com poros de 0,45 pm e, entéo eluidos em coluna
HR Waters 4E, 4, 3, 2 a uma vazado de 1 mL/min, a 45°C. Um padrdo de

poliestireno foi utilizado para a obtencao da curva de calibracdo primaria.

2.6. Teste de adesao

Células-tronco mesenquimais de corddo umbilical (CTMCU) foram
utilizadas para o ensaio de adesdo celular. As células foram isoladas e
caracterizadas conforme descrito por Secco e colaboradores® e o cultivo foi
realizado em meio DMEM/Hepes (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (Gibco), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina (Gibco) e 0,45 pug/mL de gentamicina. Quando as células
atingiram 90% de confluéncia na 52 passagem, as mesmas foram tripsinizadas
(Tripsina-EDTA 0,5%-Sigma Aldrich) e sua viabilidade avaliada com Azul de
Tripan 4% (Gibco).

Logo apés, procedeu-se com o cultivo das mesmas sobre os scaffolds
previamente submetidos as técnicas de esterilizacdo em estudo. As CTMCU

foram semeadas nos scaffolds a uma densidade de 2,8 x 10* células
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vidveis/cm? e entdo incubadas a 37°C com atmosfera umidificada a 5% CO,.
ApoOs 6h de cultivo, 0 meio de cultura foi retirado e as amostras foram lavadas
trés vezes com PBS 1X para retirada das células ndo aderidas. As células
aderidas foram entdo fixadas com paraformaldeido 4%, por 20 min. Em
seguida, foi realizada a coloracdo com 0,5 ug/mL de 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), um marcador de nucleo celular. De cada amostra (n=3) foram obtidas
nove imagens (Olympus CX50, magnificacdo de 400x) correspondendo a nove
campos diferentes distribuidos aleatoriamente. Assim, foi possivel quantificar o

namero de células aderidas através da relagdo numero de células/campo.

2.7. Andlise estatistica

A Analise de Variancia (Anova), com o teste de complementacdo de
Tukey foi utilizada para determinar se ocorreu diferencga significativa entre os
diametros das fibras antes e apo6s os tratamentos de esterilizacdo. Para
comparacdo das andlises de adesdo celular, foi implementado o teste de
Analise de Kruskal-Wallis (K-W). Para critérios de decisédo foi adotado o nivel

de significancia (p) de 5%.
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3. Resultados e discussao

3.1. Teste de esterilidade

A eficacia dos tratamentos de esterilizacdo em estudo foi verificada pela
auséncia de turvacdo do meio caldo tioglicolato, apdos 48h e pelo néo
desenvolvimento de colbnias em agar Sabouraud, apés 10 dias de incubacéo.
As matrizes que ndo foram submetidas a nenhum procedimento de
esterilizacdo serviram como controle positivo, nas quais foram observadas, em
todas, contaminacdo. Os meios de cultivo sem amostras mantiveram-se
estéreis, corroborando com o achado esperado no controle negativo. Os meios
com as amostras tratadas também nao apresentaram desenvolvimento de
microorganismos (Tabela 1), demonstrando que todos os tipos e tempos de
tratamentos mostraram-se eficazes.

O tratamento com radiacdo ultravioleta e com o etanol 70% sédo as
técnicas mais utilizadas para obtencado de scaffolds poliméricos estéreis devido
a sua facilidade de execucdo. No entanto, de acordo com a literatura, tém-se
observado que o tempo de tratamento, ao qual o scaffold é submetido, é
bastante variavel.®**'* No presente estudo, foi possivel obter um produto
estéril utilizando tempos de tratamento iguais ou inferiores aos encontrados na
literatura. Embora o tratamento com etanol tenha sido eficaz, esse agente &
classificado como um desinfetante quimico ao invés de um agente esterilizante.
O etanol nas concentragdes entre 60-80% (v/v), tem se mostrado efetivo na
eliminacdo de bactérias gram-positivas, gram-negativas, acido-resistentes e

virus lipofilicos. Todavia, virus hidrofilicos e esporos bacterianos sao
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resistentes a esse agente, conforme literatura.” Dessa forma, o seu uso tem

sido limitado a procedimentos realizados in vitro.

3.2. Caracterizacdo dos scaffolds

Os scaffolds foram produzidos com sucesso pelo procedimento de
electrospinning utilizando os parametros anteriormente citados. A concentragao
da solucdo polimérica de 12% m/v foi escolhida, pois, ao se trabalhar com
concentracfes superiores, as fibras se formaram com uma maior dificuldade.
Ja, ao se utilizar solu¢des poliméricas com menores concentracdes, é sabido
gque uma instabilidade do cone de Taylor é criada em funcdo do baixo
enovelamento entre as cadeias poliméricas.” Através das imagens do controle,
obtidas por MEV (Fig. 2A), pode-se observar que as fibras formadas
distribuiram-se de maneira aleatéria por toda a estrutura do scaffold, o qual
apresentou um grande numero de poros interconectados. As fibras
apresentaram superficie lisa e diametro médio de 315,9 + 70,2 nandmetros
(Tabela 2 - controle). Através da analise da espessura dos scaffolds, verificou-
se que 0S mesmos encontravam-se com espessura de 37 = 5,3 um. Também
foi observada a presenca de beads nas nanofibras.

A morfologia das nanofibras é resultado da combinacdo de varios
fatores, incluindo propriedades intrinsecas da solugdo, tais como: tipo de
polimero, concentracdo, elasticidade, condutividade da solucdo e tipo de
solvente. Além disso, a morfologia das nanofibras também é influenciada por
condi¢cdes relacionadas a técnica de electrospinning, tais como: corrente

elétrica, vazao e distancia entre a agulha e placa coletora. A producéo de fibras
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com beads estéa fortemente relacionada a concentracdo da solugéo, sendo que
essas estruturas sao frequentemente observadas em nanofibras produzidas a
partir de solucdes poliméricas de mais baixas concentracdes. Supde-se que a
formacao de beads ocorra devido a competicao entre a viscosidade e a tenséo
superficial da solucéo, a qual tenta reduzir a superficie por unidade de massa,
convertendo o jato liquido em uma ou mais gotas esféricas.? Ainda ndo existe
uma definicho quanto aos efeitos bioldgicos dessas estruturas, quanto a
adesdo, crescimento e proliferacdo celular. No entanto, acredita-se que o0s
beads possam ser Uteis como reservatérios de principios ativos que favoregcam
o desenvolvimento celular.*? Outros autores sugerem que os beads possam
auxiliar na migrac@o da célula tridimensionalmente pelo scaffold, por favorecer

0 espacamento entre as nanofibras.

3.3. Efeito dos diferentes tratamentos de esterilizagcdo sobre a estrutura dos

scaffolds

3.3.1. Morfologia e diametro

As imagens obtidas por MEV (Fig. 2) indicam que as nanofibras de
PLGA reagiram de maneira diferente as trés técnicas de esterilizagdo
estudadas.

Apoés diferentes periodos de exposicdo a radiacdo ultravioleta (A =
254nm), as amostras ndo exibiram mudancas aparentes em sua morfologia
(Fig.2 B, C, D). Em contraste, o tratamento com solu¢cdo antimicrobiana

(penicilina, estreptomicina e fungizona) levou a alteracdes na estrutura das
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amostras, sendo essas mais significativas nas matrizes deixadas em contado
por periodos de 4 e 6h com a solucdo de antibidticos (Fig.2 I, J, K, L). Esse
método levou a deformacdo dos beads que tiveram reducdo de seu volume e
perda de sua forma globular.

Os scaffolds submetidos a assepsia por etanol 70% apresentaram
alteracdes bastante pronunciadas em sua morfologia (Fig. 2 E, F, G, H). Esse
método causou, em todas as amostras, a deformacao dos beads de forma bem
mais expressiva do que ocorreu no tratamento por solucdo antimicrobiana. Nos
scaffolds deixados em contato com etanol durante 1 e 2 horas, essa
deformacéo foi proporcionalmente ainda mais acentuada, assemelhando-se a
um derretimento das fibras nas areas onde antes existiam beads. Ainda, as
mesmas amostras exibiram pequenos nodulos na superficie das fibras,
principalmente no local de encontro dessas.

Na literatura, ndo existe um consenso em relacdo ao efeito do etanol
sobre a morfologia de scaffolds poliméricos. Holy et al. utilizaram a desinfeccéo
com etanol 70% por 30 minutos como controle na comparacdo entre a
esterilizacédo por radiacdo-y e a por plasma RFGD de scaffolds de PLGA “tipo
espuma”. Os autores descreveram o etanol como um agente que nao resulta
em prejuizos sobre a morfologia ou propriedades quimicas de scaffolds de
poliésteres. Por outro lado, Shearer e colaboradores, ao submeterem flat-sheet
scaffolds (scaffolds ndo rugosos) de PLGA ao tratamento com etanol, durante
30 minutos, observaram aumento da rugosidade e reducéo da porosidade dos
scaffolds. Assim, pode-se inferir que o efeito do etanol e de outros tratamentos

€ dependente do tipo de scaffold. As matrizes produzidas por electrospinning
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apresentam pequena espessura, estrutura bastante aberta e fibras de diametro
nanometrico, o que deve torna-las mais suscetiveis aos efeitos do etanol.

Nenhuma das combinacfes de tratamento e tempo de duracdo implicou
mudancas significativas do diametro médio das fibras (Tabela 2). Contudo,
apesar da média manter-se inalterada, a distribuicdo dos diametros das fibras
foi diferente do inicial (controle). Para as amostras submetidas aos tratamentos
por Etanol e Antibidticos (Fig. 3, 4), observou-se uma maior frequéncia de
fioras com diametro menor que 200nm e menor quantidade de fibras
apresentando diametro maior que 400nm, indicando a ocorréncia de uma
reducdo do didmetro das nanofibras. J4 para as amostras submetidas a
radiacdo UV, o inverso foi observado, ou seja, uma maior frequéncia de fibras
com diametro maior que 400 nm (Fig. 5).

Quanto as dimensdes dos scaffolds, a exposicdo a luz ultravioleta ndo
ocasionou mudancas significativas em sua area e espessura (Tabela 3, Figura
6). Entretanto, o contato com etanol e solucdo de antibidticos levou ao
enrugamento das matrizes, gerando uma grande reducdo no diametro e

aumento da espessura das mesmas (Tab. 3, Fig. 6).

3.3.2. Peso molecular

As amostras esterilizadas por UV, etanol 70% e antibioticos foram
comparadas em termos de mudanca de peso molecular, determinado através
de SEC. Todas as amostras tratadas, em relagcdo ao controle, apresentaram
reducdo do peso molecular ponderal (Mw), peso molecular numérico (Mn) e

polidispersdo (Mw/Mn) (Tabela 4). Os tratamentos com etanol 70% e com
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antibioticos levaram a uma queda brusca do peso molecular logo apos o
primeiro tempo de tratamento estudado. Apés 30 min de contato com o etanol e
1h de contato com a solucdo de antibidticos, o Mw do PLGA foi reduzido em
aproximadamente 25% e 27% respectivamente. Para essas duas técnicas, o
aumento do periodo de tratamento ndo ocasionou perdas significativas do Mw
e esse se manteve constante (Fig. 7). Ao contrario do que ocorreu ha
morfologia, onde a exposicdo a radiacdo ultravioleta ndo resultou em
mudancas aparentes na estrutura dos scaffolds, essa técnica foi a que
ocasionou maiores mudancas no peso molecular. Com apenas 30 minutos de
exposicao, o peso molecular polimérico apresentou queda de 34,2%. O Mw foi
reduzido de maneira inversamente proporcional a duracdo do tratamento com
UV, apresentando reducédo de 41,6% e 48,8%, ap0s exposicao por 1 e 2 horas,
respectivamente (Fig. 7).

Os resultados encontrados no presente estudo sdo corroborados por
estudo anterior, que demonstrou que nanofibras de PLGA apresentaram
reducdo do peso molecular numérico e resisténcia mecanica, apesar de nao
mostrarem alteracdes aparentes em sua morfologia apds 2 horas de exposicao
a radiacéo UV.™ A radiacao ultravioleta com comprimento de onda em torno de
250nm leva a clivagem de ligacdes ésteres causando o0 encurtamento da
cadeia polimérica o que € demonstrado pela analise de SEC através da queda
da massa pico (Mp) , maior cadeia polimérica detectada.'®* O peso molecular e
a estrutura quimica dos materiais poliméricos sdo 0s principais responsaveis
pelas suas propriedades, e assim, pela sua utilizagdo em inUmeras aplicagdes.
Materiais poliméricos de baixo peso molecular apresentam menor resisténcia

quimica e mecanica em relacdo ao mesmo material de alto peso molecular.** O
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peso molecular € um dos fatores que influencia a biodegradacdo do PLGA e &
o parametro de maior importancia para monitorar sua degradacdo.*® Assim, a
radiacdo UV, ao reduzir o Mw, das amostras pode estar causando
comprometimento de suas propriedades mecanicas e acelerando sua
degradacdo; para isso é importante a realizacdo de estudos de degradacgéo in

vitro.

3.4. Ensaio de adesao

Para o sucesso da aplicacdo dos scaffolds na engenharia de tecidos,
uma caracteristica crucial é que as matrizes promovam a adesdo celular. A
adesdo celular € mediada, primeiramente, pela adsorcdo de proteinas da
matriz extracelular a superficie do scaffold. Em seguida, vias de sinalizacdo
celular sdo ativadas e ocorre a adesdo das ceélulas aos moldes através de
receptores integrina. Logo, o acomodamento e comportamento celular séo
bastante afetados pela morfologia e topografia dos scaffolds.’® Por esse
motivo, realizou-se o ensaio de adeséo celular.

Para esse estudo, as CTMCU foram semeadas e cultivadas durante 6h
sobre os scaffolds submetidos aos tratamentos de esterilizacdo. Apds esse
periodo de incubacéo, o meio de cultivo foi retirado e prosseguiu-se a fixacéo
das células aos scaffolds com paraformaldeido 4%, durante 20 minutos. O
procedimento de fixacdo causou grandes danos a estrutura da matriz,
ocasionando seu enrugamento e a consequente reducdo de suas dimensdes,
prejudicando a analise. Apesar da analise de adeséo ter sido dificultada,

atraves da coloracéo dos nucleos celulares com DAPI, foi possivel verificar que
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as células foram capazes de se aderir a todos os scaffolds em estudo. Como
pode ser verificado na figura 8, as amostras tratadas com solucéo
antimicrobiana apresentaram um numero maior de células aderidas por campo,
qgquando comparadas as matrizes submetidas aos demais tratamentos. Essa
relacdo foi maior com a reducdo do periodo de tratamento ao qual as
nanofibras foram submetidas. Nao foi possivel comparar a adeséo celular aos
scaffolds tratados com soluc&o antimicrobiana durante 6h devido ao alto desvio

padrao apresentado.

4. Conclusoes

Esse estudo demonstrou que os métodos avaliados para esterilizacéo de
nanofibras de PLGA, etanol, solucdo antimicrobiana e exposi¢cdo a radiacao
ultravioleta, foram eficazes em seu propésito. No entanto, todos os métodos
acarretaram alteragdes nas propriedades dos scaffolds.

A radiacdo ultravioleta, apesar de ndo ocasionar mudancas nha
morfologia e dimensées dos scaffolds, foi 0 método que levou a maior perda do
peso molecular do polimero. A esterilizagdo com etanol foi 0 método que mais
danificou a morfologia das nanofibras e alterou as dimensfes das matrizes.

O tratamento com solugdo antimicrobiana mostrou ser um método
simples e eficaz para descontaminacdo dos scaffolds. Assim como o etanol,
essa técnica causou reducdo de peso molecular, porem consideravelmente
inferior a reducéo causada pela radiacdo UV. Para os tempos de 1 e 2 horas,

as alteracbes na morfologia das fibras, deixadas em contato com a solucéo
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antimicrobiana, foram pouco pronunciadas e ainda, essas amostras foram as
que apresentaram uma maior numero de células/campo no ensaio de adeséo
celular. Além disso, o uso da solucédo antimicrobiana elimina o tratamento do
scaffold entre a esterilizacdo e seu uso para o cultivo celular, ndo necessitando
a etapa adicional de umectacdo como os outros métodos. Mostra-se, assim,

uma técnica conveniente para esterilizacdo desse tipo de material.
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Figura 1. Estrutura quimica de uma cadeia polimérica de poli(acido latico-co-acido glicélico)

24



1oku

1aku

\

f

x 7/ iy B
) E:a, 1E s

Skm

s

18 kU

+F06

185560

1rm

25



18k

tekL

Figura 2. Imagens obtidas por MEV: (A) controle — scaffold ndo estéril; (B) scaffold esterilizado
durante 30min com UV; (C) scaffold esterilizado durante 1h com UV; (D) scaffold esterilizado
durante 2h com UV; (E) scaffold esterilizado durante 30min com Etanol 70%; (F) scaffold
esterilizado durante 1h com Etanol 70%; (G, H) scaffold esterilizado durante 2h com Etanol
70%; (1) scaffold esterilizado durante 1h com solucdo antimicrobiana; (J) scaffold esterilizado
durante 2h com solucdo antimicrobiana; (K) scaffold esterilizado durante 4h com solugéo
antimicro; (L) scaffold esterilizado durante 6h com solu¢éo de antibidticos
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Figura 3. Comparacdo da distribuicdo do didametro das fibras: scaffolds submetidos a
esterilizagcdo por etanol 70% e controle
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Tabela 1. Eficacia das combinacdes dos diferentes métodos e tempos de duragdo de
esterilizagdo para scaffolds de PLGA

Tempo de tratamento

Tratamento Caldo Tioglicolato Agar Sabouraud
0,5h 1h 2h Oh 05h 1h 2h 4h
Controle negativo x —_ - - - = x - = = =
Controle positivo v - - - - - Y = = = = —
Etanol 70% — x x x - = x x x —
Luz Ultravioleta — x x x - = x x x —
Solugéo antimicrobiana R — x x x x - x x x x

v indica contaminagdo dos meios de cultivo apés o periodo de analise
x indica que os meios de cultivo ndo mostraram sinais de infec¢éo durante o periodo de andlise.
— indica que a combinacéo de método de esterilizacédo e duracdo deste ndo foi testada
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Tabela 2. Andlise do diametro das nanofibras de PLGA 12%

Diametro médio (nm)

Duragéo do

UL Controle Luz Ultravioleta Antibiéticos Etanol 70%
Oh 315,9+ 70,2 — — —
30 minutos — 334,0+107,4 — 312,9+114,8
1 hora — 390,6 +111,1 377,9+113,9 304,5+129,8
2 horas — 390,7 +105,4 289,4+85,4 277,3+88,0
4 horas — — 301,9+£95,3 —
6 horas — — 307,3+69,4 —

Tabela 3. Efeitos dos tratamentos de esterilizacdo em estudo sobre as dimensBes dos
scaffolds.

Mudanca no diametro Mudanc¢a na espessura

Tratamento  Tempo (h)

dos scaffolds dos scaffolds

Ultravioleta 0,5 — —

1 J— R

2 J— R
Etanol 70% 0,5 -47% +431%

1 - 42% + 382%

2 - 42% + 378%
Antibiéticos 1 -27% + 150%

2 - 25% + 152%

4 - 20% +141%

6 - 28% + 174%

- indica reduc¢éo da variavel
+ indica aumento da variavel
— indica que ndo houve variagdo da variavel
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Tabela 4. Efeito dos diferentes métodos de esterilizagdo sobre o peso molecular polimérico dos
scaffolds de poli(D,L-4cido latico-co-acido glicolico) (75:25)

Tratamento  Tempo (h) Mn (Da) Mw (Da) Mp (Da) Mw/Mn
Controle 0 49,903 117,882 101,850 2,362
Ultravioleta 0,5 46,575 77,557 76,505 1,665
1 36,920 68,828 66,686 1,864
2 30,341 60,371 55,244 1,990
Etanol 70% 0,5 46,387 88,632 98,060 1,905
1 47,522 89,171 95,167 1,876
2 43,617 86,461 87,807 1,982
Antibidticos 1 46,442 86,367 86,029 1,860
2 48,460 89,625 93,520 1,849
4 46,552 84,968 83,462 1,825
6 45,498 86,360 82,843 1,898

*(Mn) peso molecular numérico; (Mw) peso molecular ponderal; (Mp) massa de pico; (Mw/Mn)
polidisperséo
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justificando as alteracdes sugeridas nos pareceres e que ndo foram aceitas pelos
autores. Esses dois arquivos devem ser enviados através da sec¢do Envio de Nova
Versado, na Pagina do Autor, no sistema de submisséoon line de QN.

Tao logo seja completada a submissdo o sistema informara automaticamente, por e-
mail, o codigo temporario de referéncia do manuscrito, até que ele seja verificado pela
editoria. Entdo ser& enviado e-mail contendo o nimero de referéncia do trabalho.

Se néo receber o e-mail com cédigo de submissédo temporaria, por algum motivo, a
submissao ndo foi completada e o autor tera prazo maximo de 5 (cinco) dias para
completa-la. Depois desse prazo, o sistema ndo permite o envio, devendo ser feita
nova submisséo.

O autor podera acompanhar, diretamente através do sistema, o status de seu
manuscrito.

VERSAO FINAL - Quando for solicitada a vers&o final, o autor recebera instrucées
especificas quanto a programas para envio de arquivos (texto, figuras, tabelas, etc) .
Arquivos em formato .pdf ndo séo mais solicitados nessa fase.
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Se as Figuras forem escaneadas, deverdo ser em alta resolucdo (800 dpi/bitmap para
tracos) com extensdo tif ou jpg, desde que nas dimensdes especificadas pelos
Editores. As fotos ou desenhos com cor (300 dpi/grayscale) deverdo ser enviadas
com _extensao tif/jpg, com largura maxima total de 8,5 cm para ndo haver problemas
ao_aplica-las no padrdo da Revista. Outras extensdes possiveis: cdr, eps, cdx ou
opj. No caso particular de esquemas contendo estruturas guimicas, estas deverao ter
sempre a mesma dimensdo, para que possam ser reduzidas uniformemente.

A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessério, pequenas
alteracdes nos manuscritos, de modo a adequa-los as normas da revista ou tornar
seu estilo mais claro, respeitando, naturalmente, o contetado do trabalho. Qualquer
que seja a natureza do manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de
metodologia, informagédo, interpretagdo ou critica. A qualificacdo do trabalho sera
atestada por dois consultores, indicados pela Editoria.

Copyright ©2010 Sociedade Brasileira de Quimica

Para publicacdo, requer-se que os manuscritos submetidos a esta revista
nao tenham sido publicados anteriormente e ndo sejam submetidos ou
publicados simultaneamente em outro periédico. Ao submeter o
manuscrito, os autores concordam que o copyright de seu artigo seja
transferido a Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ), se e quando o artigo
for aceito para publicacdo. O copyright abrange direitos exclusivos de
reproducéo e distribuicdo dos artigos, inclusive separatas, reproducgdes
fotograficas, microfilmes ou quaisquer outras reprodugfes de natureza
similar, inclusive traducdes. Nenhuma parte desta publicagdo pode ser
reproduzida, armazenada em bancos de dados ou transmitida sob qualquer
forma ou meio, seja eletrdnico, eletrostatico, mecanico, por fotocdpia,
gravacdo, midia magnética ou algum outro modo, sem permissdo por,
escrito da detentora do copyright. Embora todo esfor¢o seja feito pela SBQ,
Editores e Conselho Editorial para garantir que nenhum dado, opinido ou
afirmativa errada ou enganosa aparecam nesta revista, deixa-se claro que
0 conteldo dos artigos e propagandas aqui publicados sao de
responsabilidade, Unica e exclusiva, dos respectivos autores e anunciantes
envolvidos. Consequentemente, a SBQ, o Conselho Editorial, os Editores e
respectivos funcionarios, diretores e agentes isentam-se, totalmente, de
gualquer responsabilidade pelas conseqiiéncias de quaisquer tais dados,
opinibes ou afirmativas erradas ou enganosas.
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