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RESUMO

Um dos desafios da Engenharia Tecidual € o de promover um melhor funcionamento de
orgdos e tecidos danificados por doencas ou traumas. Com o objetivo de desenvolver um
dispositivo bifdsico para futura regeneracdo dérmica e aplicacdo na Engenharia Tecidual e
Medicina Regenerativa, cultivou-se células fibrobldsticas da linhagem VERO sobre uma matriz
dérmica suina acelular associada a um polimero biorreabsorvivel, poli (L-4cido l4ctico) (PLLA),
com adi¢do de um plastificante, o trietil citrato de sdédio (TCS). Para a realizacdo da pesquisa,
membranas PLLA-TCS e PLLA puro foram preparadas e caracterizadas através de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Ensaio Dinamico Mecanico pelo Moddulo de Tragdo,
Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Ressonincia
Magnética Nuclear (RMN °C e 'H), Angulo de Contato e Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC). Os resultados mostraram que as membranas de PLLA- TCS, tornaram-se porosas € mais
hidrofilicas em relagdo as membranas de PLLA puro, o que aumentou sua interacdo com as
células fibroblasticas. Apds a associagdo das membranas de PLLA-TCS a derme suina, as
amostras foram analisadas por meio de Técnicas Histolégicas e Microscopia Confocal para
avaliar a presenca de fibras coldgenas e sua organizacdo no arcabougo. Em seguida realizou-se
cultura de células fibroblasticas sobre o dispositivo bifdsico apds 24 horas e 2 dias de cultivo para
ensaios de Viabilidade Celular, e posteriormente Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
Os resultados obtidos pelos ensaios mecanicos e bioldgicos comprovaram que o material
apresentou interacdo suporte-célula, principalmente devido a sua porosidade e afinidade celular
apresentada pela composi¢c@o estrutural da matriz dérmica, sendo atéxico as células VERO. O
material atuou como substrato celular, sendo que a proliferacdo das células VERO foi maior em
comparac¢do com a placa de cultivo (controle), havendo infiltracdo celular. Conclui-se assim, que
o dispositivo estudado apresenta potencial para ser utilizado como um substituto dérmico para
implantes em dreas de queimaduras extensas, por ser altamente poroso, promovendo assim, maior
migragdo, adesdo e crescimento celular a0 mesmo tempo em que o dispositivo € degradado pelo
organismo. A capacidade de deformacgdo apresentada pelo futuro substituto dérmico também
auxilia em sua implantacdo, por facilitar o procedimento cirirgico, que muitas vezes necessita
distender um pouco o material para o total recobrimento da lesdo; ou as movimentagdes naturais
da pele apds o implante. Além disso, o dispositivo minimiza as chances de contra¢do do enxerto,
por ser constituido por um componente dérmico.

Palavras-Chave: Poli (L-4cido l4ctico). Coldgeno. Derme suina. Fibroblastos.
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ABSTRACT

One of the challenges of the Tissue Engineering is to promote a better functioning of
organs and tissues damaged by diseases or traumas. With target for developing a biphasic device
for future regeneration and dermal application in Tissue Engineering and Regenerative Medicine,
fibroblasts from VERO cell line were cultivated on a porcine acellular dermal matrix associated
to a bioresorbable polymer (PLLA) with the addition of a plasticizer (TCS). For this present
study, PLLA-TCS membranes and pure PLLA were prepared and analyzed by means of
characterization tests such as Scanning Electron Microscopy (SEM), Dynamical Mechanical
Analysis (DMA), Spectroscopy of the Fourier Transform Infrared, Nuclear Magnetic Ressonance
(NMR BC e 'H), Contact Angle and Differential Scanning Calorimetry (DSC). The results
showed that the PLLA-TCS, became porous and more hydrophilic compared to pure PLLA,
which increased its interaction with the fibroblast cells. After the association of the PLLA-TCS to
the porcine dermal matrix, the samples were analyzed by Histological Techniques and Confocal
Microscopy to evaluate the presence of collagen fibers and their organization within scaffold.
Afterwards, a culture of fibroblasts cell on the biphasic device was performed after 2 days and 24
hours of cultivation the Cellular Viability test was done and posteriorly Scanning Electron
Microscopy (SEM). The results of the biphasic device in relation to mechanical and biological
tests showed the cell-support interaction, through the analysis of viability, cell morphology and
structural organization of collagen fibers and polymer structure, are nontoxic to VERO cells. The
material behaves as a cell substrate where proliferation of VERO cells and their infiltration was
higher compared to the cell culture plate. It can therefore be concluded that the studied device has
the potential to be used as a substitute for dermal implants in areas of extensive burns, for being
highly porous, thus promoting increased migration, adhesion and cell growth while the device is
degraded by the body. The device deformation capacity also helps in the substitute implantation
for facilitating the surgical procedure which often need to stretch the material for coverage of the
injury completely or natural movements of the skin after implantation. Furthermore, the device
minimizes the chances of skin graft contraction as the gadget consists of a dermal component.

Keywords: Poly (L - lactic acid). Collagen. Porcine dermis. Fibroblasts.
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1 INTRODUCAO

Dispositivos cutaneos desenvolvidos a partir de polimeros biorreabsorviveis tém sido
amplamente utilizados para o tratamento de lesdes de pele como ulceragdes, doencas ou
queimaduras, auxiliando na regeneracdo da regido lesionada e impedindo o surgimento de

infec¢des secunddrias.

Uma das razdes mais comuns para a perda de pele é por trauma termal, onde dareas
substanciais do tecido sdo danificadas, havendo ou ndo possibilidade de regeneracdo tecidual.
Feridas provocadas por queimaduras de profundidade superior a 1 cm de didmetro, sdo
consideradas lesOes de tamanho critico e necessitam de implantes de pele, j& que ndo ha
possibilidade de regeneracdo natural do tecido lesionado, promovendo a formacdo de extensas

cicatrizes, e resultando em limitagdes de mobilidade tecidual e graves deformidades estéticas.

A queimadura compromete a integridade funcional da pele, responsdvel pela homeostase
hidroeletrolitica, controle da temperatura interna, flexibilidade e lubrificacdo da superficie
corporal, sendo que a gravidade do comprometimento dessas funcdes € dependente da extensdo e

da profundidade da queimadura.

De acordo com Vale (2005) as causas mais frequentes de queimaduras sdo: chama de fogo,
contato com 4gua fervente ou outros liquidos quentes e contato com objetos aquecidos. As
estatisticas registram que os casos por queimaduras sdo uma das principais causas de morte no
pais. Ainda segundo Vale (2005), no Brasil acontecem um milhdo de casos por trauma termal a

cada ano, 200 mil sdo atendidos em servigos de emergéncia e 40 mil demandam hospitalizacao.

No caso especifico de biomateriais para implantes em lesdes cutaneas, gerados por trauma
termal, a engenharia de tecido possui o objetivo de recuperar tais lesdes por meio do cultivo de
células do préprio paciente ou de células de um doador. Nesse sentido, o tecido biossintético é

projetado para cicatrizar a ferida, fornecendo uma barreira mecénica a infec¢ao e perda de fluidos



corporeos. Ele também possui diversas propriedades bioldgicas semelhantes a pele humana que

permite e/ou promove o crescimento de novos tecidos e aperfeicoa as condi¢des para a cura.

Uma variedade de substitutos dérmicos ou equivalentes de pele foram investigados
previamente. Materiais biolégicos como a derme, bases com coldgeno (Integra’ ™ e Apligraf®) ou
bases com fibrina (Beriplast®, Hemaseel™ e Bioseed®) sdo desenvolvidos como biomateriais
para o reparo de lesOes, principalmente em associacdo com materiais poliméricos, como o poli
acido lactico (PLA), poli 4cido glicélico (PGA) e seus copolimeros. Muitos equivalentes de pele
s6 promovem recobrimento temporario da ferida (Apligraf®, TransCytes®, entre outros) e sio
geralmente aplicados em lesdes de espessura parcial que ainda detém elementos dérmicos. J4
dispositivos de pele permanentes (Dermograft®, Permacol™, entre outros) promovem
recobrimento e regeneracdo total da ferida, ndo havendo necessidade de uma retirada posterior do
material. Dentre as vantagens associadas ao emprego de produtos comerciais estdo: diminui¢ao
tanto do nimero de intervengdes cirdrgicas, a que os pacientes sdo submetidos, como uma menor
probabilidade de reintervencdes, decorrentes de formacdo de cicatrizes ou contraturas

indesejaveis, além de uma melhor qualidade de recuperacao do paciente.

Tais vantagens estdo também aliadas a melhoria das propriedades fisico-quimicas desses
substitutos de pele, como no caso da incorporacdo de aditivos aos dispositivos bifdsicos, como
polimeros em associacdo com materiais bioldgicos. Esses aditivos sdo importantes por aumentar
a interacdo celular entre o equivalente de pele e o organismo humano, por meio de modificagcdes
em sua estrutura, como flexibilidade e maior porosidade. O trietil citrato € um exemplo de aditivo
muito estudado para aumentar a porosidade de materiais para implante de pele, e

consequentemente aumentar a interacao célula-material.

O objetivo do presente estudo foi desenvolver um dispositivo bifdsico constituido por
matriz dérmica suina acelular associada ao polimero biorreabsorvivel PLLA — Trietil Citrato de
Sédio e caracterizd-lo por meio de andlises fisico quimicas, mecanicas, morfoldgicas e de
interacdo celular utilizando-se células fibroblasticas (linhagem VERO), com o intuito de se obter

um substituto dérmico comercial.



2 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

2.1 Engenharia tecidual cutdnea

Durante as ultimas décadas, tem-se presenciado intimeros avangos no desenvolvimento de
dispositivos para a regeneracao ou substituicdo tecidual de pele. Um alto nimero de produtos
encontra-se disponivel comercialmente e muitos outros ainda estdo em fase de desenvolvimento
(ZHONG et al. 2010; PRIY A et al. 2008). Esses substitutos cutaneos sdo designados a auxiliar o
fechamento de feridas, temporarias ou permanentes (METCALFE e FERGUSON, 2007;
GRIFFITH, 2001) - o termo ferida ou lesdo pode ser definido como qualquer ruptura da
integridade da pele, membranas mucosas ou qualquer outra estrutura do corpo, podendo ser
causada por traumas fisicos, térmicos, quimicos ou desencadeada por uma afecc¢do clinica,
apresentando-se de diversas formas, tamanhos e profundidades (IGNACIO, 2009) - além de
possuirem vdrias propriedades biolégicas e farmacéuticas semelhantes a pele humana que
permitem o crescimento de novos tecidos e que otimizam as condi¢cOes para cura (PHAM et al.

2007; HORCH et al. 2005).

Virias abordagens tém sido tomadas por diferentes grupos para obtencdo de substitutos.
Eles podem ser classificados de acordo com a presenca ou auséncia de células vivas, de tecidos
provenientes ou ndo da mesma espécie, e de biomateriais de origem sintética ou bioldgica

(AUGER et al. 2009).

Essas sdo algumas das consideracdes que tém impulsionado a busca de substitutos dérmicos
ou dérmico-epidérmicos ideais. Nos ultimos 30 anos, tém-se buscado a criagdo de um produto
que possa ser reproduzivel em larga escala e permanentemente substituir a pele perdida

(SCHULTZ 3rd et al. 2000).

Desde a introducdo dos enxertos de pele por Reverdin em 1871, a enxertia tornou-se uma
cirurgia de referéncia para o recobrimento de feridas cutaneas (HORCH et al., 2005). J4 no final

dos anos 90, mediante o avango tecnoldgico relacionado a enxertia, do progndstico de pacientes

3



com grandes queimadurase do conhecimentoda ciéncia dos materiaise cirurgia,
Burke & Yannas iniciaram estudos para a criagdo de um produto comercial semelhante a

pele humana (SCHULZ 3rd et al. 2000; HODGKINSON e BAYAT, 2011).

Atualmente, podem ser encontrados no mercado trés tipos principais de produtos para
enxertos de pele: aloenxertos, células ou tecidos da mesma espécie; xenoenxertos, células ou
tecidos de espécies diferentes; e autoenxertos, células ou tecidos do proprio paciente (PHAM et
al. 2007, METCALFE e FERGUSON, 2007; GROEBER er al. 2011). Além disso, esses
dispositivos podem ser acelulares ou celulares. Produtos acelulares apresentam uma matriz
produzida por materiais sintéticos ou naturais, que possuem as estruturas fisico-quimicas
necessarias permitindo infiltracdo celular no material, apds o implante (GROEBER et al. 2011).
J4 produtos celulares podem ou ndo estarem associados a matrizes constituidos por materiais
sintéticos ou biolégicos apresentar matriz, mas devem obter cultivo de células epidérmicas,
dérmicas ou ambas (ZHONG et al. 2010; COOLEN er al. 2010; PRIYA et al. 2008;
DIECKMANN et al. 2010).

Diversos produtos, acelulares ou celulares, a base de coldgeno ou derme animal, xeno ou
aloenxertos tém sido comercializados como equivalentes dérmicos, sendo que muitos deles sdao
utilizados como dispositivos temporarios ou permanentes para o revestimento de queimaduras ou
ulceragdes. Como exemplos de dispositivos bioldgicos podem ser citados o Permacol™,
Biobrane®, TransCyte®, Dermagraft®, IntegraTM, AlloDerm®, entre outros (COOLEN et al.

2010; DIECKMANN et al. 2010; LIMOVA, 2010; LAZIC e FALANGA, 2011).

O Permacol™ é um xenoenxerto a base de coldgeno reticulado de matriz dérmica suina
acelular e € muito utilizada como curativo permanente devido a longa duracdo do implante
durante o processo de cicatrizacao (LfMOVA, 2010; CATENA et al. 2007; MACLEQOD et al.
2004).

O AlloDerm® é composto por matriz dérmica humana acelular liofilizada (o que previne o
risco de rejeicdo ao produto) e membrana basal, derivada de aloenxertos de cadaveres humanos.

2 . .. ™ - , .
E um dispositivo semelhante ao Integra ™ por promover uma remodelacdo da camada dérmica do
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organismo, mas ndo é um material sintético. Utilizado comercialmente como revestimento
permanente de lesdes profundas e extensas (HORCH et al. 2005; SUPP et al. 2005;
SHEVCHENKQO et al. 2011; OH e KIM, 2011; YIM et al. 2010).

O Biobrane® € um curativo sintético composto por uma tela de malha de ndilon ligado a
uma fina membrana de silicone e revestido por polipeptidios porcino. Pode ser usado como um
revestimento tempordrio de queimaduras superficiais, ou como revestimento de protecdo para
autoenxertos (PHAM et al. 2007; DIECKMANN et al. 2010; HUBIK et al. 2011; LESHER et al.
2011; TENENHAUS et al. 2007).

J& o TransCyte® ¢é um dispositivo semelhante ao Biobrane® por também ser um
revestimento tempordrio e biossintético, sendo composto por membrana de silicone semi
permedvel, cultura de células fibroblasticas humanas sobre coldgeno porcino e coberto por malha
de ndilon. Tem sido indicado como revestimento temporério em queimaduras extensas antes da
autoenxertia ou em queimaduras parciais, com pouca profundidade, suas propriedades fisicas
permitem uma facil adaptacdo aos contornos da pele. (CLARK er al. 2007; METCALFE e
FERGUSON, 2007; TENENHAUS et al. 2007; AMANI et al. 2006)

Diferentemente dos dispositivos anteriores, o Dermagraft® ¢ um material polimérico
(poliglactina) bioabsorvivel em forma de rede com fibroblastos neonatal alogénicos semeados.
Pode ser usado como revestimento tempordrio ou permanente para o suporte de enxertos de pele
em queimaduras e ulceras (PHAM et al. 2007, PRIYA et al. 2008; METCALF et al. 2007,
HORCH et al. 2005; LAZIC e FALANGA, 2011).

Mesmo apresentando propriedades semelhantes aos outros dispositivos, o substituto
Integra™ é composto por colidgeno bovino, semeada com células do préprio paciente, e epiderme
tempordria de silicone, o que o difere de outros materiais que ndo apresentam camadas autdlogas
em seu dispositivo. Essa camada de silicone € removida apds a cicatrizagdo da ferida. O
Integra™ & indicado para tratamentos de queimaduras parciais ou profundas (PRIYA et al, 2008;
DIECKMANN et al. 2010; METCALFE e FERGUSON, 2007; JONES et al. 2005; PAPA et al.
2011; CUADRA et al. 2012; FIGUS et al. 2007).
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Apesar de ser o mais utilizado atualmente, o Integra'™ ainda ndo é considerado um
dispositivo cutaneo ideal, pela necessidade da retirada de sua camada de silicone (epiderme
temporéria), j4 que esse material ndao € absorvido pelo organismo humano (SALTZMAN, 2004).
Por essa razdo, dispositivos associados a polimeros que sao degradados pelo organismo tém sido

largamente estudados (PERAMO e MARCELO, 2010).

Pesquisas realizadas por Greenwood e Dearman (2012) confirmam que a utilizacdo de
dispositivos degraddveis diminui drasticamente tanto o tempo requerido para a regeneragdo do
tecido como também a contracio do local lesionado. Nesse estudo foi comparado, por meio de
testes in vivo em suinos, a regeneracdo de dreas lesionadas por trauma termal utilizando-se um
dispositivo biodegraddvel, NovoSorb™, composto por poliéster-poliuretano, e o substituto
Integra, composto por coldgeno bovino e silicone. Percebeu-se que, no caso do implante com o
Integra, somente apds 14-21 dias ocorria a regeneragado e retirada total da camada de silicone. Ja
com o substituto biodegraddvel observou-se uma regeneracdo a partir do 3° - 7° dia e com

fechamento total da ferida a partir do 14° dia.

Além disso, tais pesquisas buscam obter um dispositivo capaz de se regenerar € mimetizar
as funcdes naturais da pele, como fechar rapidamente a ferida, sendo clinicamente eficiente, ser
durdvel e suficientemente eldstico para tolerar alguma deformacdo, fornecer uma
barreira microbiana, estar prontamente disponivel imediatamente apds a lesdo e promover uma
regeneracdo tecidual no local lesionado sem provocar uma resposta inflamatdria exacerbada

(AUGER et al. 2009; SHERIDAN, 2009).

Embora a compreensdo dos mecanismos moleculares e celulares da engenharia tecidual,
que orientam o processo de cicatrizacdo de feridas, ainda seja limitada, novas tecnologias t€ém
sido desenvolvidas anualmente para ampliar os conhecimentos sobre o assunto e algumas dessas
descobertas ainda podem levar a importantes melhorias clinicas em um futuro préximo
(SCHULZ 3rd et al. 2000). Tal avango cientifico tem permitido o tratamento mais precoce de
pacientes com lesdes de espessura total e parece se constituir em uma nova e importante
alternativa no tratamento de queimaduras graves, onde hd necessidade de grandes quantidades de

tecidos para o recobrimento da regido lesionada (HODGKINSON e BAYAT, 2011).
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Estudos realizados tentam solucionar o problema da necessidade de grandes quantidades de
pele para o transplante em casos de queimaduras cutineas cronicas. Modelos de epiderme ou
derme humana reconstruida in vitro foram desenvolvidos, partindo de experimentos que
utilizaram células da pele do préprio paciente (autélogas), ou de doadores (ndo autdlogas), mas
tais modelos clinicos s6 alcancaram relativo sucesso. Este insucesso estd relacionado a
disponibilidade de tecidos (aut6logo ou ndo) e ao tamanho da lesdo, pois em pacientes com lesdes
de mais de 60% da totalidade da pele, é praticamente impossivel promover o fechamento da

ferida somente com transplante autélogo ou de doadores (IGNACIO, 2009).

Segundo o Ministério da Satude ocorrem cerca de um milhdo de acidentes por queimaduras
por ano no Brasil, ocupam ainda o terceiro lugar entre os acidentes que mais ocorrem no mundo.
No pafs, o Sistema Unico de Satide (SUS) gasta anualmente, cerca de R$ 55 milhdes com
tratamentos de traumas termais, o que representa 89,9% dos atendimentos realizados em pronto
atendimento (DASSIE e ALVES, 2011; IGNACIO, 2009). Entre adolescentes e adultos jovens, a
maioria dos casos ocorre devido a utilizagdo de dlcool liquido, o que representa um agente causal
importante. Em adultos, a maior causa de queimaduras estd relacionada com acidentes de
trabalho entre os homens e violéncia doméstica entre as mulheres, e ocorrem geralmente com

fogo ou eletricidade (IGNACIO, 2009).

O tratamento de queimaduras pode ser clinico ou cirtirgico. O tratamento clinico € realizado
com maior frequéncia e pode estar associado a curativos cutaneos, onde durante o processo de
reepitelizacdo de uma lesdo dependendo de sua espessura pode haver ou nido a necessidade de
internacdo do paciente para a realizagdo do tratamento. A intervengdo hospitalar ocorre no caso
de lesOes de espessura parcialmente profunda (segundo grau) ou profundas (terceiro grau). Para
o tratamento de traumas termais profundos o médico necessita realizar algumas etapas antes de
um procedimento clinico ou cirtirgico: desbridamento, descontaminacdo e anélise da extensdo da
ferida para aplicac@o do substituto ideal. Esses curativos podem ser sintéticos ou biolégicos, com

ou sem agentes antimicrobianos (SCHULTZ 3rd et al. 2000).

Nas queimaduras de espessura parcialmente profunda (segundo grau) ou total (terceiro

grau), que acometem regides estéticas e funcionais importantes, € necessdrio um tratamento
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cirargico, realizado por meio de enxertia de pele no local lesionado, utilizando-se enxertos
dermo-epidérmicos, autdlogos, aldégenos ou xenoenxertos; ou matrizes de regeneracdo dérmica,
cultura de queratindcitos e fibroblastos ou a combinacido de ambas (SCHULTZ 3rd et al. 2000;
PHAM et al. 2007).

Apesar do crescente nimero de curativos cutaneos comercializados e do avango nas
pesquisas, a engenharia tecidual ainda precisa vencer o principal problema encontrado apds
aplicacdo de implantes cutineos, a retragdo do enxerto, causado pela auséncia de uma camada
dérmica adequada ou da fina espessura do enxerto. Estudos recentes tém demonstrado que o uso
de substitutos dérmicos ou equivalentes que contenham coldgeno ou matriz dérmica, em
associagdo com as células do préprio paciente ou de doadores, cultivadas in vitro sobre suportes
poliméricos biorreabsorviveis tem proporcionado melhores resultados apds o implante

(HODGKINSON e BAYAT, 2011).

2.2 Desenvolvimento de dispositivos biossintéticos

Tecidos biossintéticos sdo caracterizados por materiais capazes de mimetizar algumas das
funcOes naturais da pele humana. Atualmente, pesquisadores de todo o mundo tem buscado o
desenvolvimento de materiais biossintéticos que auxiliem na reconstru¢do ou recuperagcdo de

areas lesionadas por doencas ou traumas (LAZIC e FALANGA, 2011).

2.2.1 Caracteristicas da pele humana e tratamentos com biomateriais

A pele é o maior 6rgio do corpo humano. Em adultos, essa drea atinge de 1.5 a 2.0 m* e
com peso de 8 a 10 kg. Ela contém trés camadas distintas: o tecido subcutaneo (hipoderme), a

derme e a epiderme (PALSSON e BHATA, 2004).



A epiderme contém queratindcitos proximos ao extrato germinativo (membrana basal), que
garantem a renovagdo celular e adesdo célula a célula, dando origem a camada cérnea, além de
produzir queratina, uma proteina responsdvel pela impermeabilizacdo da pele. Também contém
melandcitos, células responsdveis pela pigmentacdo e sintese de melanina; a melanina produzida
€ progressivamente transferida aos queratindcitos. Por ndo possuir vasos, os nutrientes € o
oxigénio chegam a camada dérmica por difusdo provenientes de vasos sanguineos da derme

(SOUTO et al. 2006; VERT, 2006).

A derme é o tecido conjuntivo que sustenta a epiderme, sendo composta por coldgeno
denso e fibras eldsticas produzidas por fibroblastos cutaneos; a distribuicdo desses fibroblastos
garante a consisténcia fisica da pele (textura e elasticidade). E na camada dérmica que se
localizam os vasos sanguineos e linfaticos responsaveis pela nutricdo da epiderme e também os

nervos e 6rgaos sensoriais a eles associados (VERT, 2006; MANDELBAUM et al. 2003).

J4 a hipoderme € a camada mais profunda da pele, constituida por tecido conjuntivo frouxo
e contém grande quantidade de tecido adiposo, e sendo o local onde se encontra o inicio das

conecgoes nervosas da pele (MANDELBAUM et al. 2003).

Além disso, o tecido cutineo como um todo possui vdrias fun¢des complexas, como
receptores sensoriais, foliculos pilosos para producdo e crescimento de pélos, e dois tipos de
glandulas sudoriparas: uma glandula enddcrina, que regula principalmente a temperatura
corpdrea, e uma glandula apdcrina (SEAL er al. 2001). Como qualquer outro 6rgdo, a pele é
irrigada por vasos capilares, o que auxilia principalmente na resposta imune e inervada pelo
sistema nervoso, além de proteger o corpo contra as influéncias do ambiente (SHERIDAN et al.
2009; BET et al. 2003; SEAL et al. 2001). Em respostas imunes agudas ou cronicas, a perda de
barreiras contra infec¢des e desidratacdo, exige um intenso processo de reparacio tecidual para
que o organismo sobreviva. Dentro deste processo de reparagdo encontra-se o processo de
reepitelizagdo, onde a superficie da ferida € a primeira a sofrer cicatrizagdo cutanea (HORCH et

al. 2005; VERT, 2006; MANDELBAUM et al. 2003).



Em uma lesdo superficial, a pele repara o local lesionado naturalmente, por meio da
proliferagdo e crescimento de derme (fibroblastos e outras células estromais) e/ou epiderme
(queratindcitos e menaldcitos) devido a permanéncia de células no local da ferida (SOUTO et al.
2006; HODGKINSON e BAYAT, 2011). Em lesdes de pele e mucosa extensas e profundas, pode
ocorrer a destruicdo de elementos da epiderme e da derme. Isso torna o processo de regeneracao
lento e suscetivel a complicagdes, ou a impossibilidade de uma regeneracdo tecidual natural

(SHERIDAN et al. 2009; SOUTO et al. 2006; JONES et al. 2005).

A epiderme € capaz de se regenerar. Segundo Bronzino (2006) lesdes limitadas a epiderme
(lesdes de primeiro grau) sdo caracterizadas por ndo atingirem func¢des hemodindmicas e por
apresentarem somente alteragdes da cor da pele; e regeneram-se por migracdo de queratindcitos
da periferia da lesdo, a partir das sobras de tecido basal presente na base da ferida, e da
proliferacdo de queratindcitos fora dos anexos epidérmicos. Esse processo regenera a epiderme

completamente (SCHULZ 3rd et al. 2000).

A derme pode ndo se regenerar no caso de lesdes extensas. O tecido perdido apds uma
queimadura total ndo € recuperado. Mas quando a ferida dermal € superficial, onde ndo ha perda
total do tecido, como em queimaduras de segundo grau superficiais (presenca de bolhas e
vermeliddo), a derme mantém a capacidade de regeneracdo de seus apéndices epidérmicos,
promovendo uma cicatrizag@o significativa do ferimento (JONES ez al. 2005; SCHULTZ 3rd et
al. 2000).

No entanto, em situacdes de perda total de derme, como em caso de pacientes com mais de
40% de queimaduras na superficie do corpo (lesdes de terceiro grau) (presenca de bordo
avermelhado e o chamado de recobrimento carapaca) Bronzino (2006) afirma que o organismo
ndo é capaz de regenerar a regido lesionada naturalmente e nestes casos hd a necessidade de
procedimentos artificiais para o tratamento do local, como o uso de dispoitivos biossintéticos.
Estudos demonstram que queimaduras severas ndo tratadas por mais de 21 dias provocam

infec¢des severas e aumentam o indice de mortalidade (SHEVCHENKO et al. 2010).
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A ndo regeneracdo dérmica ocorre em lesdes extensas na pele, pois além da resposta local,
desencadeia-se uma reagdo sist€émica ao organismo, em consequéncia da liberacdo de mediadores
pelo tecido lesado. Ocorre assim um imenso dano a integridade capilar, com perda acelerada de
fluidos por meio da ferida, que é agravada por subprodutos de coloniza¢do bacteriana. Além
disso, nas queimaduras extensas, superiores a 40% da drea total da superficie corporal, o sistema
imune € incapaz de delimitar a infec¢do, que, tornando-se sistémica, diminui a sobrevida do
paciente. Essa resposta sist€émica manifesta-se por febre, circulacdo sanguinea hiperdindmica e

ritmo metabdlico acelerado, e desequilibrio hidroeletrolitico (VALE, 2005; SUPP et al. 2005).

Por essa razdo, a utilizacdo de dispositivos biossintéticos dérmicos ou neo-dérmicos tem
apresentado resultado promissor para a cicatrizagdo de regides lesionadas. Pesquisas tém
demonstrado que a aplicacdo de materiais biossintéticos hdbeis ao transplante precisam possuir
algumas caracteristicas importantes: como ser atdxico, ndo provocar reacOes inflamatdrias ou
antigénicas, promover barreira contra micro-organismos, evitar desidratacio da superficie
corpdrea e contribuir para a regulacdo de temperatura (SHEVCHENKO et al. 2010; BET et al.
2003). Tais dispositivos precisam aderir ao ferimento, possuir mecanismos de defesa e apoio
para o local de cicatrizacdo da ferida, ser eldstico e com longa durabilidade, apresentar potencial
de crescimento semelhante a pele humana e com boa qualidade estética (MARGULIS et al.

2005).

Segundo Rodas (2004), os substitutos dérmicos, pensando em suas caracteristicas fisico-
quimicas, bioquimicas e mecanicas, também devem ser desenvolvidos de maneira a serem
facilmente manusedveis durante a sua implantacao, sem fraturar e acomodando-se perfeitamente
sobre o leito da ferida, principalmente sem formar bolsas de ar entre a superficie da lesdo e o
dispositivo, pois isso pode tornar o paciente susceptivel a infeccdes secunddrias e sem resisténcia
a forcas de cisalhamento que ocorram naturalmente apds implante ou devido a sua md

implantacio (Figura 1).
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anxerto

ferida

Figura 1. Representacdo esquemadtica de possiveis defeitos durante a implanta¢do de substitutos
de pele. (a) presenca de bolhas entre o dispositivo e a ferida; (b) acomodagdo incorreta do
dispositivo sobre a lesdo; (c) deformagdo por cisalhamento do dispositivo; (d) deformacgdo por ma
colocacdo do implante. Fonte: YANNAS e BURKE, 1980, pp. 65-81.

Além das propriedades necessdrias para transplantes, recentemente inimeras pesquisas tém
retratado alguns casos clinicos bem sucedidos mostrando a viabilidade de substitutos
biossintéticos produzidos a partir de enxertos de culturas epiteliais associadas a polimeros
biorreabsorviveis em pacientes com queimaduras (KREMER et al. 2000; ARVELO, 2007).
Outros grupos tém sido capazes de demonstrar que um modelo de queratindcitos extraido de uma
bidpsia da pele suina em matriz de coldgeno-glicosaminoglicano, em algumas semanas, formou

uma neoepiderme suina (SOUTO, 2005).

Autores como Kremer et al. (2000) afirmam que tais estudos mostraram que a associacao
entre polimeros biorreabsorviveis e matriz de coligeno em uma cultura dermo-epidérmica
promoveu uma maior proliferagdo celular e formagdo de uma pele bem estruturada para enxertos.
Além disso, dispositivos associados a materiais poliméricos reduzem a probabilidade de

contracdo do enxerto apds o implante.

A contragdo do enxerto € um dos principais problemas na obtencdo de substitutos
bioldgicos de pele. Geralmente a camada celular, pobre em propriedades fisicas, sofre uma
contracdo significativa, reduzindo o tamanho do enxerto quando as células sdo retiradas do

cultivo in vitro e implantadas (HODGKINSON e BAYAT, 2011).
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Biomateriais associados a polimeros e derme (alogénica ou xenogénica), por exemplo, sdo
considerados 6timos materiais para a regeneracao cutinea por apresentarem propriedades que
auxiliam na reconstrucdo da derme ou da espessura total da pele perdida e devido a sua a
capacidade de reduzir a formacdo de cicatrizes e contracdo do enxerto (Peramo e Marcelo, 2010).
Materiais a base de derme xenogénica, como no caso da pele suina, sdo largamente utilizados h4
décadas e até hoje sdo bem aceitos como curativos cutdneos por médicos e cientistas. A derme
suina € a que mais se assemelha com a derme humana (cerca de 76%). A disposi¢cdo e a estrutura
do coldgeno suino e humano sdo semelhantes, apesar da derme suina ser mais densa e conter

menos elastina (CAMPBELL et al. 2010).

Além isso, a regeneragdo dérmica suina ocorre em aproximadamente 30 dias, sendo
praticamente igual a regeneracdo humana, que ocorre por volta de 30 dias (LIU et al. 2010).
Segundo Liu e colaboradores (2010) apds andlise histologica e ultramicroestrutural o tecido
cutaneo da espécie de mini pig estudado apresentou a mesma estratificacdo do tecido humano e
periodos muito préximos de regeneracdo pdés implante, evidenciando assim tais semelhancas

entre suinos e humanos.

De acordo com o levantamento de Yannas e colaboradores (2011) existem diversas
similaridades entre a regeneracdo de pele humana e a de espécies de suinos, o que justifica a
utilizacdo, por exemplo, de matrizes dérmicas xenogé€nicas suinas como suportes para o
tratamento de traumas de pele em pacientes, sendo essas matrizes cultivadas ou ndo com células
epidérmicas ou dérmicas. Hodgkinson e Bayta (2011) relataram estudos que desenvolveram
substitutos utilizando matrizes dérmicas decelularizadas sob cultivo de células autdlogas e
reforcam que tais matrizes sdo excelentes scaffolds para migracdo e proliferacdo celular por

oferecerem um ambiente propicio as células.

J4 Kellouche e colaboradores (2007) compararam dois cultivos de diferentes tipos de
fibroblastos (derme humana e banco de células) sobre matrizes dérmicas alogé€nicas e observaram
que ao fim de 21 dias de implante em ratos nude com queimaduras de terceiro grau, houve um
crescimento celular similar entre os tipos de fibroblastos, demonstrando, por meio de teste

imuno-histoquimicos, que o suporte dérmico € ideal para o cultivo celular.
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Substitutos dérmicos s@o considerados suportes ideais também por serem utilizados em
regides de dificil implantacdo ou até mesmo de dificil regeneracdo, assim como pesquisado por
Tang e colaboradores (2011) que promoveram a regeneracdo tecidual, por meio de uma matriz
dérmica alogénica acelular sob cultivo autélogo, em 14 pacientes durante 4 anos, com
queimaduras graves no rosto. Durante a pesquisa, os resultados mostraram que entre 2 a 3
semanas houve neoformacdo tecidual no local da lesdo, provando que matrizes dérmicas
acelulares tém sido utilizadas com sucesso no tratamento de queimaduras espessura integral ou
parcial, e na reconstru¢do de dreas que apresentam recuperacdo tardia. Matrizes dérmicas
acelulares também sdo estudadas para a regeneragdo funcional de queimaduras em maos sendo
este outro local de dificil reconstru¢do, como descrito por Askari e colaboradores (2011) que,
ap6és um estudo em 9 pacientes com queimaduras graves € comprometimentos motores,

obtiveram a regeneragdo e movimenta¢ao motora de suas maos.

2.2.2  Materiais poliméricos para aplicac¢do clinica

Atualmente, diferentes tipos de materiais poliméricos t€ém sido amplamente utilizados na
area clinica e cirurgica para o controle de drogas, suturas cirdrgicas, implantes para fixacdo de
fraturas e regeneracdo de tecidos ou 6rgios, principalmente devido a sua alta biocompatibilidade

com o organismo humano (BOCCACCINI et al. 2005; SEAL et al. 2001).

Além disso, segundo Bohlmann (2005) esses biomateriais podem ser classificados em
biodegraddvel, bioabsorvivel ou biorreabsolvivel, de acordo com a necessidade do implante.
Biodegradavel € o termo utilizado para polimeros e dispositivos sélidos, que devido a degradacdo
macromolecular sofrem dispersdo in vitro, mas sem eliminacdo de produtos ou subprodutos no
organismo humano (MINUTH et al. 2005; VERT, 1992); esses polimeros também podem ser
degradados pelo proprio organismo, afetando a integridade do material (GIBSON ez al. 2008).
Dispositivos bioabsorviveis sdo aqueles que podem se dissolver nos fluidos corpdreos do
individuo sem qualquer quebra ou diminuicdo de sua cadeia macromolecular. J4 os

biorreabsorviveis demonstram sua degradacdo por meio da diminui¢do de tamanho (Figura 2), e
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sdo reduzidos a CO; e 4gua, sendo reabsorvidos pelas vias metabdlicas do organismo

(BARBANTI et al. 2005; VERT, 1992).

Dentre esses biomateriais biorreabsorviveis encontra-se uma classe de polimero sintético
composta por poliésteres. Fazem parte desse grupo o poli (4cido glicélico) (PGA), poli (4cido
lactico) (PLA), poli (L-4cido lactico-co-acido glicdlico), (PCL), poli (p-dioxanona) (PPD),
poli(L-4cido lactico) (PLLA), entre outros (BARBANTTI et al. 2005; REZWAN et al. 2006).
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Figura 2. Degradacdo hidrolitica de poliésteres. Fonte: BARBANTI et al. 2005, pp. 13-
21.

De acordo com Bohlmann (2005) dispositivos a base de poli (dcido lactico) (PLA) e
poli(acido glicélico) (PGA) sdo comercializados desde a década de 70, sendo largamente
utilizados, entre outros, para o recobrimento de lesdes e considerados um dos polimeros mais
estudados da atualidade. A descoberta do PLA ocorreu em 1960, por Kulkarni e colaboradores,
descrevendo assim seu uso médico por meio de suturas cirirgicas para a reconstru¢cdo de fraturas

mandibulares em caes (MAURUS er al. 2004).

Polimeros como o PLA possuem alto potencial terapéutico devido a sua fécil
degradabilidade, o que auxilia no reparo de lesdes no organismo em um periodo de tempo
limitado (VERT, 2006; MACNEIL, 2008). Além do mais, estudos tém se focado na produgdo de
polimeros que apresentem caracteristicas mecanicas e fisico — quimicas ideais para o implante, e
que sejam funcionais e se assemelhem a estrutura natural de 6rgdos e tecidos (BARBANTI et al.
2005). Esses estudos vém sendo realizados ha muitas décadas a fim de melhorar tais propriedades
mecanicas, fisico-quimicas e bioquimicas, como o pesquisado por Chen e colaboradores (2000),
que relatam a importancia da estrutura quimica do material polimérico, devendo esta ser a mais

compativel possivel ao organismo humano. Durante sua pesquisa Chen e colaboradores (2000)
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também afirmam que a associa¢do de arcabougos poliméricos a matérias naturais aumenta ainda
mais essa biocompatibilidade. Além disso, as propriedades mecanicas de biopolimeros sintéticos
podem ser rigorosamente controladas, e, portanto, podem ser utilizados in vitro para demonstrar o

funcionamento de caracteristicas viscoeldsticas em cultivo de células animais ou humanas.

A estrutura quimica do PLA pode ser constituida por meio de duas formas organizacionais
de seus mondomeros: L-acido lactico ou D-4cido lactico. A polimerizacdo desses monOmeros
isoladamente leva a formac¢do de um polimero semicristalino, enquanto que sua mistura resulta
em um polimero totalmente amorfo. O polimero poli (L-dcido lactico) ou PLLA apresenta
cristalinidade em torno de 37% e possui capacidade de formagao de fibras fortes, apresentando
grande resisténcia mecanica, o que o torna um excelente suporte biomédico. Devido ao seu
carater hidrofébico, o tempo de degradagdo € lento e por isso dependendo da aplicagdo clinica
faz-se necessdario a incorporacdo de aditivos para a diminuicdo desse periodo longo de

degradacao (MOTTA et al. 2006).
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Figura 3. Estrutura quimica dos monomeros PLA (a) e PGA (b). Fonte: NAIR et al. 2007, pp.
762-798
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Figura 4. Diferentes formas de estruturas derivadas dos mondmeros L-dcido lactico e D-4cido
lactico. Fonte: NAMPOOTHIRI et al. 2010, pp. 8493-8501.

Em estudos de Minuth (2005) foi demonstrado que a incorporacdo desses aditivos ao
material polimérico, como, por exemplo, o trietil citrato de sédio, um plastificante polimérico,
pode potencializar suas propriedades fisico-quimicas e mecanicas, em determinadas aplicacdes.
As propriedades mecanicas e de degradacdo do PLA podem ser modificadas e adequadas por
meio de ajustes em parametros como tamanho de suas cadeias, grau de cristalinidade, entre
outros, que melhoram o seu desempenho, como em preparo de membranas para curativo de
lesdes cutaneas, devido ao aumento de sua flexibilidade e diminui¢do do tempo de degradacio no

organismo durante o processo de cicatrizacdo (ALMEIDA, 2010; SCAPIN, 2003).

Normalmente, o trietril citrato de sédio é utilizado como aditivo na industria alimenticia.
Entretando, também tem sido incorporado a dispositivos em pesquisas cientificas para area
clinica, por melhorar suas propriedades mecénicas, sendo utilizado em revestimento para reduzir
a fragilidade, aumentar a capacidade de deformagcdo de membranas a coalescéncia filmes (DAS et
al. 2008). O aumento da deformacgdo desses suportes apds a introducdo do plastificante ocorre

principalmente devido a alteracdo de sua configuracdo estrutural, reduzindo sua temperatura de
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transicdo vitrea, mas sem alterar sua composicdo quimica ou propriedades termomecanica
(PEREGO e CELLA, 2010). A concentra¢do de aditivo incorporado ao material também € de
extrema importancia para que nao haja alteracdes em suas propriedades mecanicas (PEREGO e

CELLA, 2010).

De acordo com estudos realizados por Scapin (2003) a associacdo do trietil citrato ao
polimero biorreabsorvivel PLLA aumentou a interacdo celular entre o dispositivo € 0 organismo,
devido a formagdo de poros e maior flexibilidade do material, além de ter se degradado muito
mais rapidamente. Essa interacdo tecido-suporte polimérico também foi observada por Luciano e
colaboradores (2003) que por meio da andlise de membranas de PLLA com diferentes
concentragdes de trietil citrato obteve bons resultados in vivo, principalmente com a membrana
PLLA/Trietil citrato 5%, comprovando que a incorporacdo do plastificante aumenta a interacao

celular.

Estudos como o de Lazzeri e colaboradores (2005) também demonstraram que matrizes de
PLLA/Gelatina sob cultivo de fibroblastos durante 8 semanas apresentaram rapida proliferacdo e
adesdo ao material analisado. Foram comparadas também matrizes com e sem gelatina e
observou-se que em presenca da gelatina, houve maior adesao celular, o que prova a importancia
de dispositivos bifasicos, como polimeros associados a matrizes de coldgeno, para o crescimento

celular.

Pesquisas recentes relatam que nanofibras de PLLA com modificacdo em sua superficie
apresentaram significante aumento na adesdo e espraiamento das células sobre o material. A
proliferacdo celular sobre a nanofibra foi mantida por 2 semanas com relativo aumento na

producdo de componentas da matriz extracelular (NAIR et al. 2007).

Autores como Kasaj (2008), que também utilizam biomateriais, analisam diferentes tipos
de dispositivos para regeneracdo tecidual, como materiais poliméricos biorreabsorviveis
associados a coldgeno porcino, e concluem que tais dispositivos bioldgicos obtiveram maior
interacdo celular em comparacdo a outros materiais ndo biorreabsorviveis como o

politetrafluoretileno (PTFE).
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Pesquisas clinicas tém demonstrado que o uso de dispositivos poliméricos, como
substitutos dérmicos ou equivalentes que contenham coldgeno ou matriz dérmica, em associagdao
com as células do préprio paciente ou de doadores, cultivadas in vitro sobre suportes poliméricos
biorreabsorviveis tém proporcionado melhores resultados, apdés o implante (LAZIC e

FALANGA, 2011).

2.2.3 Polimeros biorreabsorviveis e mecanismo de agdo no processo de regeneracdo tecidual

No campo da engenharia tecidual o uso de biomateriais como suporte celular é fundamental
para a reconstrucdo de 6rgdos e tecidos. Na década de 70, inumeras técnicas foram desenvolvidas
visando a reconstrucdo de tecidos e 6rgaos lesionados, como no ano de 1975, em que Rheinwald
e Green desenvolveram procedimentos importantes para a regeneracdo tecidual a partir de
implantes celulares, que posteriormente foram largamente utilizados por pesquisadores, em
associagdo com biomateriais, principalmente na drea clinica para o estudo de queimaduras ou

lesdes de pele no geral (LAZIC e FALANGA, 2011).

Tais estudos da area biomédica levaram ao desenvolvimento de materiais poliméricos com
caracteristicas quimicas desejdveis para aplicacOes clinicas, como a morfologia da superficie,
porosidade e degradacdo, para que auxiliassem na regeneracdo tecidual (STOCK e VACANTI,
2001). Esses parametros t€ém um papel significativo na adesao, proliferacdo, diferenciacao celular
e secrecdo de moléculas de matriz extracelular, durante o processo de cicatrizacdo e devem,
portanto, serem considerados fundamentais para o desenvolvimento de novos polimeros

(PERTILE, 2007).

Pesquisas recentes tém se focado na utilizacdo de elementos quimicos bésicos e estruturas
quimicas simples para a produ¢do de biomateriais como arcabougos celulares, pois na auséncia
de peptideos de adesdo, as células interagem com o arcabouc¢o por meio de proteinas adsorvidas,

e nesse sentido a hidrofilicidade do material polimérico € extremamente importante (PLACE,
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2009). Contudo, essa interacdo entre os biomaterias e/ou células com o implante deve ser neutra,
no sentido de que o implante ndo deve alterar as caracteristicas fisico-quimicas ou biolégicas
naturais do organismo e ndo deve afetar as propriedades do implante (PERAMO e MARCELO,
2010).

Além disso, o conhecimento dos mecanismos bdsicos de interacdo célula-material e um
melhor entendimento dos processos em nivel celular durante a adesdo podem colaborar para o
desenvolvimento de novos biomateriais e para o desenvolvimento de novos produtos biomédicos

(PERILE, 2007).

A principal fungdo dos suportes poliméricos € proporcionar suporte para o crescimento
celular e, servir como substituto mecanico/estrutural do tecido original até a neoformacdo

tecidual e sua biorreabsor¢dao completa (BARBANTI er al. 2005).

Nesse sentido, a adesdo celular ao substrato é necessdria para uma boa interagdo suporte-
célula. No entanto, o substrato ndo precisa apresentar componentes de matriz extracelular para
que a adesdo celular ocorra, a similaridade fisico-quimica é geralmente desejada quando o
objetivo é promover diferenciacdo celular ou uma interacdo mais efetiva entre o polimero e o

local implantado (PLACE, 2009; SANTOS JR et al. 2007).

O processo de adesdo celular tem como etapa inicial a adsor¢cdo de proteinas provenientes
de fluidos bioldgicos sobre as superficies do substrato. Esta adsorcdo € diretamente relacionada
as cargas da superficie e tem influéncia direta sobre a adesdo celular (WILSON ez al. 2005).
Wilson e colaboradores (2005) definem a fase de adesdo celular, como um processo que ocorre
num curto espago de tempo, no qual as ligacdes fisico-quimicas entre as células e substrato sdo
resultantes de forgas i0nicas (van der Waals), que se formam entre moléculas do substrato e as
vdrias moléculas biolégicas, como as proteinas do citoesqueleto, da membrana celular e de matriz
extracelular. Essa cadeia apresenta interagdes que resultam na transducdo de sinais, promovendo
a transcricdo de fatores e consequentemente regulacdo da expressdo de genes (ANSELME,

2000).
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Por esta razdo, células isoladas ndo podem formar tecidos, pois requerem um ambiente
especifico para que a adesdo celular ocorra, o qual normalmente inclui a presenca de um material
suporte, que sirva como arcabougo, agindo como uma matriz para o crescimento, servindo como
suporte fisico e substrato adesivo para o crescimento celular apés o implante (STOCK e

VACANTI, 2001).

Assim € preciso entender que as células sdao provenientes de enorme riqueza de
informacdes de seus ambientes, incluindo o material que as envolve e sua matriz extracelular
(MEC). O biomaterial deve assumir esse papel instrutivo no meio extracelular, a fim de manter a
viabilidade celular e comportamento das células sobre controle, como por exemplo, o implante de
matriz dérmica induz a proliferagdo e diferenciagdo celular, produzindo matriz extracelular e
subsequente formacao tecidual (PLACE, 2009; GALLAGHER et al. 2006). E dessa maneira, a
diversidade de respostas celulares a diferentes materiais evidencia a capacidade das células de
discriminar quimicamente o suporte, de se adaptar a ele e de aderir ou ndo a sua superficie, ja que
as caracteristicas da superficie do material irdo determinar esse comportamento celular e

definirdo o grau de sucesso do implante (ANSELME, 2000).

Juntamente a isso, Peramo e Marcelo (2010) afirmam que € necessario compreender quais
os mecanismos de acdo do suporte enxertado durante o processo de regeneracdo do local do
trauma. Tal procedimento baseia-se em:

1) colonizagdo celular (fibroblastos), onde células da periferia da lesdo migram para o local
do implante;

2) produgdo de fatores de crescimento, que estimulam a migracdo de outros tipos celulares
e incentiva a proliferacdo celular;

3) migracdo de queratindcitos ao redor do suporte;

4) resposta imune.

Um largo niimero de queratondcitos € observado ao redor de lesdes cronicas, no entanto,
essas células ndo migram para dentro da drea da ferida. Uma das explicacdes possiveis € a
degradacdo da matriz extracelular por proteases que se apresentam em altas concentragdes nesses

tipos de feridas. O controle da sintese e/ou degradacdo da matriz extracelular parece ter
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expressivas implica¢des na reconstrucdo da drea lesionada. Uma matriz extracelular tempordria é
importante por promover um bom substrato para a migracdo celular como de queratondcitos e
leucdcitos, e por isso o biomaterial é considerado um importante suporte para a manutengdo dessa

matriz extracelular (PERAMO e MARCELO, 2010; STOCK ¢ VACANTI, 2001).

Portanto, os polimeros devem apresentar propriedades fisico-quimicas e/ou mecanicas o
mais proximas possivel do tecido em que serd implantado, a fim de manter a producido de matriz
extracelular e consecutivamente a proliferacdo celular. Essas propriedades incluem um equilibrio
entre hidrofilicidade/hidrofobicidade, distribuicdo eletrOnica, dureza, elasticidade e forca

(GALLAGHER et al. 2006; SANTOS JR et al. 2004).

Existe uma relagdo entre hidrofilicidade e adesdo celular. Além de outros parametros,
substratos mais hidrofilicos tendem a promover melhor interacdo com as células (SANTOS JR et

al. 2004).

Boa interacdo do suporte com células ou tecidos também depende da estrutura desses
dispositivos. De acordo com a literatura, materiais mais porosos promovem maior crescimento
celular e induzem a producdo de componentes da matriz extracelular por essas células (SANTOS
JR et al. 2007). A distribuicdo uniforme e as interconexdes dos poros sdo importantes para
facilitar a formacdo de tecidos (VAN SLIEDREGT et al. 1994). In vivo, a porosidade e as
interconexdes dos poros sdo essenciais para a proliferacdo de vasos, facilitando a nutricdo dos

tecidos ao redor do implante (PLACE, 2009).

Apo6s experimentagdes de Paiva e colaboradores (2009) analisou-se que scaffolds de PLLA
porosos, desenvolvidos a partir do método de difusdo induzida por separagcdo de fase, apresentou
poros homogéneos em sua estrutura interna, promovendo difusdo de nutrientes e producido de

matriz extracelular de fibroblastos cultivados sobre o suporte.

Assim, uma das propriedades dos biomateriais, considerada ideal, ¢ a de induzir a
proliferacdo natural do tecido, por meio da interacdo entre o material e as células do organismo,

reduzindo minimamente a sinalizagao de respostas inflamatdrias (VAN SLIEDREGT et al. 1994;
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SEAL et al. 2001). E diante do exposto, verifica-se que a busca, na drea de regeneracdo de pele,
por materiais que sejam capazes de ajudar na reconstrucdo tecidual tem sido expressiva, de modo
a desenvolver substitutos capazes de cicatrizar feridas por completo em periodos relativamente

curtos (PERAMO e MARCELO, 2010).
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3 METODOLOGIA

3.1 Preparacgdo do dispositivo semelhante a derme humana

3.1.1 Preparagdo das membranas poliméricas

No inicio da experimentacdo dessa pesquisa, realizou-se um estudo piloto para avaliar qual
concentragdo do plastificante trietil citrato de s6dio (TCS) seria incorporado as membranas de
poli (L-4cido l4ctico) (PLLA) e atenderia as necessidades exigidas para aplicagdo em questdo.
Preparou-se assim, membranas de PLLA-TCS nas concentracdes de 5%, 7%, 10% e analisou-se
por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e macroscopicamente, qual
concentragdo de plastificante presente nas membranas de PLLA-TCS se mostraria menos fragil e
quebradigca. A concentracdo de 5% foi a que mostrou-se mais adequada para a pesquisa, por nao
estar quebradica, e sim muito flexivel e ter apresentado alta porosidade pela MEV em

comparagﬁo com as outras concentrag()es testadas.

Portanto, membranas de PLLA (Mw: 267.000 g.mol'l) na concentracdo de 10% (w/v) com
adicdo de 5% (w/w) de aditivo Trietil Citrato de Sédio foram preparadas pelo método de
evaporacdo do solvente utilizando-se cloroférmio (Merse). O polimero empregado (PLLA) foi
sintetizado no Laboratério de Biomateriais — PUCSP, segundo procedimento de Motta e Duek
(2006). A dissolugdo do polimero e do plastificante em cloroférmio foi realizada sob agitagao
durante 8h, a temperatura ambiente. A solu¢do foi vertida sobre placas de vidros e o solvente
evaporado de forma controlada, em cuba saturada de solvente, por aproximadamente 24h.
Posteriormente, as membranas permaneceram em estufa a vicuo para evaporacdo de residuos de
solvente. Membranas de PLLA puras foram preparadas, seguindo o procedimento anterior e

utilizadas como controle.
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3.1.2 Preparacdo da derme suina

Para o preparo do dispositivo coletou-se fragmentos de 16cm® de pele de suinos da raga
Large White, com aproximadamente 100 kg e 5 meses de idade, proveniente da fazenda Paineira,
em Aragoiaba da Serra — SP. As amostras foram extraidas de acordo com Prasertsung e
colaboradores (2007) e tratados segundo procedimento adaptado de Takami e colaboradores
(2010), sendo primeiramente congelados a - 20°C por 24 horas e em seguida mergulhados em
nitrogénio liquido a -196°C por 48 horas. Posteriormente os fragmentos foram imersos em
solu¢do de cloreto de sédio e incubados em estufa a 37°C por 12 horas. Apds esse periodo a
epiderme, e a hipoderme e anexos foram retirados mecanicamente com auxilio de pinga, lamina
de micrétomo e lupa (Leica Zoom 2000). Em seguida a derme foi mantida em solu¢do de tampao
fosfato salino (PBS) em estufa a 37°C por 10 dias para a eliminacdo de restos celulares. O PBS
foi trocado diariamente durante o periodo de incubagdo. Os fragmentos foram cortados ao meio
com auxilio de ldmina de micr6tomo, congeladas a — 20°C novamente por 24 horas e liofilizadas

por mais 24 horas.

3.1.3 Preparacdo do dispositivo bifdsico

O dispositivo foi preparado associando os fragmentos de derme suina liofilizados as
membranas de PLLA-trietil citrato de s6dio, por meio do procedimento adaptado de Park (2007),
borrifando-se cloroférmio na superficie do polimero para associacdo 4 derme suina, formando
assim um dispositivo bifésico. Posteriormente o dispositivo foi mantido em estufa a vicuo por 48
horas para eliminacdo de residuos do solvente e esterilizado com 6xido de etileno (Acecil —
Campinas/SP). O residuo de 6xido de etileno foi eliminado por evapora¢do em temperatura

ambiente por um dia.
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3.2 Caracterizacdo das membranas de PLLA e PLLA-Trietil Citrato de Sodio (TCS)

As membranas de PLLA puro e PLLA-TCS foram comparadas por meio de ensaios de
caracterizacdo como Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Ensaio Dindmico Mecanico
pelo médulo tragdo, Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 13C e 1H), Angulo de Contato e Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC).

3.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia da superficie das membranas foi analisada no Laboratério de Microscopia
Eletronica (LME) da Faculdade de Engenharia Mecéanica (FEM/UNICAMP), por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV) em microscépio Zeiss, modelo EVO MA-15. Para a
realizacdo desse ensaio, a membrana polimérica foi fragmentada e anélise realizada na superficie

e superficie de fratura (obtidas ap6s congelamento em nitrogénio liquido) do material polimérico.

3.2.2 Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho estd fundamentada na absorcdo de radiacdo por
moléculas organicas. A Transformada de Fourier (TF) auxilia na compreensdo e simplifica os
resultados obtidos apds essa absorcdo de energia. Tal efeito ocorre quando os conteddos
energéticos da radiacdo infravermelha incidente e do campo elétrico gerado pelas ligagcoes
quimicas sdo similares, sendo associado a comprimentos de onda especificos (Araujo, 2007). As
andlises de FTIR foram obtidas na regido de 4000 a 650 cm-1, em amostras na forma de
membranas, conduzidas pelo espectrometro BOMEN MB-Séries Perkin-Elmer (resolucio 4 cm-

1; ganho 1; 4000 a 700 cm-1, 08 varreduras), obtidos pela Central Analitica — IQ/Unicamp, em
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Campinas. O software Opus 4.2 (Bruker, Alemanha) apresentou os espectros resultantes apds as

analises.

3.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN Bee 1H)

Os espectros de RMN °C e 'H foram obtidos pela Central Analitica — IQ/Unicamp, por
espectrofotdometro GEMINI 300BB, a 75 MHz para RMN °C e 300 MHz para RMN 'H. Tubos
de 5 mm de diametro e solvente cloroférmio deuterado foram utilizados para o preparo das
amostras, € em concentracdo de 5% em massa polimérica, para os dois espectros realizados

(RMN "°C e RMN 'H), a temperatura ambiente.

3.2.4 Angulo de Contato

Medidas do angulo de contato foram realizadas por meio do gonidmetro de angulo de
contato Ramé-Hart Mod. 100, do Laboratério de Plasmas Tecnol6gicos — Unesp, em Sorocaba. O
software utilizado para as medidas foi o Ramé-Hart Imaging Software 2001 que realiza andlise
matemadtica avancada do perfil da gota. Para a realizacdo das medidas utilizou-se &dgua

deionizada, sendo que o volume da gota formada sobre a superficie da amostra foi de SuL.

3.2.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As andlises de DSC foram obtidas num equipamento TA Instruments (modelo 2920) pelo
Laboratério de Biomateriais — PUCSP, em Sorocaba. As amostras foram submetidas ao primeiro
aquecimento na faixa de 25 a 200°C, resfriamento de 200°C a -50°C e um segundo aquecimento

de -50 a 200°C, utilizando-se velocidade de 10 °C min'em todos os processos, em atmosfera de
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nitrogénio. Foram utilizadas massas de aproximadamente 7-10 mg, em suportes de aluminio

herméticos.

3.3 Caracterizacdo do dispositivo completo (derme+PLLA-TCS) antes da exposi¢do ds células
fibrobldsticas

3.3.1 Andlise Dindmico Mecdnica (DMA)

O comportamento mecanico das membranas de PLLA e PLLA-TCS, e do dispositivo
completo, durante o ensaio de tensdo versus deformacdo, foi determinado a partir de andlises de
DMA. Para isso utilizou-se o equipamento NETZSCH-Analises dinamico-mecanico-242 da
Faculdade de Engenharia Mecéanica (FEM/Unicamp). As amostras foram submetidas a
deformacdo senoidal de 240um de amplitude a uma frequéncia constante de 1,00 Hz na faixa de -

100 a 200°C, a uma taxa de aquecimento de 5°C.min"', usando um sistema de tracio.

3.3.2 Andlise histologica do dispositivo

O dispositivo contendo matriz dérmica suina associada a polimero bioreabsorvivel foi
fixado em formol 10% por 4 horas e embebido em parafina. Os cortes histologicos foram
preparados e corados, segundo Pereira (2006), sendo os cortes seccionados com navalhas
descartdveis em micr6tomo Leica RM 2245 a uma espessura de 4um e as fitas obtidas colocadas
em banho histolégico, os cortes retirados com o auxilio de laminas. As laminas, ja prontas,
foram mantidas num suporte de madeira para secagem e posteriormente lavadas e novamente
secas em estufa a 60°C, por 15 minutos. Foram utilizadas as seguintes coloragcdes para anélise

em microscopio Optico com luz polarizada (Eclipse ES800 — Nikon):
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e Hematoxilina-Eosina (HE): distin¢do de componentes de niicleo celular e coldgeno para

confirmacao da auséncia de células no material;

e Picrossirius red: visualizacdo de fibras eldsticas — diferenciacdo da composi¢do coldgena

da matriz extracelular presente no material.

3.3.3 Microscopia Confocal

Os cortes histolégicos preparados anteriormente foram utilizados para andlise de
organizacdo de fibras coldgenas e interacdo célular por meio de microscopia confocal. Utilizou-se
o equipamento Invertido Zeiss Axio Observer.Z1 LMN NDD 780, do Laboratério de Fotdnica
Aplicada a Biologia Celular (Instituto de Fisica/Unicamp). As laminas foram analisadas num

comprimento de onda de 470um em segunda harmonica.

3.4 Caracterizacdo das membranas poliméricas associada a derme suina apods exposi¢do as
células de fibroblastos humanos

3.4.1 Procedimentos de cultivo de células fibrobldsticas

A linhagem celular de fibroblasto (VERO) foi adquirida pelo Instituto Adolfo Lutz. O meio
de cultura utilizado € especifico para esse tipo celular, meio 199 (Cultilab). A esse meio de

cultura foi adicionado antibidtico e antifingico (Sigma - Aldrich).

Apés a adicdo da linhagem celular no meio de cultura, as células foram contadas e
distribuidas em frascos de cultura (Corning), com uma concentragio de 1x10° células por cm’.
Foram, entdo, incubados a 37°C com 5% de tensdo de CO,. O cultivo celular foi repicado uma

vez por semana. Os repiques foram realizados a partir da confluéncia das linhagens celulares.
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3.4.2 Viabilidade celular

Para este ensaio utilizou-se uma cultura de células da linhagem VERO. O procedimento
foi realizado segundo a literatura pesquisada (ISO 10993-5E, 2009). O meio de cultura utilizado
foi o meio 199 suplementado com 10% de SFB. A técnica empregada no ensaio de citotoxicidade
direta e adesdo celular, desenvolvida por Mosmann (1983), utiliza o reagente MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo), que é clivado somente por células vivas e
metabolicamente ativas, formando o precipitado azul denominado formazan, detectavel
espectrofotometricamente. Nos ensaios de adesdo e citotoxicidade, os tempos de incubacdo

foram de duas e vinte e quatro horas, respectivamente.

Para a realizacdo desse ensaio, primeiramente, as membranas (amostras com 6 ou 7 mm
de didmetro) associadas a derme suina acelular, previamente esterilizadas com 6xido de etileno,
foram incubadas em placa de 96 pocos contendo meio 199 sem SFB durante 24 horas a
temperatura de 37°C em estufa. Apds esse periodo, retirou-se o meio e em cada poco adicionados
200 pL de uma suspensdo contendo 2x10* células/mL de meio 199 suplementado com 10% de
SFB. O sistema foi mantido a temperatura de 37°C em estufa para cultura de células pelo tempo
desejado (24 horas para o teste de citotoxicidade, duas horas para o ensaio de adesdo) quando
entdo, os sobrenadantes foram retirados e os pocos lavados (trés a quatro vezes) com 100 uL de

meio 199 contendo ou nao 10% de SFB.

Ap6s a lavagem, adicionou-se 200 uL. de meio 199 puro contendo 20 pL de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil brometo de tetrazélio MTT (5mg/mL). As placas foram mantidas
por quatro horas a temperatura de 37°C no escuro. A etapa seguinte consistiu na retirada dos
sobrenadantes e lavagem dos pocos (trés vezes) com tampao PBS. A extracdo e solubilizacido do
produto formado (formazan) foram realizadas pela adi¢do, em cada pogo, de 200 uL de dimetil
sulf6xido (DMSO). Transferiu-se, entdo, 100 uL das solucdes contidas em cada poco para uma
nova placa e a leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro de placas ELISA (Elx — 800
— UV, Bio-Tek Instruments, EUA), com emprego de filtro com comprimento de onda de 570 nm.

As mitocOndrias de células vivas, por meio da enzima succinato dehidrogenase, sdo capazes de
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reduzir a substincia amarelada soliivel em dgua MTT convertendo-a em um composto insolivel
em 4gua, o formazan, o qual é solubilizado pelo DMSO. A quantidade de formazan produzida,
medida por espectrofotometria, é diretamente proporcional a atividade metabdlica e ao nimero de
células vivas. Os valores médios de absorbancia de cada uma das condigdes experimentais foram

obtidos por meio de andlise estatistica dos resultados utilizando-se o teste t-Student.

Como controle para ambos os testes, adesdo celular e citotoxidade direta, foi utilizado a

propria placa de cultivo celular de poliestireno.

3.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Ap6s o cultivo de células fibroblasticas sobre o dispositivo completo, sua morfologia foi
analisada no Laboratério de Microscopia Eletronica (LME) da Faculdade de Engenharia
Mecanica (FEM/UNICAMP), por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) em
microscopio Zeiss, modelo EVO MA-15.

Para realizacdo desse ensaio, as amostras foram fixadas durante 1 hora a temperatura
ambiente em solugdo fixadora contendo os seguintes reagentes (Sigma): 1,25% paraformaldeido,
2,5% glutaraldeido, 0,03% é&cido picrico, 1% dacido tanico, dissolvidos em tampao cacodilato
0,1M, pH 7.4. Posteriormente, as amostras foram pds-fixadas com tetroxido de 6smio 1%

(Sigma) por 15 minutos e desidratadas em etanol em concentragdes crescentes.

As amostras contendo células VERO foram submetidas ao procedimento de ponto critico,
em seguida, metalizadas por deposi¢cdo de uma fina camada de ouro (Sputter Coater BAL-TEC

SCD 050) e visualizadas por MEV.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizagdo das membranas de PLLA puro e PLLA-TCS

Os ensaios realizados para a caracterizagdo das membranas poliméricas foram ressonancia
magnética nuclear de préton e carbono treze, espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de fourier, calorimetria exploratéria diferencial, angulo de contato, ensaio dinamico

mecanico e microscopia eletronica de varredura.

4.1.1 Ressondncia Magnética Nuclear

O intuito desse ensaio foi verificar as alteracdes detectadas nas membranas de PLLA apds a

adicdo do plastificante trietil citrato de s6dio (TCS).

A figura 5 apresenta a estrutura quimica do poli (L-4cido lictico) e do plastificante trietil

citrato de sodio.

CH
O 3
S PG
' ' n H,C” 0 0" “CH,

OH

Trietil citrato

Figura 5. Estrutura quimica do PLLA e do aditivo trietil citrato de sédio. Fonte: WOO et al.
1995, pp. 415-421

Para efeito de comparagdo foram analisados os espectros do PLLA puro e do PLLA com

plastificante, separadamente.
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Os espectros de RMN de H' para o PLLA puro apresentam claramente os deslocamentos
caracteristicos desse polimero. A figura 6 mostra os sinais referentes ao H proveniente do CH
5,15 ppm (b), e o sinal referente ao grupo CH; em 1,58 ppm (a), estando de acordo com
Kricheldorf e Sumbél (1988). J4 o pico a 7,3 ppm (c) corresponde as impurezas do solvente

CDCls mostradas pelo grupo CHCl;.

1.5 ppm

Figura 6. Espectro de ressonincia magnética nuclear de préton (RMN'H) referente ao PLLA
puro. Fonte: MOTTA E DUEK, 2006, pp. 26-32.

O espectro de RMN'H do polimero PLLA na presenca do plastificante (Figura 7b) ja
apresenta um nimero bem maior de deslocamentos, além dos sinais mencionados anteriormente

referentes aos prétons caracteristicos do PLLA (CH em 5,15 ppm , e o sinal referente ao grupo
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CH; em 1,58 ppm). Os sinais caracteristicos do trietil citrato aparecem nos seguintes
deslocamentos: em 1,34 ppm (c) referente ao grupo CH3-CH,0O; no pico 2,8 ppm (e) em um
quarteto atribuido ao grupo CH,—C(00O); em 4,16 ppm (d) atribuido ao CH,OCO, e em 7,3
ppm (f) referente ao COH dos grupos terminais do trietil citrato. O espectro do PLLA-TCS foi

comparado a estrutura quimica do trietil citrato como mostra a figura 7a.

e
© on 9 s
f

@ H4C

Fonte: WOO et al. 1995, pp. 415-421
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Figura 7. Em (a) representacdo dos grupos funcionais da estrutura quimica do Trietil citrato. Em
(b) espectro de ressonincia magnética nuclear de préton (RMN'H) referente ao PLLA-TCS.
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O espectro de RMN'’C, Figura 8, mostram 3 picos caracteristicos do PLLA puro. O
primeiro pico em 16,6 ppm(a) referente ao grupo CHs, o segundo em 69 ppm (b) referente ao
grupo CH e por fim um pico em 169,6 ppm (c) referente ao C=0. O pico 76,5 ppm se refere ao

solvente CDCl;. Os picos encontrados no espectro encontram-se de acordo com a literatura

pesquisada (WOO et al. 1995).

Figura 8. Espectro de ressondncia magnética nuclear de carbono treze (RMN'"’C) PLLA puro.

O espectro de RMN"C do trietil citrato, Figura 9b, mostra os sinais caracteristicos dos
carbonos presentes em sua estrutura quimica, baseado nos dados da Figura 9a.

O espectro de RMN"’C da membrana de PLLA-TCS, Figura 10, representa os picos

presentes tanto no espectro do PLLA puro como no espectro do plastificante.
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Figura 9. Em (a) dados da estrutura quimica do trietil citrato. Em (b) Espectro de ressonincia
magnética nuclear de préton (RMN'’C) referente ao trietil citrato. Fonte: Win Chemical.
Disponivel em:www.win-winchemical. Acesso em: 24 ago. 2011.
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Figura 10. Espectro de ressondncia magnética nuclear de préton (RMNC') referente ao PLLA-
TCS.

4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectros de FTIR do polimero PLLA puro e do PLLA-TCS foram realizados pela

técnica de reflexao total atenuada.

A figura 11 compara os espectros do PLLA puro, do plastificante puro e do PLLA-TCS. O
espectro do PLLA puro, Figura 11b, apresentou bandas caracteristicas observadas nos picos: em
1453 cm™ e em 1363 cm ' referente a deformacdo angular da ligagio C-H alusivo ao grupo CHs;
em 1128 e 1079 cm™ da deformacio axial da ligagdo C-O da ligacio COO cm” (DRUMOND e
WANG, 2004); em 1182 cm’ apresenta na ligacdio C-C; além do pico caracteristico dos
poliésteres — em 1743 cm™ referente a deformacdo axial da carbonila (C=0), e deformacio axial

simétrica e assimétrica na ligacio C-H em 2946 ¢ 29954 cm™, respectivamente.
J4 no espectro do plastificante puro, Figura 11c, é possivel detectar bandas similares ao do
PLLA, em algumas regides, como a banda caracteristica da presenca do grupo OH que ocorre na

regido préxima a 3500 cm’'. Em fungdo das bandas tanto do PLLA como do trietil citrato serem
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bastante similares, a andlise da composicdo PLLA-TCS (figura 11a) se diferenciou basicamente

do polimero puro (PLLA) na constatacdo da banda em 3513 cm ™' referente ao estiramento OH.
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Figura 11. Espectros obtidos por FTIR. Em (a) PLLA-TCS; em (b) PLLA puro; em (c) trietil
citrato puro (fonte: Win Chemical. Disponivel em: www.win-winchemical. Acesso em: 24 ago.
2011).

No espectro de FTIR do PLLA-TCS, Figura 11a, observou-se um discreto deslocamento
da banda do estiramento O-H, para maiores comprimento de onda em 3550 cm™, e 3500 cm™ em
relacdo ao trietil citrato puro. Esse deslocamento pode ser atribuido a ligacdes secunddrias

(pontes de hidrogénio) entre o PLLA e o trietil citrato.
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4.1.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial

A técnica conhecida como Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) analisa as
propriedades térmicas dos materiais, principalmente a temperatura de transi¢do vitrea (T,),
temperatura de fusdo (Ty), entalpia de fusdo (AHy), temperatura de cristalizacdo (T.) e entalpia de

cristalizacao (AH,).

A Figura 12 representa as curvas de DSC para o PLLA puro e com plastificante Trietil

Citrato de Sédio.
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Figura 12. Curvas de DSC para membranas de PLLA puro e PLLA-TCS apds o segundo
aquecimento.

O termograma para PLLA puro durante o segundo aquecimento (figura 12) mostra a
presenca de temperatura de transicao vitrea, temperatura de cristalizacdo e temperatura de fusao,
curva tipica de polimero semi cristalino. Apds adi¢do do plastificante, verifica-se 0 mesmo

comportamento, mas como esperado, OS processos ocorreram em temperaturas inferiores.
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Os valores resultantes de Ty, Ty, Tc, AHr e AH. para o PLLA puro, trietil citrato puro e
PLLA-TCS foram descritos na tabela 1.

Tabela 1. Dados obtidos a partir das curvas de DSC para o PLLA puro, o PLLA-TCS e trietil
citrato de sodio puro.

Composicao | Aquecimento T, T. AH, Tt AHg
O | CO| Qg | CO J/g)
PLLA puro 2° 62 106 17,5 179 32,6
Trietil Citrato 2° -71 21 20 5 4
de Sodio puro
PLLA/Trietil 2° -12 45 5,8 156 25,6
Citrato de Sodio

Mediante andlise da tabela 1 pode-se verificar claramente uma diminui¢do acentuada na T,
do PLLA na presencga do plastificante, além disso, tanto a temperatura de cristalizacdo como a
temperatura de fusdo do PLLA diminuem consideravelmente, apos adi¢do do trietil citrato de
s6dio na composi¢do da membrana do polimero, alterando seus valores de 106 °C para 45 °C em
T. e de 179 °C para 156 °C em Ty Embora o plastificante influencie a Tg, pardmetro referente
estritamente as regides amorfas do polimero, indiretamente afeta a temperatura de cristalizagdo e
temperatura de fusdo, como pode ser verificado pela tabela 1. Como o plastificante provoca uma
separacdo entre as cadeias do polimeros, a cinética de cristalizacio ¢é reduzida e
consequentemente, a propor¢ao de regides cristalinas e a forca entre as cadeias € reduzida. Isso
explica a diminui¢do na temperatura de fusdo para as amostras de PLLA-TCS comparadas as

amostras de PLLA puro.

Os plastificantes, de acordo com a literatura, influenciam fortemente nas propriedades de
um polimero, pois s@o responsdveis por mudangas na organizacdo das cadeias poliméricas, o que
pode ser verificado pela diminui¢do da T, da matriz polimérica, sendo uma medida cléassica da

eficiéncia do plastificante (SEARS e DARBY, 1982).
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Em um estudo realizado por Luciano (1997) e (2001) membranas de PLLA puro e com
diferentes concentracdes do plastificante trietil citrato de sédio, foram comparadas por meio de
ensaios de DSC em relagdo ao tempo de degradacdo de cada amostra. As membranas com
diferentes concentragdes de plastificante apresentaram uma grande variacdo em sua Tg, estando
esta sempre a baixo de zero, e na Ty, que diminuiram em relacdo ao tempo de degradacdo.
Segundo o autor, isso ocorre devido a degradacdo das partes amorfas, por reduzir as forcas de
interacdo e, permitindo assim, maior mobilidade entre as cadeias poliméricas, o que também

torna o polimero mais flexivel.

4.1.4 Angulo de Contato

O angulo de contato € analisado por meio das caracteristicas da superficie da amostra e
pode ser representada pela medida de sua tensdo superficial. Segundo Igndcio (2009) o angulo de
contato pode ser relacionado com trés forcas superficiais que mantém a gota de um liquido em

equilibrio com uma superficie sélida (figura 13), sendo representadas pela equacio:

YLV cos0 + ySL =ySV  (Equacio 1)

onde:
YLV - energia interfacial entre liquido e vapor (mN/m).
ySL - energia interfacial entre s6lido e liquido (mN/m).

vYSV - energia interfacial entre s6lido e vapor (mN/m).
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Figura 13. Representacido do angulo de contato da tensdo superficial entre a gota e a superficie
do material.

De acordo com pesquisas de Ignacio (2009) o angulo 0 igual a 0° significa que o liquido
molha completamente a superficie, ou seja, liquido e sélido (material) possuem a mesma tensao
superficial. Por outro lado, angulos que se aproximam de 180°, indicam que o liquido tem baixa
molhabilidade sobre a superficie s6lida, ou seja, tensdo superficial do liquido € muito diferente
que a da superficie do material. Assim, a tensdo superficial dos polimeros varia com a
composi¢cdo quimica de suas moléculas, o que ird interferir diretamente em sua hidrofilicidade ou

hidrofobicidade em relacd@o a sua interagdo celular.

Essa interacdo célula-substrato foi comprovada por meio da andlise do angulo de contato,
que demonstrou que a hidrofilicidade do PLLA-TCS em comparagdo com o PLLA puro é 20%

mais hidrofilico, como mostrado na tabela 2.

Tabela 2. Dados resultantes do dngulo de contato das amostras do polimero puro e do polimero
com plastificante.

Amostras Angulo de Contato
PLLA 80,7
PLLA - TCS 5% 64,1

Segundo Barbanti e colaboradores (2005) existe uma importante relagdo entre
hidrofilicidade e adesdo celular, onde substratos mais porosos tornam-se mais hidrofilicos e
interagem mais intensamente com as células, facilitando sua adesdo e producdo de matriz

extracelular.
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A hidrofilicidade / hidrofobicidade do material depende ndo somente da estrutura quimica
de sua superficie, como também de sua rugosidade; assim, quanto menor o angulo de contato
(tendendo a zero grau) maior € a afinidade quimica entre a superficie polimérica e a gota, como

mostrado na figura 13 acima.

A adic@o do aditivo trietil citrato de s6dio ao polimero tornou a membrana mais porosa,
diminuindo o tempo de degradacdo e aumentando a afinidade celular. O mesmo resultado foi
observado por Silva e colaboradores (2002), em que foram implantadas membranas de PLLA —
trietil citrato 7% no subcutdneo de ratos wistar por 180 dias, sendo, analisados suas propriedades
bioldgicas e a morfologia dos poros durante o periodo de implante. Ao fim do estudo comprovou-
se por meio de ensaios mecanicos, angulo de contato e microscopia, que a presenca do
plastificante tornou a membrana mais porosa e, portanto, diminuiu seu tempo de degradacido ao

fim dos 180 dias em comparacdo com membranas de PLLA puras.

4.1.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das membranas, particularmente o tamanho e distribui¢cao dos poros, é muito
importante para a adesdo das células ao suporte polimérico. As membranas de PLLA preparadas
na concentracdo de 5% de trietil citrato de sodio e as membranas de PLLA puras foram
comparadas e analisadas por MEV, figura 14 e 15 respectivamente. Verificou-se que as
membranas de PLLA-TCS apresentaram alta porosidade, com interconexdes e microvilosidades
entre os poros, mas com variagdo de didmetros, caracterizando uma morfologia heterogénea, em
relacdo as membranas de PLLA puras. As figuras 14 e 15 (a) e (b) mostram a superficie do
suporte de PLLA-TCS e PLLA pura, em diferentes aumentos, enquanto, as figuras 14 e 15 (c) e
(d) mostram a superficie de fratura das membranas, sendo possivel a visualizacdo, na imagem de
maior aumento, de grupos de particulas esféricas no interior da amostra de PLLA-TCS. Nas
imagens de fratura (figura 14c e d) também observou-se uma extensa distribuicdo das

interconexdes dos poros.
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Signal A= SE1 EHT =10.00 kv Signal A= SE1 EHT =10.00 kv

— ) PLLA-TCS
Mag= 500X WD =21.5mm [ Mag= 2.00 KX WD =21.5mm

Signal A= SE1 EHT =10.00 kv 20 pm !2 Signal A= SE1 EHT =10.00 kv 10 um !2
PLLA-TCS Frat — . — 3

Mag= 500X WD = 14.0 mm PLLA-TCS Frat Mag= 2.00 KX WD = 14.0 mm

Figura 14. Imagens obtidas a partir de MEV das membranas de PLLA com trietil citrato de s6dio
a 5%. Superficie do PLLA-TCS em diferentes aumentos (a) e (b). Superficie de fratura do PLLA-
TCS em diferentes aumentos (c) e (d).

44



a

k "
Signal A = SE1 EHT =10.00 kv Signal A= SE1 EHT = 10.00 kv

Mag = 500X WD =22.0 mm g Mag= 2.00KX WD =22.0mm

uuuuuuuuuuuu

Signal A = SE1 EHT =10.00 kv % Signal A = SE1 EHT = 1000 kv %
PLLA Frat Mag= 500X WD = 13.5 mm H 3 PLLA Frat Mag = 2,00 KX WD = 13.5 mm A 3

uuuuuuuuuuuuuu

Figura 15. Imagens obtidas a partir d¢ MEV das membranas de PLLA puras. Superficie do
PLLA em diferentes aumentos (a) e (b). Superficie de fratura do PLLA em diferentes aumentos

(c) e (d).

A andlise do dispositivo por meio das imagens de microscopia eletronica confirma que a
adi¢do do plastificante melhora as propriedades fisico-quimicas do material, principalmente pelo
aumento de sua porosidade, o que segundo Luciano e colaboradores (2003), promove maior
interacdo suporte-célula, além de ndo ser toxico as células por ele estudadas apds longos periodos

de cultivo. Luciano e colaboradores (2003) também afirmam que membranas de PLLA com
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plastificante degradam muito mais rapidamente em comparacdo a membranas de PLLA puras,
podendo ser utilizadas para o recobrimento de lesdes ou cultura celular, principalmente por
promover rapida migracdo celular e invasdo de matriz extracelular, a0 mesmo tempo em que

ocorre a degradacdo do suporte polimérico.

4.2 Caracterizagdo do dispositivo completo (derme+ PLLA-TCS) antes da exposicdo as células
VERO

A caracterizacao do dispositivo em estudo foi realizada por meio do ensaio dindmico-

mecanico (DMA), andlise histolégica e microscopia confocal antes do cultivo celular.

4.2.1 Ensaio Dindmico Mecdnico (DMA)

A andlise dindmico-mecanica (DMA) objetiva relacionar as propriedades macroscopicas
dos materiais de estudo, tais como as propriedades mecanicas, as relaxacdes moleculares
associadas a mudancas conformacionais e as deformagdes microscopicas geradas a partir de

rearranjos moleculares (WUNDERLICH, 1997; CASSU e FELISBERTI, 2005).

Os polimeros apresentam relaxagdes que sdo caracteristicas das fases, por exemplo, um
material amorfo apresenta a temperatura de transicdo vitrea, a temperatura denominada Tg ou
Ta, que € a temperatura na qual as cadeias passam do estado vitreo a viscoeldstico. A faixa de
temperatura na qual esse processo ocorre depende de vérios fatores, tais como composicao
da mistura, flexibilidade das cadeias, massa molar do polimero, presenca de plastificante,

cristalinidade, etc (DUARTE, 2009).

Nesse estudo as andlises de DMA foram realizadas nas membranas de PLLA puras, PLLA-

TCS e no dispositivo contendo derme suina acelular. Os valores de temperatura de transi¢ao
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vitrea (Ty) sdo mostrados na tabela 3 e foram obtidos a partir do médulo de perda (E”), como

representado na figura 16 e 17.

Tabela 3. Temperatura de transicao vitrea das membranas de PLLA puras, PLLA-TCS e
dispositivo completo apds andlise de DMA a partir do médulo de perda (E”).

Amostras Tg (°C)
PLLA 55
PLLA-TCS -60
Dispositivo completo -30

Verificou-se a evidente acdo do plastificante trietil citrato de s6dio quando incorporado ao
polimero PLLA, cuja temperatura de transi¢do vitrea apresentou uma consideravel queda, de 55
°C para -60 °C. Além disso, percebeu-se que a amostra referente ao PLLA-TCS apresentou uma
unica Ty, enquanto que, para a amostra de PLLA puro, além da T,, observou-se a presenga de
relaxacdo do tipo B (- 25°C) (indicado pela seta na figura 16a), referente as relaxacdes
secunddrias associadas aos grupos metila ligados a cadeia principal. Essas relaxacOes sdo
referentes a fase amorfa, ocorrem a temperaturas inferiores a T, e se apresentam em formas de
picos na curva de E” x T. Em relagdo as amostras de PLLA-TCS (figura 16b), ndo se verificou
relaxacdes do tipo P na faixa de temperatura estudada, o que pode ser explicado pela acdo do
plastificante, cuja funcdo ¢é separar as cadeias poliméricas, dificultando o processo de
cristalizacdo, e favorecendo o movimento das cadeias em uma temperatura mais baixa.
Provavelmente, nesse caso, as relaxagdes do tipo B, ndo possam ser detectadas. A diminui¢do do
processo de cristalizacdo pode ser confirmada pelos dados do DSC, mostrando a diminuicao do

valor da entalpia de fusdo (AHy), com a adicao do plastificante nas membranas de PLLA.
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Figura 16. Comparacdo do médulo de perda (E”) e médulo de armazenamento (E’) sob
diferentes temperaturas entre as membranas de PLLA puras e PLLA-TCS apés andlise de DMA.
Em (a) médulos E’e E” do PLLA puro e em (b) médulos E’e E” do PLLA-TCS.

No caso do dispositivo bifdsico (figura 17) a presenca da derme suina também exerceu
uma expressiva influéncia sobre a membrana de PLLA-TCS, agindo de forma a minimizar o
efeito do plastificante sobre o PLLA, jd que a T, passou de -60 °C (PLLA-TCS) para -30 °C

(dispositivo completo).
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Figura 17. Andlise do médulo de perda (E”) e médulo de armazenamento (E’) sob diferentes
temperaturas do dispositivo bifdsico apds ensaio de DMA.

De acordo com a literatura pesquisada o plastificante reduz a T, sendo que as
concentragdes variam com os diferentes sistemas, na qual a efetividade do sistema é médxima, e
assim, a quantidade de aditivo adicionado ao material polimérico pode influenciar o seu
comportamento, podendo, em altas concentragdes, ndo produzir o mesmo efeito, tendo um limite
de solubilidade, e em grandes quantidades ocorre separacdo de fase. Em estudos realizados por
Pillin e colaboradores (2006) blendas de PLLA/PEGs mostraram que concentragdes maiores de

20% do plastificante poli (caprolactona-triol) induziram a separacdo de fase.

Segundo Ke e colaboradores (2002), blendas de poli (L-dcido lactico) associado ao
diisocianato de metilenodifenilo (PLLA/MDI) com adi¢do de diferentes concentracdes de trietil
citrato foram analizadas por DMA e mostraram que o aumento da concentracdo do plastificante
diminuiu o médulo de elasticidade, mas por outro lado, aumentou o alongamento do material, por
consequéncia da separacdo de fase, verificada morfologicamente quando a concentracdo do

plastificante foi acima de 15%.

Levando-se em consideracdo os dados obtidos nesse estudo, a concentragdo de
plastificante a 5% foi considerada adequada para a realizacdo a pesquisa por ndo apresentar

separagdo de fase, como mostrado pelo MEV.

A figura 17 demonstrou que a derme atuou de maneira a diminuir a T, entre 0 PLLA-TCS e

o dispositivo bifasico. Isso também foi evidenciado pela tabela 3, na qual se notou uma reducio
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de 30°C, entre o PLLA-TCS e o dispositivo, em comparagdo com o PLLA puro e com
plastificante que apresentou uma diferenca de 85°C na transi¢c@o vitrea. Esses dados mostram que
a funcdo da derme no material bifasico € importante, pois a presenca de fibras coldgenas e
elastina em sua matriz, faz com que o dispositivo mantenha sua capacidade de deformacdo, ao
mesmo tempo que reduz seu alongamento, quando comparado a membrana de PLLA-TCS, o que
preserva a estrutura fisica do dispositivo bifdsico, ja que as fibras naturais presentes na derme
promovem resisténcia ao alongamento excessivo do material (provocado pela incorporacdo do
trietil citrato). Isso pode ser verificado por meio dos valores do médulo de armazenamento (E’),
mostrado na figura 17. A capacidade de deformacdo do material analisado pode auxiliar em sua
aplicagdo durante um procedimento cirurgico, por facilitar o recobrimento de lesdes, podendo

assim, atuar como um substituto dérmico.

Por tanto, mediante os resultados obtidos pelas andlises realizadas, conclui- se que apesar
do arcabougo polimérico servir como um bom suporte para a proliferacio celular hd a
necessidade da presenca de um componente que seja mimético ao ambiente natural para as
células fibroblasticas presentes na camada dérmica da pele, e por essa razdo, a matriz dérmica é
extremamente importante por promover esse ambiente adequado para a proliferacdo celular e
producdo de matriz extracelular, além de auxiliar na diminui¢cdo do alongamento excessivo
provocado pela incorporagdo do aditivo. Mesmo assim, apesar de mimetizar a camada dérmica
natural da pele, a matriz dérmica suina sozinha ndo seria capaz de atuar como barreira fisica

contra agentes externos, papel esse atribuido ao suporte polimérico.

4.2.2 Andlise histologica

Durante a andlise dos cortes histoldgicos da derme acelular suina (figura 18) corados em
Hematoxilina — Eosina (HE), as fibras coldgenas apresentam-se coradas em rosa pela eosina, mas
sem a presenca de estruturas coradas em roxo, (figura 18b), o que comprova que a matriz dérmica

utilizada para o desenvolvimento do dispositivo bifasico derme + PLLA-TCS encontrava-se
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completamente decelularizada. Observa-se, também, o cardter birrefringente das fibras de

colageno apds a polarizacdo, coradas em tons de vermelho (Figura 18a).

)z fr_}%) 2
2= 487"

Figura 18. Fotografias de laminas de derme acelular suina. (a) sob luz polarizada em aumento de
40x (a). (b) coradas com Hematoxilina — Eosina (HE) em aumento de 10x.

Segundo a literatura existem trés tipos principais de fibras no tecido conjuntivo: fibras
colagenas, fibras reticulares e fibras eldsticas. A proteina do coldgeno € uma das mais abundantes

do corpo, e faz parte da constituicao das fibras coldgenas e reticulares.

As fibras coldgenas sdo formadas por fibrilas de coldgeno com um padrido de estriagdes
tipico JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Essa morfologia estriada das fibras de coldgeno pode

ser observada na figura 18.

A figura 19 mostra imagens de cortes histolégicos do dispositivo bifdsico sem a presenca
de células fibrobldsticas, coradas em Hematoxilina — Eosina e Picrossirius red. A coloragdo com
HE foi utilizada para avaliar as estruturas que compdes o dispositivo (derme e polimero) e
novamente para confirmar a auséncia de células na matriz dérmica (figura 19). Ja a coloragdo
com Picrossirius red foi importante para verificar a disposi¢do e estrutura das fibras coldgenas
presentes na derme, afim de também confirmar sua semelhanca em relacdo a matriz dérmica

humana (figura 20).
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Figura 19. Imagens de laminas do dispositivo bifdsico na auséncia de células fibroblasticas
(VERO) coradas com Hematoxilina — Eosina (HE).

Figura 20. Imagens de laminas do dispositivo bifdsico na auséncia de células fibrobldasticas
(VERO) coradas com Picrossirius red.

Autores como Sweat e colaboradores (1964) foram um dos primeiros a estudar métodos de
coloragdo de fibras coldgenas e em suas pesquisas buscavam uma substincia que corasse
definitivamente o coldgeno, utilizando assim o corante Vermelho Sirio (Sirius Red), associado ao
acido picrico, denominando-a de solu¢do de Picrosirius Red. A solucdo de Picrosirius Red,

segundo os autores, pode ser bem visualizada, principalmente, sob microscopia de polarizacdo.

Juntamente aos estudos de coloracdo das fibras de coldgeno, hd muitas décadas
pesquisadores trabalham com o objetivo de avaliar a neoformacdo de fibras de colidgeno e
consecutivamente a sua reconstru¢do tecidual, e a interacdo entre as fibras e o ambiente celular,

principalmente apds implantes.
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A utilizagdo de matrizes dérmicas ou coldgeno, extraido de fontes xenogénicas, mostram-se
extremamente favordvel a cultura de células fibrobldsticas. Segundo Santos Jr e colaboradores
(2007) as células cultivadas sobre diferentes tipos de coldgeno sdo capazes de produzir
componentes de matriz extracelular como glicosaminoglicanos e fibronectina, de modo a formar
um tecido que se assemelha, em suas caracteristicas, a um tecido reconstituido. Mesmo
apresentando intimeras vantagens, como ser biodegraddvel e biorreabsorvivel, e ser altamente
flexivel, o PLLA-TCS, dependendo da concentracdo de plastificante, pode também apresentam
algumas desvantagens como rdpida degradagcdo, maior hidrofilicidade e baixa resisténcia a forcas
mecanicas de compressdo comparado ao PLLA puro. Por essa razdo a utilizacdo de materiais
compdsitos como na associagdo de matrizes dérmicas ou coldgeno purificado a membranas
tridimensionais densas e porosas de PLLA tém, de acordo com estudos de Santos Jr e
colaboradores (2007), proporcionado maior adesdo de células fibroblasticas, sendo capazes de

produzir matriz extracelular, como colageno IV e fibronectina.

Materiais xenogénicos derivados de suinos sdo amplamente utilizados como substituto
tecidual para a cicatrizagdo de lesdes de pele, principalmente devido a semelhangca morfologica
existente entre a pele de porco e a humana. Matrizes dérmicas suinas decelularizadas sdo uma
alternativa para a reconstru¢do de feridas provocadas por queimaduras, pois além das
semelhangas morfolégicas, hd também diversas caracteristicas funcionais semelhantes entre os
dois tipos teciduais. Entre essas caracteristicas encontra-se a similaridade entre as fibras
coldgenas, membrana basal e outras microestruturas relacionadas a composicdo dérmica. No
entanto, a derme humana apresenta uma superficie mais frouxa em comparagdo com a derme
suina, o que sugere que a pele humana possui uma camada dérmica menos densa que a suina. A
aparéncia morfologica de fibroblastos presentes na superficie da matriz dérmica dos dois tipos de
pele também sdo similares, diferem somente no seu tempo de proliferacdo, sendo um pouco mais

répida sob a derme humana, ja que estd € menos espessa que a derme porcina.

De acordo com um estudo realizado por Armour e colaboradores (2006), ndo foram
encontradas diferengas entre uma matriz dérmica suina e a placa de cultivo (simulando o
organismo humano), em relagcdo a adesdo de fibroblastos, ap6s 24 horas de cultivo, confirmando

somente que o crescimento foi mais rdpido na placa de cultivo do que sobre a matriz dérmica.
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4.2.3 Microscopia Confocal

A andlise da organizacdo das fibras coldgenas da matriz dérmica (figura 21) comprova que
as fibras de coldgeno se arranjam de forma irregular como emaranhado de fibras em diferentes

direcdes.

Pesquisas como a de Zuijlen e colaboradores (2002) demonstraram por meio da andlise de

matriz dérmica com microscopia confocal a organizacao das fibras coldgenas presentes na matriz

dérmica e sua disposicdo, o que auxilia na proliferacdo e crescimento celular.

Figura 21. Imagens a partir de microscopia confocal evidenciando as fibras coldgenas do
dispositivo bifésico antes do cultivo celular.
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4.3 Caracterizagdo do dispositivo completo (derme+ PLLA-TCS) apds exposi¢do as células
VERO

A caracterizag¢do do dispositivo dérmico completo apds o cultivo de células fibroblasticas

foi realizada por meio de ensaios de microscopia eletrOnica de varredura e viabilidade celular.

4.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A figura 22 mostra micrografias do dispositivo de matriz dérmica em associa¢do com a
membrana de PLLA-TCS antes da exposicdo as células fibrobldsticas. E possivel observar os
prolongamentos das fibras de coldgenos que compde a matriz dérmica e a estrutura do suporte
polimérico, com alto grau de porosidade. Além de comprovar a associacdo entre os dois
componentes para a formag¢do do dispositivo bifdsico, podendo assim, ser utilizado como um

substituto dérmico.
Segundo Lee e colaboradores (2006) dependendo da concentragdao do polimero e da adi¢ao

de aditivos, membranas de PLLA podem ser consideradas um 6timo modelo para reparacao

dérmica, principalmente em associacdo a matrizes bioldgicas, como membranas coldgenas.
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Figura 22. Imagens obtidas por MEV do dispositivo composto por derme em associagdo com
PLLA-TCS antes de sua exposicdo as células fibroblasticas (VERO). Superficie do dispositivo
(a) e (b). Superficie de fratura do dispositivo (c) e (d).

A figura 23 mostra micrografias de superficie e superficie de fratura da estrutura do
dispositivo derme + PLLA - TCS sob o cultivo de células fibroblasticas (VERO). Observa-se que

houve crescimento e adesdo celular entre as interconexdes dos poros e ao seu redor.
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Figura 23. Micrografias do dispositivo composto por derme em associagdo com PLLA-TCS ap6s
a exposicao as células fibroblasticas (VERO). Imagens da superficie do dispositivo em diferentes
aumentos.

A porosidade foi um fator que se apresentou varidvel, tanto em relagdo ao tamanho quanto
a distribuicao, como relatado anteriormente. Além disso, € possivel ver poros com interconexoes

e poros de fundo cego.

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura mostraram a morfologia
irregular dos fibroblastos, tanto de forma arredondada como espraiada, presentes na superficie da

matriz dérmica, sendo possivel encontrar prolongamentos celulares.

Santos Jr e colaboradores (2004) observaram resultados semelhantes em suas pesquisas,

mostrando uma morfologia arredondada de células VERO sob suportes de PLLA e espraiamento
57



de filamentos citoplasmdticos em sua superficie polimérica. As caracteristicas apresentadas por
cada material polimérico promovem variacdo no comportamento celular, principalmente ao

variar-se seu grau de porosidade.

O mesmo resultado foi obtido por Zoppi (1999) ao desenvolver filmes de PLLA sob cultivo
de VERO ap6s um periodo de incubacdo de 120 horas. As andlises e observacdo da adesdo
celular mostraram rdpidas mudancas morfoldgicas dos fibroblastos, desde formatos arredondados
como alongados, comprovando que esse tipo celular adere muito bem a superficie de substratos

como o desenvolvido por esse trabalho.

4.3.2 Viabilidade Celular

Ap6s o periodo de 2 e 24 horas para adesdo e citotoxicidade, respectivamente, a avaliacao

da viabilidade celular foi medida por meio de comparacdo com seus respectivos controles.

A andlise de adesdo celular mostrou que o material bifdsico analisado apresentou adesdo
estatisticamente superior, em comparacdo ao seu controle (placa de poliestireno). Assim,
constatou-se que as amostras possuem maior capacidade de estimular a ades@o celular do que a

placa de poliestireno (figura 24).
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Figura 24. Ensaio de viabilidade celular para adesdo, apds 2 horas de cultivo. As amostras de
derme+PLLA-TCS mostraram taxa de adesdo superior (p<0,005) em comparagdo com o controle
(placa de poliestireno), sendo estatisticamente diferentes.

O estudo e andlise in vitro da adesdo celular é de grande importancia a ciéncia dos
biomateriais e engenharia de tecidos, por permitir avaliar a interacao polimero — célula. Somente
depois de aderidas, as células iniciam seu processo de proliferacdo, espraiamento e producdo de

uma nova matriz extracelular.

Sabe-se que adesdo celular é consequéncia de uma complexa rede de interacdes fisico-
quimicas que proporcionam adsor¢@o de proteinas ao substrato. Além disso, recentemente, alguns
autores, como Santos Jr e colaboradores (2007), tém reconhecido a forte influéncia das proteinas
presentes no meio de cultura e a forma como as mesmas interagem com a superficie do
biomaterial, € como podem ou ndo viabilizar a interagdo suporte — célula. No presente estudo,
uma provavel explicacdo para a alta capacidade de adesdo celular das células fibroblasticas sobre
suportes de Derme + PLLA — TCS seria a forte interac@o suporte — células — nutrientes (meio de

cultura).

No ensaio de citotoxicidade, figura 25, observou-se que o dispositivo bifdsico derme +

PLLA — TCS apresentou-se atoxico as células fibroblasticas.
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Figura 25. Ensaio de viabilidade celular para citotoxicidade das amostras, apds 24 horas de
cultivo. As amostras de derme+PLLA-TCS mostraram-se inferiores ao controle (placa de
poliestireno), mas sdo estatisticamente semelhantes (p>0,005).

Considera-se que polimeros biodegraddveis apresentam comportamento varidvel em
diferentes ambientes bioldgicos em razdo de diversas propriedades tais como, massa molecular,
hidrofobicidade, mondmeros residuais e pH dos produtos de degradacdo. Embora uma substancia
toxica presente no material polimérico ndo afete sua estrutura molecular, pode comprometer sim
vérias funcoes celulares (LUCCHESI et al. 2006). Segundo Lucchesi e colaboradores (2006)
considera-se que a imediata medi¢do da atividade mitocondrial pode ser o suficiente para validar

a viabilidade das células para ensaios de toxicidade.

Estudos como o de Lombello e colaboradores (2002) afirmam que para ensaios de
citotoxicidade células VERO sdo consideradas ideais devido a sua Otima interagdo com o
substrato e afirmam, em pesquisa realizada com membranas porosas de PLLA sob cultivo de

células fibroblasticas VERO, que houve boa interacdo polimero-célula.

Essa interagdo suporte-célula também foi comprovada por Lee e colaboradores (2005) em
um estudo em que foram preparados arcaboucos de coldgeno extraidos da pele de suinos sob o
cultivo de células fibroblasticas de derme humana. Comparou-se entdo, a adesdo e crescimento
entre dois sistemas: placa — células e arcabougo — células, onde observou-se que a interacdo
arcabouco — células apresentou maior viabilidade celular, e sendo ambos atdxicos para as células

cultivadas.
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Assim, os resultados obtidos comprovam que a viabilidade celular do material estudado é
superior a placa de poliestireno, sendo este 6timo substrato para a proliferacdo e diferenciacao

celular.
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5 CONCLUSOES

Os resultados relativos as andlises através da MEV mostraram que o TCS promoveu
porosidade as membranas poliméricas, sendo este um fator fundamental para essa aplicagdo. Em
relacdo aos ensaios de caracterizagdo, a adi¢do do plastificante trietil citrato de sédio aumentou
sua capacidade de deformacgdo, devido a maior mobilidade entre as cadeias poliméricas,
verificado pelas andlises térmicas, o que mostrou ser um fator importante no desenvolvimento do
dispositivo bifdsico para que possa acompanhar, como um futuro substituto dérmico, as

movimentacdes e flexibilidade natural presente no tecido cutaneo.

Os resultados obtidos a partir dos ensaios bioldogicos confirmam que a matriz dérmica,
devido a sua alta afinidade celular, aumentou a intera¢do entre o suporte e as células cultivadas
em sua superficie, e que a porosidade da membrana associada a essa matriz coldgena € essencial
para aumentar o crescimento e a migragdo celular para o interior do dispositivo. Além disso, a
membrana polimérica de PLLA-TCS que compde o dispositivo bifdsico, apds implante, atua
como barreira imprescindivel contra agentes externos protegendo o local lesionado. Por essa
razdo, conciliar as propriedades mecanicas aferidas ao material polimérico com aditivo, a uma
matriz dérmica bioldgica, torna o dispositivo mais vidvel a aplicacdo em lesdes cutaneas

provocadas por queimaduras, por promover maior resisténcia mecanica ao tecido.

Por fim, o ensaio de viabilidade celular comprovou que o cultivo de células fibroblasticas
da linhagem VERO, sobre a matriz dérmica que compde o dispositivo bifdsico, € um importante
fator para avaliar a funcionalidade do dispositivo estudado, por ser um padrdo para as andlises de

viabilidade e por apresentar rapida adesdo ao substrato.
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6 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

e Realizar de ensaios in vivo para acompanhar o crescimento celular e avaliar se ha

estratificacdo do tecido cutaneo;

e Utilizar tipos celulares especificos do tecido cutaneo para analisar seu comportamento in
vitro sobre o dispositivo bifdsico e comparar se hd uma regeneragao mais rapida do local

lesionado apds a implantagdo;

e Comparar por meio de ensaios in vivo a regeneracao de lesdes utilizando-se matriz

porcina e matriz humana, afim de confirmar a similaridade entre os dois tipos de pele;

e Ou utilizar o coldgeno derivado da matriz dérmica para que ele possa penetrar no interior
da membrana porosa de PLLA e produzir um dispositivo menos espesso para

implantacao.
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