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POLIMEROS COM SAIS IMIDAZOLICOS: MATERIAIS INOVADORES COM
PROPRIEDADES ANTIBIOFILME FRENTE A
ISOLADOS DE CANDIDA’

Autora: Clarissa Martins Leal Schrekker
Orientador: Prof. Dr. Alexandre Meneghello Fuentefria

RESUMO

As Candida spp. tém grande habilidade para colonizar e formar biofiimes
em dispositivos médicos e biomateriais, provocando infec¢dées nos hospedeiros
humanos. O Polietileno de Alta Densidade (PEAD), Polihidroxibutirato (PHB) e o
Acido Polilatico (PLA) apresentam propriedades interessantes para aplicacdes em
dispositivos médicos. Os sais imidazolicos (Sl) apresentam propriedades avangadas,
inclusive antifungicas, podendo ser utilizados como aditivos nestes polimeros. Neste
estudo, foram preparados filmes poliméricos com diferentes teores dos Sl cloreto de
1-n-hexadecil-3-metilimidazdlico (C1¢MImCI) e metanossulfonato de 1-n-hexadecil-3-
metilimidazolico (C1¢MImMeS), através dos processos de mistura no estado fundido
(PEAD e PHB) e de Solvent Casting (PLA). Para avaliar se esses biomateriais
apresentavam atividade antibiofilme foram realizados ensaios Antibiofilme, testados
frente a isolados de Candida spp. Para determinar a porcentagem de impedimento
da formacdo do biofiime foram realizados ensaios de Menor Concentragao
Antibiofiime, frente a isolados de Candida ftropicalis. Analises de Microscopia
Eletrénica de Varredura foram realizadas para verificar se ocorre o impedimento da
formacgao do biofilme nos biomateriais. Foram avaliadas a citotoxicidade dos SlI, a
adesao celular e a biocompatibilidade celular de células-tronco mesenquimais
humanas (CTMh) nos fiimes de PEAD, PHB e PLA. Foram realizados ensaios
histopatolégicos dos biomateriais em pele de orelha de suinos para verificar se
ocorre lesdes microscopicas. Os filmes de PEAD, PHB e PLA foram caracterizados
para avaliar a morfologia, a presenga dos Sl na superficie e as propriedades fisico-
quimicas dos mesmos. Os filmes de PEAD, PHB e PLA com diferentes teores dos Sl
C16MImCI e CisMImMeS apresentaram atividade antibiofilme frente a isolados de
Candida tropicalis, C. parapsilosis e C. albicans. Com o ensaio MCA foi possivel
verificar que com o aumento do teor dos S| (C1sMImCI e C1sMImMeS) no PLA e
PHB ocorre em geral um aumento na porcentagem de impedimento da formagao do
biofilme, sendo que isso em geral ndo ocorre com o PEAD. As micrografias de MEV
mostraram o efetivo impedimento da formagédo do biofiime. Em geral os Sl nao
apresentaram citotoxicidade em baixas concentragdes. Os biomateriais mostraram
uma boa adesdo celular e sao biocompativeis com CTMh. Na avaliagao
histopatoldgica de pele da orelha suina com os biomateriais ndo foram observadas
lesdes microscopicas agudas. Em combinacdo com as boas propriedades
morfoldgicas, fisico-quimicas e mecénicas, estes biomateriais sdo promissores para
serem utilizados na confecc¢ao de dispositivos médicos.

'Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (p.). Fevereiro, 2016.
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POLYMERS WITH IMIDAZOLIUM SALTS: INNOVATIVE
MATERIALS WITH ANTIBIOFILM PROPERTIES AGAINST
CANDIDA ISOLATES

Author: Clarissa Martins Leal Schrekker
Advisor: Prof. Dr. Alexandre Meneghello Fuentefria

ABSTRACT

Candida spp. have great ability to colonize and form biofilms on medical
devices and biomaterials, causing infections in human hosts. High-density
polyethylene (HDPE), Polyhydroxybutyrate (PHB) and Polylactic acid (PLA) exhibit
interesting properties for applications in medical devices. Imidazolium salts (IS) have
advanced properties, including antifungal, which could be explored as additives in
these polymers. In this study, polymer films with different IS (1-n-hexadecyl-3-
methylimidazolium chloride (C4MImCI) and 1-n-hexadecyl-3-methylimidazolium
methanesulfonate (C1MImMeS)) contents were prepared, using either the melt
blending (HDPE and PHB) or the solvent casting process (PLA). The antibiofilm
assay with Candida spp. isolates was performed to assess the antibiofilm activity of
these biomaterials. Inhibition percentages of biofilm formation of Candida tropicalis
isolates were determined by the minor antibiofiim concentration (MAC) assay.
Scanning electron microscopy was applied to verify the inhibition of biofilm formation
on these biomaterials. The cytotoxicity of IS and the cell adhesion and
biocompatibility of human mesenchymal stem cells (hMSC) of the HDPE, PHB and
PLA films was studied. Histopathologic assays were performed with these
biomaterials on ear pigskin to verify the occurrence of microscopic lesions. The
HDPE, PHB and PLA films were characterized to understand their surface
morphology, the presence of IS on the surface and the physicochemical properties
thereof. The polymer films with different concentrations of the IS C46MImCI and
C1sMImMeS presented antibiofilm activity against isolates of Candida tropicalis, C.
parapsilosis and C. albicans. The MAC assay enabled to determine that an
increasing IS (C16MImCI and C1¢MImMeS) content in the PLA and PHB biomaterials
promoted, in general, an increase in the inhibition percentage of biofilm formation,
which was not observed for the HDPE films. The SEM micrographs showed the
effective prevention of biofilm formation on the IS containing biomaterials. Lower
concentrations of the IS showed no cytotoxicity. The biomaterials presented good cell
adhesion percentages and biocompatibility with hMSC. Furthermore, no acute
microscopic lesions were identified in the histopathological evaluation after contact
between the biomaterials and ear pigskin. In combination with the good
morphological, physicochemical and mechanical properties, these biomaterials can
be considered as promising for use in the manufacturing of medical devices.

' Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil, (p.).
February, 2016.
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PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001

e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical do
Ensaio MCA, representando o impedimento da formacao do biofilme obtido
pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI1.0125,
PHB.CI1.0250, PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e
PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 94P. Os dados
representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PHB.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado muito significante para

todos os biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,001,

PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,001,

PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001

e PHB vs PHB.MeS.0500 *“** P<0,007......cccciiieiiiiiiiieeeecceeeeeeeeeeeeee e 104
Figura 34. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,

XXii



representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo

valor de absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI.0125,
PHB.CI1.0250, PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e
PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 17A. Os dados
representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PHB.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado significante para os
biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs
PHB.CI1.0250 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI1.0500 *** P<0,001,

PHB vs PHB.MeS.0125 ** P<0,01, PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001
e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical

do Ensaio MCA, representando o impedimento da formagao do biofilme
obtido pelo valor de absorbéancia dos biomateriais de PHB,
PHB.CI1.0125, PHB.CI1.0250, PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250 e PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis
72A. Os dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de
28 amostras de PHB.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado muito
significante para todos os biomateriais de PHB.SI. PHB vs

PHB.CI1.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI1.0250 *** P<0,001, PHB vs
PHB.CI1.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001,

PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 ***

Figura 35. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo
valor de absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI.0125,
PHB.CI1.0250, PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e
PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL17. Os
dados representam o valor médio + desvio padrao da média de 28
amostras de PHB.SI. O valor de P foi 0,0007, considerado significante
para todos os biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 * P<0,05,
PHB vs PHB.CI.0250 ** P<0,01, PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,001,
PHB vs PHB.MeS.0125 * P<0,05, PHB vs PHB.MeS.0250 ** P<0,01 e
PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical do
Ensaio MCA, representando o impedimento da formacgao do biofilme
obtido pelo valor de absorbéancia dos biomateriais de PHB,
PHB.CI1.0125, PHB.CI1.0250, PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250 e PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida
tropicalis 72P. Os dados representam o valor médio + desvio padrao da
meédia de 28 amostras de PHB.SI. O valor de P foi <0,0001
considerado muito significante para todos os biomateriais de PHB.SI.
PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,001,
PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001,
PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 ***

Figura 36. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,

representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo

valor de absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI.0125,
PHB.CI1.0250, PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e
PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 57A. Os dados
representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PHB.SI. O valor de P foi 0,0005 considerado significante para os
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biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 ** P<0,01, PHB vs
PHB.CI1.0250 ** P<0,01, PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs
PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 ** P<0,01.

(B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagao do biofilme obtido pelo valor de

absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI1.0125, PHB.CI.0250,
PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e PHB.MeS.0500 frente
ao isolado de Candida tropicalis 102A. Os dados representam o valor
meédio * desvio padrao da média de 28 amostras de PHB.SI. O valor
de P foi <0,0001 considerado muito significante para todos os
biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs
PHB.CI1.0250 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI1.0500 *** P<0,001,

PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001
e PHB vs PHB.MeS.0500 “** P<0,007......cccoiiiieiiiiieeeee e 107
Figura 37. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo
valor de absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI.0125,
PHB.CI1.0250, PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e
PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL15.

Os dados representam o valor médio + desvio padrao da média de 28
amostras de PHB.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito
significante para todos os biomateriais de PHB.SI. PHB vs
PHB.CI1.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI1.0250 *** P<0,001, PHB vs
PHB.CI1.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001, PHB
vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001.
(B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagao do biofilme obtido pelo valor de

absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI1.0125, PHB.CI.0250,
PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e PHB.MeS.0500 frente
ao isolado de Candida tropicalis RL16. Os dados representam o valor
meédio * desvio padrao da média de 28 amostras de PHB.SI. O valor de
P foi <0,0001 considerado significante para os biomateriais de PHB.SI.
PHB vs PHB.CI.0125 ** P<0,01, PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,001,
PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 * P<0,05 e
PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001.......ccccuuiiiiiiiiiiiiieieee e 108
Figura 38. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo
valor de absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI.0125,
PHB.CI1.0250, PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e
PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis ATCC750. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28
amostras de PHB.SI. O valor de P foi 0,0001, considerado muito
significante para todos os biomateriais de PHB.SI. PHB vs
PHB.CI1.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI1.0250 *** P<0,001, PHB vs
PHB.CI1.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001, PHB
vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001.
(B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagao do biofilme obtido pelo valor de absorbancia
dos biomateriais de PHB, PHB.CI1.0125, PHB.C1.0250,

PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e PHB.MeS.0500 frente
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ao isolado de Candida tropicalis ATCC950. Os dados representam o

valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de PHB.SI. O

valor de P foi <0,0001 considerado significante para os biomateriais de
PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI1.0250 ***

P<0,001, PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 ***
P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001...........cceoiiiiiiiieiinineeeeeeeeee 109
Figura 39. Micrografias de MEV do (A) PHB (biofime formado),

(B) PHB.CI.0500 (sem crescimento fungico e de biofilme) e

(C) PHB.MeS.0500 (sem crescimento fungico e de biofilme); apds

72 hs de incubagéo com o isolado clinico formador de biofilme C. tropicalis
72A: Barra de €SCala = 2 M. ..coooiiiiiieeee e e 110
Figura 40. Micrografias de Microscopia Confocal do (A) PHB e

(B) PHB.CI.0250 (barra de escala = 200 ym), apos crescimento celular........ 111
Figura 41. Adesao celular de CTMh, apds 48 hs de incubagéo (Ensaio

do Azul de Alamar), sobre os filmes de PHB. Como controle da

viabilidade (100%) das células foi utilizada as CTMh semeadas

na placa de cultura de teCidOS.........cooiiiiiiiiii e 111
Figura 42. Proliferacéo celular de CTMh em 7 (barras azuis), 10 (barras
vermelhas), 14 (barras verdes) e 21 dias (barras roxas) de tempo de

cultivo (Ensaio do Azul de Alamar) sobre os filmes de PHB...............ccccc... 112
Figura 43. Avaliac&o histopatologica de pele de orelha de suino em

contato com filmes de PHB com SI (C1sMImCIl e C1sMImMeS) e tratada

com solugdo tampéao PBS pH 7,0 (controle negativo em aumentos de 100

e 400 vezes de magnitude): Aumento de 100 vezes de magnitude de

células epiteliais de orelha de suinos tratadas com (1A) tampé&o fosfato

salino (PBS) pH 7,0; (1B) PHB; (1C) PHB.CI1.0250; (1D) PHB.CI1.0500;

(1E) PHB.MeS.0250; e (1F) PHB.MeS.0500. Aumento de 400 vezes

de magnitude de células epiteliais de orelha de suinos tratadas com

(2A) tampao PBS pH 7,0; (2B) PHB; (2C) PHB.CI.0250; (2D)

PHB.CI.0500; (2E) PHB.MeS.0250; e (2F) PHB.MeS.0500........................... 113
Figura 44. Micrografias de MEV do (A) PHB; (B) PHB.CI1.0500; e

(C) PHB.MeS.0500 (barrade escala =1 IM)....ccooeveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 113
Figura 45. Imagem de MFA do PHB (Ra = Rugosidade meédia aritmética

(<0 0T 01 0 TSP PPPPPPPPPPTPPPPR 114

Figura 46. Difratogramas de DRX (u.a. = unidades arbitrarias) na faixa

de 20 5-45°: PHB (linha preta); PHB.CI1.0125 (linha vermelha);

PHB.CI.0250 (linha azul) e PHB.CI.0500 (linha verde)...........cc.ccoeiiieeeeenn. 115
Figura 47. Difratogramas de DRX (u.a. = unidades arbitrarias) na faixa

de 20 5-45°: PHB (linha preta); PHB.MeS.0125 (linha vermelha);

PHB.MeS.0250 (linha azul) e PHB.MeS.0500 (linha verde)........................... 115
Figura 48. Angulos de contato de agua para filmes de PHB: PHB.CI
(quadro preto) e PHB.MeS (ciclo vermelno)............ueveeeiieiiiiiiiiie 118

Figura 49. (A) Grafico de coluna vertical da atividade antibiofilme obtida
pelo Ensaio Antibiofilme na diluigdo 10™", dos biomateriais de PLA,
PLA.CI.0125, PLA.CI1.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125,
PLA.MeS.0250 e PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis
72A. Os dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de
28 amostras de PLA.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito
significante para todos os biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 ***
P<0,05, PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,05, PLA vs PLA.CI1.0500 *** P<0,05,
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PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,05, PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,05 e
PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,05. (B) Grafico de coluna vertical da
atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio Antibiofilme na diluigado 107,
dos biomateriais de PLA, PLA.CI.0250 e PLA.MeS.0250 frente ao
isolado de Candida albicans CA04. Os dados representam o valor

meédio + desvio padrado da média de 12 amostras de PLA.SI. O valor de
P foi 0,0001 considerado muito significante para todos os biomateriais de
PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,05 e PLA vs PLA.MeS.0250 ***

Figura 50. (A) Grafico de coluna vertical da atividade antibiofilme

obtida pelo Ensaio Antibiofilme na diluigao 10", dos biomateriais de PLA,
PLA.C1.0250 e PLA.MeS.0250 frente ao isolado de Candida parapsilosis
RL11. Os dados representam o valor médio + desvio padrao da media
de 12 amostras de PLA.SI. O valor de P foi 0,0003 considerado
significante para os biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI1.0250 **
P<0,05 e PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,05. (B) Grafico de coluna
vertical da atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio Antibiofilme na
diluigdo 107", dos biomateriais de PLA, PLA.C1.0250 e PLA.MeS.0250
frente ao isolado de Candida parapsilosis RL20. Os dados representam
o valor médio + desvio padrdo da média de 12 amostras de PLA.SI. O
valor de P foi 0,0002 considerado muito significante para todos os
biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI1.0250 *** P<0,05 e PLA vs
PLA.MeS.0250 *** P<0,05......cooiiiiiiieeeee et e e e e e e e e e e e e e 121
Figura 51. Ensaio in vitro Menor Concentragdo Antibiofilme (Placas de 96
pocos): Porcentagem de impedimento da formagao do biofilme para
PLA.CI.0125 (barras azuis); PLA.CI1.0250 (barras vermelhas); e
PLA.CL.0500 (Darras VErdes)..........coooiiiiiiiiiiiiiiie et 123
Figura 52. Ensaio in vitro Menor Concentragdo Antibiofilme(Placas de 96
pocos): Porcentagem de impedimento da formagao do biofilme para
PLA.MeS.0125 (barras azuis); PLA.MeS.0250 (barras vermelhas); e
PLA.MeS.0500 (Darras VEIAES).......ccuuuiiiiiiiiiiiiiieeeeiiee e 123
Figura 53. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,

representando o impedimento da formacé&o do biofilme obtido pelo

valor de absorbancia dos biomateriais de PLA, PLA.CI1.0125,
PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 17P. Os dados
representam o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras

de PLA.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado significante para os
biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI1.0125 *** P<0,001, PLA vs
PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs
PLA.MeS.0250 “** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 “** P<0,001.

(B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formacgao do biofilme obtido pelo valor de

absorbancia dos biomateriais de PLA, PLA.CI1.0125, PLA.C1.0250,
PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e PLA.MeS.0500 frente
ao isolado de Candida tropicalis 94P. Os dados representam o valor
meédio * desvio padrao da média de 28 amostras de PLA.SI. O valor de
P foi 0,0004 considerado significante para os biomateriais de PLA.SI.
PLA vs PLA.CI.0125 ** P<0,01, PLA vs PLA.CI.0250 **

P<0,01, PLA vs PLA.C1.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0250 ***
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P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001.........ccceiiiiiiiiiiicee e 124
Figura 54. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,

representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo

valor de absorbancia dos biomateriais de PLA, PLA.CI1.0125,
PLA.CI1.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 17A. Os dados
representam o valor médio * desvio padrao da média de 28 amostras de
PLA.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito significante para
todos os biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,001,

PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,001,

PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001

e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical do
Ensaio MCA, representando o impedimento da formacao do biofilme obtido
pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PLA, PLA.CI1.0125,
PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 72A. Os dados
representam o valor médio * desvio padrao da média de 28 amostras de
PLA.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado muito significante para
todos os biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,001,

PLA vs PLA.CI1.0250 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,001,

PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001

e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001........cummmuiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 125
Figura 55. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,

representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo

valor de absorbancia dos biomateriais de PLA, PLA.CI1.0125,
PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL17.

Os dados representam o valor médio + desvio padrao da média de 28
amostras de PLA.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado muito
significante para todos os biomateriais de PLA.SI. PLA vs

PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs
PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001,

PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001.
(B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagao do biofilme obtido pelo valor de absorbancia
dos biomateriais de PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500,
PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e PLA.MeS.0500 frente ao isolado de
Candida tropicalis 72P. Os dados representam o valor médio + desvio
padrao da média de 28 amostras de PLA.SI. O valor de P foi <0,0001
considerado significante para todos os biomateriais de PLA.SI. PLA vs
PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs
PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 ** P<0,01, PLA vs
PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001................ 126
Figura 56. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,

representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo

valor de absorbancia dos biomateriais de PLA, PLA.CI1.0125,
PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 57A. Os dados
representam o valor médio * desvio padrao da média de 28 amostras de
PLA.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado muito significante
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para todos os biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI1.0125 *** P<0,001,
PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI1.0500 *** P<0,001,
PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001
e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical do
Ensaio MCA, representando o impedimento da formacgao do biofilme
obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PLA,

PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI1.0500, PLA.MeS.0125,
PLA.MeS.0250 e PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida

tropicalis 102A. Os dados representam o valor médio + desvio padrao da
meédia de 28 amostras de PLA.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado
significante para os biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 ***
P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500 ***
P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 ** P<0,01, PLA vs PLA.MeS.0250 ***

P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001.......ccceiiiiiiimireeeeeireeeee e

Figura 57. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo
valor de absorbancia dos biomateriais de PLA, PLA.CI1.0125,
PLA.CI1.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL15.

Os dados representam o valor médio + desvio padrao da média de 28
amostras de PLA.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito
significante para todos os biomateriais de PLA.SI. PLA vs
PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs
PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001,

PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 ***
P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo
valor de absorbancia dos biomateriais de PLA, PLA.CI1.0125,
PLA.CI1.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL16. Os dados
representam o valor médio * desvio padrao da média de 28 amostras
de PLA.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado significante para os
biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs
PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs

PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001..............

Figura 58. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacao do biofilme obtido pelo
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amostras de PLA.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito
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P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
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Figura 60. Micrografias de Microscopia Confocal do (A) PLA; (B)
PLA.CI1.0125; (C) PLA.CI.0250; (D) PLA.CI.0500; (E)
PLA.MeS.0125; (F) PLA.MeS.0250; e (G) PLA.MeS.0500
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de magnitude de células epiteliais de orelha de suinos tratadas com

(1A) tampao PBS pH 7,0; (1B) PLA; (1C) PLA.CI1.0250;

(1D) PLA.CI.0500; (1E) PLA.MeS.0250; e (1F) PLA.MeS.0500.
Aumento de 400 vezes de magnitude de células epiteliais de
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Figura 64. Micrografias de MEV do (A) PLA (barra de escala = 100 pym);
(B) PLA (barra de escala = 2 ym); (C) PLA.CI1.0125 (barra de

escala = 2 ym); (D) PLA.C1.0250 (barra de escala = 2 ym);

(E) PLA.CI.0500 (barra de escala = 100 um); (F) PLA.C1.0500

(barra de escala = 2 ym); (G) PLA.CI1.2000 (barra de escala = 100 pym);
(H) PLA.CI1.2000 (barra de escala = 2 um); (1) PLA.C1.5000 (barra de
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Figura 65. Micrografias de MEV do (A) PLA (barra de escala = 100 pym);
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1. INTRODUCAO

As espécies de Candida (principalmente Candida ftropicalis, C.
parapsilosis e C. albicans) tém grande habilidade para colonizar e formar biofilmes
em dispositivos médicos (Liu et al., 2015; Seddiki et al., 2015), como por exemplo,
em catéteres (Oncu, 2014), proteses (Fox et al., 2015) e implantes (Dias et al.,
2015), provocando infec¢des nos hospedeiros humanos (Ramage et al., 2009; Cruz
et al., 2012; Ramage et al., 2005; Costa et al., 2013). A fim de, resolver este grave
problema de saude publica, busca-se alternativas como o desenvolvimento de
biomateriais com atividade antibiofiime e propriedades avangadas, utilizando o
PEAD, PHB e PLA com sais imidazolicos (Ramage et al., 2009; Cruz et al., 2012).

O Polietileno de Alta Densidade (PEAD), Polihidroxibutirato (PHB) e o
Acido Polilatico (PLA) apresentam propriedades interessantes para aplicacdes em
biomateriais como dispositivos meédicos. O PEAD é altamente cristalino, a
linearidade da cadeia faz com que a orientagdo, alinhamento e empacotamento das
cadeias sejam mais eficientes, proporcionando maior cristalinidade e densidade ao
polimero. O PEAD apresenta excelentes propriedades mecanicas e bioldgicas, o
que faz deste polimero ser extremamente adequado para aplicacbes médicas
(Pourdanesh et al. 2014).

O PHB é um poliéster alifatico da classe dos polihidroxialcanoatos, o qual
pode ser produzido por mais de 300 espécies de bactérias, sendo um polimero
biodegradavel e biocompativel (Xavier et al., 2015). Além disso, o PHB tem 6timas
propriedades elastoméricas (Xavier et al., 2015), estabilidade mecéanica (Chen & Wu,
2015), atividade antimicrobiana (Fan et al., 2015), antifungica (Kulma et al., 2015) e
antitrombogénica (Fan et al., 2015).

O PLA apresenta caracteristicas unicas, que incluem biodegradabilidade
(Davachi & Kaffashi, 2015), biocompatibilidade (Bishai et al., 2014), o&tima
processabilidade termoplastica (Davachi & Kaffashi, 2015) e ecologicamente
benigno (Davachi & Kaffashi, 2015). O PLA apresenta otimas propriedades
mecanicas e biologicas (Hamad et al., 2015), sendo um polimero muito utilizado
como biomaterial (Davachi & Kaffashi, 2015).

A incorporagdo de aditivos nos polimeros em dispositivos médicos
temporarios ou permanentes pode ser usada para reduzir infeccbes ou para

melhorar a aceitagdo do material organico implantado, minimizando a possibilidade



de rejeicao (Sobczac et al., 2013; Siedenbiedel & Tiller, 2012). Os sais imidazolicos
(SI) séo derivados cationicos do heterociclico imidazol neutro e sdo conhecidos por
apresentarem varias propriedades avangadas, podendo ser utilizados como aditivos
nos polimeros PEAD, PHB e PLA (Borowiecki et al., 2013; Schrekker et al., 2008).
Muitos destes S| podem ser classificados como liquidos i6nicos (LI) por
apresentarem-se no estado fundido a 100 °C. Os Sl sédo substancias atrativas para
varias aplicagdes quimicas e farmacéuticas, sendo que as propriedades fisicas e
quimicas podem ser ajustadas através de modificagdes estruturais, tanto no cation
como no anion (Schrekker et al., 2013; Riduan & Zhang, 2013), ou por incorporagao
de um grupo funcional especifico nos ions constituintes (Pendleton & Gilmore,
2015).

Aproximadamente 65% das infecgdes humanas causadas por Candida
spp. envolvem a formacéo de biofilmes, os quais estdo relacionados ao aumentado
uso de dispositivos médicos que contribuem para o desenvolvimento de infecgcbes
nosocomiais, principalmente em pacientes imunocomprometidos (Wisplingghoff et
al., 2014; Pannanusorn et al., 2013). Geralmente, a erradicagao in vivo do biofilme
requer a administragdo de agentes antimicrobianos e antifungicos em concentragdes
toxicas (Azizi et al., 2015), além disso, os biofilmes de Candida s&o resistentes aos
agentes antifungicos mais comumente utilizados, como anfotericina B e azdis.
Entdo, o tratamento recomendado inclui a remocdo do dispositivo médico
contaminado, sendo que este processo pode resultar em complicagbes médicas que
podem ocasionar o Obito do paciente. (Morace et al., 2014; Ramage et al., 2014;
Coad et al.,2014).

Neste contexto, o desenvolvimento de novos biomateriais que
apresentem propriedades antibiofiime, biocompatibilidade celular e boas
propriedades quimicas € de extrema importancia. Desta forma, neste estudo foi
utilizado o PEAD, PHB e PLA, com os Sl C1sMImCI e C1sMImMeS como aditivos em
diferentes teores, a fim de verificar a atividade antibiofime frente espécies
patogénicas de Candida. Além disso, foram estudados a citotoxicidade dos Sl e a
biocompatibilidade dos polimeros com SlI, realizou-se uma avaliagdo histopatologica
em pele suina com os polimeros com Sl e foi avaliado o efeito da incorporagao dos
S| nos polimeros, na hidrofilicidade e morfologia de superficie e nas propriedades
térmicas e dinamico-mecanicas, a fim de obter-se biomateriais para serem utilizados

no desenvolvimento de dispositivos médicos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O desenvolvimento de um polimero com sal imidazdlico que possua
propriedades antibiofilme frente as espécies patogénicas de Candida, apresentando
biocompatiblidade celular, sendo nao citotdéxico, com propriedades fisico-quimicas e
mecanicas avancadas e que possa ser utilizado na confeccdo de dispositivos

meédicos mais seguros e eficientes.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Mimetizar in vitro as condigbes de formagao do biofilme fungico
leveduriforme nos polimeros e testar a capacidade antibiofilme dos polimeros com
Sl.

2.2.2 Determinar, in vitro, a capacidade de impedimento da formacéo de
biofilme dos polimeros, em espécies de Candida através da técnica de microplaca
denominada Menor Concentracao Antibiofilme (MCA).

2.2.3 Caracterizagdo morfolégica da ag&o antibiofilme dos polimeros com
Sl sobre a superficie das células de Candida spp. através da técnica de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV).

2.2.4 Avaliar a citotoxicidade dos S| em células de fibroblastos de
camundongos e a biocompatibilidade celular dos polimeros com S| em Células-
Tronco Mesenquimais Humanas (CTMh).

2.2.5 Avaliagdo histopatologica aguda da pele de orelha de suinos em
contato com os polimeros modificados com Sl.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biofilmes

Os biofilmes estdo envolvidos em uma grande variedade de infecgdes
microbianas do ser humano. Por defini¢do, os biofilmes sdo comunidades bioldgicas
complexas de micro-organismos, com um elevado grau de organizagao,
caracterizadas por células que estdo aderidas a uma superficie ou interface e
embebidas em uma matriz extracelular de substancias extrapoliméricas de origem
microbiana produzindo uma estrutura tridimensional organizada espacialmente
(Ramage et al., 2014; Jass et al., 2003).

Além disso, os biofilmes sdo constituidos por células microbianas que
exibem um fendtipo alterado com respeito a taxa de crescimento e transcricdo de
genes quando comparadas as células livres e pela substancia extracelular
polimérica, também denominada matrix extracelular que pode corresponder de 50 %
a 90 % do total de carbono orgénico do biofilme e ser considerada como a estrutura
mais abundante no biofilme, podendo variar de acordo com suas propriedades
quimicas e fisicas. A variabilidade fenotipica pode ser caracterizada pela alta
frequéncia, reversibilidade e por demonstrar diferencas nas propriedades de
superficie celular e nos aspectos morfolégicos das coldnias fungicas. Como
consequéncia, leva a alteracdo na aderéncia as células epiteliais, na suscetibilidade
antifungica, na atividade fungicida de neutrdfilos. Ocorrendo mudangas no
comportamento da superficie da célula, aparéncia da colbnia e metabolismo,
atributos bioquimicos e moleculares para a levedura se tornar mais virulenta e eficaz
durante a infeccdo. A mudanga fenotipica € uma parte muito importante da
adaptabilidade do patdégeno para a mudanga de ambiente durante a invaséo do
organismo humano. A capacidade de infectar muitos tecidos € fundamental para o
sucesso do ataque e disseminacdo dentro do hospedeiro (Seddiki et al., 2015;
Ramage et al., 2014; Jass et al., 2003).

Os biofiilmes residem em uma matriz feita essencialmente de
polissacarideos, mas contendo também &cido desoxirribonucleico (DNA) e
proteinas. Um biofilme também pode ser considerado um hidrogel, um polimero
complexo contendo uma quantidade de agua que corresponde a varias vezes seu
peso seco. Uma comunicagcdo quimica entre as células, chamada quorum sensing,

permite aos micro-organismos (bactérias e fungos) coordenarem sua atividade e



agruparem-se em comunidades que fornecem beneficios ndo muito diferentes
daqueles organismos multicelulares (Pannanusorn et al., 2013; Dias et al., 2015).

Portanto, os biofilmes ndo sdo somente camadas limosas, mas sistemas
biolégicos, organizados em uma comunidade funcional coordenada. Esta
comunidade pode ser de uma unica espécie ou de grupos diversos de micro-
organismos. Dentro da comunidade de um biofilme, os micro-organismos sao
capazes de compartilhar nutrientes e sao protegidos de fatores danosos do meio
ambiente, como a dessecagdo. A proximidade estreita entre os micro-organismos
dentro do biofiime também pode ter a vantagem de facilitar a transmisséo de
informagdo genética por conjugagao, por exemplo (Tortora et al., 2012; Cruz et
al.2012).

O biofilme comega a se formar quando um micro-organismo (bactéria ou
fungo) livre nadador (plancténico) se fixa em uma superficie. Se este micro-
organismo crescesse em uma monocamada uniformemente fina, esta ficaria
superlotada, os nutrientes nao seriam disponiveis na parte mais profunda e residuos
toxicos se acumulariam. Os micro-organismos nas comunidades de biofilmes
algumas vezes evitam esses problemas formando estruturas em forma de pilares
com canais entre eles através dos quais a agua pode introduzir nutrientes e retirar
residuos. Isso constitui um sistema circulatério primitivo. Micro-organismos
individuais e agregados eventualmente deixam o biofilme formado e se movem para
um novo local, para onde o biofiime vai se estender. Esse biofiilme geralmente é
composto de uma camada superficial de cerca de 10 um de espessura, com pilares
que se elevam até 200 ym acima dela (Lockhart, 2014; Ramage et al., 2009).

Os biofiimes sdo um importante fator de preocupacdo para a saude
humana. Por exemplo, as espécies de Candida em um biofilme, provavelmente
sejam 1.000 vezes mais resistentes aos microbicidas. Especialistas do Centro para
Controle e Prevengao de Doengas (CDC) estimam que 70% das infecgbes humanas
causadas por espécies de Candida envolvam a formacéo de biofimes. A maioria das
infeccbes nosocomiais (infecgdes hospitalares) esta relacionada a presenga de
biofilmes nos cateteres médicos (Zambrano et al., 2014; Nett et al., 2014). De fato,
os biofilmes se formam em quase todos os dispositivos médicos, incluindo proteses,
cateteres, implantes, valvulas mecanicas-cardiacas, entre outros (Seddiki et al.,
2015; Ramage et al., 2014). Os biofimes, que podem incluir aqueles formados por
Candida spp., sdo encontrados em muitas doengas, tais como as infecgdes



relacionadas ao uso de lentes de contato e candidemia (Dias et al.,2015; Ramage et
al., 2009).

Uma abordagem para prevenir a formacao de biofilme € a aplicacdo de
antimicrobianos e antifungicos sobre as superficies nas quais os biofilmes podem se
formar. Como os sinais quimicos que permitem o quérum sensing sao essenciais
para a formacgao de biofilmes, pesquisas estdo sendo realizadas para esclarecer o
funcionamento desses sinais e talvez os bloquear (Fox et al., 2015; Ramage et al.,
2014).

3.1.1 Estrutura do Biofilme e Fenétipo

Existe uma grande diversidade de estruturas e arquiteturas no biofilme.
Isso € influenciado pelas propriedades fisicas (propriedades de superficie, pH,
carga) e condigdes do meio ambiente (temperatura, umidade, etc.), nutrientes e
estado fisiologico do micro-organismo e, certamente o conteudo microbiano.
Independente desta diversidade, a estrutura do biofilme tem um namero comum de
caracteristicas que tém sido usadas para identificacdo (Kolecka et al., 2015). As
caracteristicas primarias e comuns do biofilme incluem um substrato para o qual o
micro-organismo (bactéria ou fungo) se anexa, um filme condicionado, a matriz do
biofime, e a fase liquida ou gasosa. O substrato pode ser um material abi6tico, como
plasticos (dispositivos médicos, como por exemplo, cateteres, proteses, etc.), ligas
de titdnio ou ceramicas (dental ou implantes ortopédicos) e hidrogéis (lentes de
contato). Alternativamente, o substrato pode ser de origem bidtica, por exemplo,
superficies de células de tecidos colonizadas por biofilmes de micro-organismos,
como os pulmdes de pacientes com fibrose cistica, tecidos cardiacos em
endocardites e células epiteliais da bexiga com cistite (Jass et al., 2003; Madigan et
al., 2010).

Na formacdo do biofilme, primeiramente origina-se uma camada
composta de glicoproteinas e lipidios, formada em qualquer material colocado em
contato com um ambiente onde haja liquido, como por exemplo, a pelicula formada
em superficies de cateteres a partir de proteinas da urina, que formam um filme e
condi¢gdes para os micro-organismos se aderirem. A natureza da formagéao do filme &
dependente das propriedades do substrato e da composigao quimica do meio liquido
e isto influencia o mecanismo envolvido nos eventos de adesdo (Ramage et al.,
2014; Jass et al., 2003).



A matriz do biofiime é uma parte muito importante desta estrutura, pois
contém ceélulas microbianas, exopolissacarideos e agua. O maior componente da
matriz do biofilme €& formado por agua e acredita-se que a mesma constitua
aproximadamente 95-99% do biofilme. O conteudo microbiano € somente 2-5%,
cercado por exopolissacarideos que podem atingir até 2% do total da matriz. Outras
substancias também s&o encontradas na matriz do biofilme, como DNA, RNA,
proteinas e enzimas, atingindo niveis de aproximadamente 2% no total (Jass et al.,
2003; Tortora et al., 2012; Ramage et al., 2014). Os exopolissacarideos sao
altamente hidratados, como biopolimeros gel que imobilizam o micro-organismo
criando a estrutura tridimensional caracteristica do biofime e agregados
microbianos. A composi¢cao dos exopolissacarideos € importante ndo somente para
a adesao e estabilizacdo da matriz do biofilme, mas também para criar
heterogeneidade e aumentar a disponibilidade de nutrientes dentro do biofilme. Os
exopolissacarideos contém microambientes com carga positiva ou negativa,
proporcionando hidrofobicidade com distribuicdo ndo uniforme, criando assim nichos
especializados dentro do biofilme. Em ambientes ricos de nutrientes, verifica-se que
0s micro-organismos tendem a aumentar a produgcdo de exopolissacarideos,
juntamente com um aumento no numero de células, o que pode levar a estruturas
mais densas no biofime. Sob condicbes de poucos nutrientes, no entanto, os
biofilmes s&o menos densos e com canais de agua mais dispersos, criando uma
oportunidade para aumentar a transferéncia de fluido em massa. As diferentes
estruturas descritas acima sao o resultado de uma combinacédo de fatores fisicos,
disponibilidade de nutrientes e diversidade da populagao (Jass et al., 2003).

Os biofilmes formados em dispositivos médicos totalmente implantados
expostos ao sangue do paciente, incluem na sua estrutura grande parte das
proteinas de coagulacédo do hospedeiro e as células imunoldgicas que destinam-se a
isolar a infecgdo do resto do corpo. Alternativamente, biofiimes formados em
catéteres e lentes de contato serdo compostos de proteinas locais do hospedeiro e
poucos fatores de coagulagao, resultando assim em estruturas muito diferentes. Em
biofilmes médicos, pode ser mais apropriado descreve-16s pelo fenotipo microbiano
e propriedades fisiologicas, em vez da estrutura que pode variar dependendo da
espécie de Candida envolvida na formacgao do biofilme. As estruturas do biofilme séo
influenciadas pelas propriedades fisicas, temperatura, nutrientes, estado fisiologico
das leveduras, entre outros fatores(Jass et al., 2003; Ramage et al., 2014).



3.1.2 Formacgao do Biofilme

A estrutura tipica de um biofilme é formada por varias etapas (Figura 1).
Inicialmente, uma fixagc&o transitoria de células microbianas ocorre (colonizadores
primarios) devido as interagées com os substratos envolvendo flagelos, pili, fimbria,
e as proteinas da membrana externa do micro-organismo. Este estagio € seguido
por uma fixagdo permanente das células microbianas para a superficie (Oleskin et
al., 2010). Subsequentemente, células microbianas s&o espalhadas sobre o
substrato colonizado. Isto € acompanhado pela formag&o de agregados celulares
locais, com uma matriz intracelular com cavidades caracteristicas e a cobertura do
biofilme incluindo uma parte da matriz, bem como estruturas bicamadas lipidicas
(Ramage et al., 2009). O desenvolvimento da maioria dos biofilmes inclui a fase
caracterizada pela fixagdo de novas células microbianas (colonizadores
secundarios) para o substrato das células primarias, as quais resultam na formagao
de biofilmes com multicamadas (Jass et al., 2003; Oleskin et al., 2010).

Eventualmente, uma espécie de biofilme unico ou multiplo com uma
estrutura desenvolvida é formado; este biofilme pode apresentar uma estrutura
lamelar padrédo ou conter formacdes em forma de pilar. A fase final do ciclo de vida
de um biofilme é a disperséo a qual ocorre entre 24 e 96 hs (dependendo do isolado
de Candida, das condigbes ambientais e dos agentes regulatorios), envolvendo o
rompimento das células fixadas no substrato, a qual é causada pela sintese de
surfactantes e enzimas que degradam a matriz, incluindo os seus componentes
(adesinas) diretamente responsaveis pela fixagado das células ao substrato e de uma
célula para a outra. A dispersao do biofilme também envolve a supressdo das
sinteses de novas adesinas (Jass et al., 2003; Oleskin et al., 2010). A dispersao
ocorre quando as células microbianas sao liberadas para o meio exterior e retornam
para o modo de existéncia plancténico. Acredita-se que a diminuicdo do oxigénio e
dos nutrientes disponiveis no interior do biofilme maduro possa levar a disperséo,
mediada por comunicacgao intercelular, de células-filhas menos aderidas a matriz do
biofilme (Ramage et al. 2005).

O processo de formacéo do biofilme € influenciado por fatores ambientais
como por agentes regulatorios formados por células microbianas. Condigbes de
cultivo (pH, temperatura, concentracdo de nutrientes do substrato, pOso,
osmolaridade, grau de hidrofilicidade/hidrofobicidade, forca de cisalhamento, etc.)

produzem seus efeitos nos biofilmes microbianos (Oleskin et al., 2010).



Figura 1. Desenvolvimento do biofilme microbiano: (1) Fixagao inicial, (2) aderéncia
microbiana, (3) formacdo de microcolénia, (4) maturacdo e desenvolvimento da
estrutura tridimensional do biofilme; e (5) liberagao/langamento de células capazes
de formar novos biofilmes (Capelletti, 2006).

3.1.3 Quorum Sensing

O Quorum Sensing (QS) € o mecanismo de comunicagao através do qual
as leveduras regulam a expressdo de conjuntos de genes especializados em
resposta & densidade celular. E quando populagdes microbianas funcionam
cooperativamente, atuando de uma maneira multicelular quando um determinado
nivel populacional critico é atingido. A percepg¢ao da densidade celular resulta de
uma comunicacao intercelular mediada pela secrecdo de sinais moleculares
sintetizados pelas células individuais. Estas moléculas s&o detectadas por
receptores especificos 0 que permite as células identificar o tamanho da populagao
através da concentragdo dos sinais, e quando o nivel critico é atingido elas passam
a agir em grupo como um unico organismo multicelular. Este nivel critico caracteriza,
um “quorum” onde as agbes passam a ser tomadas em conjunto. Através do
aumento da densidade dependente da acumulagdo de pequenas moléculas
difusiveis, os micro-organismos detectam o tamanho da populagéo local, e uma vez
que o nivel circulante de moléculas do QS chegam a um limiar de concentragao,
uma mudancga na expressao génica ocorre. Isto pode conduzir a mudangas no modo
de crescimento microbiano, por exemplo, morfologia e na formagéo do biofime, e na

expressédo de fatores de viruléncia (Dixon & Hall, 2015; Balaban, 2008).
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O QS tem potencial para ser patogénico por dois meios: primeiro, atravées
do controle do tamanho da populagdo e dos fatores de viruléncia, ou em segundo
lugar, em alguns casos através das moléculas do QS sendo toxicas para as células
hospedeiras. Devido ao seu essencial envolvimento em viruléncia, os mecanismos
do QS estdo sendo alvos de terapias antimicrobianas nio letais. As moléculas do
QS, especialmente peptideos estdo sendo investigados para a sua utilizagdo em
varios dominios terapéutico, como na imunologia, nas doengas dos sistema nervoso
central e na oncologia. Por exemplo, os peptideos do QS interagem com as células
cancerosas, realizando uma permeacéo entre a barreira sangue-cérebro atingindo o
parénquima cerebral. (Dixon & Hall, 2015).

Originalmente, foi pensado que o QS era especifico para bactérias, mas a
investigacdo da densidade celular em Candida albicans levou a descoberta que o
farnesol atua como moléculas do QS neste organismo eucarioto. O farnesol tem a
propriedade de inibir a conversdo levedura-micélio sem interferir na sua taxa de
crescimento celular. Embora pouco se saiba sobre o papel do farnesol na
patogenicidade da C. albicans, ha evidéncias de que esta molécula aumente a
viruléncia da levedura, sem alterar a taxa de crescimento da mesma (Jass et al.,
2003; Balaban, 2008). Desde a descoberta do farnesol, moléculas do QS tem sido
descritas em outras espécies fungicas, as quais s&o envolvidas na regulagdo do
crescimento, resisténcia ao estresse, morfogénese e formacgéo do biofiime (Dixon &
Hall). Até agora, moléculas do QS identificadas em fungos incluem peptideos, por
exemplo, peptideo 1 em Cryptococcus neoformans, oxilipinas em Aspergillus
nidulans e alcoois e derivados de alcool, como o tirosol, um composto fendlico que
induz filamentagcdo na Candida albicans. Embora os fungos ndo tenham mostrado
que produzem analogos dos autoindutores bacterianos, pesquisas sobre o QS em
fungos ainda estdo no inicio, e € provavel que existam muitos sistemas do QS para
serem descobertos (Dixon & Hall, 2015; Balaban, 2008).

3.1.4 Biofilmes de Candida

Espécies de Candida s&o parte da microbiota normal de individuos
saudaveis e s&o considerados patdogenos oportunistas quando eles colonizam
diferentes tecidos e causam micoses sistémicas, quando o sistema imune do
hospedeiro esta deprimido. A mudanga para um patégeno comensal requer uma
adaptacado eficaz das espécies de Candida para um ambiente em particular no
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hospedeiro humano a fim de coloniza-lo. Tem sido observado que fontes de
carbono, as quais variam em diferentes tecidos, sdo um fator critico para a
colonizacédo das Candida spp. € a formagao do biofilme. Por exemplo, a superficie
da pele e mucosas contém baixas quantidades de acucares, enquanto que, a
corrente sanguinea pode conter altos niveis de glicose. Isto é importante para a C.
albicans, que requer glicose ou frutose para invadir o trato geniturinario, enquanto
que a C. glabrata requer lactato para proliferar no trato intestinal. Além disso, para a
adaptacao nutricional, as espécies de Candida expressam fatores de viruléncia que
Ihes permitem infectar o hospedeiro, tais como adesinas, hidrolases, tigmotropismo,
formacao de biofilme e resposta ao estresse oxidativo (Fujarte et al., 2015).

Infecgbes nas mucosas e infecgdes relacionadas em associagdo ao uso
de dispositivos médicos podem ser causadas por biofiimes de Candida. A formacao
do biofilme de Candida inicialmente ocorre com a aderéncia da levedura em uma
superficie abidtica ou bibtica, seguida da coagregacédo de células e colonizagao
durante as primeiras 11 hs. O primeiro passo € mediado pelas adesinas expressas
por células das leveduras, que sdo associadas com coagregacao (Seddiki et al.,
2015). Apds a aderéncia, a fase de maturacdo e alongamento hifal sdo iniciados,
com a regulagao da diferenciacdo morfolégica e a habilidade para formar estruturas
coerentes. Durante a maturacdo as células sdo encaixadas através de uma matriz
extracelular, composta de polissacarideos, N-acetilglucosamina, proteinas,
hexosaminas, fésforo e acido urbnico. Os polissacarideos sao induzidos
rapidamente na formacado do biofiime e na codificacdo de bombas de efluxo. O
ultimo passo para o processo de formagao do biofilme representa a dispersao de
células, que vao formar outras comunidades (Seddiki et al., 2015).

A organizagéo do biofilme formado pelas espécies de Candida protege as
células de danos quimicos e fatores fisicos, permite a cooperacdo metabdlica e a
regulacdo da expressdo génica baseada na comunidade, restringe a penetragao
antimicrobiana via matriz extracelular e aumenta a comunicacgéo das células (Seddiki
et al., 2015). Mudangas na expressao ou atividade dos genes durante a maturagao
do biofilme podem ser controladas em resposta a acumulacido de moléculas de
comunicagao celular, um fendmeno denominado quorum-sensing. Farnesol e tirosol
apresentam importante papel no quorum-sensing por agao negativa e positiva,
respectivamente: farnesol inibe a C. albicans de entrar no estagio hifal, enquanto
que o tirosol promove formagao do tubo germinativo (Seddiki et al., 2015).
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O processo de formacado de biofilme por Candida €& similar entre as
espéecies, mas a estrutura presente no biofilme apresenta muitas propriedades
unicas. Estudo recente, avaliou a estrutura do biofilme das Candida spp. na
superficie de catéteres coletados de pacientes, através de Microscopia Eletrénica de
Varredura. Através de MEV foi verificado que os biofilmes de Candida spp.
apresentam estruturas complexas, que variam dependendo do isolado testado. O
biofilme da Candida albicans €& composto por uma mistura heterogénea de
blastoconidios, pseudohifas e hifas incorporadas em uma substancia extracelular
polimérica. Os biofilmes formados por Candida dubliniensis mostram uma estrutura
similar, mas exibem mais filamentos, grandes agregados de células e mais material
na matriz extracelular. Em contraste, Candida glabrata forma uma fina camada
compacta de biofilme, consistindo de células leveduriformes incorporadas dentro de
uma matriz extracelular. A Candida tropicalis desenvolve um biofilme com uma
estrutura complexa contendo coagregados de microcol6nias de blastoconidios com
uma espessa camada polimérica extracelular. Os biofilmes da Candida parapsilosis
sdo compactos com multicamadas cobrindo toda a superficie do substrato. O
biofilme produzido pela Candida krusei é destituido de formas filamentosas sendo
caracterizado por uma espessa multicamada envolta por um volumoso material
extracelular (Seddiki et al., 2015).

E relatado que em 65% das doencas infecciosas causadas por Candida spp.
sdo devidas a presenga de biofilmes na superficie de tecidos, 6érgédos e dispositivos
meédicos. Biofilmes de Candida induzem candidiase aguda oral (pseudomembrana
ou eritematosa), candidiase vaginal, candidiase invasiva, estomatite protética,
podendo causar infecgdes nosocomiais (Seddiki et al., 2015). A Candida albicans é
o patogeno mais frequente isolado de pacientes com candidiase disseminada.
Contudo, devido ao uso indiscriminado de antibidticos e antimicoticos de amplo
espectro e dispositivos médicos, torna-se dificil tratar as infec¢bes causadas por
Candida spp. relacionadas a biofilmes, pois muitos destes patdogenos s&o resistentes
as drogas baseadas em azais. (Fujarte et al., 2015).

3.1.5 Biofilme e Resisténcia Fungica
O aumento da prevaléncia de terapias imunossupressoras com
antimicrobianos de amplo espectro por um periodo prolongado como no tratamento

da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), do cancer, além do aumentado
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uso de dispositivos médicos, nutrigdo parenteral total, insuficiéncia renal aguda em
pacientes em hemodialise, tém levado a um aumento nas infec¢gdes causadas por
Candida spp. (Liao et al., 2015; Duhring et al., 2015). Estas espécies fungicas s&o
conhecidas por formar biofilmes em varias superficies, os quais sdo responsaveis
por varias infecgdes, inclusive aquelas associadas a dispositivos médicos, como
candidemia. A candidemia ou candidiase invasiva é definida pela presenca de
espécies de Candida na corrente sanguinea. Cateteres intravasculares
frequentemente sdo colonizados por Candida spp., que tém a capacidade de
desenvolver estruturas aderentes de biofilmes na superficie destes biomateriais;
especialmente em unidades de tratamento intensivo (Ramage et al., 2014).
Cateteres associados a infecgdes do trato urinario podem causar graves
complicagbes, especialmente em pacientes cronicamente cateterizados
(Shenderovich et al., 2015). As Candida spp. sao reportadas como a quarta causa
mais comum de infecgbes sanguineas nos hospitais, principalmente em pacientes
imunodeprimidos. A taxa de mortalidade por candidiase invasiva € extremamente
alta, de 63,5% de 224 pacientes internados com choque séptico e com hemocultura
positiva para Candida sp. que acabam morrendo (Ramage et al., 2014).

A resisténcia dos biofilmes fungicos para uma ampla variedade de
agentes antimicrobianos esta claramente associada com a organizag&o das células
do biofilme dentro de uma extensa matriz exopolimérica. Essa organizagdo no
biofiilme de Candida é capaz de impedir e moderar as concentragbes de agentes
antimicrobianos e antibiéticos, que ndo conseguem penetrar ou romper essa extensa
matriz exopolimérica (Jass et al., 2003). Células sésseis sao altamente resistentes
aos antifungicos e aos mecanismos de defesa do hospedeiro, o que faz dos
biofiimes uma fonte permanente de infecgbes (Fujarte et al.; 2015).

A terapia ou profilaxia antimicrobiana promove o aparecimento de
resisténcia selecionando os micro-organismos capazes de sobreviver e reproduzir
na presengca de um determinado farmaco. Entre os micro-organismos ocorre uma
competicdo natural pela sobrevivéncia, através da sua capacidade de produzir e
processar metabdlitos tdéxicos para outros micro-organismos, € ao mesmo tempo,
implementar uma série de estratégias para resistir a acdo destas substéncias
antimicrobianas (Jass et al., 2003).

A resisténcia a agentes antimicrobianos ocorre quando a Concentragao

Minima Inibitoria (CIM) do micro-organismo isolado aumenta, causando falha
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terapéutica. Estudos demonstraram que a resisténcia a antifungicos € devida a
eventos multifatoriais, envolvendo modificagdes moleculares, muitas vezes
relacionadas com o mecanismo de agédo da droga em si, bem como a modulagéo da
expressdo do gene. No entanto, atualmente a definicdo de resisténcia a drogas
antifungicas é muito mais complexa e a possivel falha terapéutica pode depender de
muitos fatores. A falha do tratamento antifungico para biofilmes, pode estar
relacionado ao hospedeiro (estado imunitario, local da infec¢do, a gravidade da
infeccdo, presenga de outros materiais, formacao de abcesso e a adesdo ao regime
de tratamento); ao farmaco (atividade fungistatica ou fungicida, dosagem,
farmacocinética e interagbes medicamentosas); e ao fungo responsavel pela
infeccdo (organizagéo celular em leveduras ou hifas, morfologia, fenotipo, sorotipo,
estabilidade genémica e carga de fungos) (Morace et al., 2014).

A resisténcia pode ser estendida a diferentes moléculas da mesma
classe, de acordo com uma maior ou menor afinidade das moléculas alvo. A
resisténcia cruzada a diferentes classes de drogas pode ser detectada na presenca
de mecanismos celulares nao especificos de extrusdo de substancias tdxicas, como
bombas de efluxo. Além disso, a capacidade de formar biofiimes representa um
problema adicional no contexto de resisténcia aos medicamentos antifungicos
(Fernandes et al., 2015).

Infecgbes associadas a biofilme sdo dificeis de tratar devido a sua alta
resisténcia para um amplo espectro de drogas antifungicas, incluindo amfotericina B
e azois (Liao et al., 2015; Fernandes et al., 2015). As principais drogas utilizadas no

tratamento antifungico sdo (Morace et al., 2014; Lockhart, 2014):

a) Equinocandinas: As equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina)
pertencem a classe quimica dos lipopeptideos e exercem seu efeito antifungico
através de uma inibicdo ndo competitiva da 1,3-B-D-glicano sintase, uma proteina
complexa de multiplas subunidades, responsavel pela sintese de um componente
essencial da parede celular do fungo, chamado de 1,3-B-D-glicana (Morace et al.,
2014; Lockhart, 2014).

O mecanismo de acado caracteristico torna esta classe de drogas muito
util na terapia de infecgbes invasivas provocadas por leveduras resistentes a azois.
As equinocandinas s&o fungicidas contra leveduras. Casos de falha terapéutica, em

particular com caspofungina, a primeira equinocandina utilizada para terapia, sédo
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reportadas na literatura especialmente para infecgdes causadas por Candida. Altos
valores de CIM tém sido detectados in vitro entre as cepas de Candida responsaveis
por doencas invasivas em pacientes que nao respondem a terapia com
equinocandinas. Essas cepas exibem uma reduzida susceptibilidade para
equinocandinas, mostrando mutag&o nos genes FKS (FKS1,FKS2 e FKS3), que sao
correlacionadas com substituigbes nos aminoacidos da 1,3-B-D-glicana sintase, o
alvo das equinocandinas (Lockhart, 2014; Evans, 2005).

As bombas de efluxo ndo parecem ter um papel de destaque nos
mecanismos de resisténcia, ja que as equinocandinas n&o sdo substratos
adequados para a maior parte das bombas de efluxo. A ocorréncia de mutagdes
pontuais no gene FKS1, mais frequentemente associada a substituicdo de
aminoacidos em duas regides das proteinas, se correlacionam com a resisténcia
adquirida com C. albicans e espécies afins. Nem todas as mutagcbes FKS17
determinam aumentos semelhantes nos valores de CIM para todas as trés
equinocandinas. Os aumentos mais significativos sao relatados na presenga de
grupos de aminoacidos na glicogénio sintase anti-fosforo (Ser645) (Lockhart, 2014;
Evans, 2005).

Em alguns casos, a resisténcia de cepas de Candida albicans a
equinocandinas tem também sido associada com o aumento dos niveis de quitina da
parede celular, tanto na auséncia como na presenca de mutagdes FKS. Mutacdes
nos genes FKS sado especificamente envolvidas na resisténcia a classe das
equinocandinas pelas espécies de Candida, por conseguinte, cepas resistentes as
equinocandinas podem ser totalmente susceptiveis aos azdlicos e anfotericina B
(Morace et al., 2014; Lockhart, 2014).

b) (Tri)azois: Drogas antifungicas que pertencem a classe dos azéis, sao inibidores
do citocromo P450 14-a-esterol desmetilase (CYP51), uma enzima essencial na
biossintese do ergosterol, o principal constituinte da membrana citoplasmatica
fungica. Esta enzima remove o grupo 14 a-metil do lanosterol, o qual é um dos
ultimos passos no caminho da biossintese do ergosterol. O gene codificador é
geralmente classificado como ERG11 nas Candida spp. Os imidazdis (dois atomos
de nitrogénio no anel azol, por exemplo, miconazol e cetoconazol) e triazbis (trés
atomos de nitrogénio no anel, por exemplo, fluconazol, itraconazol, posaconazol e

voriconazol) pertencem a esta classe (Evans, 2005).
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Os triazdis sdo menos toxicos e mais especificos que os imidazdis e
podem ser utilizados no tratamento sistémico de micoses, enquanto que a utilizagao
de imidazdis, com excecdo do cetoconazol, é limitada a aplicagbes tdépicas. Os
atomos de nitrogénio s&o essenciais no mecanismo de ag&o dos azois; eles ligam-se
ao grupo heme da enzima e interagem com o aminoacido dessa estrutura. Azois
também podem ser substratos para as enzimas do citocromo P450, embora com
uma afinidade diferente, e portanto podem interagir com outros medicamentos que
s&o metabolizados pelas mesmas enzimas (Morace et al., 2014; Evans, 2005).

A resisténcia a azois tem sido reportada para varios fungos, mas o
fenbmeno tem sido particularmente estudado em cepas de Candida albicans
isoladas de casos de candidiase mucocutédnea de pacientes com a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) tratados por um longo periodo com fluconazol.
Muitos dos mecanismos moleculares de resisténcia do fluconazol identificados em
Candida albicans foram subsequentemente envolvidos na resisténcia a classe dos
azbéis em outros patdogenos fungicos oportunistas importantes. Existem dois
mecanismos moleculares principais de resisténcia aos azéis identificados em C.
albicans. O primeiro mecanismo envolve a expressao do gene erg71 e/ou mutagdes
no gene. O erg71 codifica o azol para a enzima alvo e a supra-regulagdo pode
resultar na resisténcia devido a uma relagdo ndo 6tima da enzima-droga, enquanto
que mutagdes sequenciais podem causar uma diminuigao da afinidade da enzima na
diregdo da droga. O segundo mecanismo descrito € o aumento da expressao das
bombas de efluxo por proteinas transmembrana presentes em todos os organismos
vivos, com importantes funcdes de desintoxicagdo, resultando na falha de
acumulacgao intracelular do farmaco (Morace et al., 2014; Evans, 2005).

Embora as bombas de efluxo sejam numerosas nas células fungicas,
somente algumas tem sido associada a resisténcia aos medicamentos e,
particularmente para a resisténcia a azoéis. Nas Candida albicans, a bomba de efluxo
associada com resisténcia ao fluconazol, é o produto do gene mfr1, conferindo
resisténcia para toda a classe de azéis, sendo envolvidos produtos dos genes cdr1 e
cdr2. Bombas de efluxo com fungdes parecidas tém sido reportadas em cepas
clinicas de Candida glabrata (cgcdr1, cgcdr? e cgsnq2), Candida dubliniensis
(cdcdr1, cdcdr?2 e cdmdr1) e Candida tropicalis (ctmdr1). Mutagdes no gene erg11
tém sido demonstradas na resisténcia a azdis em cepas de Candida glabrata,
Candida krusei e Candida tropicalis. Mutagbes em outros genes erg, em particular
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erg3, envolvidos nos caminhos da biossintese do ergosterol, podem também estar

implicadas na resisténcia aos azois (Morace et al., 2014; Lockhart, 2014).

c) 5-Flucitosina: 5-Flucitosina € usada somente em combinagdo com outras drogas
antifungicas (anfotericina B ou triazdis) para o tratamento de infec¢des invasivas
causadas por leveduras. Inicialmente desenvolvida como um agente anti-tumor, 5-
flucitosina atua como um antimetabdlito que compete com uracil para a sintese do
RNA e interfere com a timidilato sintetase fungica, a qual € a enzima chave na
biossintese do DNA. A atividade antifungica é possivel pela citosina fungica que
facilita a entrada da droga dentro da célula fungica, onde a citosina desaminase
converte a molécula da citosina para 5-fluorouracil, o qual €& ativo
farmacologicamente (Morace et al., 2014).

A utilizacado deste farmaco como monoterapia € limitada pela presencga da
resisténcia primaria (inata ou intrinseca) e pela resisténcia secundaria (induzida ou
adquirida no decorrer da terapia). Resisténcia inata e/ou adquirida a 5-flucitosina
pode ser causada por mutagdes na enzima permease codificada pelo gene fcy2, ou
pela perda da atividade, a qual resulta na absorgdo deficiente da droga. A
resisténcia também esta relacionada com as alteracbes em outras enzimas
envolvidas no mecanismo de agdo: a citosina desaminase, codificada pelo gene
fcy1, responsavel pela conversdgo de 5-fluorouracil para o uracil
fosforibosiltransferase, codificado pelo gene fur1, o qual catalisa a conversédo de 5-
fluorouracil para 5-fluorouridina monofosfato. Mutagées no gene fur! s&o
responsaveis pela elevada resisténcia a 5-flucitosina com CIM = 521ug/mL em
cepas de Candida lusitaniae, enquanto que mutagdes nos genes fcy1 e fcy2 podem
conferir resisténcia para ambos, 5-flucitosina e fluconazol, com baixos CIM (Evans,
2005).

d) Polienos: Os polienos (anfotericina B, nistatina e natamicina) ligam-se aos
esterois, em particular ao ergosterol do fungo, causando a formagao de poros na
membrana da célula que, especialmente em leveduras, levam a lise e a morte da
célula. Nas novas formulagdes (lipossomal e lipidicas), a anfotericina B é o
antifungico mais amplamente utilizado para o tratamento de infecgbes fungicas
graves em hospedeiros imunocomprometidos ou em pacientes severamente

enfermos. De um ponto de vista microbioldgico, a resisténcia a polienos é dificil de
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detectar in vitro, porque é influenciada pelo método do ensaio, tipo de meio e
espécies fungicas. Alguns isolados de Candida glabrata e Candida krusei
esporadicamente séo relatados por terem resisténcia a anfotericina B e polienos, ao
passo que a Candida lusitaniae apresenta resisténcia intrinseca a polienos (Morace
et al., 2014; Evans, 2005).

A falta total de ergosterol na membrana fungica, uma estrutura que
impede a ligacado aos polienos, ou as alteragées na via biossintética do ergosterol
que conduzem a substituigdo do ergosterol por outros esterdis com menor afinidade
para os polienos, tém sido hipotetizada como as possiveis causas de resisténcia a
polienos (Morace et al., 2014). O surgimento da resisténcia fungica continua sendo
de fato, um fendbmeno muito complexo, a ser estudado (Lockhart, 2014; Evans,
2005).

3.1.6 Biofilmes em Dispositivos Médicos

Os dispositivos médicos, feitos a partir de biomateriais, sdo utilizados na
medicina para substituir ou restaurar uma estrutura ou fungcdo que esta ausente ou
nao funcional, devido a um trauma, doenga ou defeito congénito (Evans, 2005).
Dispositivos médicos providenciam um ambiente adequado para o desenvolvimento
de biofilmes. Os biofiimes nos dispositivos médicos apresentam uma matriz
extracelular polimérica em associacdo com a superficie, alterando as taxas de
crescimento microbiano (Jass et al., 2003). Os dispositivos médicos s&o o principal
fator de risco para infec¢des sistémicas por Candida spp., porque eles atuam como
ponto de entrada para os patdgenos, sendo substrato para o crescimento de
biofilmes fungicos. Esses biofilmes fungicos formados nos dispositivos médicos
exibem resisténcia a drogas antifungicas e providenciam protegao contra as defesas
do hospedeiro humano. Os biofilmes podem afetar o funcionamento do dispositivo
médico ou a integridade do mesmo. O tratamento indicado para as infecgdes
humanas causadas pela formacdo do biofilme, envolve o uso de farmacos
antifungicos sistémicos e, em muitos casos, a remogédo do dispositivo médico do
paciente, o que pode ocasionar complicacdes médicas. Além disso, estes biofiimes
sdo particularmente relevantes devido ao seu impacto na saude humana (Raman et
al., 2014).

As infeccbes humanas causadas por biofilmes, como candidemia, podem

resultar do uso de uma grande variedade de dispositivos médicos, como por
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exemplo, catéteres (Dias et al., 2015; Fox et al., 2015; Oncu, 2014), préteses (Dias
et al., 2015; Fox et al., 2015), tubos endotraqueais (Dias et al., 2015; Fox et al.,
2015), implantes (Dias et al., 2015; Fox et al., 2015), tecidos na engenharia de
tecidos (Dias et al., 2015) e sistemas de liberagcdo de drogas (Fox et al., 2015) que
podem ser habitados por leveduras, mais comumente espécies de Candida que sao
encontradas em culturas puras (embora biofilmes polimicrobianos possam ocorrer,
especialmente em dispositivos médicos utilizados por longos periodos) (Jass et al.,
2003). As taxas de infecgdes variam consideravelmente com a posicdo do
dispositivo, se ele é usado para infusdo constante de fluidos (por exemplo, catéter
intravenoso) ou se esta totalmente implantado (por exemplo, uma protese de joelho),
a idade do paciente e outros fatores de risco (Evans, 2005; Estivil et al., 2011).
Infecgdes relacionadas ao uso de catéteres, utilizados para administracéao
de fluidos, produtos derivados do sangue, medicamentos, solu¢ées de nutricao
parenteral total ou monitoramento hemodinamico, sdo a maior causa de morbidade e
mortalidade entre pacientes hospitalizados e envolvem a formacido de biofiimes
microbianos na superficie dos catéteres em muitos dos casos. Esses biofilmes
formam-se nestes dispositivos médicos em um periodo que varia de 24 a 96 hs.
Espécies de Candida sao mais comumente isoladas de superficies de catéteres,
causando em muitos casos infec¢gdes sanguineas. Os biofilmes em catéteres
apresentam duas camadas morfolégicas distintas: uma camada basal de levedura
fina que ancora o biofiime na superficie e uma camada mais espessa de hifas
rodeadas por uma matriz extracelular. A germinagdo fungica e as mudangas na
superficie do substrato influenciam a formacao do biofilme. As espécies de Candida
sdo também conhecidas por formar biofilmes em catéteres urinarios e intrauterinos,
entre outros (Chandra et al., 2012). Catéteres urinarios sao dispositivos de latex ou
silicone tubulares, que sao inseridos através da uretra para a bexiga para coletar a
urina durante cirurgias, medir a quantidade de urina excretada, prevenir a retengéo
urinaria, ou controlar a incontinéncia urinaria. Quando estes catéteres séao
introduzidos no interior da uretra ou bexiga, as leveduras se aderem e formam
biofime. Dispositivos intrauterinos (DIU) podem ser feitos de materiais nao
absorviveis como polietileno impregnado com sulfato de bario, ou designados a
liberar uma substéncia quimicamente ativa como cobre ou um agente
progestacional. Estes dispositivos normalmente tém uma cauda, a fim de localizar o

dispositivo para remogado, e estas caudas sdao compostas de monofilamentos de
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plastico fechado por uma bainha de nylon. O uso de DIU tem provocado inflamagéao
pélvica com formagédo de biofilme, causada por micro-organismos como Candida
albicans (Jass et al., 2003).

Préteses de valvulas cardiacas podem ser categorizadas como valvulas
mecanicas ou biopréteses (valvulas de tecido). Endocardite pode ser provocada pelo
uso de proteses de valvulas cardiacas e por micro-organismos que se aderem ao
dispositivo provocando o aparecimento de infeccdo, e subsequentemente, a
formagao do biofilme por Candida (Jass et al., 2003).

Préteses vocais sdo inseridas em pacientes apds tratamento cirurgico
devido a cancer da laringe ou hipofaringe (laringectomia), a fim de melhorar a voz.
Biofilmes formados em proteses vocais contribuem para o desenvolvimento de
infeccbes graves, sendo que os organismos mais frequentemente isolados destes
dispositivos médicos sao Candida albicans e Candida tropicalis. Na prétese vocal de
silicone e borracha ocorre a proliferacdo da levedura e a colonizacdo do biofilme
fungico em pacientes laringectomizados, causando mal funcionamento do
mecanismo da valvula e necessitando a remogao a cada 3-4 meses (Chandra et al.,
2012).

A formacdo de biofime em dispositivos médicos pode provocar a
destruicdo de tecidos em torno das proteses de valvulas cardiacas, resultando em
vazamentos e destruicdo do material, obstrucdo de catéteres urinarios ou
afrouxamento das proteses corporais, como por exemplo, do quadril e joelho, entre
outros problemas graves de saude. Além disso, os biofiimes podem ser
responsaveis pelo mal funcionamento de um grande numero de dispositivos médicos

por diferentes mecanismos ainda n&o totalmente elucidados (Jass et al., 2003).

3.5 Polimeros para Dispositivos Médicos

Os polimeros representam uma das classes de materiais mais versateis
disponiveis para aplicagbes em diversas areas, incluindo a quimica e farmacéutica.
Polimeros naturais, naturais modificados e sintéticos s&o empregados como
excipientes farmacéuticos para a formulacdo de cosmeéticos e medicamentos de
liberacdo convencional e de liberagdo modificada. Nos dias atuais, polimeros sao
desenvolvidos para atuarem como moduladores e direcionadores da liberagdo de

farmacos em sitios especificos no organismo. Polimeros biodegradaveis,
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bioadesivos, biomiméticos e hidrogéis responsivos tem sido amplamente utilizados
(Balaban, 2008; Villanova & Oréfice, 2010).

Na maioria das vezes, respostas terapéuticas eficazes e seguras sao
conseguidas administrando-se medicamentos tradicionais. Outras vezes, o regime
terapéutico ideal requer a administragdo de um sistema de liberacdo de farmacos,
como um dispositivo médico e/ou de sistemas de desempenho terapéutico
avancado. Nestes casos, os polimeros exercem acao direta na liberacdo dos
farmacos. Neste contexto, é importante conhecer a terminologia empregada para
caracterizar os polimeros, o que pode auxiliar no esclarecimento da aplicabilidade
dos materiais em dado sistema de liberagéo (Balaban, 2008).

Polimeros biodegradaveis podem ser definidos como aqueles que sofrem
degradagdo macromolecular in vivo, por acdo de enzimas, micro-organismos ou
células. O termo biodegradacdo descreve os processos envolvendo quebra de
cadeia e modificagdes da massa molar e da solubilidade do polimero. Processos
bioldgicos, fisicos e quimicos podem atuar na biodegradagdo (Balaban, 2008;
Villanova & Oréfice, 2010).

Polimeros bioadesivos sao materiais capazes de se ligarem a substratos
biolégicos de duas maneiras: aderindo a camada mucosa (mucoadesivos) ou a
membrana celular (citoadesivos) (Balaban, 2008). A bioadesao é uma propriedade
explorada como estratégia para aumentar o tempo de permanéncia de um
medicamento ou dispositivo meédico no organismo. Em consequéncia, a
biodisponibilidade dos farmacos pode ser melhorada. Outra vantagem € que a
bioadesdo pode ser modulada para ocorrer em sitios especificos, diminuindo a
toxicidade e aumentando a efetividade terapéutica dos farmacos e dos dispositivos
médicos (Balaban, 2008; Villanova & Oréfice, 2010).

Os polimeros ditos bioativos e biomiméticos também vém sendo
pesquisados. Materiais biomiméticos sdo definidos como aqueles que podem
interagir, seletivamente, com o microambiente biologico, mimetizando-o. Ja os
polimeros bioativos s&o aqueles capazes de interagir com receptores celulares, via
reconhecimento bioldgico, proporcionando respostas especificas. Poliésteres
alifaticos como o polihidroxibutirato (PHB), de origem natural e sintética, tém sido
estudados na preparagao de materiais biomiméticos (Jass et al., 2003).

Os polimeros terapéuticos sdo aqueles aos quais sdo atribuidas
propriedades terapéuticas. O controle da funcionalizagdo e arquitetura de polimeros
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sintéticos permite que estes se liguem a receptores especificos, presentes em
patogenos ou células, promovendo reconhecimento ou comunicagéao,
respectivamente, desencadeando a modulacdo de respostas inflamatoérias, adesao
celular ou transducdo de sinais. Polimeros contendo farmacos como aditivos
também sdo, frequentemente, denominados terapéuticos (Jass et al., 2003). Entre
as propriedades apresentadas anteriormente, duas merecem destaque: a
biodegradacgao e a bioadeséo (Villanova & Oréfice, 2010).

A biodegradacao dos polimeros é um atributo explorado na modulagéo da
liberacdo de farmacos, uma vez que é altamente desejavel que um material
introduzido no organismo desapareca depois de cumprida sua fungdo, sem a
necessidade de intervengdes para sua retirada. O pohidroxibutirato e o acido
polilatico sdo dois polimeros biodegradaveis amplamente utilizados na produgéo de
dispositivos meédicos biodegradaveis como implantes, sistemas de liberacdo de
drogas, entre outros. Os produtos de degradagdo formados sdo metabolizados a
didxido de carbono e agua, via ciclo de Krebs, ou sdo excretados na urina (Villanova
& Oreéfice, 2010).

Os principais grupos funcionais suscetiveis a hidrélise sdo os ésteres,
orto-ésteres, anidridos, carbonatos, amidas, uretanas e outros. Portanto, podem
sofrer biodegradacéo, via hidrdlise quimica ou enzimatica, os poliésteres alifaticos,
as poliamidas, os poliuretanos (PU), os poli(orto ésteres), os polianidridos, os
polifosfoéteres e as polifosfazonas, entre outros (Salwiczec et al., 2014). Os
poliésteres alifaticos sdo os polimeros que sofrem biodegradagdo em meio biolégico,
mais explorados em sistemas de liberacdo de farmacos. Sao eles: acido polilatico
(PLA), poli(acido glicdlico) (PGA), poli(caprolactona) (PCL) e copolimeros dos acidos
latico e glicolico (PLGA). Este ultimo, apresenta um menor tempo para completa
degradacgédo in vivo, implicando em menor probabilidade de reacbes adversas,
decorrentes, muitas das vezes, de fragmentos cristalinos liberados, cujo tempo de
degradacéao seja excessivamente longo (Villanova & Oréfice, 2010; Salwiczec et al.,
2014).

Polimeros de origem natural (biopolimeros) sdo passiveis de degradagcao
in vivo por hidrolise ou ataque enzimatico. Os polihidroxialcanoatos-poliésteres de
hidroxiacidos (PHA) s&o biopolimeros estereoregulares, opticamente ativos,
produzidos por rota biossintética, a partir de fontes naturais. O polihidroxibutirato
(PHB) e o copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) tém sido estudados
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na preparagao de sistemas de liberagdo de farmacos. A utilizagdo destes polimeros
pode representar um custo menor, quando comparado a outros polimeros
biodegradaveis convencionais (Villanova & Oréfice, 2010; Salwiczec et al., 2014).

Na bioadesao, o mecanismo de adeséo de polimeros a mucosa ainda néo
foi totalmente esclarecido. Acredita-se que os seguintes eventos estejam envolvidos:
adsorgao, espalhamento do material bioadesivo sobre a mucosa e interpenetragao
entre cadeias do polimero e da mucosa (Jass et al., 2003; Salwiczec et al., 2014).

De modo geral, as caracteristicas que favorecem a bioadesividade séo: 1.
elevada massa molar; 2. capacidade de dispersdo em agua; 3. presenga de grande
numero de grupos carboxila e/ou hidroxila; 4. habilidade de formar ligagcdes de
hidrogénio; 5. flexibilidade da cadeia polimérica; e 6. presengca de superficie
negativamente carregada, embora alguns polimeros catidnicos sejam bioadesivos.
Tais propriedades facilitam a interpenetracdo das cadeias poliméricas pela mucina,
principal proteina do muco, permitindo o estabelecimento de interagbes fisicas e
mecanicas. Um alto conteudo de carboxilas promove o intumescimento e possibilita
a formagdo de ligagdes de hidrogénio. Interagdes dos tipos eletrostaticas,
hidrofébica e atragdo de van der Waals podem ocorrer. O pH do local, para
favorecer a formacgédo de ligagbes de hidrogénio, deve ser aquele que fornecera
baixa ionizacdo do polimero. Outro importante parametro que determinara a
bioadesdo é o angulo de contato-polimero/muco (Evans, 2005; Salwiczek et al.,
2014).

Os principais exemplos de polimeros mucoadesivos sdo o poli(acido
acrilico) (PAA) e a quitosana. Outros sdo: poli(6xido de etileno) (PEO), polietileno
glicol (PEG), poli(vinil pirrolidona) (PVP), ésteres de poliglicerol de acidos graxos
(PEGF), poli(lisina), carbédmeros, alginato de sdédio, goma carragena, sulfato de
condroitina, pectina e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Diferentes moléculas
ligantes s&o imobilizadas covalentemente em polimeros e copolimeros para explorar
a bioadesado ou direcionar estas para regides especificas (Salwiczec et al., 2014).
Atencao especial tem sido dada para a preparacéo de tibmeros através da inclusao
de cisteina em polimeros naturais e sintéticos. Os grupos sulfidrila da cisteina
interagem com a mucina através da formagao direta de ligagao dissulfeto ou por
oxidagao dos grupos sulfidrila. Tibmeros obtidos a partir da imobilizagdo de grupos
tidis no PAA, quitosana, hialuronato de sédio e hidroxipropilcelulose apresentaram
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capacidade mucoadesiva aumentada (Evans, 2005; Villanova & Oréfice, 2010;
Salwiczec et al., 2014).

Uma das primeiras formulagbes bioadesivas comercializadas foi a
ORABASE®, preparada a partir de pectina e derivados da celulose, utilizada na
incorporagao de farmacos administrados na mucosa oral. Outros medicamentos
bioadesivos, comercialmente disponiveis, sdo o gel bucal Perioxidin®, empregado
no tratamento de doengas periodontais localizadas, e o Acidform®, um gel vaginal
capaz de prevenir a gravidez e inibir o desenvolvimento local de patogenos. Tais
medicamentos sdo baseados na hidroxietilcelulose e na goma xantana,

respectivamente (Evans, 2005).

3.5.1 Dispositivos Médicos contendo Farmacos

Certos tipos de dispositivos médicos contendo farmacos representam
uma tecnologia emergente, explorada pelas areas quimica e farmacéutica. Um
dispositivo combinado compreende dois ou mais componentes, quimica e/ou
fisicamente associados ou misturados, que dao origem a uma produto unico. Em
outras palavras, sdo dispositivos médicos que ndo tém a intengdo principal de
funcionar como reservatorio de farmacos, mas podem conter estes ultimos, visando
uma acado farmacoldgica adjuvante (Villanova & Oréfice, 2010; Salwiczec et al.,
2014).

Um exemplo € a incorporagdo de antibidticos em implantes temporarios
ou permanentes, na tentativa de reduzir infecgbes e melhorar a aceitagdo organica
do material implantado, minimizando a possibilidade de rejeicao (Jass et al., 2003).
O Septopal® € um dispositivo, comercialmente disponivel, apresentado na forma de
cordao, composto por esferas de copolimero de metacrilato de metila e acrilato de
metila unidas por um fio cirurgico. As esferas contém sulfato de gentamicina, um
agente antibidtico que pode ser usado no tratamento de infecgcbes de ossos e
tecidos moles. As esferas n&o degradaveis podem ser utilizadas a curto ou longo
prazo, sendo removidas manualmente ou através de intervengbes cirurgicas,
respectivamente. Os stents, utilizados para dilatar a artéria coronaria, podem ser
recobertos com farmacos antiproliferativos que, ao serem liberados localmente,
reduzem a possibilidade de reoclusdo e aceleram a revascularizagdo local. O
primeiro “stent farmacolégico” foi aprovado para uso pelo Food and Drug
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Administration (FDA/USA) no ano de 2003 (Jass et al., 2003; Villanova & Oréfice,
2010).

Outros exemplos de dispositivos contendo farmacos sao: implantes
ortopédicos, sistemas implantaveis, catéteres venosos, catéteres urinarios, entre
outros. Antimicrobianos, anti-inflamatérios e antineoplasicos sao as principais
classes terapéuticas utilizadas na preparacdo ou recobrimento dos dispositivos
poliméricos. Alguns exemplos de preparagdes comerciais contendo poli(acido
acrilico) sao: os anti-inflamatorios de uso topico Cataflan®, Emulgel® e Feldene®. O
VivaGel® é um gel vaginal microbicida, preparado a partir de dendrimeros baseados
na lisina, contendo grupos acidos sulfénicos superficiais. O medicamento visa o
tratamento de doengas sexualmente transmissiveis. O polioxietileno € utilizado com
niossomas de doxorrubicina (Adriblastina®RD) no tratamento anticancerigeno. A
encapsulacdo desses pro-farmacos poliméricos em niossomas com cerca de 200
nm, proporcionou um sistema de depdsito para o figado, a partir do qual o farmaco
no figado permanece por um periodo de mais de 24 horas. (Jass et al., 2003; Evans,
2005).

3.5.2 Sistemas Implantaveis

Os implantes sao destinados a insergédo de forma invasiva, em tecidos ou
orgaos. Entre os anos 60 e 80 foram desenvolvidos os primeiros sistemas
implantaveis para liberagado de farmacos. Diversos polimeros, biodegradaveis e ndo
biodegradaveis, s&o utilizados no preparo de sistemas implantaveis. Os
biodegradaveis mais utilizados sdo o acido polilatico (PLA), o poli(caprolactona)
(PCL) e os copolimeros dos acidos latico e glicdlico (PLGA). Ja o polietileno-co-
acetato de vinila (PEVA), o poli(alcool vinilico) (PVA), derivados da celulose, o
silicone e polimeros acrilicos s&o materiais ndo biodegradaveis, cuja principal
desvantagem é a necessidade de remogéao posterior (Jass et al., 2003; Villanova &
Oréfice, 2010; Schaffazick et al., 2003).

O Progestasert®, implante intrauterino contendo progesterona, possui
liberagcdo controlada por membranas ndo biodegradaveis de poli(etileno-co-acetato
de vinila) (PEVA). O Zoladex® LA & um medicamento para implante subcutaneo,
contendo o farmaco (acetato de goserelina) disperso em uma matriz de PLGA que,
apos controlar a liberagdo do farmaco por 3 meses, é biodegradado e eliminado dos

organismos. O desenvolvimento de implantes intravitreos merece destaque, pois,
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além de sustentarem a liberacdo, reduzem significativamente, a absorgéo sistémica
do farmaco administrado pela via oftalmica (Jass et al., 2003; Villanova & Oréfice,
2010).

3.5.3 Sistemas Terapéuticos Transdérmicos (Adesivos)

Sistemas terapéuticos transdérmicos sdo medicamentos preparados para
aplicacdo sobre a pele, visando acido sistémica do farmaco, que podem ser
apresentados como adesivos. De modo geral, os adesivos contém o farmaco
disperso em um reservatorio ou em uma matriz. O sistema é composto por duas
camadas poliméricas: a externa, que previne a perda de farmaco e sua exposi¢ao ao
ambiente, e a interna, que controla a liberacdo. Ainda, pode haver uma camada
adesiva responsavel por fixar o sistema na pele (Jass et al., 2003; Villanova &
Oréfice, 2010; Schaffazick et al., 2003).

O primeiro adesivo desenvolvido e aprovado para uso tépico pelo FDA em
1979 veiculava escopolamina, para a prevencao de nauseas e vomitos. O sistema
foi preparado a partir do PEVA ou do polipropileno (PP) poroso e liberava o farmaco
por um periodo de trés dias. Nos medicamentos atuais, a liberagdo pode ser
sustentada por até 30 dias. Na preparagao de sistemas matriciais, os mais utilizados
sdo o PEG reticulado, poli(2-etil hexil acrilato), PAA, polimeros hibridos baseados
em PVP e etilcelulose. Em sistemas reservatérios é predominante o uso do PEVA,
poliuretanos e silicone. Os diferentes polimeros originam membranas conformaveis
com diferentes graus de adesividade, transluscéncia e capacidade oclusiva, além
de niveis de transmisséo de vapor-d’agua e taxa de liberagdo do farmaco variaveis
(Balaban, 2008; Villanova & Oréfice, 2010).

Adesivos conhecidos como sensiveis a pressao sao materiais especiais
utilizados, uma vez que aderem rapida e permanentemente as superficies, com uma
leve pressdo. Nos sistemas transdérmicos, estes adesivos sdo usados para garantir
o contato efetivo entre o sistema terapéutico transdérmico e a area de aplicacéo,
pois apresentam boas propriedades adesivas iniciais, e a longo prazo, facil remocgéo,
flexibilidade, insensibilidade a presenga de agua e compatibilidade com a pele. Os
adesivos sensiveis a pressao sao preparados empregando, principalmente, o poli(1-
buteno), poliisobutileno, poli(acrilatos), poli(dimetil siloxano) e seus copolimeros
(Jass et al., 2003; Villanova & Oréfice, 2010; Salwiczek et al., 2014).
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3.5.4 Sistemas de Desempenho Terapéutico Avancado

Cerca de 40% das moléculas farmacologicamente ativas descobertas s&o
rejeitadas, devido, principalmente, a reduzida solubilidade e biodisponibilidade. Para
contornar tais problemas, carreadores micrométricos € nanométricos, capazes de
modularem a liberagdo com alto grau de reprodutibilidade, surgiram como
alternativas eficazes. Os primeiros medicamentos injetaveis comercializados na
forma de microesferas foram o Parlodel® LAR e o Sandostatin® LAR, ambos
baseados em matrizes de copolimeros dos acidos latico e glicdlico (PLGA)
(Villanova & Oréfice, 2010; Salwiczek et al., 2014; Schaffazick et al., 2003).

As nanoparticulas poliméricas, nanocapsulas e nanoesferas sao
carreadores de farmacos, sistemas que apresentam aplicacbes promissoras,
principalmente, na vetorizagcdo de anticancerigenos, proteinas, antifungicos,
peptideos, vacinas tumorais e material para terapia génica administrados pela via
parenteral e, também, administragdo de antibioticos pela via oral. Os principais
polimeros empregados na preparagdo de nanocarreadores sao o0s naturais
modificados, derivados da albumina, colageno, acido hialurénico, gelatina, alginato,
além dos polimeros sintéticos poli(metacrilato de 2-hidroxietila) (PHEMA), poli(alcool
vinilico) (PVA), PAA, poli(etileno-co-acetato de vinila) (PEVA), polietileno glicol
(PEG) e a poliacrilamida. Os nanocarreadores poliméricos biodegradaveis,
preparados a partir do PLA, poli(acido glicdlico) (PGA), PLGA, poli(caprolactona)
(PCL) e poli(ortoésteres) tém atraido atencdo especial (Jass et al., 2003; Salwiczek
et al., 2014).

Os conjugados poliméricos sédo sistemas obtidos pela polimerizagao direta
do polimero e do farmaco, que € liberado apds quebra hidrolitica ou enzimatica do
agregado. Quando a formagdo do conjugado envolve a presenca de ligagao
covalente entre o ativo e a matriz polimérica, o sistema €& vantajoso para
administragdo via parenteral. Ja no caso de simples mistura farmaco-polimero, a
administragdo oral é privilegiada. Polimeros como o PEO, PVA, poliacrilonitrila
(PAN) e PLA s&o usualmente empregados para a preparagcdo de ambos os tipos de
sistemas (Evans, 2005; Villanova & Oréfice, 2010).

Polimeros dendriticos ou dendrimeros sao nanoestruturas formadas pela
presenca de cadeias e multiplas ramificacbes a partir de um nucleo. Possuem
arquitetura globular bem definida, massa molar controlada, baixa polidispersidade,

valéncias multiplas e alto grau de ramificagbes e funcionalizagdo superficial.
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Polimeros empregados na preparagcdo de dendrimeros s&o a poli(amidoamina)
(PAMAM), poli(imina propileno) (PPl) e a poli(éter hidroxilamina) (PEHAM). O
VivaGel® é um gel vaginal microbicida, preparado a partir de dendrimeros baseados
na lisina, contendo grupos acidos sulfénicos superficiais. O medicamento encontra-
se na fase Il de estudos clinicos e visa o tratamento de doengas sexualmente
transmissiveis (Villanova & Oréfice, 2010).

As micelas sdo particulas coloidais esféricas de compostos anfifilicos
formadas espontaneamente em solugdo. Sao sistemas autoestruturados que contém
fragbes dos farmacos covalentemente ligadas ou encapsuladas, cuja principal
vantagem € a preparagdao de medicamentos parenterais contendo ativos de baixa
hidrossolubilidade. Existem diferentes tipos de sistemas micelares, entre eles, as
micelas propriamente ditas, as vesiculas (lipoplexos) e os complexos polieletroliticos
(poliplexos) (Jass et al., 2003; Balaban, 2008; Schaffazick et al., 2003).

As micelas poliméricas propriamente ditas sdo particulas coloidais
esféricas com um nucleo hidrofébico e o exterior hidrofilico. Podem ser
caracterizadas como estruturas de copolimeros em bloco montadas sobre um nucleo
contendo o farmaco. As micelas podem ter a superficie funcionalizada para
responderem a estimulos do ambiente. Polimeros e copolimeros empregados na
preparagao de micelas sdo obtidos a partir de PEG, PCL, acido polilatico (PLA),
poli(histidina), entre outros (Jass et al., 2003; Balaban, 2008; Schaffazick et al.,
2003).

Os nucleos polieletrolitico ou complexo polieletrolitico podem ser
preparados pela deposi¢ao camada-a-camada de polimeros sobre um suporte inerte
passivel de biodegradacgdo. A técnica é baseada na adsorgéo de espécies carregada
sobre um substrato de carga oposta, alternando as camadas. Carreadores
poliméricos hidrofilicos ionizaveis, capazes de ligarem-se a biomoléculas de carga

oposta, s&o ditos poliplexos (Villanova & Oréfice, 2010; Schaffazick et al., 2003).

3.5.5 Polietileno de Alta Densidade

O polietileno de alta densidade (PEAD) € um polimero cristalino, flexivel,
cujas propriedades sao acentuadamente influenciadas pela quantidade relativa das
fases amorfa e cristalina. As menores unidades cristalinas, lamelas, sao planares e
consistem de cadeias perpendiculares ao plano da cadeia principal e dobradas em
zig-zag, para cada 5 a 15 nm, embora haja defeitos que sdo pouco frequentes
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(Coutinho et al., 2003). O PEAD é inerte face a maioria dos produtos quimicos
comuns, devido a sua natureza parafinica, seu alto peso molecular e sua estrutura
parcialmente cristalina. Em temperaturas abaixo de 60 °C, é pouco soluvel em todos
os solventes (Niechajev, 2012; Lim et al., 2014).

O polietileno linear é altamente cristalino (acima de 90%), pois apresenta
um baixo teor de ramificagdes. Esse polimero contém menos que uma cadeia lateral
por 200 atomos de carbono da cadeia principal, sua temperatura de fusao cristalina
€ aproximadamente 132 °C e sua densidade esta entre 0,95 e 0,97 g/cm3. O peso
molecular numérico médio fica na faixa de 50.000-250.000 m/m. As cadeias do
PEAD sao dobradas e os segmentos entre as dobras contém cerca de 100 atomos
de carbono (Lim et al., 2014).

A linearidade das cadeias, e consequentemente, a maior densidade do
PEAD fazem com que a orientagéo, o alinhamento e o empacotamento das cadeias
sejam mais eficientes; as forgas intermoleculares (van der Waals) possam agir mais
intensamente, apresentando maior cristalinidade. Sendo maior a cristalinidade, a
fusdo podera ocorrer em temperaturas mais altas (Reznickova et al., 2015).

As propriedades elétricas sdo pouco afetadas pela densidade e pelo peso
molecular do polimero, ja as propriedades mecanicas sofrem uma forte influéncia do
peso molecular, do teor de ramificagdes, da estrutura morfolégica e da orientagéo
(Lim et al., 2014; Reznickova et al., 2015). O peso molecular tem influéncia sobre as
propriedades do PEAD, principalmente devido ao seu efeito na cinética de
cristalizacado, cristalinidade final e ao carater morfologico da amostra. O efeito do
peso molecular depende de sua extensdo. O peso molecular também exerce
influéncia sobre a resisténcia ao impacto. Amostras com baixo peso molecular sao
frageis e quebram sob baixas deformagdes, porém com aumento do peso molecular,
a resisténcia aumenta e é bastante alta para o PEAD (Coutinho et al., 2003).

Um aumento no teor de ramificagcbes reduz a cristalinidade e ¢é
acompanhado por variagao significativa das caracteristicas mecéanicas, uma vez que
causa um aumento no alongamento na ruptura e uma redugdo da resisténcia a
tracao (Reznickova et al., 2015).

A orientacdo das cadeias poliméricas exerce um forte efeito sobre as
propriedades mecanicas do polimero. Materiais fabricados com PEAD altamente
orientado sao aproximadamente dez vezes mais resistentes do que os fabricados a

partir do polimero n&o orientado, pois a orientagdo aumenta com o empacotamento
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das cadeias e, consequentemente, aumenta a rigidez do polimero (Coutinho et al.,
2003).

A temperatura ambiente, o PEAD nZo é solivel em nenhum solvente
conhecido, apesar de muitos solventes, como xileno, por exemplo, causarem um
efeito de inchamento. Sob altas temperaturas, o PEAD se dissolve em alguns
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. O PEAD é relativamente resistente ao calor.
Processos quimicos sob alta temperatura, em meio inerte ou no vacuo, resultam em
ruptura e formacédo de ligagbes cruzadas nas cadeias poliméricas. Sob elevadas
temperaturas, o oxigénio ataca a macromolécula, reduzindo seu peso molecular.
Sob baixas temperaturas pode ocorrer degradacdo foto-oxidativa (especialmente
com luz A < 400 nm). O PEAD ¢ ligeiramente permeavel a compostos organicos,
tanto em fase liquida como gasosa. A permeabilidade a agua e gases inorgéanicos &
baixa. E menos permeavel a gases didxido de carbono (CO,), oxigénio (O.) e
nitrogénio (N2). Em condigbes normais, os polimeros etilénicos ndo s&o toxicos,
podendo inclusive ser usados em contato com produtos farmacéuticos e alimentares
(Coutinho et al., 2003).

O PEAD tem sido utilizado em varias aplicagdes bioldgicas, como em
implantes faciais, como um substituto para o esqueleto em regeneragdo osséa
(Niechajev, 2012; Lim et al., 2014), implantes 6sseos tangiveis no corpo humano
(Pourdanesh et al., 2014), engenharia de tecidos (scaffolds) (Reznickova et al.,
2015), reconstrugdo da cartilagem nasal (Durbec et al.,, 2014) e em catéteres
(Sobczac et al., 2013; Siedenbiedel et al., 2012). Um exemplo de um biomaterial
utilizado como implante € o Medpor, que € fabricado de PEAD, poroso e com alta
biocompatibilidade, utilizado como substituto do esqueleto. A implantacédo de PEAD
na regido facial € um procedimento seguro, realizado com frequéncia. O Medpor
mostrou ser o melhor material aloplastico utilizado como substituto facial 6sseo
(Niechajev, 2012).

3.5.6 Polihidroxibutirato

O polimero polihidroxibutirato € o poliéster alifatico mais estudado
pertencente a classe dos polihidroxialcanoatos, exibindo 6tima biocompatibilidade,
termoplasticidade, sendo biodegradavel e podendo ser produzido por mais de 300
espécies de bactérias, ou sintetizado. O PHB pode ser biodegradado em ambientes
aerobios e anaerdbios, sem formacdao de quaisquer produtos toxicos. O
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polihidroxibutirato € um homopolimero derivado do 3-hidroxibutirato, sendo um
poliéster do acido D(-)-3-hidroxibutirico, o qual foi primeiramente descoberto em
bactérias por Lemoigne em 1925. O PHB é acumulado em granulos intracelulares de
uma ampla variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sob condi¢des
de limitacdo de nutrientes, que nao sejam fonte de carbono. O processo de
separagao e purificagdo dos granulos de polihidroxialcanoatos € baseado no uso
combinado ou independente de solventes, ndo solventes, agentes surfactantes e
preparados enzimaticos. As operagdes de separagao e purificagdo podem ser
precedidas pelo rompimento mecanico das células de bactérias e seguidas por uma
operacédo de secagem dos granulos. O PHB apresenta importantes caracteristicas,
como ser insoluvel em agua e resistente a degradacao hidrolitica, boa resisténcia ao
UV, mas fraca resisténcia a acidos e bases, soluvel em cloroférmio e outros
hidrocarbonetos clorados, apropriado para uso médico devido ao fato de ser
biocompativel, afunda na agua, facilitando a biodegradagdo anaerdbica em
sedimentos, ndo toxico e menos pegajoso do que os polimeros tradicionais quando
derretido (Chen & Wu, 2005; Bugnicourt et al., 2014).

O peso molecular do PHB varia de acordo com o organismo, as
condicbes de crescimento e o método de extragdo. O PHB ¢é aparentemente
produzido por micro-organismos (como Ralstonia eutrophus ou Bacillus megaterium)
em resposta a condi¢gdes de estresse fisiologico e pode ser produzido tanto por
cultura pura ou cultura mista de bactérias. O polimero € principalmente um produto
da assimilagdo de carbono (de glicose ou amido) e € empregado por micro-
organismos como uma forma de armazenamento de energia molecular, para ser
metabolizado quando outras fontes comuns de energia n&o estiverem disponiveis. A
biossintese microbiana do PHB comeg¢a com a condensacao de duas moléculas de
acetil-CoA para acetoacetil-CoA, a qual € subsequentemente reduzida para
hidroxibutiril-CoA. Este ultimo composto é entdo usado como um mondmero para
polimerizar PHB (Chen & Wu, 2005; Bugnicourt et al., 2014).

Produzido biologicamente, o PHB € um polimero semicristalino e estéreo-
regular (60-70% de cristalinidade e isotatico com 100% configuragdo R) que permite
um alto nivel de degradabilidade. O PHB € um polimero linear com velocidade de
cristalizagao rapida entre 80 °C e 100 °C e lenta abaixo de 60 °C ou acima de 130
°C, de modo que desta forma o material, permanece amorfo e pegajoso por horas. O

PHB pode ser processado, principalmente através de moldagem por injegéo,
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extrusdo, extrusdo em filmes e corpos ocos. O PHB & um material fragil devido a
recristalizacdo, com envelhecimento que ocorre a temperatura ambiente. O PHB
isostatico apresenta uma série de propriedades comparaveis a polimeros a base de
petréleo (como por exemplo, polipropileno), tal como a temperatura de fusdo elevada
(175 °C) e resisténcia a tracao relativamente alta (30-35 MPa). Devido a sua origem
natural, o PHB é livre de heterogeneidades, como residuos de catalisador ou outras
impurezas que podem atuar como nucleos heterogéneos, promovendo o inicio da
cristalizagdo. Isto afeta a cristalizacdo cinética do polimero, o que frequentemente
comega a partir de nucleos homogéneos. A lenta cristalizagdo cinética do PHB
permite sintonizar o nivel de cristalinidade, o qual, por sua vez, é esperado por afetar
também as cadeias rigidas amorfas acopladas com cristais. Através da adigdo de
um agente de nucleagdo, o numero de pequenas esferulitas aumenta. O estado
fisico da camada amorfa em contato com os cristais em crescimento influencia o
mecanismo de cristalizacdo do PHB. Além disso, o PHB decompde-se termicamente
a temperaturas ligeiramente acima do seu ponto de fusao (Bugnicourt et al., 2014).

Misturando polihidroxialcanoatos e, em particular, o PHB com outros
polimeros, aditivos ou com plastificantes, pode-se melhorar o processamento deste
polimero e reduzir a fragilidade dos mesmos. Muitas misturas que contém
polihidroxibutirato e polihidroxialcanoatos foram estudadas e também alguns tipos de
plastificantes tém sido propostos. A literatura reporta o uso de plastificantes de
materiais que sdo baratos e disponiveis no mercado, e geralmente de origem
natural, como glicerol, glicerol triacetato, 4-nonilfenol, 4,4-diidroxidifenil metano,
acetil tributil citrato, éster salicilico, triacetina, PEG, entre outros. As propriedades
térmicas de misturas de PHB com PEG 400 em diferentes proporgdes (2, 5, 10,
40%) preparada por Casting (processo realizado com solugdes dos polimeros em
cloroférmio) foram investigadas. Nesse processo houve uma redugéo na resisténcia
a tracdo e um melhor alongamento do polimero prevenindo a quebra do mesmo. A
temperatura de fusdo foi reduzida para esta mistura de PHB com PEG 400
(Bugnicourt et al., 2014).

Na medicina, o PHB é compativel com o sangue e tecidos de mamiferos.
O mondmero do PHB é um metabdlito normal presente no sangue humano. Como o
corpo reabsorve o PHB, ele pode ser usado como um implante cirurgico, como fios
de costura em cirurgias para a cicatrizacdo de feridas e vasos sanguineos. Em

farmacologia, o PHB pode ser usado como microcapsulas, comprimidos, em terapias
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ou como materiais para aplicagao celular (Bugnicourt et al., 2014). O PHB pode ser
usado como biomaterial nos dispositivos médicos, como em aplicagbes na
engenharia de tecidos (Chen & Wu, 2005; Fan et al.,, 2015; Kulma et al., 2015;
Belkhir et al., 2015; Lei et al., 2015), implantes médicos (Gredes et al., 2015),
membranas (Gredes et al., 2015), sutura cirurgica (Fan et al., 2015; Kulma et al.,
2015; Belkhir et al., 2015), placas (Gredes et al., 2015), granulos (Gredes et al.,
2015), regeneragéo Ossea (Gredes et al., 2015; Kose et al., 2003; Karahaliloglu et
al., 2015), micro- e nanoparticulas para encapsular drogas (Fan et al., 2015; Gredes
et al., 2015) e medicina regenerativa (Pacheco et al., 2015).

Estudos realizados com o PHB in vivo demonstraram que estes
biomateriais favorecem a produg¢do de um tecido 6sseo consistente em resposta a
adaptagao, sem evidéncia de uma resposta inflamatéria crénica indesejavel, apds o
periodo de 12 meses de implantacdo deste biomaterial. O osso foi formado
rapidamente perto do biomaterial com uma estrutura altamente organizada, sendo
que 80% da superficie do implante ficou em oposicdo direta ao osso formado. O
PHB nao mostrou quebra estrutural in vivo durante o periodo de implantacido do
estudo (Chen & Wu, 2005).

3.5.7 Acido Polilatico

O acido polilatico (PLA), um dos mais bem conhecidos poliésteres
biodegradaveis, tem sido amplamente utilizado na medicina e na industria quimica e
farmacéutica. Primeiramente, o PLA com baixo peso molecular foi sintetizado por
Carothers in 1932. Em 1954, a DuPont sintetizou PLA com alto peso molecular em
um processo que foi patenteado. Dois métodos foram utilizados para produzir o
substrato acido latico (AL): a sintese quimica baseada na matéria-prima
petroquimica e a fermentagdo de carboidratos. Embora o primeiro método era o
mais conhecido dos quimicos, a fermentacdo de materiais naturais contendo
hidratos de carbono, tais como arroz, milho, etc., foi o principal método utilizado para
produzir AL e, subsequentemente, PLA (Hamad et al.,, 2015; Jamshidian et al.,
2010).

Recentemente, o PLA tem desempenhado um papel eficaz em aplicagdes
meédicas, pois fornece excelentes propriedades a um baixo custo, em comparacao
com outros polimeros biodegradaveis tradicionais. A biodegradagdo do PLA foi

estudada em animais € no corpo humano em aplicagdes médicas como implantes,



34

suturas cirurgicas, materiais de liberacdo de drogas, entre outros. Nestes ambientes,
o PLA ¢ inicialmente degradado por hidrélise e oligdmeros soluveis sdo formados e
metabolizados pelas células. O PLA é um polimero semi-cristalino ou amorfo com
uma temperatura de transicdo vitrea e temperatura de fusdo de aproximadamente
55 °C e 180 °C, respectivamente. O PLA pode ser processado por extrusédo,
moldagem por inje¢do, casting, termoformagem e por fiagdo de fibras (Belkhir et al.,
2015; Huang et al.,, 2015). A sintese mais utilizada para a produgdo de PLA é
através da polimerizagdo por abertura de anel do lactideo (dimero ciclico do acido
lactico) na presenga de um catalisador. Este método consiste de trés etapas:
policondensagdo de monémeros do acido latico para PLA de baixo peso molecular,
despolimerizacdo de PLA para o lactideo e polimerizagao catalitica por abertura do
anel do lactideo intermediario resultando em PLA com peso molecular controlado.
Recentemente, Cargill desenvolveu um novo método para preparar PLA com alto
peso molecular através do lactideo utilizando um processo livre de solventes e um
Inovo processo de destilagdo e utilizando uma gama de bio-copolimeros de PLA
degradaveis constituidos por meso lactideos ou D-Lactideo (Hamad et al., 2015;
Jamshidian et al., 2010).

Os efeitos da composigéo (L- e D-isbmeros) e as propriedades reoldgicas
do PLA foram reportadas no final de 1990. Dois tipos de PLA foram investigados,
como PLA amorfo contendo 82% L-lactideo e 18% D-lactideo e PLA semi-cristalino
contendo 95% L-lactideo e 5% D-lactideo. Os resultados mostraram que a
viscosidade de cisalhamento do PLA aumenta com o aumento do isébmero L na
mistura dos isdémeros L/D, devido a aumentada cristalinidade do PLA. Outro estudo
investigou o efeito da estrutura do PLA nas propriedades reologicas utilizando dois
tipos diferentes de PLA, com cadeia linear e ramificada. Os resultados mostraram
que a viscosidade do PLA com cadeia ramificada foi mais alta que aquele de cadeia
linear no comportamento Newtoniano, entretanto a viscosidade do PLA de cadeia
ramificada foi mais baixa no comportamento nao-Newtoniano (Jamshidian et al.,
2010).

O PLA tem boas propriedades mecanicas (particularmente médulo de
elasticidade Young, resisténcia a tracdo e forgca de flexdo) comparado com
polimeros tradicionais como polipropileno (PP), poliestireno (PS) e polietileno (PE).
No entanto, o alongamento de quebra e a resisténcia ao impacto do PLA séao
inferiores aos do PP, PE, politereftalato de etileno (PET) e poliamida (PA). Embora a
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resisténcia a tragdo e o modulo de Young (boa rigidez) do PLA seja comparado ao
PET, a fraca resisténcia limita seu uso em aplicacbes que requerem deformacao
plastica em niveis maiores de estresse. Estes fatores tém motivado o interesse no
endurecimento do PLA. Varios agentes de endurecimento do PLA tém sido
utilizados, como por exemplo, o polietileno glicidil metacrilato, apresentando bons
resultados (Hamad et al., 2015).

As propriedades de barreira do PLA processado sao superiores ao do PE,
PP e semelhante ao PS, mas inferiores ao PET. Os coeficientes de permeabilidade
de CO2, Oz, N2 e agua gasosa (H>Og)) para o PLA sdo menores do que as do PS,
mas maiores do que as do PET. Em geral, a cristalinidade do PLA afeta fortemente
as propriedades de barreira deste polimero, onde a diminui¢do na cristalinidade é
um aspecto negativo nas propriedades de barreira. Muitos estudos tém reportado
processos para melhorar as propriedades de barreira do PLA. O PLA foi tratado com
um antioxidante fendlico sintético e foi possivel constatar que as propriedades
térmicas e mecanicas foram melhoradas, sendo que esse antioxidante nao teve
efeito sobre as propriedades de barreira de oxigénio do PLA (Hamad et al., 2015;
Jamshidian et al., 2010).

Atualmente o PLA esta sendo usado em varias aplicagcbes médicas, como
scaffolds (Belkhir et al., 2015; Davachi & Kaffashi, 2015; Bishai et al., 2014), sistema
de liberagéo de drogas, (Belkhir et al., 2015; Davachi & Kaffashi, 2015; Hamad et al.,
2015; Grumezescu et al., 2014), dispositivos de fixagado o6ssea (Belkhir et al., 2015;
Hamad et al., 2015; Makarov et al., 2013; Han et al., 2014), parafusos cirurgicos
(Davachi & Kaffashi, 2015; Grumezescu et al., 2014), malhas (Davachi & Kaffashi,
2015), microesferas (Davachi & Kaffashi, 2015), microcapsulas (Davachi & Kaffashi,
2015; Grumezescu et al., 2014), revestimentos finos (Davachi & Kaffashi, 2015;
Grumezescu et al., 2014) e na engenharia de tecidos (Huang et al., 2015; Wang et
al., 2015; Salerno et al., 2015; Mi et al., 2013).

A engenharia de tecidos € um campo multidisciplinar que busca a solugao
de problemas médicos criticos, tais como a perda de tecidos e a faléncia de 6rgéaos,
utilizando o desenvolvimento e aplicagdo dos conhecimentos em quimica,
engenharia e ciéncias da vida. O PLA e seus copolimeros sdo uma familia de
poliésteres alifaticos lineares mais frequentemente utilizados em engenharia de

tecidos. As aplicagbes médicas do PLA surgiram a partir da sua biocompatibilidade
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no corpo humano pela simples hidrélise do éster, produzindo compostos de
degradagao nao prejudiciais e ndo toxicos (Hamad et al., 2015).

O PLA e seus copolimeros tém sido utilizados em uma gama de
aplicacdes relatadas ao tratamento de feridas, como suturas cirurgicas, cicatrizagao
de feridas de extracado dentaria e prevencao de aderéncias pos-operatorias. Stents
(endoprétese expansivel, caracterizada como um tubo) feitos de PLA tém sido
utilizados no tratamento de lesdes ureterais. Esses stents sdo degradados pelo
corpo, ndo sendo necessario a remogao deste dispositivo médico (Hamad et al.,
2015).

Em sistemas de liberacdo de drogas, o farmaco pode ser liberado
continuamente por diferentes periodos de tempo, até um ano. Diferentes tipos de
polimeros sao utilizados nestas aplicagdes, incluindo polimeros biodegradaveis.
Polimeros biodegradaveis como o PLA, s&o utilizados como sistemas de liberagcéo
de drogas devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, melhor
encapsulamento e baixa toxicidade. A polimérica liberacdo do farmaco ocorre em
uma das trés formas: erosdo, difusdo e inchago. No caso de poliésteres
biodegradaveis que consistem em mondmeros conectados uns aos outros por
ligacbes ésteres, a degradagdo comeca apOs a penetragdo da agua dentro do
dispositivo. A quebra de ligagdes ésteres ocorre aleatoriamente através da clivagem
hidrolitica do éster, levando a subsequente erosido do dispositivo. Para os polimeros
biodegradaveis foram propostos dois mecanismos de eroséo diferentes: homogénea
ou erosdo em massa e heterogénea ou erosao da superficie (Hamad et al., 2015).

O PLA e seus copolimeros na forma de nanoparticulas sao utilizados no
processamento de encapsulamento de farmacos, tais como corticoides, psicoticos,
horménios, dermatoterapia, proteinas, entre outros. Diferentes métodos séao
utilizados para obter estas nanoparticulas, tais como evaporagcdo do solvente,
deslocamento de solvente e difusdo da emuls&o do solvente (Hamad et al., 2015).

Os polimeros biodegradaveis sao utilizados em aplicagdes ortopédicas, a
fim de evitar um segundo procedimento cirurgico para remover o dispositivo meédico.
Tradicionalmente, o titanio era utilizado nesta aplicagdo, mas neste caso, era
necessario um segundo procedimento cirurgico para remover o dispositivo de titanio.
Historicamente, o PLA foi utilizado para produzir varios dispositivos meédicos
biodegradaveis como parafusos, pinos de fixacdo e suturas. Atualmente estes
dispositivos meédicos biodegradaveis de PLA sdo altamente utilizados na clinica
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meédica, no caso onde a alta rigidez mecanica ou forga ndo € necessaria. O PLA é
um dos mais promissores candidatos para varias aplicagcdes industriais em
dispositivos médicos, devido a excelente biocompatibilidade e 6timas propriedades
deste material (Hamad et al., 2015; Jamshidian et al., 2010).

3.5.8 Técnicas de Caracterizagao dos Polimeros

3.5.8.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Na microscopia eletrénica de varredura (MEV), uma imagem é formada
por feixes bem finos de elétrons os quais varrem a superficie de uma amostra, em
uma seérie de linhas e quadros. A qualquer momento, a amostra é bombardeada com
elétrons em uma area muito pequena. Tais elétrons podem ser elasticamente
refletidos, sem perda de energia (elétrons retroespalhados), os quais podem ser
absorvidos originando elétrons secundarios de baixa energia (junto com os raios X)
ou ainda podem ser absorvidos, originando luz visivel (Li et al., 2015).

Todos esses efeitos podem ser usados para formar a imagem. Dessa
forma, o contraste da imagem sera determinado pela morfologia da amostra. Uma
imagem de alta resolugcédo pode ser obtida devido ao pequeno diametro do feixe de
elétrons primario. O microscépio eletrdbnico de varredura ndo contém objetivas,
lentes intermediarias ou projetores para magnificar a imagem. A magnificagéo € o
resultado da raz&o entre a area escaneada na amostra e a area da tela da televisao.
A microscopia eletronica de varredura € a melhor técnica e a mais amplamente

usada em analises de superficies (Li et al., 2015).

3.5.8.2 Microscopia Eletronica de Varredura com Espectroscopia de

raios X por Dispersao de Energia (MEV/EDS)

A MEV/EDS é uma técnica analitica usada para a analise elementar ou
caracterizagao quimica de uma amostra. Se baseia na investigacdo de uma amostra
através de interagdes entre particulas ou radiacdo eletromagnética e matéria,
analisando os raios X emitidos pela matéria em resposta a incidéncia de particulas
carregadas. Suas capacidades de caracterizagdo s&o devidas em grande parte ao

principio fundamental que cada elemento tem uma estrutura atdbmica unica, de
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modo que os raios X emitidos sdo caracteristicos desta estrutura que identificam o
elemento (Hui & Chouvy, 2013).

Para estimular a emiss&do de raios X caracteristicos a partir de uma
amostra, um feixe de alta energia de particulas carregada, tais como elétrons ou
prétons, ou um feixe de raios X, é focado na amostra a ser estudada. Em repouso,
um atomo dentro da amostra contém elétrons no estado fundamental (ou nao
excitado) em discretos niveis de energia ou camadas eletrénicas ligadas ao nucleo.
O feixe incidente pode excitar um elétron em uma camada interna e ejeta-lo a partir
da camada, criando um buraco de elétrons. Um elétron de uma camada exterior tem
alto consumo de energia e a diferenca de energia entre a camada de alta energia e
da de baixa energia pode ser liberada na forma de raios X. O numero e a energia de
raios X emitida de uma amostra pode ser medida por um espectrometro de
dispersdo de energia. Como as energias de raios X sao caracteristicas da diferencga
de energia entre as duas camadas e da estrutura atdmica do elemento emissor, a
EDS permite que a composigao elementar da amostra seja medida (Hui & Chouvy,
2013).

3.5.8.3 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

A Microscopia confocal de varredura a laser € uma técnica utilizada para
aumentar o contraste da imagem microscopica e construir imagens tridimensionais
através da utilizagdo de um orificio de abertura, que permite uma grande definicao
de imagem em amostras mais espessas que o plano focal (Tang et al., 2015).

A Microscopia confocal de varredura a laser permite a obtencdo de
imagens de alta resolugéo através de cortes dpticos, posteriormente agrupados para
se fazer a reconstrugdo tridimensional da tipografia de objetos complexos. Ela
possibilita a eliminagdo de informacgdes fora de foco da imagem, o que favorece a
aquisicdo de amostras mais espessas, como biofilmes bacterianos e fungicos,
estruturas fungicas especificas, células humanas e animais, tecidos dentarios e
outros tipos celulares. A Microscopia confocal pode ser empregada para a
observacdo do estado fisiolégico das células e tecidos, constru¢cdo de imagens em
3D e observacdo de células e tecidos marcados com fluorocromos por
imunofluorescéncia (Tang et al., 2015; Carlsson et al.,1985).
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3.5.8.4 Microscopia de Forga Atémica

A Microscopia de Forgca Atdmica, também conhecida como microscopia
de varredura de forgca, € um instrumento éptico-mecanico capaz de detectar forcas
na ordem de piconewtons (10™'? N). Tem sido utilizada largamente no estudo de
polimeros, devido a sua capacidade de fornecer informagdes que nao eram
passiveis de se obter com o uso da microscopia eletrbnica de varredura. Por
conseguir obter imagens de superficie de materiais sob as mais variadas condigbes
(ar, vacuo e em meio liquido), se tornou um dos equipamentos mais completos para
estudo de materiais em micro- e nanoescalas (Chyasnavichyus et al., 2015; Sousa &
Scuracchio, 2014).

Apresenta varias vantagens em relagdo as microscopias eletronica de
varredura e de transmisséo, para estudo de polimeros, entre elas: dispensar o uso
de vacuo ou de recobrimento da amostra, a possibilidade de se realizar medidas
diretas de altura e rugosidade, além de, para estruturas ordenadas, poder obter
imagens com resolugcdo atébmica. As imagens obtidas com os diferentes tipos de
Microscopia de forga atdmica sdo relacionadas com a natureza das forgas
envolvidas: repulsdo couldmbica (modo contato), forca de van der Waals (modo de
nao contato e contato intermitente) forca magnética, forgca de atrito, entre outras
(Chyasnavichyus et al., 2015; Sousa & Scuracchio, 2014).

O principio de funcionamento do Microscopio de forca atdbmica é
fundamental para entender sua gama de aplicagdes. Ele trabalha de forma
semelhante a uma agulha de toca-disco (vinil), onde, no lugar da agulha (probe), se
encontra o cantiléver, que consiste de uma haste flexivel em cuja parte inferior &
crescida uma ponta com dimensao de poucas micra. Para percorrer a amostra de
forma a se obter uma imagem, é utilizado um sistema de posicionamento que utiliza
ceramicas piezoelétricas, capazes de realizar movimentos nas trés diregdes (X,y,z),
com precisdo de Angstrons (A). Durante a varredura, é utilizado um sistema de
alinhamento, onde um feixe de laser incide sobre o cantiléver e refletindo em um
sensor, de quatro quadrantes, fornece informacdo de posi¢cao para o sistema de
realimentacédo e controle. Este corrige a posicao do cantiléver de forma a manter
contato com a amostra, durante a varredura e permite a obtengcdo da imagem

(Chyasnavichyus et al., 2015; Sousa & Scuracchio, 2014).
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3.5.8.5 Analises de Difragao de raios X

A analise por difracado de raios X € uma técnica de analise qualitativa que
permite obter informacdes sobre materiais, como a composicdo quimica, a
identificacdo de estruturas e fases cristalinas de materiais cristalinos, sejam eles
naturais ou artificiais. Permite caracterizar materiais cristalinos. A técnica possibilita
também evidenciar os varios tipos de estruturas (ordenadas ou n&o) que podem
aparecer em um material polimérico, permitindo distinguir se esse polimero é
cristalino ou amorfo. Em um cristal, unidades de atomos estdo paralelamente
repetidas em intervalos equidistantes. Quando um reticulo cristalino dessa natureza
€ exposto a um feixe monocromatico de raios X, os atomos presentes nessa
estrutura vibram, provocando um efeito de difragdo dos raios X. Este efeito s6 é
observado se houver uma interferéncia construtiva (orientagdo em fase) das ondas
difratadas pelos atomos. Para que isso acontecga, a diferenca de caminho 6ético dos
raios X incidentes deve ser igual a um multiplo inteiro de comprimento de onda (n)
da radiagao utilizada (Boiko et al., 2015; Morangais et al., 2015).

A condigdo para a existéncia dos raios X difratados é a Lei de Bragg: nA =
2dsenf, onde n é a ordem de difragdo, A € o comprimento da radiacéo
monocromatica, d é a distancia interplanar e 6 € o angulo de incidéncia da radiagéao
em relacdo a amostra. A obediéncia a Lei de Bragg leva ao espalhamento dos raios
X difratados em determinados &angulos de difragdo, originando picos, os quais
correspondem aos respectivos planos (hkl) da amostra em determinada condigédo de
difragdo. Dessa forma, a partir da equagcdo de Bragg e, conhecendo-se o
comprimento de onda e o angulo de incidéncia da radiagdo utilizada, pode-se
determinar a distancia interplanar d associada aos planos hkl de uma determinada
estrutura cristalina (Boiko et al., 2015).

3.5.8.6 Cromatografia de Permeacgao em Gel

A Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC), também conhecida como
Cromatografia por Exclusdo de Tamanho ou Cromatografia de Gel de Filtragdo é
uma técnica cromatografica que separa moléculas dissolvidas com base no seu
tamanho, bombeando-as através de colunas especializadas que contém no seu
interior um material microporoso (Szmerekova & Kralik, 1984).

A medida que a amostra é separada e eluida da coluna, ela pode ser

caracterizada por um unico detector de concentragao (calibragdo convencional) ou
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por uma série de detectores (calibragdo universal e detecgao tripla). GPC é usada
para caracterizar polimeros naturais e sintéticos, biopolimeros, proteinas ou
nanoparticulas (Pathaweeisariyakul et al., 2015).

Quando a separacgao por GPC ¢ acoplada a detectores de espalhamento
de luz, concentragéo e viscosimetro juntos (detecgao tripla), a técnica proporciona a
distribuicdo do peso molecular absoluto, do tamanho molecular e da viscosidade
intrinseca, assim como informagdes sobre a estrutura macromolecular, a

conformacgao de agregacgao e ramificagdo (Pathaweeisariyakul et al., 2015).

3.5.8.7 Calorimetria Diferencial por Varredura

A técnica da calorimetria diferencial por varredura mede a diferenca de
energia térmica entre uma pequena quantidade de amostra (cerca de 10 mg) e um
material de referéncia, durante um processo no qual tanto a amostra quanto a
referéncia sdo submetidas a um programa controlado de temperatura. Nessa
analise, o diferencial de energia medido corresponde ao conteudo de calor (entalpia)
ou calor especifico da amostra (Peelman et al., 2015).

Esta técnica é frequentemente usada em conjunto com a analise
termogravimétrica para determinar se o evento é endotérmico (fusdo, vaporizagéo e
sublimagdo) ou exotérmico (degradacdo oxidativa). E também usada para
determinar a temperatura de transicdo vitrea (T4), temperatura de fuséo (Ty),
temperatura de cristalizagado (T.), porcentual de cristalinidade (X;) e entalpia de
fusdo (AHs) de polimeros, além de permitir o estudo da cinética de rea¢des quimicas,
como, por exemplo, reagdes de oxidagao e decomposi¢cado de substancias (Peelman
et al., 2015).

O equipamento para a analise requer duas células equipadas com
termopares, além de um forno programavel, com registrador e controlador de gas. A
automacdo € ainda mais ampla devido a natureza mais complicada da

instrumentacédo e da realizagéo dos calculos (Hourston et al., 1997).

3.5.8.8 Analises Termogravimétricas

A estabilidade térmica de materiais poliméricos € usualmente determinada
por analise termogravimétrica. Quando o aquecimento acontece sob um gas inerte
(nitrogénio), ocorre uma degradag&o n&o-oxidativa, enquanto que o uso de ar ou

oxigénio permite a degradacdo oxidativa dos materiais. A ATG mede a continua
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perda de massa de uma pequena quantidade de amostra (cerca de 10 mg) em uma
atmosfera controlada (ar ou nitrogénio), a medida que ocorre o aumento de
temperatura em uma taxa linear programada. Nesse tipo de analise, a perda de
massa € devida a alguns eventos, tais como a volatilizagdo de liquidos e a
decomposicéo e a evolugdo de gases a partir da decomposi¢ao de solidos. O inicio
da volatilizacdo € proporcional ao ponto de ebuligdo do liquido e o residuo que
permanece a alta temperatura representa o conteudo porcentual de cinzas na
amostra (Peelman et al., 2015; Xu et al., 2016).

O instrumental basico requerido para esse tipo de analise é bastante
simples: Uma balanga de precisédo, forno programavel e registrador. Instrumentos
modernos, entretanto, sdo automatizados e incluem um software para o tratamento e
a interpretacdo dos dados. Além disso, adaptacdes de atmosferas contendo ar,
nitrogénio ou oxigénio, podem ser realizadas para cada amostra (Peelman et al.,
2015).

O grafico obtido neste tipo de analise € um termograma, o qual mostra a
perda de massa devido a dessorgdo dos gases ou decomposi¢cdo da amostra em
funcdo da temperatura. A analise termogravimétrica é de fato, uma técnica bastante
simples para analisar quantitativamente o conteudo de cargas em um determinado
polimero, sendo uma ferramenta muito util no estudo de materiais poliméricos
(Peelman et al., 2015; Xu et al., 2016).

3.5.8.9 Analises Dinamico-Mecénicas

A analise dinamico-mecanica tem como um dos principais objetivos
relacionar as propriedades macroscoépicas, tais como as propriedades mecanicas, as
relaxagcdes moleculares associadas a mudangas conformacionais e as deformacodes
microscopicas geradas a partir de rearranjos moleculares. As propriedades
mecanicas dos materiais sdo avaliadas a partir de uma solicitagdo, na forma de uma
deformagéo ou na aplicacdo de uma tensao, com o monitoramento da resposta do
material, expressa como tensao ou como deformacao, respectivamente. A analise
dinamico-mecanica mede o mdédulo dinamico (em fase ou fora de fase) em um
experimento de deformacdo oscilatéria durante uma varredura programada de
temperatura a frequéncias controladas. O intervalo de temperatura varia de -150 °C
a 300 °C, com frequéncias que oscilam entre 0,033 a 90 Hz. O tamanho das
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amostras geralmente utilizadas nos testes flexurais sdo da ordem de 1 x 10 x 40
mm, sendo ligeiramente inferiores em testes de cisalhamento (Dupont, 2004).

Os termogramas obtidos fornecem informagdes a respeito do mddulo
elastico (E) e fator de perda (tan d) versus a temperatura. O pico da tan & € uma
medida particularmente discriminatéria da temperatura de transigdo vitrea (Tg),
embora este seja o centro de relaxagdo, enquanto que no experimento de
calorimetria diferencial por varredura, a temperatura de inicio da relaxacdo da Tg4 é
usualmente indicada. Este tipo de analise possui também uma capacidade de
multiplexdo de frequéncias, as quais podem ser usadas para calcular energias de

ativagdo usando-se softwares de superposicéo tempo-temperatura (Dupont, 2004).

3.5.8.10 Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por raios X
(EFEX)

A técnica de EFEX, também conhecida por Espectroscopia de Elétrons
para Analise Quimica, € uma técnica experimental de analise que encontra grande
aplicacao em areas onde o estudo fisico-quimico de amostras mostre-se importante.
Em especial, € de grande valia em trabalhos na area da fisica do estado solido.
Fornece uma analise total elementar, exceto para o hidrogénio e hélio, de qualquer
superficie solida que é estavel no vacuo ou pode ser feita por arrefecimento em
vacuo estavel (Qian & Gerson, 2015).

Na pratica uma técnica de analise de superficie, a espectroscopia EFEX
fundamenta-se no efeito fotoelétrico. Em esséncia, esta técnica consiste em se
radiar uma amostra com raios X e em coletar os fotoelétrons por ela emitidos em um
analisador de elétrons, dispositivo esse capaz de resolvé-los em fungdo das
respectivas velocidades (energias cinéticas) e de, entdo conta-los. Um grafico de
contagem de elétrons x velocidade (corrente x energia cinética) é estabelecido por
varredura, geralmente através de um mecanismo de coleta de dados automatizado,
e um espectro de EFEX é obtido (Qian & Gerson, 2015).

Os espectros EFEX permitem identificar quantitativamente, em
profundidades da ordem de dezenas de nandmetros e a fragdo centesimal de
camada atbmica, todos os elementos quimicos na superficie da amostra, suas
concentragbes relativas, o ambiente quimico dos elementos, seus estados de
oxidagdo e, em casos especificos, permitem inclusive inferir a morfologia da

superficie em analise (Qian & Gerson, 2015).
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3.5.8.11 Angulo de Contato da Agua

A interacdo entre uma superficie e um determinado liquido pode ser
estudada através da medida do chamado angulo de contato 6. O formato que uma
gota de liquido assume em contato com uma superficie solida depende do angulo 6
que a gota de liquido faz com a superficie sélida. O liquido molhara completamente
a superficie quando 8 = 0° porque a nova superficie criada possui energia de
superficie y menor do que a superficie original solido-gas. No outro extremo, a
auséncia completa de molhamento ocorre quando 6 = 180°. O molhamento parcial
existe no intervalo de dngulos de contato compreendidos entre 0° < 8 <90 (Liu et al.,
2015; Delcheva et al., 2015).

O molhamento de um sdélido por um liquido ocorre quando a interagao
entre as moléculas do liquido com a interface sélida é maior do que a interagao das
moléculas entre si. Em geral, as energias y sélido-liquido s&o menores do que as
correspondentes y sélido—vapor e y liquido-vapor porque numa interface sélido-
liquido quase todas as ligagdes atdbmicas e moleculares sdo completadas. Esta
compatibilidade existe quando compostos sdo formados na interface (Liu et al.,
2015).

O molhamento (ou n&o-molhamento) & severamente alterado pela
presengca de contaminantes adsorvidos na superficie sélida. De fato, uma das
maiores dificuldades na medida de &ngulo de contato € a obtengao de superficies
limpas e homogéneas. As superficies sodlidas diferem das superficies liquidas pelo
grau de heterogeneidade mesmo apos os mais cuidadosos procedimentos de
polimento. O valor do angulo também dependera se o liquido esta avangando
molhando uma superficie seca ou se esta recuando de uma superficie ja molhada. O
grau de vibragdo a que € submetido o sistema também afetara a medida do &ngulo
de contato (Liu et al., 2015; Delcheva et al., 2015).

3.6 Sais Imidazdlicos e Liquidos Iénicos

Os sais imidazdlicos (Sl) s&o derivados catibnicos do heterociclico
imidazol neutro, via alquilagdo de ambos os atomos de nitrogénio e sdo conhecidos
por apresentarem varias propriedades avangadas (Borowiecki et al., 2013;
Schrekker et al., 2008; Donato et al., 2009). Muitos dos S| podem ser classificados
como liquidos idnicos (LI), sais que apresentam-se liquidos abaixo e a 100 °C. Os LI
fazem parte da grande classe dos sais imidazolicos, que sao todos os compostos
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constituidos tipicamente por um cation orgéanico, juntamente com um anion organico
ou inorganico e uma unidade imidazolica. Os LI sdo usados em uma ampla
variedade de aplicacdes devido as suas atrativas propriedades fisicas e quimicas, as
quais incluem alta estabilidade térmica, ser liquido em uma ampla faixa de
temperatura, ampla janela eletroquimica, alta condutividade e mobilidade iénica, facil
reciclagem e um bom solvente para uma grande variedade de compostos orgénicos
e inorganicos (Schrekker et al., 2008; Donato et al., 2009; Schrekker et al., 2013).

Os Sl sao substancias que podem ser utilizadas em varias aplicagoes
quimicas e farmacéuticas, devido as suas propriedades fisicas e quimicas que
permitem modificagdes estruturais, tanto no cation como no anion (Schrekker et al.,
2013; Riduan & Zhang, 2013) ou por incorporagao de um grupo funcional especifico
nos ions constituintes (Pendleton & Gilmore, 2015). Varias atividades bioldgicas e
aplicagbes dos Sl tem sido identificadas, como antimicrobiana (Riduan & Zhang,
2013; Pendleton & Gilmore, 2015; Smiglak et al., 2014), antifungica (Smiglak et al.,
2014; Liu et al., 2013, McCann et al., 2013), antitumor (Riduan & Zhang, 2013),
antioxidante (Riduan & Zhang, 2013), antifibrosa (Riduan & Zhang, 2013),
bioengenharia (liberacdo droga/gene ou biosensores) (Riduan & Zhang, 2013;
Pendleton & Gilmore, 2015; Smiglak et al., 2014 ), anti-inflamatdria, entre outras
(Fang et al., 2010).

Recentemente, um conjunto de quatorze LI imidazdlicos foram testados in
vitro para verificar a atividade antifungica contra espécies de leveduras emergentes.
Os sais metilimidazolicos N-substituidos, incluindo os N-substituintes -(CH2),CHs (n
=3, 5,9, 13, 15); -(CH2CH,0),CH3 (n = 1, 3); -(CH2),CO2H (n = 1, 3) e os anibns
cloreto (CI"), tetrafluorborato (BF4’), bis(trifluorometanosulfonil)imida (F3CSO2):N",
metanossulfonato H;CSOj3™ e hexafluorofosfato (PFs’), foram sintetizados e testados
contra 32 isolados clinicos de leveduras provenientes de infecgcdes nosocomiais. Os
seis sais imidazolicos N-alquil-substituidos com n = 9, 13, ou 15, independente do
anion, mostraram atividade inibitéria em baixas concentracbes contra isolados de
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata e Trichosporon asahii. No
geral, o LI C4MimCl mostrou o melhor espectro entre os seis LI identificados,
apresentando a maior atividade inibitéria contra todos os isolados com um CIM de
0,9 ug mL™, independente do tipo de isolado. O tratamento com os LI mostrou que
nao existem efeitos citotoxicos e genotdxicos em leucocitos humanos (Schrekker et
al., 2013).
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Estudo realizado com uma série de LI de cloretos de 1-alquil-3-
metilimidazdlico e 1-alquilquinolinico mostraram possuir amplo espectro e atividade
antimicrobiana contra varias bactérias; Gram-positivas e Gram-negativas, e fungos,
onde foi possivel verificar que a atividade bioldgica esta relacionada ao tamanho da
cadeia alquil. Quanto maior a cadeia alquil, melhor & a atividade biologica. Os
biofilmes microbianos, os quais protegem os micro-organismos de antissépticos,
desinfetantes e antibioticos, foram quebrados pelos LI contendo longas cadeias
alquil (Smiglak et al., 2014).

A descontaminagdo de superficies e esterilizacdo é um dos grandes
desafios de ambientes clinicos, como hospitais, devido a bactérias como
Staphylococcus aureus e fungos, os quais sdo muito dificeis de eliminar das
superficies de dispositivos médicos que sao feitos principalmente de polimeros. Em
estudo recente, foi realizada a preparacdo de dois LI funcionais docusato de 1-
etilperidinio e docusato de tributil(2-hidroxietil) fosfénio, os quais foram usados como
aditivos plastificantes para producdo de polimeros e ao mesmo tempo testados
como agentes antimicrobianos e antibiofilme, apresentando bons resultados para um
espectro de bactérias resistentes a antibioticos (Smiglak et al., 2014).

O LI imiscivel em agua tetrafluoroborato de 1-n-dodecil-3-metilimidazolico
(C12MImBF4) e seu complexo de inclusdo com B-ciclodextrina (B-CD) foi sintetizado
e testado para avaliar a eficiéncia antimicrobiana dos compostos obtidos, contra
Staphylococcus  aureus (ATCC-25923), Escherichia coli (ATCC-25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853), Candida albicans (M 885 ATCC 10231) e
seus isolados clinicos. Como resultado, foi verificado que ambos C12MImBF4 e o
complexo C12MImBF4/ B-CD possuem alta atividade antimicrobiana, como revelado
por valores de zonas de inibicdo parecidos contra todos os micro-organismos
testados. Estudos de toxicidade foram realizados em Danio rerio (zebrafish),
mostrando que o liquido iénico puro CioMImBF4 é pouco téxico, enquanto que o
complexo C12MImBF4/ B-CD né&o é tdéxico, tendo grande potencial para ser aplicado
como antimicrobiano (Hodyna et al., 2016).

3.7 Atividade Antibiofilme
Ocorre quando uma substéncia ou material (por ex. polimero) com uma

substancia inserida (aditivo) tém a capacidade de atuar contra o biofilme fungico,
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reduzindo ou impedindo a adeséo e formacédo do biofime em uma superficie inerte
(Dharmaprakash et al., 2015; Banat et al., 2014; Campoccia et al., 2013).

3.7.1 Terapia de Bloqueio Antifungica

A terapia de bloqueio antifungica (TBA) utiliza instilagdo (administragdo
gota a gota de uma medicagdo direto no corpo) prolongada de uma solugao
contendo altas concentragbes de agentes antimicrobianos ou antissépticos dentro de
um dispositivo médico, como um catéter intravascular, usualmente em conjunto com
antibioticos sistémicos, na tentativa de esterilizar o dispositivo médico (Walraven &
Lee, 2013).

Muitas infeccbes que ocorrem nos pacientes pelo uso de dispositivos
meédicos, como catéteres, s&o relacionadas com a formacado de Dbiofiimes
intraluminais, os quais sdo dificeis de tratar. Nos biofilmes relatados (células
sésseis), os CIM sdo dramaticamente elevados quando comparados com os CIM de
células plancténicas (onde ndo ocorre a formagdo do biofilme, mas ocorre a
infeccdo). Espécies de Candida sao a terceira causa mais comum de infecgdes
sanguineas com altos nives de mortalidade, comparadas com Pseudomonas
(segunda causa) e excedendo as taxas de infecgbes causadas por Staphylococcus
aureus (primeira causa). Os biofimes de Candida s&o -caracterizados pela
aumentada resisténcia a terapia antifungica convencional, em particular anfotericina
B e fluconazol (Walraven & Lee, 2013; Toulet et al., 2012). Mecanismos
responsaveis pela intrinseca resisténcia aos farmacos pelos biofilmes de Candida
incluem: a limitada penetragdo do farmaco na matriz do biofilme, incluindo ligagdes
do farmaco para as substancias da matriz exopolimérica relacionadas com a beta-
glicana; aumento rapido da expressdo de genes de resisténcia antifungica,
particularmente daqueles que codificam as bombas de efluxo de azdis e a presenca
de uma subpopulacdo de células resistentes a presenca do farmaco. Assim, a
aumentada resisténcia antifungica dos biofilmes €& complexa, com fendtipo
pleiotrépico devido a varios mecanismos de interacdo, sendo de dificil erradicagéao
nos dispositivos médicos (Walraven & Lee, 2013).

Além disto, na clinica médica a reinsergdo do dispositivo médico (por
exemplo catéter) pode ser uma técnica desafiadora e representa aumentado risco de
morbidade e mortalidade dos pacientes. Os pacientes podem estar criticamente

doentes requerendo acesso intravenoso para a administracdo da medicacéo, ou em
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nutricdo parenteral total; eles podem estar severamente trompocitopénicos ou
coagulopaticos ou ter limitado acesso venoso. Dependendo da localizagdo da
reinsercdo do dispositivo médico, podem ocorrer complicagbes no paciente, como
arritmias cardiacas, hemorragias, entre outras (Walraven & Lee, 2013).

Entdo, a estratégia basica da TBA é utilizar concentragdes locais de
agentes antimicrobianos extremamente altas nos pacientes em tratamento com
dispositivos médicos para “bloquear” a infeccdo. As solugdes utilizadas sdo de 100 a
1000 vezes mais concentradas que aquelas usadas sistematicamente. A TBA tem
sido recentemente recomendada pela Infectious Disease Society of America (IDSA)
como um guia pratico de procedimentos de primeira opgao para o gerenciamento de
infecgbes sanguineas relatadas ao uso de catéteres e dispositivos médicos
invasivos, causadas por bactérias e fungos como espécies de Candida, quando a
retencdo do dispositivo médico, como catéter é indicado (Walraven & Lee, 2013).
Estudo recente, mostrou a utilizagdo de mais de 40% de etanol por 30 minutos em
catéteres infectados por Candida como um tratamento adjunto util aos antibidticos
sistémicos na esterilizagdo e erradicacdo da infecgcdo relacionada ao uso de
catéteres preservando desta forma o acesso venoso central e ndo sendo necessaria
a remogao do dispositivo médico (Oncu, 2014).

Contudo, em pacientes neutropénicos com infec¢gdes sanguineas
causadas por espécies de Candida, é recomendado a remo¢ao do catéter ou do
dispositivo médico utilizado. Devido a isto, a terapia de bloqueio antifungica surge
como uma alternativa no controle de infec¢ées causadas por bactérias e fungos
como Candida, mas ainda ndo € uma solugdo para a erradicagao desse problema,
pois em muitos casos clinicos essa terapia ndo funciona e, ainda € necessario a

remogao do dispositivo médico do paciente (Ko et al., 2010).

3.7.2 Materiais com Propriedade Antibiofilme

As Candida spp. podem colonizar superficies de uma grande variedade
de materiais naturais e sintéticos, como polimeros, ceramicas, composi¢des
metalicas, entre outros. Isto eventualmente leva a formacao e ao estabelecimento de
biofilmes fungicos que proliferam e causam consequéncias adversas principalmente
em pacientes com dispositivos meédicos. Na tentativa de reduzir ou de evitar os
biofilmes, as superficies dos materiais utilizados para a fabricacdo dos produtos

vulneraveis ao crescimento fungico, como dispositivos meédicos, estdo sendo
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revestidas com substancias antifungicas e antimicrobianas, apresentando
propriedades antibiofilme. Ou seja, estes materiais impedem a adeséo e a formagéao
do biofilme fungico nas suas superficies (Coad et al., 2014).

Implantes 6sseos com porosidade aberta permitem a osseointegragao
rapida, mas também apresentam um risco aumentado de infecgdes associadas a
formagao de biofimes. Estudo recente projetou um material de implante consistindo
de dioxido de silicio ou silica (SiO2) mesoporoso com barreira de difus&o (porosidade
de 6,4 nm) com controle de liberacdo de drogas, integrado em uma estrutura
macroporosa de suporte de carga Ti (titdnio poroso). O material compdsito Ti/SiO-
(titAnio e silica) desenvolvido junto com um teste in vitro consistindo de discos de
Ti/SiO2 com toremifeno inserido em microplacas de 12 pocos foi testado para
verificar a atividade antibiofilme e a liberacdo do composto toremifeno utilizado como
uma molécula de amplo espectro antibiofilme. Foi verificado controle de liberagéo da
substancia toremifeno e atividade antibiofilme contra isolados patogénicos humanos
de Candida albicans e bactérias como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Porphyromonas gingivalis. Testes realizados in vivo
confirmaram a atividade antibiofiime contra Candida albicans e Staphylococcus
aureus. Todas estas espécies patogénicas sao conhecidas por formar biofiimes em
dispositivos meédicos e implantes (Braem et al., 2015).

A substéncia penta prata hexaiodato (AgslOs) foi estudada para verificar
se a mesma apresentava atividade antibiofilme. Para testar esta atividade, curativos
revestidos com duas camadas exteriores de polietiieno de alta densidade e um
nucleo de poliéster, com uma bandagem adesiva elastica de algod&o, foram
impregnados com AgslOs e comparados com curativos comercialmente disponiveis,
contendo clorexidina, iodo e biguanida de polihexametileno. Os materiais foram
testados para determinar a capacidade de prevenir a aderéncia de micro-organismos
planctdnicos e a capacidade de eliminar/romper biofilmes maduros de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Apenas o0s curativos
contendo AgslOs foram capazes de prevenir e eliminar micro-organismos
planctdnicos para todas as espécies testadas. Além disso, curativos contendo
AgslOs foram mais eficazes que os curativos comerciais testados na prevencao da
aderéncia microbiana, na morte rapida de micro-organismos planctonicos e na

habilidade para eliminar/romper biofilmes maduros. Assim, AgslOs pode ser um
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valioso agente antimicrobiano e antibiofilme para ser usado em dispositivos médicos,
incluindo curativos, varios tipos de catéteres e implantes (Incani et al., 2015).

Nanoparticulas metalicas biofabricadas sdo biocompativeis, baratas e
possuem uma imensa utilidade no dominio da biomedicina e ciéncias dos materiais.
As nanoparticulas de prata (AgNP) foram sintetizadas utilizando um extrato
metanolico de Syzygium cumini. As nanoparticulas exibiram atividade antimicrobiana
contra varios patdogenos, como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium
smegmatis, Trichophyton rubrum, Aspergillus sp. e Candida albicans. AgNP
mostraram potencial para inibir a formagéo do biofilme de uma variedade de micro-
organismos. As nanoparticulas n&o apresentaram citotoxicidade em células
humanas embrionarias do rim (Gupta et al., 2014).

Os poliésteres [poli(alquenos succinatos)] foram testados para verificar se
possuiam atividade antibiofilme. Estes materiais apresentaram atividade antibiofiime
para isolados de Candida albicans e Candida tropicalis, com potencial para reduzir
substancialmente a incidéncia de infec¢gdes associadas a dispositivos médicos,
como catéteres e fios para suturas. Estes novos biopolimeros mostraram potencial
para serem utilizados na fabricagdo ou revestimento de dispositivos médicos, pois
apresentam caracteristicas inovadoras, como preparagao simples e barata, boas
propriedades de resisténcia mecanica e térmica e capacidade antibiofiime sem
qualquer funcionalizagdo de superficie especifica ou na encapsulagdo de agente
antimicrobiano. Além disso, os poliésteres mostraram ser altamente biocompativeis,
promovendo a adesao e proliferacdo de células-tronco humanas mesenquimais,
induzindo alteragdes morfologicas, as quais sdo dependentes das caracteristicas
estruturais do polimero, tornando-os candidatos promissores para serem utilizados
como dispositivos médicos e no campo da engenharia de tecidos (Jager et al.,
2015).

3.8 Polimeros com Sais Imidazdlicos

A utilizagdo de polimeros com Sl, na pesquisa cientifica, vem surgindo
como uma tecnologia emergente na tentativa de obter-se materiais com
propriedades antimicrobianas e antibiofilme, representando uma classe interessante
de polimeros funcionais para aplicagbes avangadas (Liu et al., 2012; Anderson &
Long, 2010).
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A contaminacdo de dispositivos médicos com bactérias resistentes a
meticilina, como Staphylococcus aureus, € de grande preocupagao clinica. O
poli(vinil cloreto) é largamente utilizado na produgdo de dispositivos médicos, como
catéteres. A flexibilidade do tubo do catéter ou outros dispositivos médicos é
derivada da adicéo de plastificantes. Em pesquisa realizada, foram utilizados dois LI
funcionais, docusato de 1-etilpiridinio e docusato de tributil(2-hidroxietil)fosfénio, os
quais singularmente proporcionaram efeito plastificante, e exibiram atividade
antimicrobiana e antibiofilme para um amplo espectro de bactérias resistentes a
antibioticos. A plastificagdo do poli(vinil cloreto) foi adaptada como uma funcéo da
concentracédo do liquido idnico. Foi verificado que o comportamento antimicrobiano
eficaz de ambos os LI é originario da estrutura quimica do &nion ou cation presentes
(Choi et al., 2011).

Novo material de revestimento antimicrobiano, baseado em SI, tem sido
preparado ligando os Sl em algodao fabricado utilizando oligbmeros de siloxano
como agentes de acoplamento. Trés diferentes Sl (cloreto de 1-n-hexadecil-3-(6-
hidroxihexil)imidazolico, brometo de 1-n-hexadecil-3-metil imidazolico e dimetil-5-
sulfoisoftalato de 1-n-hexadecil-3-metilimidazdlico) ligados em oligbmeros siloxano
foram conectados em algodao utilizando ligagdes ibnicas ou covalentes. Todos os
revestimentos preparados mostraram alta atividade antimicrobiana dos sais
imidazdlicos, contra bactérias Gram positivas, como Staphylococcus aureus e Gram
negativas como Escherichia coli. Também foi verificado que a atividade
antimicrobiana € mantida principalmente apds quatro ciclos de lavagem, mostrando
ser um otimo material para ser utilizado como um dispositivo médico (Izmaylov et al.,
2015).

Estudo recente reportou a utilizacdo da classe de materiais poliméricos
imidazdlicos de cadeia curta com estruturas anfifilicas com alta efetividade contra
leveduras de Candida albicans e para o fungo filamentoso Aspergillus niger. Estes
materiais removem os biofilmes de Candida albicans formados e demonstram uma
alta atividade para um amplo espectro de infecgdes por bactérias (Liu et al., 2012).

Tratamentos in vitro para ceratites causadas por biofiimes de Candida
albicans foram realizados com o polimero imidazélico na cadeia principal e o
oligbmero imidazdlico de cadeia curta linear, demonstrando a inibicdo do
crescimento do fungo com baixos valores CIM e a remogao do biofilme fungico. Os

estudos in vivo, realizados em camundongos indicaram que a solugao tépica de
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polimeros imidazodlicos na cadeia principal é segura e eficaz, tal como a anfotericina
B, o agente mais comumente utilizado para o tratamento de ceratites por Candida
albicans (Liu et al., 2013).

Dentro deste contexto, é possivel verificar que poucos estudos tém
relatado com sucesso o preparo de materiais poliméricos com propriedades
antimicrobianas e antibiofilme para aplicacbes em dispositivos médicos, como
proteses, catéteres, implantes entre outros. Ainda é necessario muito estudo e
aprimoramento, a fim de obter-se um material polimérico com propriedades
avancadas.

Neste estudo, foi utilizado o PEAD, PHB e PLA com SI, a fim de, obter-se
biomateriais com propriedades antibiofilme frente a Candida spp., apresentando
biocompatibilidade celular, sendo nao citotoxicos, com boas propriedades térmicas e

dindmico-mecanicas, afim de, serem utilizados como dispositivos médicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os seguintes polimeros foram utilizados; Polietilieno de Alta Densidade
(PEAD, Braskem S.A., HA 7260), Polihidroxibutirato (PHB, Biomer® P226) e o Acido
Polilatico (PLA, Corbion Purac, PURAPOL L100IXS). Antes da utilizacdo do PEAD e
do PHB, esses polimeros foram secos durante 5 hs a 60 °C, utilizando bomba de
vacuo, a fim de reduzir a degradagéo durante o processamento. Os sais imidazdlicos
(SI, Figura 2) cloreto de 1-n-hexadecil-3-metilimidazolico (C1¢MImCI, CJC CHINA JIE
CHEMICAL), 1-n-butil-3-metilimidazolico (C4MImCI, Sigma-Aldrich), cloreto de 1-n-
decil-3-metilimidazolico (C1oMImCI, Sigma-Aldrich) e 1,3-di-n-decil-2-metilimidazdlico
((C10)2MImCI, CJC CHINA JIE CHEMICAL) foram adquiridos dos fornecedores
indicados e o metanossulfonato de 1-n-hexadecil-3-metilimidazdélico (C1sMImMeS)
foi sintetizado no TECNOCAT de acordo com procedimento relatado na literatura
(Schrekker et al., 2008). Antes da utilizagdo, os Sl foram secos durante 5 hs a 60
°C, utilizando bomba de vacuo, a fim de remover residuos de agua. Todos os
procedimentos relatados acima referentes ao PEAD, PHB e PLA e aos SI foram
realizados em parceria com o Laboratério de Processos Tecnologicos e Catalise
(TECNOCAT), do Instituto de Quimica, localizado no Campus do Vale da UFRGS.
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Figura 2. Sais Imidazdlicos C4MImCI, C4MImCI, CcMImCI, CisMImMeS e
(C10)2MImCI utilizados nesta pesquisa.
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4.2 Cepas leveduriformes

Para este estudo foram selecionadas quinze cepas leveduriformes (12
Candida tropicalis, uma C. albicans, duas C. parapsilosis formadoras de biofiime)
todas depositadas na Micoteca localizada no Laboratorio de Micologia Aplicada, da
Faculdade de Farmacia, Campus Saude, da UFRGS (Tabela 1). Os isolados de
Candida sao oriundos de biofilmes. As cepas leveduriformes sao provenientes do
Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCq), colegdo de -culturas
Americana (ATCC/ EUA), de origem clinica e de biofilmes de catéteres. Todas as
cepas estdo identificadas fenotipicamente por meios cromogénicos e confirmados
por microcultivo e através do sistema automatizado Vitek Yeast Biochemical Card
(BioMerieux Vitek., Hazelwood, Mo.), que apresenta uma especificidade acima de
99% na identificagdo de isolados clinicos. Alguns isolados clinicos estdo também
identificados genotipicamente através do sequenciamento de genes do DNA

ribossomal.

Tabela 1. Cepas, codigo e origem das Candida spp. testadas neste estudo.

"Espécie @  Cédigo  Origemdolsolado
1. Candida tropicalis ~ 72A MucosaOral

2. Candida tropicalis 72P Mucosa Oral

3. Candida tropicalis 94pP Mucosa Oral

4. Candida tropicalis 102A Mucosa Oral

5. Candida tropicalis 57A Mucosa Oral

6. Candida tropicalis 17A Mucosa Oral

7. Candida tropicalis 17P Mucosa Oral

8. Candida tropicalis RL15 Ponta de Catéter

9. Candida tropicalis RL16 Aspirado Traqueal

10. Candida tropicalis RL17 Aspirado Traqueal

11. Candida tropicalis ATCC* 750 Aspirado Traqueal

12. Candida tropicalis ATCC* 950 Aspirado Traqueal
1. Candida albicans ~ CA04 Mucosaoral
1. Candida parapsilosis RL11  Urpa

2. Candida parapsilosis RL20 Ponta de Catéter

* ATCC — American Type Culture Collection.
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4.3 Preparacgao de filmes de PEAD com Sais Imidazélicos

Nesse estudo, foram escolhidos para serem utilizados os S| C16MImCI e
CisMImMeS nos polimeros, pois ja foram testados anteriormente apresentando
atividade antifungica para isolados de Candida tropicalis e n&o apresentaram
toxicidade em leucocitos humanos (Schrekker et al., 2013). PEAD foi misturado no
estado fundido com os Sl C4MImCI e C4sMImMeS (0,00; 0,125; 0,250 e 0,500
%m/m) usando uma Camara de Misturas Haake Polylabsystem (Tabela 2). O Sl foi
adicionado apdés 1 min. do polimero fundir e os componentes foram entéo
misturados durante 6 min. a uma velocidade rotatéria de 60 rpom e 190 °C. O
equilibrio de torque foi registrado continuamente no computador. As amostras
processadas foram esfriadas até a temperatura ambiente, secas ao ar e moidas no
Moinho SEIBT. Antes de prensar o PEAD em filmes, as amostras foram secas a
vacuo durante 5 hs a 60 °C. Inicialmente, o material foi fundido por cerca de 4 min. a
190 °C e prensado por 30 segundos a 4 kgf. Todas as amostras foram prensadas
formando filmes com uma espessura de 0,5 mm, utilizando uma prensa hidraulica
Carver Monarch 3710. As amostras foram acondicionadas em um ambiente de
laboratorio padrao dentro de um dessecador por 24 hs antes de realizar os ensaios
microbiolégicos e caracterizagbes quimicas. Para comparagdo, o PEAD puro foi
também processado sob as mesmas condi¢des citadas acima. Os filmes de PEAD

foram preparados no Instituto de Quimica, Campus do Vale, da UFRGS.

Tabela 2. Codigos das Amostras e Sl (% Massa) de Filmes de PEAD.

Cédigo da Amostra Sl (% Massa)
PEAD Puro

PEAD.CI.0125 C+16MImCI (0,125)
PEAD.CI.0250 C+16MImCI (0,250)
PEAD.CI.0500 C16MImCI (0,500)
PEAD.MeS.0125 C16MImMeS (0,125)
PEAD.MeS.0250 C16MImMeS (0,250)

PEAD.MeS.0500 C16MImMeS (0,500)
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4.4 Preparacgao de filmes de PHB com Sais Imidazédlicos

PHB foi misturado no estado fundido com os Sl C1¢MImCI e C1cMImMeS
(0,00; 0,125; 0,250 e 0,500 %m/m) usando uma Camara de Misturas da marca
Haake Polylabsystem (Tabela 3). O Sl foi adicionado apos 1 min. do polimero fundir
e 0os componentes foram entdo misturados durante 6 min. a uma velocidade rotatoria
de 100 rpm e 165 °C. O equilibrio de torque foi registrado continuamente no
computador. As amostras processadas na Camara de Misturas foram esfriadas até a
temperatura ambiente, secas ao ar e moidas no Moinho (Marca SEIBT). Antes de
prensar o PHB em filmes, as amostras foram secas a vacuo durante 5 hs a 60 °C.
Inicialmente, o material foi fundido por cerca de 4 min. a 190 °C e prensado por 30
segundos a 4 kgf. Todas as amostras foram prensadas formando filmes com uma
espessura de 0,5 mm, utilizando uma prensa hidradlica Carver Monarch 3710. As
amostras foram acondicionadas em um ambiente de laboratério padrao dentro de
um dessecador por 24 hs antes de realizar os ensaios microbiolégicos e
caracterizagdes quimicas. Para comparacao, o PHB puro foi também processado
sob as mesmas condi¢des citadas acima. Os filmes de PHB foram preparados no
Instituto de Quimica, Campus do Vale, da UFRGS.

Tabela 3. Codigos das Amostras e Sl (% Massa) de Filmes de PHB.

Cédigo da Amostra Sl (% Massa)

PHB Puro

PHB.CI.0125 C+16MImCI (0,125)
PHB.CI.0250 C+16MImCI (0,250)
PHB.CI.0500 C16MImCI (0,500)
PHB.MeS.0125 C16MImMeS (0,125)
PHB.MeS.0250 C1sMImMeS (0,250)
PHB.MeS.0500 C1sMImMeS (0,500)

4.5 Preparagao de filmes de PLA com Sais Imidazdlicos

Os filmes de PLA com os S| C1sMImCI e C1¢sMIimMeS (0,00; 0,125; 0,250;
0,500; 2,00; 5,00 e 10,0 %m/m) foram preparados pelo método de Solvent Casting
(Tabela 4). Foi aplicado ultrassom por 15 min. para dissolver os S| em cloroférmio
(5 mL). Separadamente, 1,0 g de PLA foi dissolvido em 25 mL de cloroférmio. Apos



completa dissolugao do PLA, a solugdo com o Sl foi adicionada na solugdo do PLA.
A solucdo final foi deixada agitando durante pelo menos 4 hs a temperatura
ambiente (23 °C), a qual foi entdo vertida para uma Placa de Petri e mantida durante
a noite a temperatura ambiente. Finalmente o filme foi removido da Placa de Petri e
colocado para secar a vacuo em um dissecador durante pelo menos 8 hs a
temperatura ambiente. Para comparagao, o PLA puro também foi processado sob as
mesmas condicdes citadas acima. Os filmes de PLA foram preparados no
TECNOCAT, localizado no Instituto de Quimica, Campus do Vale, da UFRGS.

Tabela 4. Codigos das Amostras e Sl (%Massa) de Filmes de PLA

Cédigo da Amostra Sl (% Massa)

PLA Puro

PLA.CI1.0125 C+16MImCI (0,125)
PLA.CI1.0250 C+16MImCI (0,250)
PLA.CI1.0500 C16MImCI (0,500)
PLA.C1.2000 C+16MImCI (2,000)
PLA.CI1.5000 C16MImCI (5,000)
PLA.CI1.10000 C16MImCI (10,000)
PLA.MeS.0125 C16MImMeS (0,125)
PLA.MeS.0250 C1sMImMeS (0,250)
PLA.MeS.0500 C1sMImMeS (0,500)
PLA.MeS.2000 C1sMImMeS (2,000)
PLA.MeS.5000 C1sMImMeS (5,000)
PLA.MeS.10000 C1sMImMeS (10,000)

4.6 Ensaio Antibiofime

O Ensaio Antibiofiime foi realizado para verificar se os polimeros de
PEAD, PHB e PLA apresentavam atividade antibiofime frente a cepas de Candida
tropicalis, C. parapsilosis e C. albicans, conhecidas por formarem biofilmes em
dispositivos médicos. Colénias de Candida spp. puras e jovens foram repicadas e
crescidas em Placas de Petri com Agar Sabouraud com Cloranfenicol da Kasvi
obtido comercialmente, a 36 °C por 24 hs, na estufa. Repique das coldnias das
leveduras foram adicionadas para 6 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB) para
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preparar um inéculo 10° UFC/ mL (100% Transmitancia TSB e 90% Transmitancia
Inéculo, valores verificados no Turbidimétro), o qual foi incubado na estufa por 36 °C
por 24 hs. Amostras dos polimeros PEAD, PHB e PLA (cortados no tamanho de 1 x
1 cm), com e sem os S| C1sMImCI e C1sMImMeS (com diferentes concentragdes),
foram colocadas na Bancada de Fluxo Laminar Vertical com UV (Ultravioleta) por 30
min. para esterilizacdo, apos foram colocadas em tubos Falcon de 15 mL com uma
mistura de 9 mL de agua peptonada e 1 mL do inéculo em TSB e incubadas na
estufa por 96 hs, para que houvesse o crescimento do biofilme.

Apos 96 hs de incubagdo, as amostras dos polimeros foram lavadas com
agua peptonada para remover as células fracamente aderentes. Os polimeros foram
transferidos para tubos Falcon de 50 mL (esterilizados previamente) com 50 mL de
agua peptonada. Os tubos Falcon foram colocados em banho de ultra-som
(Sonicador), aplicando a frequéncia de 40 kHz por 10 min. Ent&do, foram realizadas
Diluigdes Decimais a partir das solu¢gdes com os polimeros que estavam nos tubos
Falcon de 50 mL (10", 102 e 10) e 20 pL de cada diluigdo foi colocada em Placas
de Petri com Agar Sabouraud com Cloranfenicol. As Placas de Petri foram
incubadas a 36 °C for 24 hs. O controle positivo deste ensaio foi realizado com
filmes de PEAD, PHB e PLA sem os SlI, seguindo a técnica citada acima. Os ensaios
foram realizados em quadruplicata O numero de unidades formadoras de coldnia por
centimetro ao quadrado (UFC/cm?) foi determinado e os valores obtidos foram
transformado em log M (Média do logaritmo). (Malheiros et al., 2010). As seguintes

féormulas foram utilizadas para realizar os calculos do ensaio Antibiofilme:

1°) Passo: UFC (Unidade formadora de coldnia) x 50 mL (Volume H,O Peptonada) x
Diluigdo= UFC/mL.

2°) Passo: UFC/mL x 50mL (Volume H,O Peptonada) + area do polimero cm? =
UFC/cm?.

3°) Passo: UFC/cm? = Log M.

Neste ensaio as amostras de PEAD foram testadas frente aos seguintes
isolados de leveduras: Candida tropicalis 72A (PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250,
PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250, PEAD.MeS.0500); C. tropicalis
RL17 (PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500); C. parapsilosis RL11
(PEAD.CI.0250, PEAD.MeS.0250); C. parapsilosis RL20 (PEAD.CI.0250,
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PEAD.MeS.0250) e C. albicans CA04 (PEAD.CI.0250, PEAD.MeS.0250). As
amostras de PHB foram testadas frente aos seguintes isolados de leveduras: C.
tropicalis 72A (PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250, PHB.MeS.0500); C. parapsilosis RL11 (PHB.CI.0250,
PHB.MeS.0250); C. parapsilosis RL20 (PHB.C1.0250, PHB.MeS.0250) e C. albicans
CA04 (PHB.CI.0250, PHB.MeS.0250). As amostras de PLA foram testadas frente
aos seguintes isolados de leveduras: C. tropicalis 72A (PLA.CI1.0125, PLA.CI1.0250,
PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250, PLA.MeS.0500); C. parapsilosis
RL11 (PLA.CL.0250, PLA.MeS.0250); C. parapsilosis RL20 (PLA.CI.0250,
PLA.MeS.0250) e C. albicans CA04 (PLA.C1.0250, PLA.MeS.0250). Esses ensaios
foram realizados no laboratério MUMIC, localizado no Instituto de Quimica, Campus
do Vale, da UFRGS.

A analise estatistica utilizada para os ensaios Antibiofime foi o One-Way
Analysis of Variance (ANOVA) utilizando o teste de comparagao multiplo de Dunnett.
P<0,05 foi considerado para representar uma diferenga significativa na analise
utilizada. Todos os dados foram expressos como o valor médio *+ desvio padrao.

4.7 Ensaio Menor Concentragao Antibiofilme (MCA)

A capacidade dos filmes de PEAD, PHB e PLA, com e sem os SlI
C16MImCI e C1sMImMeS (com diferentes concentragdes), de impedir o crescimento
dos biofilmes de Candida tropicalis (formadora de biofilmes) foi determinada pelo
Ensaio de Menor Concentrag&o Antibiofilme, seguindo os protocolos CLSI M27-A3 e
CLSI M38-A2, com modificagbes. Colbnias de Candida puras e jovens foram
repicadas e cultivadas em Placas de Petri com Agar Sabouraud com Cloranfenicol a
36 °C por 24 hs, na estufa. As colbnias das leveduras foram inoculadas em 6 mL de
solugdo Salina estéril (0,9%) para preparar o indculo 10° UFC/mL (100%
Transmitancia para Salina 0,9% e 90% Transmitancia para o in6culo fungico, valores
que foram verificados no Turbidimétro). Os filmes de PEAD, PHB e PLA (cortados
em circunferéncia com diametro de 5 mm) foram colocados na Bancada de Fluxo
Laminar Vertical com UV (Ultravioleta) para esterilizagdo por 30 min. Aliquotas de 20
ML do in6culo foram transferidas para uma microplaca de 96 pogos e
complementadas com 180 yL do Culture Medium Roswell Park Memorial Institute
(RPMI), juntamente com os filmes de PEAD, PHB e PLA, que foram incubados a 36
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°C por 24 h (tempo necessario para crescer o biofilme em um polimero com area de
5 mm).

ApOs isto, a solugdo dos pogos da placa de 96 pocos foi removida, os
polimeros foram lavados com 1 mL de Salina estéril (0.9%) (fora dos pogos) para
remover as ceélulas ndo aderentes. Subsequentemente, os polimeros foram
colocados em outra placa de 96 pogos, seguindo-se da adigdo de 160 pL de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Apos trés horas, a solugéo
de MTT foi removida e os filmes de PEAD, PHB e PLA foram tratados com 160 pL
de Isopropanol (a fim de reter em solugédo de isopropanol as células dos biofilmes)
por 15 min. Os filmes de PEAD, PHB e PLA sem os SI, com 20 pL do inéculo e 180
ML de RPMI, foram utilizados como controle positivo do ensaio. Como controle
negativo do ensaio, 200 yL do meio RPMI foi utilizado. Os ensaios foram realizados
em quadruplicata (Trafny et al., 2013).

As intensidades de absor¢ao nos comprimentos de onda de 570 e 690 nm
foram determinadas em um Leitor de Microplacas Biochrom EZ 400, utilizando 100
ML de amostra de cada solugao de Isopropanol (Trafny et al., 2013).

A seguinte formula foi utilizada para determinar a porcentagem de
impedimento da formacgado do biofiime nas amostras de PEAD, PHB e PLA: 100 -
[(Média do Teste) + (Média do Controle Positivo)] x 100.

Esses ensaios foram realizados no laboratorio MUMIC, localizado no
Instituto de Quimica, Campus do Vale, da UFRGS.

A analise estatistica utilizada para os ensaios MCA foi o One-Way
Analysis of Variance (ANOVA) utilizando o teste de comparagao multiplo de Dunnett.
P<0,05 foi considerado para representar uma diferenga significativa na analise
utilizada. Todos os dados foram expressos como o valor médio + desvio padrao.

4.8 Citotoxicidade de Sais Imidazdlicos

Os Sl apresentados na Figura 2 foram dissolvidos em uma solugéo de
DMEM (Culture Medium Dulbecco’s Modified Eagle’s) em diferentes concentragdes
(500-350-200-100-50-10-1) ug/mL. Estas solugbes foram colocadas em uma
incubadora a 37 °C para dissolver o Sl e, em seguida, na irradiacdo UV por 2 hs
para esterilizacdo. Apos, 350 pL de cada solugdo foram pipetadas em placas
estéreis para cultura celular de 48 pogos (Falcon EUA), previamente semeadas com
10.000 células da linhagem celular L929 (fibroblastos de camundongos). A solugéo
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de DMEM sem os Sl foi utilizada como controle negativo (atdxico). Entdo, a
incubacao das placas foi conduzida a 37 °C, 5% CO, e 95% de umidade do ar por
24, 48 e 72 hs de exposicéo (Raucci et al., 2012).

Alamar Blue™ foi utilizado como indicador redox para avaliar a
biocompatibilidade. Este ensaio quantifica o indicador redox, o qual muda para um
produto fluorescente em resposta a reducdo quimica de enzimas mitocondriais, tais
como a desidrogenase flavina mononucleotideo (FMN), a desidrogenase flavina
adenina dinucleotideo (FAD) e a desidrogenase dinucleotideo de nicotinamida
adenina (NAD), fornecendo uma indicagado quantitativa da atividade metabdlica das
células vivas. Além disso, um fendbmeno redox fornece uma indicagao quantitativa da
atividade metabdlica das células vivas. Apds tempos pré-determinados de 24, 48 e
72 hs, o meio foi removido. Uma aliquota de 200 puL de Alamar Blue™ diluido (1:10)
no meio, sem vermelho de fenol (a presenca de vermelho de fenol poderia causar
deslocamentos nos valores da absorbancia nas medidas colorimétricas), foi
adicionada para cada poco e incubada por um periodo de 4 hs a 37 °C e 5% CO;
(95% umidade do ar). Em seguida, 100 pyL de cada solugdo foram transferidos para
uma placa de 96 pogos para analise colorimétrica (repeticdes dos ensaios = n = 4).
Os pogos sem quaisquer ceélulas foram usados para corrigir qualquer interferéncia de
fundo do indicador redox. A absorbéancia foi medida a 570 nm e a 600 nm (para a
corregao de interferéncias) (Espectrofotdmetro Victor X3, Perkin Elmer) (Raucci et
al., 2012). Esses ensaios foram realizados no Institute of Polymers, Composites and

Biomaterials, National Research Council of Italy, Napoles, Italia.

4.9 Andlises de adesao e proliferagao celular em filmes de PEAD,
PHB e PLA com Sl

4.9.1 Cultura de Células In vitro

Os ensaios biologicos foram realizados utilizando uma linhagem de
Células-Tronco Mesenquimais Humanas (CTMh), as quais foram obtidas na
empresa LONZA (Mildo, Italia). As CTMh foram cultivadas em frascos de cultura de
células de 75 cm? utilizando o meio Eagle’s Alpha Minimum Essential (a-MEM)
suplementado com Soro Bovino Fetal a 10% e uma solucdo de antibidticos
(estreptomicina 100 pg/mL e penicilina 100 U/mL, Sigma Chem. Co) e 2 mM de L-
glutamina. As CTMh foram utilizadas até a quinta passagem em todos os
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procedimentos experimentais e incubadas a 37 °C em uma atmosfera umidificada
com 5% de CO; e 95% de ar (Raucci et al., 2012). Esses ensaios foram realizados
no Institute of Polymers, Composites and Biomaterials, National Research Council of
Italy, Napoles, ltalia.

4.9.2 Adesao Celular — Analise Morfolégica das Células-Tronco
Mesenquimais Humanas em Microscopia Confocal

O espalhamento das células e a interagdo das CTMh com os materiais
foram determinados por Microscopia Confocal de Varredura a Laser (LSM 510, Carl
Zeiss), utilizando um corante rastreador celular. Para este objetivo, 20.000 células
foram semeadas nos filmes de PEAD, PHB e PLA com e sem os S| CisMImCI e
CisMImMeS, por 48 hs a 37 °C; apods este tempo de incubacdo, as células nao
aderidas foram removidas cuidadosamente realizando trés lavagens com o meio
Tampéo Fosfato-Salino, pH = 7,4 e entdo o material foi incubado no meio com o
rastreador verde de células clorometil diacetato fluoresceina (concentracdo de 5
uM), sem vermelho de fenol, a 37 °C por 30 min. A cultura celular foi lavada com
PBS e incubada por 1 h em meio completo e, em seguida, observada em
Microscopio Confocal. Como controle da viabilidade (100%) das células, foi utilizada
as CTMh semeadas na placa de cultura de tecidos (Raucci et al.,, 2012). Neste
ensaio foram utilizados os biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250,
PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250, PEAS.MeS.0500, PHB,
PHB.CI.0250, PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125,
PLA.MeS.0250, PLA.MeS.0500. Todos os ensaios quantitativos foram realizados
em triplicata e os resultados foram expressos como a média + desvio padrao para n
= 3. As anadlises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando o “one-way
ANOVA”. As diferengas entre os grupos foram consideradas como sendo
estatisticamente significativa quando o P < 0,05. Esses ensaios foram realizados no
Institute of Polymers, Composites and Biomaterials, National Research Council of
Italy, Napoles, ltalia.

4.9.3 Teste de Viabilidade Celular

Para avaliar a biocompatibilidade celular as CTMh foram plagueadas em
triplicata a uma concentragdo de 10.000 células/mL nos filmes de PEAD, PHB e
PLA, com e sem os Sl. Os filmes de PEAD, PHB e PLA com e sem os SlI, foram
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esterilizados em etanol por 4 hs, subsequentemente, por radiacdo UV por 2 hs. O pH
foi equilibrado ao pH fisiologico de 7,4 por incubagédo no a-MEM por 24 hs. Os meios
celulares foram removidos depois de serem cultivados por 2, 7, 10, 14 e 21 dias, e a
viabilidade celular in vitro foi determinada pelo ensaio Alamar Blue (AbD Serotec,
Mil&o, Italia.) (Raucci et al., 2012). O controle utilizado foi as CTMh semeadas nas
placas de cultura de tecidos.

O ensaio Alamar Blue (AB) foi utilizado como indicador redox para avaliar
a biocompatibilidade. Uma aliquota de 500 pyL de Alamar Blue diluido 1:10 no meio,
sem vermelho de fenol, foi adicionada para cada pogo e incubada por 4 hs a 37 °C,
5% CO,. Apds, 200 uL desta solugao foram transferidas para uma microplaca de 96
pocos para analise colorimétrica. Os pogos sem nenhuma célula foram usados para
corrigir qualquer interferéncia do indicador redox. A densidade Oéptica foi medida
imediatamente em um Espectrofotbmetro (Victor X3, Perkin Elmer) nos
comprimentos de onda de 540 e 600 nm. A viabilidade das células foi correlacionada
com a magnitude da redugdo do corante e foi expressa como porcentagem de
reducdo AB (% de reducdo AB), de acordo com o protocolo do fabricante. Além
disso, a adesdo de células foi também avaliada através da analise quantitativa
(ensaio de azul de Alamar) durante 48 hs de cultura de células. Os valores s&o
apresentados como porcentagem do controle (células semeadas nas placas de
cultura de tecidos) (Raucci et al, 2012). Neste ensaio foram utilizados os
biomateriais de PEAD, PEAD.CIL.0125, PEAD.CIL.0250, PEAD.CI.0500,
PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250, PEAS.MeS.0500, PHB, PHB.CI.0125,
PHB.CI.0250, PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250, PHB.MeS.0500, PLA,
PLA.C1.0125, PLA.C1.0250, PLA.CIL.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250,
PLA.MeS.0500. Todos os ensaios quantitativos foram realizados em triplicata e os
resultados foram expressos como a média + desvio padrdo para n = 3. As analises
estatisticas dos dados foram realizadas utilizando o “one-way ANOVA’. As
diferengas entre os grupos foram consideradas como sendo estatisticamente
significativa quando o P < 0,05. Esses ensaios foram realizados no Institute of
Polymers, Composites and Biomaterials, National Research Council of ltaly,
Napoles, Italia.
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4.10 Avaliagao Histopatolégica de Pele de Orelha de Suino Tratada
com os Filmes de PEAD, PHB e PLA

4.10.1 Preparagao da Pele de Suinos

A pele de orelha de suinos foi obtida a partir de animais abatidos de
acordo com as normas do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(Brasil), respeitando o bem-estar animal. Os pelos foram cuidadosamente retirados
por um aparador elétrico. Em seguida, o material biologico foi submetido ao teste de
penetracdo. Esses ensaios foram realizados no Laboratério de Bioquimica e

Toxicologia, do Instituto Federal Catarinense, Concérdia, SC, Brasil.

4.10.2 Estudo Ex vivo de Penetragao na Pele de Suinos

Esse ensaio foi realizado em células de difusdo de Franz que séao
utilizadas para medir a difusdo de substancias quimicas através de membranas.
Essa células consistem de dois compartimentos sendo um o compartimento doador
e outro o compartimento receptor. Entre os compartimentos deposita-se a
membrana. As amostras de pele de suinos foram montadas em células de difusao
de Franz (Logan Instrument Corp., NJ, EUA) com a area de difusdo de
aproximadamente 1,75 cm?®. O lado epidérmico da pele foi exposto a uma solugéo
Tampéao Fosfato-Salino (PBS) pH 7,0 (controle negativo) por um periodo de 6 hs. Os
filmes de PEAD, PHB e PLA com e sem Sl testados estdo apresentados na Tabela
5.
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Tabela 5. Codigos das Amostras de Filmes de PEAD, PHB e PLA com e sem os Sl

C13M|mC| e C16MimMeS.

Cédigo da Amostra

PEAD
PEAD.CI.0250
PEAD.CI.0500
PEAD.MeS.0250
PEAD.MeS.0500
PHB

Sl (% Massa)

- (0,00)
C16MImCI (0,250)
C16MImCI (0,500)
C16MImCI (0,250)
C16MImCI (0,500)
- (0,00)

(
(
(
(

PHB.CI.0250 C16MImCI (0,250)
PHB.CI.0500 C16MImCI (0,500)
PHB.MeS.0250 C1sMImMeS (0,250)
PHB.MeS.0500 C1sMImMeS (0,50)
PLA - (0,00)
PLA.CI.0250 C16MImCI (0,250)
PLA.CI.0500 C16MImCI (0,500)
PLA.MeS.0250 C1sMImMeS (0,250)
PLA.MeS.0500 C1sMImMeS (0,50)

O lado epidérmico da pele, entédo foi, submetida ao contato com estes filmes
com e sem os Sl por um periodo de 6 hs. Todos os testes foram realizados em
triplicata. Esses ensaios foram realizados no Laboratorio de Bioquimica e
Toxicologia, do Instituto Federal Catarinense, Concérdia, SC, Brasil.

4.10.3 Avaliagcao Histopatolégica

Amostras do tecido epitelial da orelha de suino submetido ao teste 4.10.2
foram utilizados para avaliar a formacao de dano tecidual devido a agao dos filmes
contendo os Sl. As laminas foram analisadas por microscopia 6ptica com aumento
de 100x e 400x (Obatomi et al.,1998). Esses ensaios foram realizados no
Laboratério de Bioquimica e Toxicologia, do Instituto Federal Catarinense,
Concdérdia, SC, Brasil.
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4.11 Técnicas de Caracterizagao dos Polimeros de PEAD, PHB e PLA

4.11.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

4.11.1.1 Morfologia da Superficie dos Filmes de PEAD, PHB e PLA

com e sem os Sl

Os filmes de PEAD, PHB e PLA com os S| C1sMImCI e C1sMImMeS e
sem os Sl, cortados no tamanho de 5 x 5 mm foram colocados em uma Bancada de
Fluxo Laminar por 30 min. para esterilizagdo.Os filmes de PEAD, PHB e PLA foram
colocados em um suporte de amostras (stubs) coberto com uma fita de carbono
(PELCO Carbon Conductive Tab). Um equipamento EVO-50HV Carl Zeiss foi
utilizado para aplicar um revestimento de ouro sobre as amostras que estavam em
stubs. As amostras foram metalizadas com ouro para aumentar a condutividade
elétrica, e apos foi realizada a leitura das amostras no equipamento de MEV. As
imagens foram capturadas em diversas ampliagdes e regides diferentes utilizando o
equipamento de MEV EVO 50-Carl Zeiss AG, operando a 5 kV, analisando a
superficie das amostras dos filmes de PEAD, PHB e PLA. Essas analises foram
realizadas no Centro de Microscopia e Microanalise (CMM), localizado no Campus
do Vale, na UFRGS. Foram utilizados os seguintes filmes poliméricos: PEAD,
PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0500, PHB, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0500, PLA,
PLA.C1.0125, PLA.C1.0250, PLA.CI1.0500, PLA.CI.2000, PLA.CI1.5000,
PLA.C1.10000, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250, PLA.MeS.0500, PLA.MeS.2000,
PLA. MeS.5000, PLA.MeS.10000.

4.11.1.2 Microscopia Eletronica de Varredura - Avaliacao do

Impedimento da Formacao do Biofilme em Filmes de Polietileno de

Alta Densidade, Polihidroxibutirato e Acido Polilatico com e sem os

Si

Os filmes de PEAD, PHB e PLA com os S| C1sMImCIl e C1sMImMeS e
sem os Sl, cortados no tamanho de 5 x 5 mm foram colocados em uma Bancada de
Fluxo Laminar por 30 min. para esterilizacdo. Foi preparado um indculo de 10°
UFC/mL com solugao Salina 0,9%, do isolado clinico Candida tropicalis 72A. Apés,
os filmes de PEAD, PHB e PLA foram colocados em uma placa de 24 pocos
contendo 2,8 mL de TSB e 0,2 mL de inéculo a 10° UFC/mL. A placa de 24 pocos foi
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entdo colocada na estufa a 36 °C por 72 hs para que ocorresse 0 crescimento do
biofilme.

ApOs o0 ensaio, as ceélulas plancténicas foram removidas através de trés
lavagens com uma Solug¢ao 0,1 M de cacodilato de sédio (dimetilarsenato de sddio)
com o auxilio de dois pipetadores, os quais foram utilizados para a adigao e remogao
simultdnea. Assim, a exposicdo ao ar foi evitada. Foi adicionado 500 yL de uma
solugdo a 2,5% glutaraldeido em 0,1 M cacodilato de sédio e 1,0 M sacarose,
esperou-se 10 min. para o tratamento do biofiime. Duas lavagens com 0,1 M
cacodilato de sodio foram realizadas para remover o fixador. As amostras foram
serialmente desidratadas em etanol (30 (1x), 50 (1x), 70 (1x), 95 (1x) e 100%v/v
(2x)), por 5 min. cada, e secadas em um aparelho secador de ponto-critico usando
CO;, liquido (oito trocas). Os filmes de PEAD, PHB e PLA com a levedura foram
colocados em um suporte de amostras (stubs) coberto com uma fita de carbono
(PELCO Carbon Conductive Tab). Um equipamento EVO-50HV Carl Zeiss foi
utilizado para aplicar um revestimento de ouro sobre as amostras que estavam em
stubs. As imagens foram capturadas em diversas ampliagdes e regides diferentes
utilizando o equipamento de MEV EVO 50-Carl Zeiss AG, localizado no Centro de
Microscopia e Microanalise (CMM), no Campus do Vale, na UFRGS. Nesta analise
foram utilizados os seguintes filmes poliméricos: PEAD, PEAD.CI.0500,
PEAD.MeS.0500, PHB, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0500, PLA, PLA.CI.0500 e
PLA.MeS.0500.

411.2 Microscopia de Forca Atéomica dos Filmes de

Polihidroxibutirato sem os Sl e Acido Polilatico com e sem os SI

Imagens de superficie dos filmes de PHB sem os Sl e PLA com e sem os
S| foram realizadas por Microscopia de Forgca Atdmica (MFA). As imagens foram
obtidas no modo de batimento com o equipamento Agilent Technologies 5500
Scanning Probe Microscope. Varreduras foram realizados com a sonda
NANOSENSORS NT — MDT feita de nitreto de silicio (modelo: NSGO01), operando a
uma frequéncia de 87-230 kHz, velocidade de varredura de 0,5 linhas/segundo,
angulo de 0° e resolugédo de 256 pontos/linha. Foram utilizados pontos definidos de
1,0725, 1,3222 e 1,4165 V, de acordo com as respectivas regides 1, 2 e 3. O
software Gwyddion foi usado para o tratamento das imagens. O software Picoview
1.14.4 foi utilizado para obter imagens apos os tratamentos. Nesta analise foram
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utiizados os seguintes filmes: PHB, PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0500,
PLA.MeS.0250, PLA.MeS.0500, PLA.MeS.2000 ¢ PLA.MeS.5000. Esses analises
foram realizadas no Instituto de Quimica, Campus do Vale, da UFRGS.

4.11.3 Analises de Difracao de raios X dos Filmes de Polietileno de

Alta Densidade, Polihidroxibutirato e Acido Polilatico com e sem os

Si

As analises foram realizadas com filmes de PEAD, PHB e PLA em um
difratdbmetro Siemens D500, utilizando radiagdo Cu-Ka (A = 0,15406 nm, 40 kV, 17,5
mA). Padrées de difragdo foram coletados dos filmes de PEAD, PHB e PLA na gama
de 5-45° e escala 26. Nesta analise foram utilizados as seguintes amostras: PEAD,
PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250,
PEAD.MeS.0500, PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI.250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250, PHB.MeS.0500, PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500,
PLA.C1.2000, PLA.CL1.5000, PLA.CI1.10000, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250,
PLA.MeS.0500, PLA.MeS.2000, PLA.MeS.5000 e PLA.MeS.10000. Esses analises
foram realizadas no Instituto de Fisica, Campus do Vale, da UFRGS.

4.11.4 Cromatografia de Permeagido em Gel dos Filmes de Acido

Polilatico com e sem os Sl

As analises foram realizadas com filmes de PLA com e sem os Sl
CisMImCI e CisMImMeS, utilizando o equipamento Viscotek, modelo LV 2001,
equipado com um detector de indice de refracdo Viscotek TDA 302, e coluna
PS/DVB. Cloroférmio foi usado na fase mével a uma taxa de vazdo de 1 mL/min e a
temperatura da coluna foi mantida a 45 °C. Todas as curvas de eluicdo foram
calibradas com um padrado de poliestireno (PS). As massas molares médias em
massa (My), as massas molares médias em numero (M,) e os indices de
polidispersao (PDI = M,/M,) das amostras de PLA foram calculados como referéncia
da calibracdo universal versus padrdes de poliestireno. Foram utilizados nesta
analise os seguintes filmes: PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI1.10000, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.10000. Esses analises foram realizadas no Instituto de Quimica, Campus
do Vale, da UFRGS.
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4.11.5 Analises de Calorimetria Diferencial por Varredura dos Filmes

de Polietileno de Alta Densidade, Polihidroxibutirato e Acido

Polilatico com e sem os SI

As analises de Calorimetria Diferencial por Varredura dos filmes de
PEAD, PHB e PLA com e sem os S| C1¢MImCI e C1sMImMeS, foram realizadas sob
atmosfera de nitrogénio, utilizando um TA Instruments DSC Q20 V24.10 Build 122
com panelinhas com tampa do tipo TZero. Amostras de cerca de 5,7 mg foram
cortadas dos filmes poliméricos. A unidade de medig&o foi submetida a um fluxo de
50,0 mL No/min. As amostras foram aquecidas e resfriadas entre 25 °C e 200 °C,
usando uma taxa de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min. As propriedades
térmicas foram determinadas no esfriamento do primeiro ciclo e no aquecimento do
segundo ciclo, apds a eliminagédo da histérica térmica no aquecimento do primeiro
ciclo. Nesta analise foram utilizados as seguintes amostras: PEAD, PEAD.CI.0125,
PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250,
PEAD.MeS.0500, PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250, PHB.MeS.0500, PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI1.0250, PLA.CI.0500,
PLA.C1.2000, PLA.CI1.5000, PLA.CI1.10000, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250,
PLA.MeS.0500, PLA.MeS.2000, PLA.MeS.5000 e PLA.MeS.10000. A seguinte
férmula (Equacéo 1) foi utilizada para calcular o grau de cristalinidade:

Xc (%) = <AﬁTHf_Fp> x 100% Equacéo 1

Essas analises foram realizadas no Instituto de Quimica, Campus do

Vale, da UFRGS.

4.11.6 Analises Termogravimétricas dos Filmes de Polietileno de Alta

Densidade, Polihidroxibutirato e Acido Polilatico com e sem os Sl

As analises termogravimétricas foram realizadas com filmes de PEAD,
PHB e PLA com e sem os S| C1MImCI e C1cMImMeS, utilizando um TA Instruments
QA-50. Os filmes poliméricos foram aquecidos de 25 °C até 600 °C a uma taxa de
aquecimento de 20 °C/min. Todos os experimentos foram conduzidos sob atmosfera
de nitrogénio com uma taxa de fluxo de gas de 60 mL/min. As amostras dos
polimeros (10,0 mg) foram colocadas em um cadinho de platina e um cadinho de

platina vazio foi utilizado como referéncia em todas as medi¢cdes. Nesta analise
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foram utilizados as seguintes amostras: PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250,
PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250, PEAD.MeS.0500, PHB,
PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250,
PHB.MeS.0500, PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.CI.2000,
PLA.C1.5000, PLA.CI1.10000, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250, PLA.MeS.0500,
PLA.MeS.2000, PLA.MeS.5000 e PLA.MeS.10000. Esses analises foram realizadas
no Instituto de Quimica, Campus do Vale, da UFRGS.

4.11.7 Anadlises Dinamico-Mecanicas dos Filmes de Polietileno de

Alta Densidade, Polihidroxibutirato e Acido Polilatico com e sem os

Si

Para estas analises foi utilizado um Dynamic Mechanical Analyzer Q800
da TA Instruments. Amostras retangulares de PEAD, PHB e PLA com e sem os Sl
C16MImCI e CicMImMeS com comprimento de 11 mm e largura de 6 mm foram
testadas no modo de tensdo Multi-Frequency-Strain. A tens&o aplicada foi de 125%.
As mudangas em modulo foram testadas entre 30-90 °C com uma taxa de
aquecimento de 3 °C/min. e forga estatica constante de 0,01 N. O moddulo de
armazenamento (E’), bem como o fator de perda tan & = E"/E’, com E” como mddulo
de perda, foram registrados. A temperatura de transicdo vitrea foi realizada a
temperatura no meio da queda do médulo de armazenamento. Nesta analise foram
utiizados as seguintes amostras: PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250,
PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250, PEAD.MeS.0500, PHB,
PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250,
PHB.MeS.0500, PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.CI.2000,
PLA.C1.5000, PLA.CIL.10000, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250, PLA.MeS.0500,
PLA.MeS.2000, PLA.MeS.5000 e PLA.MeS.10000. Esses analises foram realizadas
no Instituto de Quimica, Campus do Vale, da UFRGS.

4.11.8 Microscopia Eletronica de Varredura com Espectroscopia de

raios X por Dispersdo em Energia dos Filmes de Acido Polilatico

com e sem os S|

As imagens de MEV/EDS foram realizadas com os filmes de PLA com Sl
C16sMImCI e CisMImMeS, os quais foram colocados em um suporte de amostras
cobertos com uma fita de carbono (PELCO Carbon Conductive Tab). As amostras
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foram atomizadas com carbono. As micrografias foram obtidas usando o
equipamento EVO MA10 — Carl Zeiss, operando a 10,0 kV, conectado a um detector
de elétrons secundarios e a um espectrometro de energia dispersiva de raios X
(EDS) para mapeamento elementar em um equipamento Oxford Instrument modelo
X-ACT. As imagens foram obtidas na ampliacdo de 250 vezes. Nesta analise foram
utilizados os seguintes filmes: PLA.C1.10000 e PLA.MeS.10000. Esses analises
foram realizadas no Centro de Microscopia e Microanalise (CMM), no Campus do
Vale, na UFRGS.

4.11.9 Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por raios X dos

Filmes de Acido Polilatico com e sem o Sl C1sMimMeS

Esta analise foi utilizada para monitorar os estados quimicos dos atomos
da superficie de filmes de PLA com e sem a adi¢cdo de 10 % m/m do S| C1sMIimMeS.
As medigdes de Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por raios X foram obtidas
utilizando um equipamento VSW HA 100 Hemispherical Electron Analyzer, operando
no modo FAT com passe de energia de 44 eV e em geometria normal de emisséo.
Os espectros foram excitados com uma fonte Al K-a raio X (1486,6 eV).

O pico Ag 3ds,a 368.3 eV foi medido a partir de uma folha padrao de Ag,
que foi utilizada para a calibragem de energia do analisador. O pico C 1s a uma
energia de ligacdo de 284.6 eV, caracteristico de carbonos alifaticos, foi utilizado
como referéncia para verificar e corrigir eventuais efeitos de carregamento. Todos os
picos foram ajustados com fun¢des mistas de Gaussian-Lorentzian e uma analise de
fundo Shirley. Nesta analise foram utilizados os seguintes filmes: PLA e
PLA.MeS.10000. Essas analises foram realizadas no Instituto de Fisica “Gleb
Wataghin”, da Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP, Campinas, SP,
Brasil.

4.11.10 Angulo de Contato da Agua dos Filmes de Polietileno de Alta

Densidade, Polihidroxibutirato e Acido Polilatico com e sem os SI

Andlises de Angulo de Contato da Agua foram realizadas com filmes de
PEAD, PHB e PLA; em um equipamento modelo Kruss Goniometer Drop Shape
Analyzer DSA100. Goticulas de agua deionizada de 1 pL foram depositadas com
uma seringa acionada por um motor, na superficie das amostras poliméricas. O
Angulo de Contato foi determinado a partir de uma linha tangente, apropriadamente

posicionada sobre o contorno da goticula, respeitando o plano de superficie. Os
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Angulos de Contato foram medidos utilizando um dispositivo controlado por um
computador e software DSA4. Na analise estatistica, os valores reportados séo as
meédias de duas medicdes realizadas em diferentes areas de superficie de cada
amostra. Os valores de angulos de contato da agua foram calculados utilizando o
pacote de software Surftens v. 3.0. Nesta analise foram utilizados as seguintes
amostras: PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125,
PEAD.MeS.0250, PEAD.MeS.0500, PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI.0250,
PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250, PHB.MeS.0500, PLA, PLA.CI1.0125,
PLA.CI1.0250, PLA.CI1.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250, PLA.MeS.0500. Esses

analises foram realizadas no Instituto de Quimica, Campus do Vale, da UFRGS.
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5. RESULTADOS

5.1 Filmes de PEAD com Sais Imidazélicos

5.1.1 Preparacgao de Filmes de PEAD com Sais Imidazdlicos

Os biomateriais de PEAD foram preparados misturados no estado
fundido, incorporando diferentes teores dos Sl (0,00; 0,125; 0,250; 0,500 %m/m)
cloreto de 1-n-hexadecil-3-metilimidazolico (C16MImCI) e metanossulfonato de 1-n-
hexadecil-3-metilimidazodlico (C1¢MImMeS). Desta forma, obtendo-se filmes de

PEAD com S| apds o processo de prensagem (Figura 3).

Figura 3. Filmes de PEAD com o S| C1¢MImCI

5.1.2 Ensaio Antibiofime

O Ensaio Antibiofilme foi realizado para verificar se os biomateriais de
PEAD com Sl apresentavam efeito antibiofiime em comparacdo com o PEAD
(Tabelas 6-7 e Figuras 4-6). Neste ensaio foi verificado que em comparagédo com o
PEAD (sem os Sl), todos os biomateriais testados (PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250,
PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 e PEAD.MeS.0500)
apresentaram atividade antibiofilme frente a isolados clinicos de C. tropicalis 72A, C.
parapsilosis RL11 e RL20; e C. albicans CA04. Além disso, os filmes de PEAD com
0 C46MImCI (excluindo o PEAD.CI.0250) também mostraram atividade antibiofilme
frente a C. tropicalis RL17.
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Tabela 6. Resultados dos Ensaios Antibiofime realizados no PEAD e PEAD.CI

frente aos isolados de Candida spp.

Biomaterial Levedura Diluicido Média* UFC/cm’ log
PEAD Candida tropicalis 72A  10™ 13,75  3,4x10° 5,53
C. tropicalis RL17 107 16,2  4x10° 5,6
C. parapsilosis RL11 107 10,5 2,6x10° 5,41
C. parapsilosis RL20 10" 4 1x10° 5
C. albicans CA04 107 9 2,2x10° 5,35
PEAD.CL.0125 C. tropicalis 72A 107 1 2,5x10* 4,39
C. tropicalis RL17 107 5,25 1,3x10° 5,11
C. albicans CA04 107 5,5 1,3x10° 5,13
PEAD.CI.0250 C. tropicalis 72A 107 2 5x10* 47
C. tropicalis RL17 107 11,5  2,8x10° 545
C. parapsilosis RL11 10 1,75  4,3x10* 4,64
C. parapsilosis RL20 10 1,25  3,1x10* 4,49
C. albicans CA04 107 6,25 1,5x10° 5,19
PEAD.CI.0500 C. tropicalis 72A 107 1 2,5x10* 4,39
C. tropicalis RL17 107 1,25  3,1x10* 4,49
C. albicans CA04 107 3,5 8,7x10* 4,94

* Média: UFC/mL- Soma das colbnias, em quadruplicata, e logo transformadas para log.
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Tabela 7. Resultado do Ensaio Antibiofime realizado no PEAD e PEAD.MeS frente

aos isolados de Candida spp.

Biomaterial Levedura Diluicido Média* UFC/cm’ log
PEAD Candida tropicalis 72A  10™ 16,2 4x10° 5,6
C. parapsilosis RL11 107 10,5 2,6x10° 5,41
C. parapsilosis RL20 10" 4 1x10° 5
C. albicans CA04 10" 3,25 8,1x10* 4,9
PEAD.MeS.0125 C. tropicalis 72A 10° 7.25 1,8x10° 5,25
C. albicans CA04 10" 1,5 3,7x10* 4,57
PEAD.MeS.0250 C. tropicalis 72A 107" 2,5 6,2x10° 4,79
C. parapsilosis RL11 107 7 1,7x10° 5,24
C. parapsilosis RL20 10 0,75 1,8x10* 4,27
C. albicans CA04 10" 1,75 4,3x10* 4,64
PEAD.MeS.0500 C. tropicalis 72A 10° 1 2,5x10 4,39
C. albicans CA04 10" 2,25 56x10* 4,7

* Média: UFC/mL- Soma das colbnias, em quadruplicata, e logo transformadas para log.

8 20+ _ 20+
2 2
=
g 154§ E’ 154
p 2
8 10- 2
£ b 3 101
4]
[ -1
s g
8 |
3 g
B g
3 0- Q
9 0-
v
QQ’
Q

Figura 4. (A) Grafico de coluna vertical da atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio
Antibiofilme na diluigdo 10", dos biomateriais de PEAD, PEAD.CL.0125,
PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 e
PEAD.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 72A. Os dados representam
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o valor médio £ desvio padrao da média de 28 amostras de PEAD.SI. O valor de P
foi <0,0001, considerado muito significante para todos os biomateriais de PEAD.SI.
PEAD vs PEAD.CI.0125 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.CI.0250 *** P<0,001, PEAD
vs PEAD.CI.0500 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.MeS.0125 *** P<0,001, PEAD vs
PEAD.MeS.0250 *** P<0,001 e PEAD vs PEAD.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico
de coluna vertical da atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio Antibiofilme na
diluicdo 10", dos biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CL.0250 e
PEAD.CI.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL17. Os dados representam
o valor médio £ desvio padrao da média de 16 amostras de PEAD.SI. O valor de P
foi 0,0003 considerado significante para os biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs
PEAD.CI.0125 ** P<0,01 e PEAD vs PEAD.CI.0500 *** P<0,001.
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Figura 5. (A) Grafico de coluna vertical da atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio
Antibiofilme na diluicdo 10", dos biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0250 e
PEAD.MeS.0250 frente ao isolado de Candida parapsilosis RL11. Os dados
representam o valor médio + desvio padrao da média de 12 amostras de PEAD.SI.
O valor de P foi 0,0008, considerado significante para os biomateriais de PEAD.SI.
PEAD vs PEAD.CI.0250 *** P<0,001 e PEAD vs PEAD.MeS.0250 * P<0,05 (B)
Grafico de coluna vertical da atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio Antibiofiime na
diluicdo 10", dos biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0250 e PEAD.CI.0250 frente ao
isolado de Candida parapsilosis RL20. Os dados representam o valor médio *
desvio padrdo da média de 12 amostras de PEAD.SI. O valor de P foi 0,0032
considerado significante para os biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CI.0250
** P<0,01 e PEAD vs PEAD.MeS.0250 ** P<0,01.
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Figura 6. Grafico de coluna vertical da atividade antibiofiime obtida pelo Ensaio
Antibiofilme na diluigdo 10", dos biomateriais de PEAD, PEAD.CL.0125,
PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 e
PEAD.MeS.0500 frente ao isolado de Candida albicans CAO04. Os dados
representam o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras de PEAD.SI.
O valor de P foi 0,0009, considerado significante para os biomateriais de PEAD.SI.
PEAD vs PEAD.CI.0250 * P<0,05, PEAD vs PEAD.CI.0500 ** P<0,01, PEAD vs
PEAD.MeS.0125 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.MeS.0250 *** P<0,001 e PEAD vs
PEAD.MeS.0500 ** P<0,01.

5.1.3 Ensaio Menor Concentragao Antibiofilme

O Ensaio Menor Concentragao Antibiofilme foi realizado para verificar a
porcentagem de impedimento da formagao do biofilme dos filmes de PEAD com o
C+16MImCI (Figura 7: PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250 ¢ PEAD.CI.0500) e com o
C1sMImMeS (Figura 8: PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 ¢ PEAD.MeS.0500), em
comparagao com o PEAD (PEAD sem aditivos); frente a 12 isolados de C. fropicalis
formadores de biofilmes. Os resultados das analises estatisticas estdo apresentados
nas Figuras 9-14.

No geral, os biomateriais de PEAD com os Sl impediram a formagéao do
biofilme frente aos isolados de C. ftropicalis testados. Houve uma variagdo na
porcentagem de impedimento da formagéo do biofilme dependendo do isolado de C.
tropicalis testado. Os valores de porcentagem de impedimento de formag&o do
biofilme variaram entre 0-75% e 0-64% para os biomateriais com C4sMImCI e
C16MImMeS, respectivamente.

As melhores porcentagens de impedimento da formagédo do biofilme
foram obtidas utilizando o PEAD.CIL.0125 com 75% de impedimento para a C.
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tropicalis 17P e 44% para a C. tropicalis 102A; utilizando o PEAD.CI.0250 obteve-se
75% de impedimento para a C. tropicalis 17P e 70% para a C. tropicalis 17A e com o
PEAD.CI.0500 obteve-se 65% de impedimento para a C. fropicalis 17P e 47% para
a C. tropicalis 17A (Figura 7).

As melhores porcentagens de impedimento da formagédo do biofilme
utilizando o PEAD.MeS.0125 foram de 54% de impedimento para a C. tropicalis
ATCC 750 e 41% para a C. tropicalis 17P; utilizando o PEAD.MeS.0250 obteve-se
40% de impedimento para a C. tropicalis 94P e 37% para a C. tropicalis ATCC 950 e
com o PEAD.MeS.0500 obteve-se 64% de impedimento para a C. tropicalis 17P e
46% para a C. tropicalis 72P (Figura 8).

Os resultados obtidos com os filmes de PEAD com os diferentes teores
de C46sMImCI e CisMImMeS, testados com os isolados de C. tropicalis mostraram
gque nao existe uma relagdo direta entre o teor do sal imidazdlico utilizado como
aditivo no PEAD e a porcentagem de impedimento da formagao do biofilme (Figura 7
e 8). No caso das amostras de PEAD com C4sMImMeS, o PEAD.MeS.0500 mostrou,
em geral, a maior porcentagem de impedimento da formag&o do biofilme (Figura 8).

Considerando a eficacia dos biomateriais de PEAD em relagcdo com o teor
do SI, frente aos isolados de C. tropicalis, foi possivel verificar que nos teores de
0,125 e 0,250 %m/m o C46MImCI foi mais eficaz no impedimento da formacéo do
biofiilme quando comparado com o CisMImMeS. No teor de 0,500 %m/m o

C1sMImMeS foi mais eficaz.
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Figura 7. Ensaio in vitro Menor Concentragao Antibiofiime (Placas de 96 pocgos):
Porcentagem de impedimento da formagao do biofilme para PEAD.CI.0125 (barras
azuis), PEAD.CI1.0250 (barras vermelhas); e PEAD.CI.0500 (barras verdes).
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Figura 8. Ensaio in vitro Menor Concentragao Antibiofiime (Placas de 96 pocgos):
Porcentagem de impedimento da formagdo do biofiime para PEAD.MeS.0125
(barras azuis), PEAD.MeS.0250 (barras vermelhas); e PEAD.MeS.0500 (barras

verdes).
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Figura 9. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500,
PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 e PEAD.MeS.0500 frente ao isolado de Candida
tropicalis 17P. Os dados representam o valor médio £ desvio padrao da média de 28
amostras de PEAD.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado significante para os
biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CIL.0125 *** P<0,001, PEAD vs
PEAD.CI.0250 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.CI.0500 ** P<0,01, PEAD vs
PEAD.MeS.0125 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.MeS.0250 *** P<0,001 e PEAD vs
PEAD.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacdo do biofilme obtido pelo valor de
absorbancia dos biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250,
PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 ¢ PEAD.MeS.0500 frente ao
isolado de Candida tropicalis 94P. Os dados representam o valor médio + desvio
padrdao da média de 28 amostras de PEAD.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado
significante para os biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CI.0125 ** P<0,01,
PEAD vs PEAD.CI.0250 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.CI.0500 ** P<0,01, PEAD vs
PEAD.MeS.0250 ** P<0,01 e PEAD vs PEAD.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 10. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500,
PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 ¢ PEAD.MeS.0500 frente ao isolado de
Candida tropicalis 17A. Os dados representam o valor médio + desvio padrdo da
média de 28 amostras de PEAD.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado
significante para os biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CI.0125 ** P<0,01,
PEAD vs PEAD.CI.0250 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.CI.0500 *** P<0,001, PEAD
vs PEAD.MeS.0125 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.MeS.0250 *** P<0,001 e PEAD vs
PEAD.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacdo do biofilme obtido pelo valor de
absorbancia dos biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250,
PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 ¢ PEAD.MeS.0500 frente ao
isolado de Candida tropicalis 72A. Os dados representam o valor médio + desvio
padrdao da média de 28 amostras de PEAD.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado
significante para os biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CI1.0125 *** P<0,001,
PEAD vs PEAD.CI.0250 ** P<0,01, PEAD vs PEAD.CI.0500 *** P<0,001, PEAD vs
PEAD.MeS.0125 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.MeS.0250 ** P<0,01 e PEAD vs
PEAD.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 11. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagédo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500,
PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 e PEAD.MeS.0500 frente ao isolado de Candida
tropicalis RL17. Os dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de
28 amostras de PEAD.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado significante para os
biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CIL.0125 *** P<0,001, PEAD vs
PEAD.CI.0250 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.CI.0500 ** P<0,01, PEAD vs
PEAD.MeS.0125 * P<0,05, PEAD vs PEAD.MeS.0250 ** P<0,01 e PEAD vs
PEAD.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacdo do biofilme obtido pelo valor de
absorbancia dos biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250,
PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 ¢ PEAD.MeS.0500 frente ao
isolado de Candida tropicalis 72P. Os dados representam o valor médio + desvio
padrdao da média de 28 amostras de PEAD.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado
significante para os biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CI1.0250 *** P<0,001,
PEAD vs PEAD.CI.0500 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.MeS.0125 ** P<0,01, PEAD
vs PEAD.MeS.0250 *** P<0,001 e PEAD vs PEAD.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 12. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500,
PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 ¢ PEAD.MeS.0500 frente ao isolado de
Candida tropicalis 57A. Os dados representam o valor médio + desvio padrdao da
média de 28 amostras de PEAD.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado
significante para os biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CI1.0125 *** P<0,001,
PEAD vs PEAD.CI.0250 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.CI.0500 *** P<0,001, PEAD
vs PEAD.MeS.0125 ** P<0,01, PEAD vs PEAD.MeS.0250 * P<0,05 e PEAD vs
PEAD.MeS.0500 ** P<0,01. (B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacdo do biofilme obtido pelo valor de
absorbancia dos biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250,
PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 ¢ PEAD.MeS.0500 frente ao
isolado de Candida tropicalis 102A. Os dados representam o valor médio + desvio
padrdao da média de 28 amostras de PEAD.SI. O valor de P foi 0,0001 considerado
significante para os biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CI1.0125 *** P<0,001,
PEAD vs PEAD.CI.0250 * P<0,05, PEAD vs PEAD.CI.0500 ** P<0,01, PEAD vs
PEAD.MeS.0125 * P<0,05 e PEAD vs PEAD.MeS.0500 ** P<0,01.
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Figura 13. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500,
PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 ¢ PEAD.MeS.0500 frente ao isolado de
Candida tropicalis RL15. Os dados representam o valor médio + desvio padréo da
média de 28 amostras de PEAD.SI. O valor de P foi 0,0007, considerado significante
para os biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CI.0125 * P<0,05, PEAD vs
PEAD.CI.0250 ** P<0,01, PEAD vs PEAD.MeS.0125 ** P<0,01, PEAD vs
PEAD.MeS.0250 ** P<0,01 e PEAD vs PEAD.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de
coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da formacido do
biofilme obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125,
PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 e
PEAD.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL16. Os dados
representam o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras de PEAD.SI.
O valor de P foi 0,0002 considerado significante para os biomateriais de PEAD.SI.
PEAD vs PEAD.CI1.0500 * P<0,05, PEAD vs PEAD.MeS.0250 * P<0,05 e PEAD vs
PEAD.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 14. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125, PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500,
PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 ¢ PEAD.MeS.0500 frente ao isolado de
Candida tropicalis ATCC750. Os dados representam o valor médio + desvio padrao
da média de 28 amostras de PEAD.SI. O valor de P foi 0,0491, considerado
significante para os biomateriais de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CI.0125 * P<0,05,
PEAD vs PEAD.CI.0500 * P<0,05 e PEAD vs PEAD.MeS.0125 * P<0,05. (B) Grafico
de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da formacgéo do
biofilme obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PEAD, PEAD.CI.0125,
PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0125, PEAD.MeS.0250 e
PEAD.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis ATCC950. Os dados
representam o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras de PEAD.SI.
O valor de P foi <0,0001 considerado muito significante para todos os biomateriais
de PEAD.SI. PEAD vs PEAD.CI.0125 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.CI.0250 ***
P<0,001, PEAD vs PEAD.CI.0500 *** P<0,001, PEAD vs PEAD.MeS.0125 ***
P<0,001, PEAD vs PEAD.MeS.0250 *** P<0,001 e PEAD vs PEAD.MeS.0500 ***
P<0,001.

5.1.4 MEV - Avaliagado do Impedimento da Formagao do Biofilme em

Filmes de PEAD

Todas as micrografias de MEV das amostras de PEAD estdo
representadas nas Figuras 15, 73 (Anexo |) e 74 (Anexo |). As micrografias de MEV
do PEAD (Figuras 15A, 73 (Anexo |) e 74A (Anexo 1)), apds 72 hs de incubagdo com
o isolado clinico C. tropicalis 72A (formador de biofilme), mostram a formac¢do do
biofilme com matriz polimérica extracelular aderidos a superficie do fiime de PEAD.
No caso das amostras de PEAD.CI.0500 (Figuras 15B e 74B (Anexo I)) e
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PEAD.MeS.0500 (Figuras 15C e 74C (Anexo 1)), houve impedimento da formagéao
do biofilme quando comparado com o PEAD, pois nio foi observado crescimento
fungico e de biofilme da C. tropicalis 72A nas superficies destes biomateriais,
apresentando atividade antibiofiime.

Figura 15. Micrografias de MEV do (A) PEAD (biofilme formado), (B) PEAD.CI.0500
(sem crescimento fungico e de biofilme) e (C) PEAD.MeS.0500 (sem crescimento
fungico e de biofilme); apds 72 hs de incubagdo com o isolado clinico formador de
biofilme C. tropicalis 72A: Barra de escala = 2 ym.

5.1.5 Citotoxicidade de Sais Imidazélicos

A citotoxicidade dos Sl (Figura 2) cloreto de 1-n-butil-3-metilimidazdlico
(C4MImCI) (Figura 16), cloreto de 1-n-decil-3-metilimidazoélico (C1oMIMCI) (Figura
17), 1,3-di-n-decil-2-metilimidazolico ((C10)2MImCI) (Figura 18), C4¢MImCI (Figura
19) e C4eMImMeS (Figura 20) foi avaliada frente as células de fibroblastos L929 de
camundongos. Os SI C4MImCI, C1(MImCI, (C10)2MImCI foram utilizados como
parametro de comparagcdo com o C1¢MImCI e o CisMImMeS, para avaliar quais Sl
apresentavam-se mais ou menos toxicos e em quais concentragdes eles poderiam
ser utilizados como aditivos. Além de fazer uma relagcéo entre a estrutura dos Sl e a
citotoxicidade dos mesmos. O C4MImCI (Figura 16) mostrou uma baixa
citotoxicidade com o aumento da proliferagcao de células durante o tempo de cultura,
comparado ao comportamento tipico de células semeadas em placas de cultura
(Controle). Aumentando o comprimento da cadeia N-alquil de butil para decil
(C1oMImCI, Figura 17), ocorreu um efeito citotoxico nas células de fibroblasto L929
de camundongos na faixa de concentragdo de 50-500 pg/mL; enquanto isso, a
citotoxicidade do C410MImCI estava reduzida quando aplicado em concentragdes
mais baixas de 1 e 10 pg/mL. Os Sl (C1¢)2MImCI, C1sMImCI e C4sMImMeS (Figuras
17-20) mostraram um efeito negativo sobre a proliferagdo celular na maioria das

concentragbes (10-500 pg/mL) testadas. No entanto, a citotoxicidade destes Sl é



87

baixa na concentragcao de 1 pg/mL, embora inferior aos SI com comprimentos de

cadeia N-alquil mais curtas.
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Figura 16. Citotoxicidade do C4MImCI apds 24 hs (barras cinzas escuras), 48 hs
(barras cinzas claras) e 72 hs (barras cinzas).
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Figura 17. Citotoxicidade do C1oMImCI apds 24 hs (barras cinzas escuras), 48 hs
(barras cinzas claras) e 72 hs (barras cinzas).
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Figura 18. Citotoxicidade do (C10)2MImCI apds 24 hs (barras cinzas escuras), 48 hs
(barras cinzas claras) e 72 hs (barras cinzas).
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Figura 19. Citotoxicidade do C41¢MImCI apds 24 hs (barras cinzas escuras), 48 hs
(barras cinzas claras) e 72 hs (barras cinzas).
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Figura 20. Citotoxicidade do C1sMImMeS apds 24 hs (barras cinzas escuras), 48 hs
(barras cinzas claras) e 72 hs (barras cinzas).

5.1.6 Analises de adesao e proliferacao em filmes de PEAD com SI

5.1.6.1 Adesao Celular — Analise Morfolégica em Microscopia

Confocal

As células-tronco mesenquimais humanas (CTMh) foram utilizadas como
um modelo de linhagem celular para os testes in vitro de biocompatibilidade dos
materiais baseados em PEAD com Sl (Raucci et al.,, 2012). Ambas as analises
qualitativa e quantitativa foram realizadas com o objetivo principal, de obter
informagdes sobre o processo de adesao celular (Figuras 21 e 22).

Na analise de adeséao celular das células-tronco mesenquimais humanas
(CTMh), realizada por microscopia confocal, a Figura 21 apresenta uma mudanga na
morfologia com o aumento do teor dos Sl nos biomateriais de PEAD. As CTMh
semeadas sobre o PEAD (sem SI) apresentaram uma estrutura fina e alongada
tipica de células de fibroblastos. Diferentemente, os biomateriais PEAD.SI
mostraram que existe uma relagao direta entre a presenca do Sl e a morfologia das
CTMh, pois dependendo do teor do Sl utilizado ocorre uma mudanga na morfologia
dessas células. Biomateriais baseados em PEAD com os S|l C4MImCI e

CisMImMeS induziram o crescimento das células-tronco com uma estrutura
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poligonal, tipicamente das células de osteoblastos. Este comportamento é mais
pronunciado para os biomateriais com maiores teores de Sl (Figuras 21C,D,F,G).

Os biomateriais PEAD, PEAD.CI e PEAD.MeS mostraram todos
excelentes valores nas analises quantitativas de adesao celular (Figura 22), os quais
demonstraram o6timas propriedades de superficie, promovendo a extensdo da
filopodia do corpo celular e garantindo uma adesao celular estavel nas primeiras 48
hs de incubagdo. Para os biomateriais baseados no C1¢MImCI, a adesdo celular
aumentou com o aumento do teor do Sl, mostrando uma porcentagem de adesao
celular mais alta para o PEAD.CL.0500 em comparagdo com o PEAD, isso
demonstra que o PEAD.CI.0500 € um o6timo biomaterial, sendo um dos mais
biocompativeis com as CTMh. Todas as amostras PEAD.MeS apresentaram valores
comparaveis com aqueles obtidos com o PEAD. Sendo assim, foi possivel verificar
que o PEAD, PEAD.CI e PEAD.MeS s&o biocompativeis com as CTMh.

Figura 21. Micrografias de Microscopia Confocal do (A) PEAD, (B) PEAD.CI.0125,
(C) PEAD.CI.0250, (D) PEAD.CI1.0500, (E) PEAD.MeS.0125, (F) PEAD.MeS.0250 e
(G) PEAD.MeS.0500 (barra de escala = 100 ym), apos crescimento celular das
CTMh nos biomateriais de PEAD com e sem os Sl.
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Figura 22. Adesao celular de CTMh, apds 48 hs de incubagédo (Ensaio do Azul de
Alamar), sobre os filmes de PEAD. Como controle da viabilidade (100%) das células
foi utilizada as CTMh semeadas na placa de cultura de tecidos.

5.1.6.2 Teste de Viabilidade Celular

A proliferagao celular da CTMh foi estudada apds longos periodos de
exposigcao (7, 10, 14 e 21 dias) aos biomateriais de PEAD. Os resultados estao
representados na Figura 23. No teste de viabilidade celular, em geral, os
biomateriais de PEAD sem e com os S| mostraram baixas porcentagens de
proliferagcao celular comparadas com o Controle apos 7 dias (Figura 23). Mesmo
assim, isso foi compensado com todos os materiais apés 21 dias. PEAD,
PEAD.CI1.0250, PEAD.CI.0500 ¢ PEAD.MeS.0250 ultrapassaram os valores das
porcentagens de proliferagao celular do Controle ap6s 10 dias. O melhor resultado
de proliferagao foi obtido com os biomateriais contendo 0,250 %m/m dos SI.
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Figura 23. Proliferagédo celular de CTMh em 7 (barras azuis), 10 (barras vermelhas),
14 (barras verdes) e 21 dias (barras roxas) de tempo de cultivo (Ensaio do Azul de
Alamar) sobre os filmes de PEAD.

5.1.7 Avaliagao Histopatoldgica de Pele de Orelha de Suino tratada

com os Filmes de PEAD

Na avaliagdo histopatolégica de pele da orelha suina incubada com os
flmes de PEAD (PEAD, PEAD.CI.0250, PEAD.CI.0500, PEAD.MeS.0250 e
PEAD.MeS.0500) ndo foram observadas alteragdes celulares na epiderme (como
hiperplasia, espessamento e paraqueratose), quando comparado com a amostra
controle com tampao PBS pH 7,0 (Figura 24: 1A e 2A). Desta forma foi verificado
que os biomateriais de PEAD ndo causam lesdes microscopicas agudas na pele da

orelha suina (Figura 24).
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Figura 24. Avaliacdo histopatologica de pele de orelha de suino em contato com
filmes de PEAD com Sl (C16MImCI e C1¢MImMeS) e tratada com solugdo tampao
fosfato salino (PBS) pH 7,0 (controle negativo em aumentos de 100 e 400 vezes de
magnitude): Aumento de 100 vezes de magnitude de células epiteliais de orelha de
suinos tratadas com (1A) tampao PBS pH 7,0; (1B) PEAD; (1C) PEAD.CI1.0250; (1D)
PEAD.CI.0500; (1E) PEAD.MeS.0250; e (1F) PEAD.MeS.0500. Aumento de 400
vezes de magnitude de células epiteliais de orelha de suinos tratadas com (2A)
tampédo PBS pH 7,0; (2B) PEAD; (2C) PEAD.CI.0250; (2D) PEAD.CI.0500; (2E)
PEAD.MeS.0250; e (2F) PEAD.MeS.0500.

5.1.8 Técnicas de Caracterizagao dos Polimeros PEAD

5.1.8.1 MEV - Morfologia da Superficie dos Filmes de PEAD

A morfologia da superficie dos filmes de PEAD foi estudada através de
MEV. As micrografias de MEV do PEAD, PEAD.CI.0500 ¢ PEAD.MeS.0500
mostram que a incorporacado dos Sl C46MImCI e CiMImMeS nao resultaram em
mudancgas expressivas na morfologia da superficie destes biomateriais quando
comparados com o PEAD (sem os Sl) (Figura 25).

Figura 25. Micrografias de MEV do (A) PEAD; (B) PEAD.CI.0500; e (C)
PEAD.MeS.0500 (barra de escala = 1 uym).
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5.1.8.2 Analises de Difragao de raios X

A cristalinidade dos biomateriais de PEAD foi estudada através da analise
de DRX. Todas as amostras mostraram os picos de difragdo em 21,6 e 24,0°, os
quais correspondem com os planos (110) e (200), respectivamente (Chouit et al.,
2014). Os difratogramas dos biomateriais de PEAD (Figuras 26 e 27) permitem
observar que os Sl (C16MImCI ou C1¢MImMeS) e o teor dos Sl (0,125; 0,250 ou
0,500 %m/m) nao afetaram o tipo de cristalinidade do PEAD. Porém, a incorporagao
dos Sl resultou em pequenas alteracbes das razbes das areas dos picos 26
21,6/24,0 (Tabela 8), significando uma leve indug&o da formag&o de um dos tipos de

cristais.
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Figura 26. Difratogramas de DRX (u.a. = unidades arbritarias) na faixa de 26 20-25°:
PEAD (linha preta); PEAD.CI.0125 (linha vermelha); PEAD.CI.0250 (linha azul) e
PEAD.CI.0500 (linha verde).
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Figura 27. Difratogramas de DRX (u.a. = unidades arbritarias) na faixa de 26 20-25°:
PEAD (linha preta); PEAD.MeS.0125 (linha vermelha); PEAD.MeS.0250 (linha azul)
e PEAD.MeS.0500 (linha verde).

Tabela 8. Razao das areas dos picos 20 em 21,6 e 24,0°.

Biomaterial Area do pico Area do pico Razio das areas
20 21,6° 20 24,0° dos picos 20
21,6°/24,0°

PEAD 5688 1443 3,94
PEAD.CI.0125 5917 1436 412
PEAD.CI.0250 5950 1388 4,29
PEAD.CI.0500 5434 1481 3,67
PEAD.MeS.0125 5873 1369 4,29
PEAD.MeS.0250 5603 1376 4,07

PEAD.MeS.0500 6161 1638 3,76
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5.1.8.3 Propriedades térmicas dos filmes de PEAD (Analises de

Calorimetria Diferencial por Varredura e Analises

Termogravimétricas)

As analises de DSC e ATG foram utilizadas para verificar as propriedades
térmicas dos biomateriais de PEAD com Sl. Os resultados referentes ao ponto de
fusdo, temperatura de cristalizacdo, entalpia de fusdo, entalpia de cristalizacao,
cristalinidade, degradac&o térmica e massa residual estdo resumidos na Tabela 9.
As curvas de DSC e ATG estao representadas na Figura 90 do Anexo lll e na Figura
94 do Anexo IV, respectivamente.

Em geral, a influéncia da incorporagao dos Sl nos teores de 0,125; 0,250
e 0,500 %m/m nas propriedades térmicas dos biomateriais PEAD.SI foram sutis. O
ponto de fusdo (PEAD: 132,3 °C) e a temperatura de cristalizagdo (PEAD: 116,8 °C)
permaneceram com diferengas dentro de 1 °C (T 131,5-132,3 °C; T.: 116,8-117,8
°C) dos valores originais do PEAD. Ambas a cristalinidade e a resisténcia a
degradagéao térmica ndo seguiram uma tendéncia e os valores obtidos ndo variaram

de forma expressiva quando comparado aos valores originais do PEAD.

Tabela 9. Propriedades térmicas dos filmes de PEAD, determinadas por DSC e
ATG.

Ts T: AHg AH, X Ts% T10% Tso»  Residuo

Amostra )

[CI®  [°C’ [igl° Wal® [%I° [Cl' [CcF [c" (%]

PEAD 132,3 116,8 209,8 2214 71,6 4296 4435 4833 0,1
PEAD.CI.0125 1316 117,56 2129 2160 72,7 4167 4416 4825 0,2
PEAD.MeS.0125 132,0 1172 2128 2079 72,7 431,0 4451 4830 0
PEAD.CI.0250 131,7 117,6 2057 2239 70,4 400,8 4293 4731 0,7
PEAD.MeS.0250 1316 1174 2072 2111 70,9 4154 4346 4741 0
PEAD.CI.0500 1315 117,8 220,3 2316 756 4148 4419 4804 0,4
PEAD.MeS.0500 131,8  117,3 206,1 210,1 70,7 4122 4326 4814 0,7

@ Temperatura de fusdo determinada através de DSC. b Temperatura de cristalizagdo determinada através de
DSC. € Entalpia de fusdo determinada através de DSC. d Entalpia de cristalizagdo determinada através de DSC. ©
Cristalinidade determinada através de DSC, utilizando a Equagéao 1.4H% ¢ a entalpia de fusdo de PEAD 100%
cristalino, sendo 293 J/g (Mignoni et al., 2011). fTemperatura de decomposicdo de 5 %m/m como determinada
através de ATG ° Temperatura de decomposicdo de 10 %m/m como determinada através de ATG. h
Temperatura de decomposigéo de 50 %m/m como determinada através de ATG. ' Peso residual a 550 °C como
determinado através de ATG.

5.1.8.4 Analises Dinamico-Mecanicas
Os resultados das analises de DMA estido representados de forma

resumida na Tabela 10 e a Figura 97 do Anexo V representa as curvas de modulo
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de armazenamento, modulo de perda e rigidez. A maioria dos biomateriais PEAD.SI
mostraram modulo de armazenamento parecido com o PEAD, com exceg¢ao do
PEAD.CI.0500, o qual mostrou valores inferiores. Para o médulo de perda, os filmes
de PEAD contendo S| mostraram valores inferiores, embora n&do exista uma relagcéao
clara com o aumento do teor dos Sl. Como observado no modulo de
armazenamento, o PEAD.CI.0500 mostrou também o mdédulo de perda com valores
mais baixos. Isto também é refletido na menor rigidez do PEAD.CI.0500. Mais uma
vez, ndo foi observada uma tendéncia clara para a rigidez com o aumento do teor do
Sl, porém, os biomateriais PEAD.CI.0250, PEAD.MeS.0250 ¢ PEAD.MeS.0500
neste caso demonstraram melhores desempenhos comparado com o PEAD.
Considerando todos estes resultados, foi possivel verificar que o balango das
propriedades dinamico-mecanicas depende do Sl e do seu teor apresentando, em
geral, melhores resultados para os filmes com C4¢MImMeS.

Tabela 10. Propriedades dindmico-mecanicas dos filmes de PEAD.

Amostra G’-40 G’4ob .40 G”4od S-40 S40 f S90
[GPa® [GPa]® [GPal° [GPa] [kN/m]° [kN/m]"  [kN/m]°
"PEAD 333 148 007 017 31545 14050 26,71

PEAD.CL.0125 3,14 1,44 0,05 0,16 271,63 124,96 22,05
PEAD.MeS.0125 3,17 1,40 0,06 0,16 349,31 154,66 28,11
PEAD.C1.0250 3,28 1,52 0,07 0,16 346,19 160,34 29,83
PEAD.MeS.0250 3,09 1,38 0,05 0,15 288,79 129,50 23,64
PEAD.C1.0500 2,44 1,12 0,04 0,12 230,62 106,03 19,45
PEAD.MeS.0500 3,18 1,45 0,05 0,16 416,42 190,24 32,03

@ Médulo de armazenamento a -40 °C. ° Médulo de armazenamento a 40 °C. © Médulo de perda a -40 °C.
Mddulo de perda a 40 °C. © Rigidez a -40 °C. f Rigidez a 40 °C. Y Rigidez a 90 °C.

5.1.8.5 Angulo de Contato da Agua

As medidas de angulo de contato da agua foram realizadas para entender
o efeito dos S| na molhabilidade da superficie dos filmes de PEAD. A Figura 28
mostra os angulos de contatos determinados para os filmes de PEAD contendo O-
0,5 %m/m do C4MImCI ou do Ci¢MImMeS. Embora o PEAD.CI.0250 tenha
mostrado um valor maior de édngulo de contato da agua do que o PEAD, os outros
teores de 0,125 e 0,500 %m/m do C46MImCI mostraram somente pequenas

variagdes nos valores quando comparado com o filme sem o Sl. Em contraste, os
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filmes de PEAD com o C1sMImMeS mostraram uma aumentada hidrofilicidade com o
aumento dos teores do Sl.
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Figura 28. Angulos de contato da 4gua para filmes de PEAD: PEAD.CI (quadro
preto) e PEAD.MeS (ciclo vermelho).

5.2 Filmes de PHB com Sais Imidazdlicos

5.2.1 Preparagao de filmes de PHB com Sais Imidazdlicos

Os biomateriais de PHB foram preparados misturados no estado fundido
em Camara de Misturas, incorporando diferentes teores dos Sl (0,000; 0,125; 0,250;
0,500 9%m/m) cloreto de 1-n-hexadecil-3-metilimidazolico (C1MImCI) e
metanossulfonato de 1-n-hexadecil-3-metilimidazolico (C1¢MImMeS). Desta forma,
obtendo-se filmes de PHB com os S| C1¢MImCI e C4sMImMeS, com uma espessura
de 0,5 mm apds o processo de prensagem utilizando a prensa hidraulica Carver
Monarch 3710.

5.2.2 Ensaio Antibiofime

O Ensaio Antibiofilme foi realizado para verificar se os biomateriais de
PHB com Sl apresentavam atividade antibiofime em comparacdo com o PHB
(Tabelas 11-12 e Figuras 29-30). Neste ensaio foi verificado que em comparagao
com o PHB (sem os Sl), todos os biomateriais testados (PHB.CI.0125,
PHB.CI1.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500)



apresentaram atividade antibiofilme frente a isolados clinicos formadores de biofilme
de C. tropicalis 7T2A, C. parapsilosis RL11 e RL20 e C. albicans CA04.

Tabela 11. Resultados dos Ensaios Antibiofime realizados no PHB e PHB.CI frente

aos isolados de Candida spp.

Biomaterial Levedura Diluicdo Média* UFC/cm” log
"PHB  Candida tropicalis 72A 107 10,75 2,6x10° 542
C. parapsilosis RL11 107 4 1x10° 5
C. parapsilosis RL20 10 8,75 2,1x10° 5,33
C. albicans CA04 10" 725  1,8x10° 5,25
"PHB.CL.0125 C.tropicalis72A 107 125  3,1x10* 449
"PHB.CL.0250 C.tropicalis72A 10" 0o 0 0
C. parapsilosis RL11 10 0,75 1,8x10* 4,27
C. parapsilosis RL20 10 3,25 8,1x10* 4,9
C. albicans CA04 10™ 0 0 0
"PHB.CL.0500 C.tropicalis72A 107 0,75  1,8x10° 427

* Média: UFC/mL- Soma das colbnias, em quadruplicata, e logo transformadas para log.
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Tabela 12. Resultado do Ensaio Antibiofime realizado no PHB e PHB.MeS frente

aos isolados de Candida spp.

Biomaterial Levedura Diluicido Média* UFC/cm’ log
PHB Candida tropicalis 72A  10™ 10,75 2,6x10° 542
C. parapsilosis RL11 10™ 4 1x10° 5
C. parapsilosis RL20 10 8,75  2,1x10° 533
C. albicans CA04 107 7,25 1,8x10° 5,25
PHB.MeS.0125 C. tropicalis 72A 107 0 0 0
PHB.MeS.0250 C. tropicalis 72A 107 0 0 0
C. parapsilosis RL11 10™ 2 5x10* 4,69
C. parapsilosis RL20 10 1,5 3,7x10* 4,57
C. albicans CA04 107 2 5x10* 4,69
PHB.MeS.0500 C. tropicalis 72A 107 1 2,5x10* 4,39

* Média: UFC/mL- Soma das colbnias, em quadruplicata, e logo transformadas para log.
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Figura 29. (A) Grafico de coluna vertical da atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio
Antibiofilme na diluigdo 10™", dos biomateriais de PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI1.0250,
PHB.CI1.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500 frente ao isolado
de Candida tropicalis 7T2A. Os dados representam o valor médio + desvio padrédo da
média de 28 amostras de PHB.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito
significante para todos os biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,05,
PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,05, PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,05, PHB vs
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PHB.MeS.0125 *** P<0,05, PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,05 e PHB vs
PHB.MeS.0500 *** P<0,05. (B) Grafico de coluna vertical da atividade antibiofiime
obtida pelo Ensaio Antibiofilme na diluicdo 10", dos biomateriais de PHB,
PHB.CI.0250 ¢ PHB.MeS.0250 frente ao isolado de Candida albicans CAO4. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdao da média de 12 amostras de
PHB.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado muito significante para todos os
biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,05 e PHB vs PHB.MeS.0250
*** P<0,05.
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Figura 30. (A) Grafico de coluna vertical da atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio
Antibiofilme na diluicdo 10", dos biomateriais de PHB, PHB.CL.0250 e
PHB.MeS.0250 frente ao isolado de Candida parapsilosis RL11. Os dados
representam o valor médio + desvio padrdo da média de 12 amostras de PHB.SI. O
valor de P foi 0,0022, considerado significante para os biomateriais de PHB.SI. PHB
vs PHB.CI.0250 ** P<0,05 e PHB vs PHB.MeS.0250 *. (B) Grafico de coluna vertical
da atividade antibiofime obtida pelo Ensaio Antibiofime na diluigdo 10", dos
biomateriais de PHB, PHB.CI1.0250 e PHB.MeS.0250 frente ao isolado de Candida
parapsilosis RL20. Os dados representam o valor médio + desvio padrdo da média
de 12 amostras de PHB.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado muito significante
para todos os biomateriais PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,05 e PHB vs
PHB.MeS.0250 *** P<0,05.

5.2.3 Ensaio Menor Concentracao Antibiofilme (MCA)

O Ensaio Menor Concentragdo Antibiofiime foi realizado para verificar a
porcentagem de impedimento da formac&o do biofilme dos filmes de PHB com
C1MImCI (Figura 31: PHB.CI.0125, PHB.CI.0250 e PHB.CI.0500) e com
CisMImMeS (Figura 32: PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500), em
comparagdao com o PHB (sem os Sl); frente a 12 isolados de C. fropicalis
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formadores de biofilmes. Os resultados das analises estatisticas estdo apresentados
nas Figuras 33-38.

No geral, os biomateriais de PHB com os Sl impediram a formag¢do do
biofilme frente aos isolados de C. ftropicalis testados. Houve uma variacdo na
porcentagem de impedimento da formagéo do biofilme dependendo do isolado de C.
tropicalis testado. Os valores de porcentagem de impedimento de formag&o do
biofilme variaram entre 17-90% e 0-100% para os biomateriais com C41sMImCI e
C16MImMeS, respectivamente.

As melhores porcentagens de impedimento da formagédo do biofilme
foram obtidas utilizando o PHB.CL.0125 com 75% de impedimento para a C.
tropicalis RL15 e 74% para a C. tropicalis 17A; com o PHB.CI.0250 obteve-se 90%
de impedimento para a C. fropicalis 72A e 83% para a C. tropicalis 94P e com
PHB.CI.0500 obteve-se 88% de impedimento para a C. tropicalis 94P e 87% para a
C. tropicalis RL15 (Figura 31).

As melhores porcentagens de impedimento da formagédo do biofilme
utilizando o PHB.MeS.0125 foram de 71% para a C. tropicalis 17P e 69% para a C.
tropicalis 94P; com o PHB.MeS.0250 obteve-se 90% de impedimento para a C.
tropicalis 17P e 87% para a C. tropicalis 94P e com o PHB.MeS.0500 obteve-se
100% de impedimento para a C. tropicalis 17A e 97% de impedimento para a C.
tropicalis 17P (Figura 32).

Em geral, foi verificado que com o aumento do teor dos S| (C1¢MImCI e
CisMImMeS) no PHB, ocorreu um aumento na porcentagem de impedimento da
formacédo do biofilme (Figura 31 e 32). Considerando a eficacia dos biomateriais de
PHB em relacdo com o teor do Sl, frente aos isolados de C. tropicalis, foi possivel
verificar que o teor de 0,125 %m/m o C46MImCI foi mais eficaz no impedimento da
formagao do biofilme quando comparado com o C1sMImMeS. Nos teores de 0,250 e

0,500 %m/m o C4sMImMeS foi mais eficaz.
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Figura 31. Ensaio in vitro Menor Concentragao Antibiofilme (Placas de 96 pocos):
Porcentagem de impedimento da formagao do biofiime para PHB.CI.0125 (barras
azuis), PHB.CI1.0250 (barras vermelhas); e PHB.CI.0500 (barras verdes).
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Figura 32. Ensaio in vitro Menor Concentragao Antibiofilme (Placas de 96 pocos):
Porcentagem de impedimento da formagéao do biofilme para PHB.MeS.0125 (barras
azuis), PHB.MeS.0250 (barras vermelhas); e PHB.MeS.0500 (barras verdes).
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Figura 33. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagédo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 17P. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PHB.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito significante para todos os
biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI1.0250 ***
P<0,001, PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001,
PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001. (B)
Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da
formacédo do biofiime obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PHB,
PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e
PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 94P. Os dados representam
o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras de PHB.SI. O valor de P foi
<0,0001 considerado muito significante para todos os biomateriais de PHB.SI. PHB
vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,001, PHB vs
PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001, PHB vs
PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 34. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagédo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 17A. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PHB.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado significante para os biomateriais de
PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,001, PHB
vs PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 ** P<0,01, PHB vs
PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de
coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da formacido do
biofilme obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI.0125,
PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500
frente ao isolado de Candida tropicalis 72A. Os dados representam o valor médio £
desvio padrdo da média de 28 amostras de PHB.SI. O valor de P foi <0,0001
considerado muito significante para todos os biomateriais de PHB.SIl. PHB vs
PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0500
*** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0250 ***
P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 35. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagédo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL17. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PHB.SI. O valor de P foi 0,0007, considerado significante para todos os biomateriais
de PHB.SI. PHB vs PHB.CI1.0125 * P<0,05, PHB vs PHB.CI.0250 ** P<0,01, PHB vs
PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 * P<0,05, PHB vs
PHB.MeS.0250 ** P<0,01 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de
coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da formacido do
biofilme obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI1.0125,
PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500
frente ao isolado de Candida tropicalis 72P. Os dados representam o valor médio £
desvio padrdo da média de 28 amostras de PHB.SI. O valor de P foi <0,0001
considerado muito significante para todos os biomateriais de PHB.SIl. PHB vs
PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0500
*** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0250 ***
P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 36. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagédo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 57A. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PHB.SI. O valor de P foi 0,0005 considerado significante para os biomateriais de
PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 ** P<0,01, PHB vs PHB.CI.0250 ** P<0,01, PHB vs
PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs
PHB.MeS.0500 ** P<0,01. (B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacdo do biofilme obtido pelo valor de
absorbancia dos biomateriais de PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500,
PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida
tropicalis 102A. Os dados representam o valor médio + desvio padrédo da média de
28 amostras de PHB.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado muito significante
para todos os biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs
PHB.CI.0250 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs
PHB.MeS.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs
PHB.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 37. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250 ¢ PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL15. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PHB.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito significante para todos os
biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI1.0250 ***
P<0,001, PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001,
PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001. (B)
Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da
formacédo do biofiime obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PHB,
PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e
PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL16. Os dados representam
o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras de PHB.SI. O valor de P foi
<0,0001 considerado significante para os biomateriais de PHB.SI. PHB vs
PHB.CI1.0125 ** P<0,01, PHB vs PHB.CI1.0250 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0500 ***
P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 * P<0,05 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 38. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagédo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PHB, PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125,
PHB.MeS.0250 e PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis ATCC750.
Os dados representam o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras de
PHB.SI. O valor de P foi 0,0001, considerado muito significante para todos os
biomateriais de PHB.SI. PHB vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI1.0250 ***
P<0,001, PHB vs PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001,
PHB vs PHB.MeS.0250 *** P<0,001 e PHB vs PHB.MeS.0500 *** P<0,001. (B)
Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da
formacédo do biofiime obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PHB,
PHB.CI.0125, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0125, PHB.MeS.0250 e
PHB.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis ATCC950. Os dados
representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de PHB.SI. O
valor de P foi <0,0001 considerado significante para os biomateriais de PHB.SI. PHB
vs PHB.CI.0125 *** P<0,001, PHB vs PHB.CI.0250 *** P<0,001, PHB vs
PHB.CI.0500 *** P<0,001, PHB vs PHB.MeS.0125 *** P<0,001 e PHB vs
PHB.MeS.0250 *** P<0,001.

5.2.4 MEV - Avaliagado do Impedimento da Formagao do Biofilme em

Filmes de PHB

As amostras de PHB, PHB.CI.0500 e PHB.MeS.0500 foram submetidas
as condi¢des de crescimento de biofilme fungico com o isolado clinico C. tropicalis
72A. As amostras de PHB.CI.0500 e PHB.MeS.0500 foram escolhidas para serem
utilizadas nas analises de MEV, por impedirem mais a formacéo do biofilme quando
comparado com as amostras de PHB.SI com menores concentragées dos Sl. Apos
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72 hs, as amostras foram analisadas por MEV para visualizar se ocorreu o
impedimento da formagao do biofilme nos filmes de PHB.

As micrografias de MEV do PHB (Figuras 39A, 75 (Anexo |) e 76A (Anexo
1)), apés 72 hs de incubagcdo com o isolado clinico C. tropicalis 72A, mostram a
formacédo do biofilme com matriz polimérica extracelular aderidos a superficie do
filme de PHB. No caso das amostras de PHB.CI.0500 (Figuras 39B e 76B (Anexo 1))
e PHB.MeS.0500 (Figuras 39C e 76C (Anexo l)), as micrografias mostraram que
houve impedimento da formacgao do biofilme da C. tropicalis 72A quando comparado

com o PHB, porém observa-se, a presenca de algumas células leveduriformes nas

superficies destes biomateriais.

Sy el L%
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Figura 39. Micrografias de MEV do (A) PHB (biofime formado), (B) PHB.CI.0500
(sem crescimento fungico e de biofiime) e (C) PHB.MeS.0500 (sem crescimento

fungico e de biofilme); apds 72 hs de incubagdo com o isolado clinico formador de
biofilme C. tropicalis 72A: Barra de escala = 2 ym.

5.2.5 Analises Bioldgicas de filmes de PHB com SI

5.2.5.1 Adesao Celular — Analise Morfolégica

As células-tronco mesenquimais humanas (CTMh) foram utilizadas como
um modelo de linhagem celular para os testes in vitro de biocompatibilidade dos
materiais baseados em PHB com S| (Raucci et al., 2012). Ambas as analises
qualitativa e quantitativa foram realizadas com o objetivo principal de obter
informagdes sobre o processo de adesao celular (Figuras 40 e 41).

Na analise de adeséao célular das células-tronco mesenquimais humanas
(CTMh) realizada por microscopia confocal foi verificada uma mudanga na
morfologia quando aplicado o PHB.CI.0250 (Figura 40). As CTMh semeadas sobre o
PHB (sem Sl) apresentaram uma estrutura fina e alongada tipica de células de
fibroblastos. Enquanto isso, o biomaterial PHB.CI.0250 mostrou células que
aparecem pequenas e crescem de forma aleatoria sobre a superficie do biomaterial.
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Esta observagao foi suportada pela analise quantitativa, onde a ades&o celular é
reportada como porcentagem do Controle (Figura 41). A incorporagdo do Sl na
matriz do PHB provocou uma pequena diminuicdo na adesao das CTMh.

Figura 40. Micrografias de Microscopia Confocal do (A) PHB e (B) PHB.CI.0250
(barra de escala = 200 um), apds crescimento celular.
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Figura 41. Adeséo celular de CTMh, apds 48 hs de incubagao (Ensaio do Azul de
Alamar), sobre os filmes de PHB. Como controle da viabilidade (100%) das células
foi utilizada as CTMh semeadas na placa de cultura de tecidos.
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5.2.5.2 Teste de Viabilidade Celular

O teste de viabilidade celular forneceu informagdes sobre a proliferacao
celular das CTMh apés 7, 10, 14 e 21 dias de incubagdo (Figura 42). No teste de
viabilidade celular foi verificado que a incorporacdo dos S| causou uma menor
proliferagao celular na superficie dos biomateriais (Figura 42), sendo a consequéncia
da menor adesdo celular nos primeiros 2 dias (Figura 41). Mesmo assim, a
proliferacdo das células CTMh foi compensada com o passar do tempo, mostrando
somente pequenas diferengas nos valores de proliferacao celular apés 21 dias nos
biomateriais de PHB.SI em comparagao com o PHB.
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Figura 42. Proliferagédo celular de CTMh em 7 (barras azuis), 10 (barras vermelhas),
14 (barras verdes) e 21 dias (barras roxas) de tempo de cultivo (Ensaio do Azul de
Alamar) sobre os filmes de PHB.

5.2.6 Avaliagao Histopatoldgica de Pele de Orelha de Suino tratada

com os Filmes de PHB

Na avaliagdo histopatolégica de pele da orelha suina incubada com os
flmes de PHB (PHB, PHB.CI.0250, PHB.CI.0500, PHB.MeS.0250 e
PHB.MeS.0500) ndo foram observadas alteragbes celulares na epiderme (como
hiperplasia, espessamento e paraqueratose), quando comparado com a amostra
controle com tampao PBS pH 7,0 (Figura 43: 1A e 2A), mostrando desta forma que
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os biomateriais de PHB n&o causam lesdes microscépicas agudas na pele da orelha
suina (Figura 43).

Figura 43. Avaliagdo histopatolégica de pele de orelha de suino em contato com
filmes de PHB com S| (C1sMImCI e C1sMImMeS) e tratada com solugao tampao PBS
pH 7,0 (controle negativo em aumentos de 100 e 400 vezes de magnitude): Aumento
de 100 vezes de magnitude de células epiteliais de orelha de suinos tratadas com
(1A) tampéao fosfato salino (PBS) pH 7,0; (1B) PHB; (1C) PHB.CI.0250; (1D)
PHB.CI.0500; (1E) PHB.MeS.0250; e (1F) PHB.MeS.0500. Aumento de 400 vezes
de magnitude de células epiteliais de orelha de suinos tratadas com (2A) tampao
PBS pH 7,0; (2B) PHB; (2C) PHB.CI.0250; (2D) PHB.CI1.0500; (2E) PHB.MeS.0250;
e (2F) PHB.MeS.0500.

5.2.7 Técnicas de Caracterizagao dos Polimeros PHB

5.2.7.1 MEV - Morfologia da Superficie dos Filmes de PHB

As micrografias de MEV dos filmes do PHB (sem os Sl), PHB.CI.0500 e
PHB.MeS.0500 s&o apresentadas na Figura 44. A incorporagéao dos S| C1¢MImCI e
CisMImMeS nédo resultou em mudangas expressivas na morfologia da superficie
destes biomateriais.

[l 1 o Lo |
Figura 44. Micrografias de MEV do (A) PHB; (B) PHB.CI1.0500; e (C) PHB.MeS.0500
(barra de escala = 1 ym).



114

5.2.7.2 Microscopia de Forga Atomica

A morfologia da superficie do PHB (sem os Sl) foi investigada por MFA. O
resultado esté apresentado na Figura 45, inclusive o valor da rugosidade. O PHB
mostrou uma superficie relativamente irregular com rugosidade de 21,9 nm. Isto esta

de acordo com a morfologia observada na micrografia de MEV da Figura 44A.

PHB (Ra: 21,9 nm)

Figura 45. Imagem de MFA do PHB (Ra = Rugosidade média aritmética em nm).

5.2.7.3 Analises de Difragao de raios X

A cristalinidade dos biomateriais de PHB foi estudada através da analise
de DRX. Os difratogramas dos biomateriais com o C1¢MImCI e 0 C1sMImMeS estao
representados nas Figuras 46 e 47, respectivamente. Independente do Sl ou do teor
do Sl (0,125; 0,250 ou 0,500 %m/m) no PHB, o tipo de cristalinidade nao foi afetado
nestes biomateriais, mostrando em todos os casos os planos cristalinos tipicos do
polimero de PHB (Medvecky, 2012).
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Figura 46. Difratogramas de DRX (u.a. = unidades arbitrarias) na faixa de 20 5-45°:
PHB (linha preta); PHB.CI.0125 (linha vermelha); PHB.CI.0250 (linha azul) e
PHB.CI.0500 (linha verde).
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Figura 47. Difratogramas de DRX (u.a. = unidades arbitrarias) na faixa de 20 5-45°:
PHB (linha preta); PHB.MeS.0125 (linha vermelha); PHB.MeS.0250 (linha azul) e

PHB.MeS.0500 (linha verde).
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5.2.7.4 Propriedades térmicas dos filmes de PHB (Analises de

Calorimetria Diferencial por Varredura e Analises

Termogravimétricas)

As analises de DSC e ATG foram utilizadas para verificar as propriedades
térmicas dos biomateriais de PHB com SI. Os resultados referentes ao ponto de
fusdo, temperatura de cristalizacdo, entalpia de fusdo, entalpia de cristalizacao,
cristalinidade, degradacao térmica e massa residual estdo resumidos na Tabela 13.
As curvas de DSC e ATG estao representadas na Figura 91 do Anexo lll e na Figura
94 do Anexo IV, respectivamente.

Em geral, as propriedades térmicas dos biomateriais de PHB com Sl
tiveram alteracdes sutis, ndo sofrendo influéncia pronunciada da incorporagao dos Sl
nos teores de 0,125; 0,250 e 0,500 %m/m. O ponto de fusdo (PHB: 156,7 e 166,9
°C) e a temperatura de cristalizagado (PHB: 110,2 °C) permaneceram com diferengas
de 1,7 °C (Tm1: 156,7-157,8 °C; Tmz: 166,9-167,8 °C; T.: 108,5-110,9 °C) dos valores
originais do PHB. Com excec¢édo do PHB.MeS.0250, o qual mostrou uma diminuigao
na cristalinidade de 10%, os valores de cristalinidade ndo seguiram uma tendéncia e
nao variaram muito em comparagao com o valor do PHB. Também a resisténcia do
PHB a degradacgéao térmica nao foi afetada pela incorporagédo dos Sl, mostrando em
geral uma resisténcia de alguns graus inferiores ao valor do PHB, sendo que isto
nao limitaria a aplicabilidade do PHB.

Tabela 13. Propriedades térmicas dos filmes de PHB.

Tw Tr T. AH;  AH, X Tsy Tios  Tsox  Residuo
Amostra o a o m1b 0 A1C d e o/ 1 o 19 o1h o7 o/ 1
[°C] [°C] [CI" [ig° WNlal”  [%]  [°C] [°C] [°C] [%]
PHB 156,7 166,9 110,2 556 740 381 2301 2753 307,8 0,8
PHB.CI.0125 156,7 166,9 109,5 555 70,8 381 2362 2752 3017 1,6
PHB.MeS.0125 157,0 167,3 1085 528 682 362 2282 2695 2989 1,7
PHB.CI.0250 156,9 166,9 110,8 56,8 736 390 2311 2752 3039 2,6
PHB.MeS.0250 157,8 167,8 1094 41,0 658 281 2286 2697 2991 0,8
PHB.CI.0500 157,2 167,0 110,9 53,3 742 367 231,8 2711 298,0 2,0
PHB.MeS.0500 156,9 166,9 1105 535 76,7 36,8 2351 2714 297,4 1,0

@ Primeira temperatura de fusdo determinada através de DSC. P Segunda temperatura de fusdo determinada
através de DSC. ° Temperatura de cristalizacdo determinada através de DSC. d Entalpia de fusdo determinada
através de DSC. ° Entalpia de cristalizacdo determinada através de DSC. " Cristalinidade determinada através de
DSC, utilizando a Equacgao 1. AHOf ¢é a entalpia de fusdo de PHB 100% cristalino, sendo 146 J/g (Barham et al.,
1984). ¥ Temperatura de decomposicdo de 5 %m/m como determinada através de ATG. n Temperatura de
decomposigéo de 10 %m/m como determinada através de ATG. ' Temperatura de decomposicdo de 50 %m/m
como determinada através de ATG. ' Peso residual a 550 °C como determinado através de ATG.
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5.2.7.5 Analises Dinamico-Mecénicas

A Tabela 14 resume os valores e a Figura 98 do Anexo V representa as
curvas de modulo de armazenamento, modulo de perda, transicédo vitrea e rigidez
obtidos pela analise de ADM dos filmes de PHB com os Sl C1sMImCI e C1sMimMeS.
Todos os biomateriais de PHB com S| apresentaram mddulo de armazenamento
inferior quando comparado com o PHB. Incorporando o mesmo teor dos SI, os
biomateriais de PHB.CI mostraram melhor desempenho do que os de PHB.MeS.
Ambos os modulos de armazenamento e de perda ndo seguiram mudangas
sistematicas com o aumento do teor dos Sl. Em contraste com os modulos de
armazenamento, alguns dos biomateriais de PHB.SI demonstraram melhores
modulos de perda do que o PHB. Também neste caso, os biomateriais de PHB.CI
tiveram melhor desempenho do que os de PHB.MeS e o melhor médulo de perda foi
alcangado com o PHB.CI.0500. A rigidez foi inferior para a maioria dos biomateriais
de PHB.SI, com excec¢do do PHB.CI.0500, o qual mostrou um aumento significante
em comparacado com o PHB.

Tabela 14. Propriedades dindmico-mecanicas dos filmes de PHB.

Amostra G-25 G0 b .25 G”Od T, S25 f S0 590
[GPa]" [GPa]” [GPal° [GPa]’ [°CI° [kN/m]' [kN/m]®  [kN/m]"
'PHB 316 237 017 015 006 301,06 22369 56,01

PHB.CI.0125 270 213 025 020 054 22158 17538 43,94
PHB.MeS.0125 224 19 017 016 8718 203,13 172,27 42,35
PHB.CI.0250 273 206 014 014 943 17846 134,86 29,56
PHB.MeS.0250 200 159 014 013 580 109,09 87,01 23,09
PHB.CI.0500 250 199 028 027 820 41498 33063 97,00
PHB.MeS.0500 237 1,87 026 022 067 23153 18289 50,51

@ Médulo de armazenamento a -25 °C. ° Mddulo de armazenamento a 0 °C. ® Médulo de perda a -25 °C. © Médulo
de perda a 0 °C. ® Temperatura de transigdo vitrea determinada atraves de ADM. f Rigidez a -25 °C. ? Rigidez a 0
°C. " Rigidez a 90 °C.

5.2.7.6 Angulo de Contato da Agua

As medidas de angulo de contato da agua foram realizadas para entender
o efeito dos S| na molhabilidade da superficie dos filmes de PHB. As analises de
angulo de contato foram determinadas para os filmes de PHB contendo 0-0,5 %m/m
do C16MImCI ou do C1¢MImMeS (Figura 48). Nao foi observada nenhuma tendéncia
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na medida do &ngulo de contato da agua com os teores de Sl testados. Além disso,
o teor de 0,250 %m/m dos Sl ndo afetaram a hidrofilicidade/hidrofobicidade dos
filmes de PHB. Interessante foi verificar que os teores de 0,125 e 0,500 %m/m do
C16MImCI tornaram os filmes de PHB mais hidrofébicos e o C1¢MImMeS tornou os
filmes de PHB mais hidrofilicos. Embora estes Sl tenham causado um efeito oposto
na hidrofilicidade/hidrofobicidade, isto ocorreu na mesma extensdo para os teores
dos Sl definidos.
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Figura 48. Angulos de contato de agua para filmes de PHB: PHB.CI
(quadro preto) e PHB.MeS (ciclo vermelho).

5.3 Filmes de PLA com Sais Imidazodlicos

5.3.1 Preparacao de filmes de PLA com Sais Imidazélicos

Os filmes de PLA foram preparados por evaporagcdo de cloroférmio
(Método de Solvent Casting), incorporando diferentes teores dos Sl (0,000; 0,125;
0,250; 0,500; 2,000; 5,000 e 10,000 %m/m) cloreto de 1-n-hexadecil-3-
metilimidazolico (C16MIMmCI) e metanossulfonato de 1-n-hexadecil-3-metilimidazdlico
(C16MImMeS). Desta forma, obtendo-se filmes de PLA com SlI.

5.3.2 Ensaio Antibiofime
O Ensaio Antibiofilme foi realizado para verificar se os biomateriais de

PLA com Sl apresentavam efeito antibiofiime em comparagdo com o PLA (Tabelas
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15-16 e Figuras 49-50). Neste ensaio foi verificado que em comparagédo com o PLA
(sem os Sl), todos os biomateriais testados (PLA.CI.0125, PLA.CI.0250,
PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e PLA.MeS.0500) apresentaram
atividade antibiofilme, frente a isolados clinicos formadores de biofime de C.
tropicalis 7T2A, C. parapsilosis RL11 e RL20 e C. albicans CA04.

Tabela 15. Resultados dos Ensaios Antibiofime realizados no PLA e PLA.CI frente

aos isolados de Candida spp.

Biomaterial Levedura Diluicido Média* UFC/cm’ log
PLA Candida tropicalis 72A  10™ 20,25 5,0x10° 5,70
C. parapsilosis RL11 107 17,25  4,3x10° 5,63
C. parapsilosis RL20 10 11 2,7x10° 543
C. albicans CA04 107 19,75 4,9x10° 5,69
PLA.CL.0125 C. tropicalis 72A 107 0 0 0
PLA.CI.0250 C. tropicalis 72A 107 0,5 1,25x10* 4,09
C. parapsilosis RL11 107 7,75 1,9x10° 5,28
C. parapsilosis RL20 10 0,25  6,25x10° 3,79
C. albicans CA04 107 0,75 1,8x10* 4,27
PLA.CI.0500 C. tropicalis 72A 107 1 2,5x10* 4,3

* Média: UFC/mL- Soma das colbnias, em quadruplicata, e logo transformadas para log.
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Tabela 16. Resultado do Ensaio Antibiofime realizado no PLA e PLA.MeS frente aos

isolados de Candida spp.

Biomaterial Levedura Diluicido Média* UFC/cm’ log
PLA Candida tropicalis 72A  10™ 20,25 5,0x10° 5,70
C. parapsilosis RL11 10™ 17,25  4,3x10° 5,63
C. parapsilosis RL20 10 11 2,7x10° 543
C. albicans CA04 107 19,75 4,9x10° 5,69
PLA.MeS.0125 C. tropicalis 72A 107 0,5 1,25x10% 4,09
PLA.MeS.0250  C. tropicalis 72A 10 1,75  4,3x10° 4,64
C. parapsilosis RL11 10 1,25 3,1x10* 4,49
C. parapsilosis RL20 10 0,25 6,25x10° 3,79
C. albicans CA04 107 4,25 1,0x10° 5,02
PLA.MeS.0500 C. tropicalis 72A 107 0,25 1,25x10* 4,09

* Média: UFC/mL- Soma das colbnias, em quadruplicata, e logo transformadas para log.
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Figura 49. (A) Grafico de coluna vertical da atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio
Antibiofilme na diluicdo 10™', dos biomateriais de PLA, PLA.C1.0125, PLA.C1.0250,
PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 ¢ PLA.MeS.0500 frente ao isolado de
Candida tropicalis 72A. Os dados representam o valor médio + desvio padrdo da
média de 28 amostras de PLA.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito
significante para todos os biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,05,
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PLA vs PLA.CL.0250 *** P<0,05, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,05, PLA vs
PLA.MeS.0125 *** P<0,05, PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,05 e PLA vs
PLA.MeS.0500 *** P<0,05. (B) Grafico de coluna vertical da atividade antibiofiime
obtida pelo Ensaio Antibiofilme na diluicao 10", dos biomateriais de PLA,
PLA.CI.0250 e PLA.MeS.0250 frente ao isolado de Candida albicans CA04. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 12 amostras de
PLA.SI. O valor de P foi 0,0001 considerado muito significante para todos os
biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,05 e PLA vs PLA.MeS.0250
*** P<0,05.
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Figura 50. (A) Grafico de coluna vertical da atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio
Antibiofilme na diluicdo 10", dos biomateriais de PLA, PLA.CL0250 e
PLA.MeS.0250 frente ao isolado de Candida parapsilosis RL11. Os dados
representam o valor médio + desvio padréao da média de 12 amostras de PLA.SI. O
valor de P foi 0,0003 considerado significante para os biomateriais de PLA.SI. PLA
vs PLA.CI.0250 ** P<0,05 e PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,05. (B) Grafico de
coluna vertical da atividade antibiofilme obtida pelo Ensaio Antibiofilme na diluicdo
10", dos biomateriais de PLA, PLA.C1.0250 e PLA.MeS.0250 frente ao isolado de
Candida parapsilosis RL20. Os dados representam o valor médio + desvio padréo da
média de 12 amostras de PLA.SIl. O valor de P foi 0,0002 considerado muito
significante para todos os biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI1.0250 *** P<0,05 e
PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,05.

5.3.3 Ensaio Menor Concentragao Antibiofilme
O Ensaio Menor Concentragado Antibiofiime foi realizado para verificar a
porcentagem de impedimento da formacdo do biofilme dos filmes de PLA com

C+MImCI (Figura 51: PLA.CL.0125, PLA.C1.0250 e PLA.CIL.0500) e com
C1MImMeS (Figura 52: PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 ¢ PLA.MeS.0500), em
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comparagao com o PLA (PLA sem aditivos); frente a 12 isolados de C. tropicalis. Os
resultados das analises estatisticas estdo apresentados nas Figuras 53-58.

No geral, os biomateriais de PLA com os Sl impediram a formagao do
biofilme frente aos isolados de C. ftropicalis testados. Houve uma variagdo na
porcentagem de impedimento da formagéo do biofilme dependendo do isolado de C.
tropicalis testado. Os valores de porcentagem de impedimento de formag&o do
biofilme variaram entre 32-92% e 0-94% para os biomateriais com C41sMImCI e
C16MImMeS, respectivamente.

As melhores porcentagens de impedimento da formagédo do biofilme
foram obtidas utilizando o PLA.CIL.0125 com 86% de impedimento para a C.
tropicalis 72P e 81% para a C. tropicalis RL17; com o PLA.CI.0250 obteve-se 89%
de impedimento para a C. tropicalis 72P e 87% para a C. tropicalis RL17 e RL15 e
com PLA.CL.0500 obteve-se 92% de impedimento para a C. tropicalis 72P e 87%
para a C. tropicalis RL17 (Figura 51).

As melhores porcentagens de impedimento da formagédo do biofilme
utilizando o PLA.MeS.0125 foram de 77% para a C. tropicalis RL17 e 72% para a C.
tropicalis 17A; com o PLA.MeS.0250 obteve-se 85% de impedimento para a C.
tropicalis 17A e 81% para a C. tropicalis RL16 e com o PLA.MeS.0500 obteve-se
94% de impedimento para a C. tropicalis 72P e 92% para a C. tropicalis 17A (Figura
52).

Com o aumento do teor dos S| (C16MImCI e C1sMImMeS) no PLA, foi
possivel verificar que ocorreu um aumento na porcentagem de impedimento da
formacao do biofilme (Figura 51 e 52). Considerando a eficacia dos biomateriais de
PLA em relagédo com o teor do Sl frente aos isolados de C. tropicalis, foi possivel
verificar que no teor de 0,125 %m/m o C16¢MImCI foi mais eficaz no impedimento da
formagao do biofilme quando comparado com o C1sMImMeS. Nos teores de 0,250 e

0,500 %m/m o C4sMImMeS foi mais eficaz.
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Figura 51. Ensaio in vitro Menor Concentragao Antibiofilme (Placas de 96 pocgos):
Porcentagem de impedimento da formagéo do biofiime para PLA.CI.0125 (barras
azuis); PLA.CI1.0250 (barras vermelhas); e PLA.CI.0500 (barras verdes).
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Figura 52. Ensaio in vitro Menor Concentragao Antibiofilme (Placas de 96 pocos):
Porcentagem de impedimento da formagao do biofilme para PLA.MeS.0125 (barras

azuis); PLA.MeS.0250 (barras vermelhas); e PLA.MeS.0500 (barras verdes).
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Figura 53. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125,
PLA.MeS.0250 ¢ PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 17P. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdao da média de 28 amostras de
PLA.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado significante para os biomateriais de
PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA
vs PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs
PLA.MeS.0500 *** P<0,001. (B) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA,
representando o impedimento da formacdo do biofilme obtido pelo valor de
absorbancia dos biomateriais de PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI1.0500,
PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 ¢ PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida
tropicalis 94P. Os dados representam o valor médio £ desvio padrao da média de 28
amostras de PLA.SI. O valor de P foi 0,0004 considerado significante para os
biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 ** P<0,01, PLA vs PLA.CI.0250 **
P<0,01, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e
PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 54. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125,
PLA.MeS.0250 ¢ PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 17A. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PLA.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito significante para todos os
biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 ***
P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001,
PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001. (B)
Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da
formacédo do biofilme obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PLA,
PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 72A. Os dados representam o
valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de PLA.SI. O valor de P foi
<0,0001 considerado muito significante para todos os biomateriais de PLA.SI. PLA
vs PLA.CIL.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CIL.0250 *** P<0,001, PLA vs
PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001, PLA vs
PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 “** P<0,001.
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Figura 55. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125,
PLA.MeS.0250 ¢ PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL17. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PLA.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado muito significante para todos os
biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 ***
P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001,
PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001. (B)
Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da
formacédo do biofilme obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PLA,
PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 72P. Os dados representam o
valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de PLA.SI. O valor de P foi
<0,0001 considerado significante para todos os biomateriais de PLA.SI. PLA vs
PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500
*** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 ** P<0,01, PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001
e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 56. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125,
PLA.MeS.0250 ¢ PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 57A. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PLA.SI. O valor de P foi <0,0001 considerado muito significante para todos os
biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 ***
P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001,
PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001. (B)
Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da
formacédo do biofilme obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PLA,
PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis 102A. Os dados representam
o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras de PLA.SI. O valor de P foi
<0,0001 considerado significante para os biomateriais de PLA.SI. PLA vs
PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500
*** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 ** P<0,01, PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001
e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001.
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Figura 57. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125,
PLA.MeS.0250 ¢ PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL15. Os
dados representam o valor médio + desvio padrdo da média de 28 amostras de
PLA.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito significante para todos os
biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 ***
P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001,
PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001. (B)
Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da
formacédo do biofilme obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PLA,
PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis RL16. Os dados representam
o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras de PLA.SI. O valor de P foi
<0,0001 considerado significante para os biomateriais de PLA.SI. PLA vs
PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500
*** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 ***
P<0,001.



129

A B

Candida tropicalis ATCC750 Candida tropicalis ATCC950
0.020- 0.020-

0.0154 0.015

1a

<
o
2
(=]
Absorbancia
o
o
_.
o

Absorbanc

e
3
o
A
o
=
=1
&

0.000 18553 S s kit

%

Figura 58. (A) Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o
impedimento da formagdo do biofilme obtido pelo valor de absorbéncia dos
biomateriais de PLA, PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125,
PLA.MeS.0250 e PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis ATCC750.
Os dados representam o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras de
PLA.SI. O valor de P foi <0,0001, considerado muito significante para todos os
biomateriais de PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 ***
P<0,001, PLA vs PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001,
PLA vs PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 *** P<0,001. (B)
Grafico de coluna vertical do Ensaio MCA, representando o impedimento da
formacédo do biofilme obtido pelo valor de absorbancia dos biomateriais de PLA,
PLA.CI.0125, PLA.CI.0250, PLA.CI.0500, PLA.MeS.0125, PLA.MeS.0250 e
PLA.MeS.0500 frente ao isolado de Candida tropicalis ATCC950. Os dados
representam o valor médio + desvio padrao da média de 28 amostras de PLA.SI. O
valor de P foi <0,0001 considerado muito significante para todos os biomateriais de
PLA.SI. PLA vs PLA.CI.0125 *** P<0,001, PLA vs PLA.CI.0250 *** P<0,001, PLA
vs PLA.CI.0500 *** P<0,001, PLA vs PLA.MeS.0125 *** P<0,001, PLA vs
PLA.MeS.0250 *** P<0,001 e PLA vs PLA.MeS.0500 “** P<0,001.

5.3.4 MEV - Avaliagao do Impedimento da Formagao do Biofilme em

Filmes de PLA

As amostras de PLA, PLA.CI.0500 e PLA.MeS.0500 foram submetidas
as condi¢des de crescimento de biofilme fungico com o isolado clinico C. tropicalis
72A. Apos 72 hs, as amostras foram analisadas por MEV para visualizar se ocorreu
o impedimento da formagao do biofilme nos filmes de PLA. As micrografias de MEV

estdo representadas nas Figuras 59, 77 (Anexo |) e 78 (Anexo ).
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As micrografias de MEV do PLA (Figuras 59A, 77 (Anexo |) e 78A (Anexo
1)), apés 72 hs de incubagcdo com o isolado clinico C. tropicalis 72A, mostram a
formacéao do biofilme com matriz polimérica extracelular aderido a superficie do filme
de PLA. No caso das amostras de PLA.CI.0500 (Figuras 59B e 78B (Anexo 1)) e
PLA.MeS.0500 (Figuras 59C e 78C (Anexo 1)), houve impedimento da formagao do
biofilme quando comparado com o PLA, pois nao foi observado proliferacao
fungica e a formagédo do biofime da C. tropicalis 72A nas superficies destes
biomateriais. Sendo assim, foi possivel verificar que a incorporacdo dos Sl no PLA

impede a formacgao do biofilme, apresentando atividade antibiofiime.

Figura 59. Micrografias de MEV do (A) PLA (biofilme formado), (B) PLA.CI.0500
(sem crescimento fungico e de biofilme) e (C) PLA.MeS.0500 (sem crescimento
fungico e de biofilme); apds 72 hs de incubagdo com o isolado clinico formador de
biofilme C. tropicalis 72A: Barra de escala = 2 ym.

5.3.5 Analises Bioldgicas de filmes de PLA com Sl

5.3.5.1 Adesao Celular — Analise Morfolégica

As células-tronco mesenquimais humanas (CTMh) foram utilizadas como
um modelo de linhagem celular para os testes in vitro de biocompatibilidade dos
materiais baseados em PLA com S| (Raucci et al.,, 2012). Ambas as analises
qualitativa e quantitativa foram realizadas com o objetivo principal, de obter
informagdes sobre o processo de adesao celular (Figuras 60 e 61).

O efeito da adesdo e morfologia das células-tronco mesenquimais
humanas (CTMh) nas superficies dos biomateriais a base de PLA com diferentes
teores dos Sl C4sMImCI e CsMImMeS (0,000, 0,125, 0,250 e 0,500 %m/m) foi
investigado para verificar o comportamento das células CTMh sobre estes
biomateriais. A adesao celular foi o primeiro parametro a ser considerado quando se
avaliou a biocompatibilidade dos biomateriais com CTMh (A Figura 60 mostra a
morfologia das células apds 48 hs de tempo de cultura). Estas imagens de
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microscopia confocal mostram uma boa compatibilidade celular das CTMh com o
PLA (PLA sem Sl). Com a amostra de PLA observou-se uma morfologia lisa,
alongada e com a presencga de filopddios sobre a superficie do biomaterial. As
amostras de PLA com os S| também demonstraram uma boa fixagado e propagagao
das CTMh. A incorporacdo do C4sMImCI na matriz do PLA induziu nas CTMh a
formacgao de estruturas celulares mais largas comparadas com o CisMImMeS, que
mostrou estruturas celulares menores e alongadas. As analises quantitativas, com
tempo de incubacado de 48 hs (Ensaio do Azul de Alamar, Figura 61) demonstraram
adesdes celulares ligeiramente mais baixas para os biomateriais PLA.CI (com todos
os teores do Sl) em comparagdo com PLA. A porcentagem de adesé&o celular do
PLA.MeS.0125 ficou no mesmo nivel do que o observado para os biomateriais
PLA.Cl. Embora o PLA.MeS.0250 ¢ o PLA tenham mostrado um desempenho
semelhante na ades&o celular, o melhor resultado obtido foi com o biomaterial
PLA.MeS.0500.

Figura 60. Micrografias de Microscopia Confocal do (A) PLA; (B) PLA.CI.0125; (C)
PLA.CI.0250; (D) PLA.CI.0500; (E) PLA.MeS.0125; (F) PLA.MeS.0250; e (G)
PLA.MeS.0500 (barra de escala = 100 ym), apos crescimento celular.
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Figura 61. Adesao celular de CTMh, apds 48 hs de incubagao (Ensaio do Azul de
Alamar), sobre os filmes de PLA. Como controle da viabilidade (100%) celular foram
utilizadas as CTMh semeadas na placa de cultura de tecidos.

Adesdo Celular (Porcentagem do
Controle)

5.3.5.2 Teste de Viabilidade Celular

A proliferacdo celular da CTMh foi estudada apods longos periodos de
exposicdo (7, 14 e 21 dias) aos biomateriais de PLA. Os resultados estdo
representados na Figura 62. Todos os biomateriais a base de PLA testados
apresentaram uma proliferacéo celular que aumentou com o tempo. Sendo que apos
21 dias, a proliferagdo celular de todos os biomateriais estava no mesmo nivel da
amostra controle. O PLA, PLA.CL.0125, PLA.CL.0250, PLA.CL.0500 e
PLA.MeS.0125 apresentaram porcentuais de proliferacdo celular comparaveis apds
7 dias, no entanto, estes valores eram muito menores comparados com os valores
da amostra controle. Curiosamente, a incorporagdo de maiores teores do
C16MImMeS resultou em forte melhoria nas proliferagées das CTMh apos 7 dias. O
PLA.MeS.0250 mostrou, inicialmente, uma proliferacdo celular mais elevada

comparado com a amostra controle.



133

140 -

120 -

100 -

@
o
1

£
o
1

N
o
L

o
!

Reducgdo Porcentual de Azul de Alamar (%)
<D
o

Figura 62. Proliferagao celular de CTMh em 7 (barras azuis), 14 (barras vermelhas)
e 21 dias (barras verdes) de tempo de cultivo (Ensaio do Azul de Alamar) sobre os
filmes de PLA.

5.3.6 Avaliagao Histopatologica de Pele de Orelha de Suino tratada

com os Filmes de PLA

Na avaliagdo histopatolégica de pele da orelha suina incubada com os
filmes de PLA (PLA, PLA.CI.0250, PLA.CI1.0500, PLA.MeS.0250 ¢ PLA.MeS.0500)
ndao foram observadas alteragdes celulares na epiderme (como hiperplasia,
espessamento e paraqueratose), quando comparado com a amostra controle com
tampao PBS pH 7,0 (Figura 63: 1A e 2A) desta forma, mostrando que os
biomateriais de PLA ndo causam lesdes microscépicas agudas na pele da orelha
suina (Figura 63).
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Figura 63. Avaliacdo histopatologica de pele de orelha de suino em contato com
filmes de PLA com SI (C1¢MImCI e CisMImMeS) e tratada com solugédo tampao
fosfato salino (PBS) pH 7,0 (controle negativo em aumentos de 100 e 400 vezes de
magnitude): Aumento de 100 vezes de magnitude de células epiteliais de orelha de
suinos tratadas com (1A) tampao PBS pH 7,0; (1B) PLA; (1C) PLA.CI1.0250; (1D)
PLA.CI1.0500; (1E) PLA.MeS.0250; e (1F) PLA.MeS.0500. Aumento de 400 vezes
de magnitude de células epiteliais de orelha de suinos tratadas com (2A) tampao
PBS pH 7,0; (2B) PLA; (2C) PLA.CI.0250; (2D) PLA.C1.0500; (2E) PLA.MeS.0250; e
(2F) PLA.MeS.0500.

5.3.7 Técnicas de Caracterizacao dos Polimeros PLA

5.3.7.1 MEV - Morfologia da Superficie dos Filmes de PLA

A morfologia da superficie dos filmes de PLA foi estudada através de
MEV. As micrografias das amostras de PLA sem e com os S| C4MImCI e
CisMImMeS sio apresentadas nas Figuras 64 e 65, respectivamente. Algumas
ampliagdes das micrografias das amostras com o C4¢MImCI e o0 C1sMImMeS estao
apresentadas nas Figuras 79-83 (Anexo Il) e 84-89 (Anexo Il), respectivamente.

Nas Figuras 64A-B, as micrografias do PLA (sem os Sl) apresentam uma
superficie porosa e com baixa rugosidade. Na superficie do PLA.CI.0125, foi
verificada a presenga de varias esferas (mudanga na morfologia do biomaterial)
(Figura 64C), porém, no filme de PLA.CI.0250 nao foi observado a presenca destas
esferas na superficie (Figura 64D). Aumentando o teor do C4+¢MImCI para 0,50
%m/m foi possivel verificar que esta concentracdo do Sl induziu a presenca de
grande quantidade de esferas superficiais de diferentes tamanhos modificando a
morfologia da superficie destes biomateriais de forma significativa, quando
comparado com o PLA (sem os Sl) (Figuras 64E-F, 79 e 80 (Anexo Il)). O tamanho
médio das esferas foi fortemente reduzido quando aumentado o teor do C4¢MImCI
para 2,00 %m/m (Figuras 64G-H e 81 (Anexo Il)). Quando o teor do C1¢MImCI foi
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aumentado para 5,00 %m/m ocorreu a indu¢do de orientagao direcional (presenca
de linhas na superficie), juntamente com a presenga de pequenas esferas (Figuras
641-J e 82 (Anexo Il)). Com o teor mais alto do Sl de 10,0 %m/m a presenca de
esferas nao foi mais observada, porém, a orientagdo direcional foi mais expressiva
(Figura 64K-L e 80 (Anexo II)).

Em comparagdgo com o SI C4MImCIl, o CigMImMeS promoveu as
mesmas mudang¢as morfologicas na superficie do biomaterial. Porém, utilizando
menores teores do Ci¢MImMeS ocorreram mudangas mais pronunciadas (Figura
65). Neste caso, a presenga da morfologia esférica foi mais expressiva, utilizando o
teor de 0,250 %m/m do C4¢MImMeS (Figuras 65D-E, 84 e 85 (Anexo Il)), a qual foi
mantida com o teor de 0,500 %m/m (Figuras 65F-G, 86 e 87 (Anexo Il)). Como
observado anteriormente com o C1¢MImCI, utilizando maiores teores do C1sMImMeS
ocorre a redugao do tamanho médio das esferas na superficie do PLA (Figuras 65H-

I, 88 e 89 (Anexo Il)) e ha indug&o da orientac&o direcional (Figuras 65J-K).
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Figura 64. Micrografias de MEV do (A) PLA (barra de escala = 100 ym); (B) PLA
(barra de escala = 2 um); (C) PLA.CL.0125 (barra de escala = 2 um); (D)
PLA.CI1.0250 (barra de escala = 2 uym); (E) PLA.CI.0500 (barra de escala = 100 pym);
(F) PLA.CI.0500 (barra de escala = 2 um); (G) PLA.C1.2000 (barra de escala = 100
um); (H) PLA.CI.2000 (barra de escala = 2 um); (I) PLA.CIL.5000 (barra de escala =
100 um); (J) PLA.CIL.5000 (barra de escala = 2 uym); (K) PLA.CI.10000 (barra de
escala = 100 um); (L) PLA.CI.10000 (barra de escala = 2 um).
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Figura 65. Micrografias de MEV do (A) PLA (barra de escala = 100 ym); (B) PLA
(barra de escala = 2 um); (C) PLA.MeS.0125 (barra de escala = 2 um); (D)
PLA.MeS.0250 (barra de escala = 100 um); (E) PLA.MeS.0250 (barra de escala = 2
um); (F) PLA.MeS.0500 (barra de escala = 100 um); (G) PLA.MeS.0500 (barra de
escala = 2 um); (H) PLA.MeS.2000 (barra de escala = 100 ym); (I) PLA.MeS.2000
(barra de escala = 2 ym); (J) PLA.MeS.5000 (barra de escala = 100 um); (K)
PLA.MeS.5000 (barra de escala = 2 ym); (L) PLA.MeS.10000 (barra de escala = 2
pum).

5.3.7.2 Microscopia de Forga Atomica
A morfologia da superficie foi investigada por MFA e as imagens estao

representadas nas Figuras 66 e 67. O PLA mostrou uma superficie relativamente



138

lisa, com baixa rugosidade de 7,65 nm. A rugosidade da superficie aumentou com o
teor do C16MImCI, considerando tanto o PLA.CI.0125, quanto o PLA.CI.0500.

A caracterizacdo da superficie das amostras PLA.MeS também
mostraram um aumento da rugosidade de 16,2, 24,2 e 56,9 nm para o
PLA.MeS.0250, PLA.MeS.0500 e o PLA.MeS.2000, respectivamente. Em
comparagao com as amostras PLA.CI, os valores de rugosidade foram menores.
Um aumento adicional do teor de C1sMImMeS levou a uma diminuigdo drastica na

rugosidade.

PLA.CL.0125 (Ra: 42,3 nm) PLA.CI.0500 (Ra: 71,3 nm)

Figura 66. Imagens de MFA do PLA, PLA.CL.0125 e PLA.CL.0500 (Ra =
Rugosidade média aritmética).
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Figura 67. Imagens de MFA do PLA, PLA.MeS.0250, PLA.MeS.0500,
PLA.MeS.2000 e PLA.MeS.5000 (Ra = Rugosidade média aritmética).

5.3.7.3 Analises de Difragao de raios X

As analises de DRX foram realizadas com os biomateriais de PLA com os
Sl C4MImCI e C4¢MImMeS a fim de verificar a cristalinidade dos mesmos. Os
difratogramas dos biomateriais PLA.Cl e PLA.MeS estao representados nas Figuras
68 e 69, respectivamente. Embora todas estas amostras tenham mostrado um halo
tipico de PLA amorfo, a incorporagao de teores crescentes do C1¢MImCI influenciou
significativamente a cristalinidade. O PLA mostrou quatro difragcdes distintas
correspondentes aos planos (010) a, (110/200) a, (203) B e (015) a (Shameli et al.,
2010). A presenga do C4MImCI reduziu as intensidades destes picos de difragao.
Altos teores do C16MImCI (PLA.CI1.5000 e PLA.CI1.10000) promoveram a indugao de
diferentes tipos de planos de difracdo em 13,1, 16,4, 19,7, 21,2 e 23,0°.
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Figura 68. Difratogramas de DRX (u.a. = unidades arbitrarias) na faixa de 206 12-31°:
PLA (linha preta); PLA.CL.0125 (linha vermelha); PLA.CI.0250 (linha azul);
PLA.CI.0500 (linha verde); PLA.CI.2000 (linha rosa); PLA.CI.5000 (linha amarela
escura); e PLA.CI.10000 (linha azul marinho).

Os biomateriais com CigMImMeS seguiram uma mesma tendéncia,
reduzindo as intensidades dos picos caracteristicos do PLA (Figura 69). Como
também foi observado para o PLA.C1.5000 e o PLA.CI.10000, novas difragdes foram

detectadas para o PLA.MeS.10000 em 6,5, 7,3, 9,7, 13,0, 16,1 € 22,8°.
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Figura 69. Difratogramas de DRX (u.a. = unidades arbitrarias) na faixa de 206 6-25°:
PLA (linha preta); PLA.MeS.0125 (linha vermelha); PLA.MeS.0250 (linha azul);

PLA.MeS.0500 (linha verde); PLA.MeS.2000 (linha rosa); PLA.MeS.5000 (linha
amarela escura); e PLA.MeS.10000 (linha azul marinho).

5.3.7.4 Cromatografia de Permeacao em Gel

As analises de GPC (Tabela 17) foram realizadas com os filmes de PLA
com os Sl para avaliar o efeito do procedimento de Solvent Casting e a incorporagao
dos Sl C16MImCI e C1sMImMeS na massa molar do polimero. A massa molar média
em massa do PLA de 67.638 g/mol indica que o método de Solvent Casting causou
uma redugdo no peso molecular do PLA. O mais importante neste estudo foi verificar
que a adicao dos Sl C1gMImCI e CigMImMeS nao influenciou nas massas molares
do PLA de forma significativa, ndo ocasionando a fragmentacdo da cadeia do

polimero.
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Tabela 17. As massas molares médias em massa (My), 0 numero médio massas

molares (M,) e os indices de polidispersao (PDI) dos filmes de PLA.

Amostra My (g/mol) M, (g/mol) PDI (M,,/M,)
PLA 67.650 38.900 1,7
PLA.C1.0125 64.100 33.800 1,9
PLA.C1.10000 77.200 40.100 1,9
PLA.MeS.0250 68.950 38.100 1,8
PLA.MeS.10000 69.250 38.300 1,8

5.3.7.5 Propriedades térmicas dos filmes de PLA (Analises de

Calorimetria Diferencial por Varredura e Analises

Termogravimétricas)

DSC e ATG foram utilizadas para estudar as propriedades térmicas dos
biomateriais de PLA com SI. Os resultados referentes ao ponto de fusdo, a
temperatura de cristalizagdo, entalpia de fusdo, entalpia de cristalizacao,
cristalinidade, degradacéo térmica e peso residual estdo resumidos na Tabela 18. As
curvas de DSC e ATG estao representadas na Figura 92 do Anexo Ill e nas Figuras
95 e 96 do Anexo IV, respectivamente.

As temperaturas de fusdo e de cristalizagdo nao foram afetadas
significativamente nos filmes de PLA.MeS. Ocorreu apenas uma ligeira diminuigao
da temperatura de cristalizagcdo com a incorporacao dos teores de 5,00 e 10,0%m/m
do C4sMImMeS. Foi observada uma nova transi¢cdo de temperatura a ~40 °C para a
amostra PLA.MeS.10000. No caso dos filmes de PLA.CIl, baixos teores do
C16MImCI reduziram ambas as temperaturas de fusdo e de cristalizacdo. A amostra
de PLA.CIL.5000 mostrou claramente transicdes bimodais de fusdo, sem a presenca
de uma transicdo de cristalizacdo. Finalmente, o teor de 10,0%m/m do C4sMImCI
resultou na auséncia das transi¢cdes de fusao e cristalizagao.

Ambos os S| modificaram o perfil de degradacdo térmica dos filmes de
PLA. Alguns teores baixos do C1¢MImCI aumentaram a temperatura de degradagao
(Ts0%), contudo a estabilidade térmica das amostras de PLA com altos teores deste
S| reduziu de forma gradativa e foi inferior comparada as do PLA. Nenhum dos
filmes de PLA.MeS apresentou uma temperatura de degradacao inferior as do PLA.
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Tabela 18. Propriedades térmicas dos filmes de PLA.

Amostra T; T. b AH, AHCG X. Ts%f Tio% Tsov Residuo
[°cr [°C] Wgl° [l [%]° [°C] [°cr rer [%]
PLA.CLO0125 1738 1039 586 304 626 1225 2810 3281 0,6
PLA.MeS.0125 1735 1043 526 288 562 2305 2965 3324 0
PLA.CL.0250 1723 1038 517 327 553 140,77 2651  317,1 2,7
PLA.MeS.0250 1744 1033 66,2 245 70,8 1957 2943 3410 1,1
PLA.CI.0500 1710  102,1 56,6 285 60,7 1250 2773 3278 0
PLA.MeS.0500 1739  101,9 702 260 753 2667 2986  336,9 0,7
PLA.CI.2000 163,9  103,0 497 11,3 541 197,3 2386 3030 0
PLA.MeS.2000 1729 1000 624 25,1 67,9 2148  290,7 3429 0
PLA.C1.5000 152,4 - 29,0 - 326 1251 2262 2895 0
PLA.MeS.5000 1729 99,5 59,3 245 666 1991 2805 3380 1,9
PLA.C1.10000 142,3 - 2,1 - 25 1340 2161 2532 2,9
PLA.MeS.10000 173,2 99,6 64,5 19,1 765 1942 2899 3305 1,0

@ Temperatura de fusdo determinada através de DSC. b Temperatura de cristalizagdo determinada através de
DSC. € Entalpia de fusdo determinada através de DSC. d Entalpia de cristalizagdo determinada através de DSC. ©
Cristalinidade determinada através de DSC, utilizando a Equacao 1.4H% ¢ a entalpia de fusdo de PEAD 100%
cristalino, sendo 93.7 J/g (Zhai et al., 2009). fTemperatura de decomposigdo de 5 %m/m como determinada
através de ATG. ° Temperatura de decomposicdo de 10 %m/m como determinada através de ATG. h
Temperatura de decomposigéo de 50 %m/m como determinada através de ATG. ' Peso residual a 550 °C como
determinado através de ATG.

5.3.7.6 Analises Dinamico-Mecanicas (ADM)

A Tabela 19 resume os valores e a Figura 99 do Anexo V representam as
curvas de médulo de armazenamento, modulo de perda, rigidez e temperatura de
transicdo vitrea obtidos pela analise de ADM. As amostras de PLA.CL.5000 e
PLA.MeS.5000 mostraram aumentos nos moédulos de armazenamento. Em geral os
valores de modulo de armazenamento foram maiores para os biomaterias de
PLA.MeS; a mesma tendéncia foi observada para o modulo de perda e a rigidez. A

temperatura de transigc&o vitrea ndo sofreu grandes alteragdes.
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Tabela 19. Propriedades dindmico-mecanicas dos filmes de PLA.

Amostra G’30 G’55b G”30 G”55d S30  S55 | s85 T,
[GPa’ [GPal” [GPa]’ [GPa]’ [kN/m]° [kN/m]' [kN/m]° [°CI"
PLA 164 034 017 0057 688 144 917 557

PLA.CI.2000 143 037 009 0074 536 137 760 565
PLA.MeS.2000 152 042 012 0076 58,1 162 413 559
PLA.CI.5000 193 037 011 0069 686 133 698 566
PLA.MeS.5000 223 043 013 0080 660 128 394 547
PLA.MeS.10000 1,32 034 016 0064 608 158 7,05 558

2 Mddulo de armazenamento a 30 °C. ° Modulo de armazenamento a 55 °C. © Médulo de perda a 30 °C. 4 Moédulo
de perda a 55 °C. ° Rigidez a 30 °C. f Rigidez a 55 °C. ® Rigidez a 85 °C. n Temperatura de transigéo vitrea
determinada atraves de ADM.

5.3.7.7 Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por raios X

As analises de EFEX foram realizadas para verificar a presenca do Sl
C1sMImMeS na superficie da amostra PLA.MeS.10000. Os resultados das analises
de EFEX (Figura 70) para o PLA mostram os ambientes quimicos esperados para
os atomos de carbono e oxigénio (Cossement et al., 2006). A regido C 1s foi
deconvoluida em trés componentes quimicos: EL = 284,6 eV (identificacdo 1); EL =
286,6 eV (identificacédo 2) e EL = 288,8 eV (identificacdo 3). A regido O 1s mostra os
dois componentes esperados indicados como a e b. O filme preparado com 10%m/m
do C1¢MImMeS evidéncia os mesmos componentes em ambas as regides de EFEX
para C 1s e O 1s. As intensidades relativas da regido C 1s foram alteradas devido a
presenca do SlI, o qual contribui com um expressivo teor de carbono alifatico
(componente 1 a 284,6 eV). A analise de EFEX do PLA.MeS.10000 também
detectou os picos S 2p (dubleto de 2p1,2 e 2p32) e o pico N 1s, corroborando que de
fato o C1¢MImMeS esta presente na superficie do polimero.
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Figura 70. Identificacdes atdmicas para PLA e C1¢MImMeS usadas nas analises de
EFEX. EFEX do PLA: regides de (A) C 1s e (B) O 1s. EFEX do PLA.MeS.10000:
regides de (C) C 1s, (D) O 1s, (E) N 1s e (F) S 2p.
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5.3.7.8 Microscopia Eletronica de Varredura com Espectroscopia de

raios X por Dispersao em Energia

A analise de MEV/EDS foi realizada para obter informacbes mais
detalhadas sobre a distribuicdo dos S| na superficie do PLA, estudando ambos
PLA.CI1.10000 e PLA.MeS.10000. Os resultados estao representados na Figura 71.
Como a matriz de PLA somente contém atomos de carbono e oxigénio, a detecgao
dos atomos de oxigénio foi utilizada como referéncia. O ion cloreto caracteristico do
C16MImCI indica que o Sl estava localizado na superficie, mostrando duas regides
de concentragdes distintas do C16MIMmCI, dispersado em ambas as regides de forma

homogénea. No caso do PLA.MeS.10000, uma distribuicao similar foi observada.

700 um N f 700 ym

Figura 71. Analise de superficie atraves de MEV/EDS do (A) PLA.C1.10000 —Atomo
de oxigénio = vermelho — Atomo de cloro = verde; e do (B) PLA.MeS.10000 — Atomo
de oxigénio = amarelo — Atomo de enxofre = vermelho.

5.3.7.9 Angulo de Contato da Agua

Analises do angulo de contato da agua foram realizadas para entender o
efeito do S| na molhabilidade da superficie dos filmes de PLA. A Figura 72 mostra o
angulo de contato determinado para os filmes de PLA contendo 0-0,5 %m/m de
C16MImCI ou CisMImMeS. Com o aumento do teor do Sl ocorre redugcado dos
angulos de contato da agua, o qual corresponde a um aumento na molhabilidade da
superficie dos filmes de PLA. O umedecimento total (dngulo de contato ~ 0°) foi

observado nos filmes com teor igual ou maior de 2,0 %m/m do SI.
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Figura 72. Angulos de contato de agua relacionado ao teor do Sl: PLA.CI (quadro
preto) e PLA.MeS (ciclo vermelho).
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6. DISCUSSAO

6.1 Preparacao dos Biomateriais de PEAD, PHB e PLA com SI

Para um material polimérico ser caracterizado como um biomaterial ideal
ele deve apresentar principalmente as seguintes propriedades: biocompatibilidade,
ser antimicrobiano ou antibiofime, biofuncionalidade e ter boas propriedades fisicas,
quimicas e mecanicas (Pendleton & Gilmore, 2015).

A biocompatibilidade pode ser definida como a habilidade de um
dispositivo médico ter um desempenho satisfatorio, quando em contato com o
organismo vivo, com resposta apropriada do tecido hospedeiro, numa dada
aplicacdo. Ou seja, o termo biocompatibilidade envolve dois fenbmenos associados:
o dispositivo médico ndo pode ser afetado pelo meio fisiolégico e o organismo
(6rgéos e tecidos locais ou distantes) ndo podem sofrer danos pela presenga desse
biomaterial. Para um biomaterial ser antimicrobiano ele deve matar (microbicida) ou
inibir o desenvolvimento (microbiostatico) de micro-organismos, como bactériais,
fungos e virus. E, um biomaterial antibiofilme € quando o material (por ex. polimero)
com uma substéncia inserida tém a capacidade de atuar contra o biofilme fungico. A
biofuncionalidade descreve o comportamento do dispositivo médico no organismo.
Biofuncionalidade é o conjunto de propriedades que da a um determinado dispositivo
a capacidade de desempenhar uma fun¢do desejada, pelo tempo necessario, que
pode ser longo, em caso de implante permanente, ou curto, no caso de implante
temporario. Ela esta relacionada com as propriedades mecanicas, fisicas, quimicas
e biologicas que permitem ao dispositivo médico o desempenho satisfatorio de sua
funcdo (Pendleton & Gilmore, 2015). Devido a isso, neste estudo foram avaliadas
todas as propriedades do PEAD, PHB e PLA com a finalidades de obter-se um
biomaterial que possa ser utilizado comercialmente.

Atualmente, na literatura ndo existem relatos da preparagdao de
biomateriais de PEAD, PHB e PLA com S| como aditivos, apresentando
propriedades antibiofilme, antimicrobiana, entre outras. A preparacido de biomateriais
com propriedades avangadas como antibiofilme foi exclusivamente pesquisada com
S| poliméricos (ligagcao covalente entre o polimero e o SI; Liu et al., 2012; Anderson
& Long, 2010). Portanto, a incorporagédo de Sl como aditivos em polimeros ainda &
uma area de pesquisa incipiente e muito promissora (Pendleton & Gilmore, 2015).
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Dentro desse contexto, neste estudo foi estudado pela primeira vez a
incorporagao dos Sl C1eMImCI e C16MImMeS nos polimeros através dos processos
de mistura no estado fundido (PEAD e PHB) e de Solvent Casting (PLA), com o
intuito de obter-se biomateriais para serem utilizados na confecgdo de dispositivos
meédicos. O processo de mistura no estado fundido proporciona a producdo dos
biomateriais em grande escala, sendo o principal processo utilizado na industria de
termoplasticos. Neste processo, a adicdo dos Sl é facilmente adaptada nas plantas
de produgdo das industrias. No caso do processo de Solvent Casting, este método
proporciona a produgcédo dos biomateriais em menor escala, objetivando aplicagdes
especificas. Além disso, a incorporacdo dos Sl C4sMImCIl e CisMIimMeS como
aditivos nos polimeros proporciona a obtencdo de propriedades avancadas nos
biomateriais de PEAD, PHB e PLA como a atividade antibiofiime.

6.2 Atividade Antibiofilme dos Biomateriais de PEAD, PHB e PLA

com S|

Atualmente, existem poucos estudos relatando a atividade antibiofilme
dos Sl. Bergamo et al. (2015) relataram a atividade antibiofiime do C4MimCI na
superficie de catéteres comerciais frente a C. tropicalis. Choi et al. (2011)
prepararam biomateriais de poli(vinil cloreto) com atividade antimicrobiana e
antibiofilme para um amplo espectro de bactérias resistentes a antibidticos,
utilizando dois sais funcionais (docusato de 1-etilpiridinio e docusato de tributil(2-
hidroxietil)fosfénio), porém, ndo houve nenhum relato de atividade antibiofilme para
leveduras e outras espécies de fungos.

Neste estudo, a incorporagdo dos SI C4sMImCIl e CisMImMeS nos
polimeros de PEAD (Tabelas 6-7 e Figuras 4-5), PHB (Tabelas 11-12 e Figuras 29-
30) e PLA (Tabelas 15-16 e Figuras 49-50) proporcionou a obtenc&do de biomateriais
com atividade antibiofilme frente a Candida spp., sendo uma inovagao nesta area de
pesquisa, pois ndo existem relatos na literatura da preparacéo destes polimeros com
os SI C4MImCl e Ci¢MImMeS. Estes Sl ja foram estudados anteriormente,
apresentando excelente atividade antifungica para Candida tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata e Trichosporon asahii. As CIM destes sais imidazdlicos
apresentaram valores entre 0,9-250 pg mL™. Em geral o SI C1sMImCI apresentou a
melhor atividade antifungica contra todos os isolados testados com a CIM de 0,9 ug
mL", independente do tipo de isolado. Esse valor é dramaticamente baixo quando
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comparado com os valores de CIM de drogas de escolha no tratamento antifungico
como fluconazol e cetoconazol, testados contra os mesmos isolados e com valores
de CIM mais altos. Esses resultados sdo de maxima importancia pois todos os
isolados testados no ensaio de CIM sao fortes formadores de biofilme (Schrekker et
al., 2013). Sendo assim, neste trabalho mostra-se a versatilidade destes S| como
aditivos nos polimeros de PEAD, PHB e PLA para a obtengcdo de biomateriais com
propriedades avancadas. Como por exemplo, o PEAD.SI poderia ser testado como
implantes faciais, na tentativa de encontrar um material aloplastico como substituto
facial 6sseo (Niechajev, 2012).

Na literatura ndo existem estudos relatando a utilizacdo dos polimeros de
PEAD, PHB e PLA com atividade antibiofiime frente a isolados fungicos, com
aplicagcdes em dispositivos meédicos. Alguns estudos relatam a utilizagdo de outros
materiais com atividade antibiofilme. Recentemente, poliésteres foram testados para
verificar se apresentavam atividade antibiofilme, sendo possivel verificar que esses
materiais inibem os biofilmes de alguns isolados de Candida albicans e C. tropicalis
(Jager et al., 2015). Raman et al., demonstraram que a colonizagdo de C. albicans
sobre as superficies dos segmentos de tubo de catéter pode ser reduzida in vitro e in
vivo (camundongos) por revestimento com camadas multiplas de polieletrdlito que
libertam um potente antifungico o beta-peptideo. Neste estudo foram utilizados
catéteres com revestimentos (filmes) de polieletrélito usando componentes a base
de polissacarideo (acido hialurdnico), quitosana e beta-peptideo, e revestimentos de
polieletrdlito, beta-peptideo, usando componentes a base de polipeptideos. Os
filmes apresentaram atividade antifungica contra C. albicans e preveniram a
formacédo de biofiimes na superficie destes materiais tanto in vitro como in vivo
(Raman et al., 2016). Devido a isto, a utilizagdo de PEAD, PHB e PLA com os SI
C16MImCI e C1sMImMeS fornece uma alternativa inovadora para o desenvolvimento
de dispositivos médicos, a fim de, prevenir e erradicar a formacdo de biofilmes
fungicos, um grave problema de saude publica.

As micrografias de MEV (PEAD: Figuras 15, 73 (Anexo |) e 74 (Anexo |);
PHB: Figuras 39, 75 (Anexo |) e 76 (Anexo |); PLA: Figuras 59, 77 (Anexo |) e 78
(Anexo 1)), apos 72 hs de incubagdo com o isolado clinico C. tropicalis 72A,
confirmaram o potencial antibiofiime destes biomateriais, impedindo a adeséao e
formagdo do biofilme, qualificando assim os resultados obtidos nos ensaios
Antibiofilme e MCA.
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No ensaio MCA foi possivel verificar que houve uma variacdo na
porcentagem de impedimento da formagéo do biofilme dependendo do isolado de C.
tropicalis testado (Duhring et al., 2015). Em relacdo aos filmes de PEAD com os
diferentes teores de C46MImCI e C1¢MImMeS, testados frente aos isolados de C.
tropicalis mostraram que ndo existe uma relagdo direta entre o teor do Sl e a
porcentagem de impedimento da formacéo do biofilme (Figuras 7-14). No caso dos
biomateriais de PHB (Figuras 31-38) e de PLA (Figuras 51-58); foi possivel verificar
que com o aumento do teor dos Sl (C16MImCI e C1¢MImMeS) nos polimeros, ocorre
um aumento na porcentagem de impedimento da formagdo do biofilme. Estas
variagbes na relacdo do teor do Sl e da atividade antibiofilme dependem de uma
série de fatores, que incluem principalmente a rugosidade, distribuicdo do Sl,
morfologia, carga e hidrofilicidade da superficie dos biomateriais. Como o teor do SI
esta diretamente envolvido nas propriedades da superficie dos biomateriais, isto

poderia influenciar na atividade antibiofilme (Campoccia et al., 2013).

6.3 Citotoxicidade de SI

Os SI C4MimClI, C1oMimCl, (C10)2MImCI, C1¢MImCI e C1sMimMeS foram
testados para avaliar a citotoxicidade dos mesmos em células de fibroblastos L929
de camundongos (Figuras 16-20), a fim de comparar entre eles a relagdo estrutura-
atividade e verificar se os mesmos poderiam ser utilizados como aditivos em
polimeros para o processo de regeneragédo 0ssea e outros processos.

O comprimento da cadeia N-alquil do cation imidazdlico exerce efeito
expressivo na citotoxicidade dos Sl, sendo que quanto maior a cadeia maior a
citotoxicidade. O S| C4MImCI (Figura 16) € o menos citotoxico, possibilitando a sua
aplicacdo em elevadas concentragbes de até 500 pg/mL. O aumento da
citotoxicidade dos Sl com maiores cadeias N-alquil poderia estar relacionado com
uma maior compatibilidade destes S| com as membranas celulares e consequente
penetragc&o nas celulas de fibroblastos (Pham et al., 2010).

A biocompatibilidade dos S| C1¢MImCI e C4sMImMeS na concentragédo de
1 pg/mL sugere que os mesmos podem ser aplicados em baixas concentragdes,
sem apresentar citotoxicidade. Schrekker et al. (2013) testaram a citotoxicidade dos
SI C1eMImCI e CisMImMeS e verificaram que 0s mesmos ndo apresentam
citotoxicidade em células de leucdcitos humanos, quando aplicados em altas
concentragdes. Isto pode indicar que nas células de fibroblastos de camundongos



152

L929, a penetracdo dos S| na membrana das células € maior quando comparado as
células de leucécitos humanos (Pham et al., 2010). Combinando os perfis de
citotoxicidade em ambas as células, a aplicagdo destes S| em biomateriais mostra-
se segura.

Em geral, toda a série de Sl testados poderia ser utilizada como aditivos
nos polimeros, variando a concentragdo, pois como no caso dos Sl C1sMImCI e
CisMImMeS os mesmos ndo apresentaram-se toxicos em células de fibroblastos de
camundongos L929 em baixas concentragdes, podendo ser aplicados para o
processo de regeneragcdo Ossea e outras finalidades como biomateriais com
atividade antibiofilme.

6.4 Biocompatibilidade dos Biomateriais de PEAD, PHB e PLA com

Si

Os biomateriais quando implantados no corpo humano devem ser nao
toxicos e biocompativeis, sem causar um grau intoleravel de dano no organismo vivo
(Williams DF, 2008). A incorporagdo de aditivos nos polimeros em dispositivos
meédicos temporarios ou permanentes pode ser usada para melhorar a aceitagao do
material organico implantado, minimizando a possibilidade de rejeigdo, um dos
principais problemas enfrentados quando os dispositivos médicos s&o implantados
(Sobczac et al., 2013; Siedenbiedel & Tiller, 2012).

O estudo de biocompatibilidade dos biomateriais de PEAD, PHB e PLA
com Sl foi realizado com células-tronco mesenquimais humanas (CTMh), incluindo a
adesédo (PEAD: Figuras 21 e 22; PHB: Figuras 40 e 41; PLA: Figuras 60 e 61) e a
proliferagdo celular (PEAD: Figura 23; PHB: Figura 42; PLA: Figura 62). Os trés
polimeros sem os Sl apresentaram boa biocompatibilidade com as CTMh,
considerando ambas as etapas de adesao e de proliferacdo. Foi possivel verificar
que as CTMh aderiram-se e proliferaram nos biomateriais de PEAD, PHB e PLA

Os biomateriais de PEAD.SI destacaram-se na etapa de adesao celular,
pelo elevado nivel de células aderidas e pela diferenciacdo das células CTMh em
osteoblastos (Figura 21), processo importante na regeneragao 6ssea. Para ocorrer a
osseointegracao no processo de regeneragao 0ssea ha necessidade da estabilidade
primaria, a qual depende da forma do implante. Logo apds a instalagao do implante
0s mecanismos celulares que culminam com a osseointegragao sao iniciados. Entao

a diferenciacdo das CTMh em osteoblastos é especialmente importante para a



153

regeneracao de matrizes extracelulares mineralizadas em defeitos 6sseos (D Anto et
al., 2013; Raucci et al., 2011; Raucci et al., 2014). A incorporagédo do S| na matriz do
PHB provocou uma pequena diminuigdo na adesdo das CTMh. Os biomateriais
PLA.SI também demonstraram uma boa fixagdo e propagacéo das CTMh.

A proliferagdo celular inicial dos biomateriais de PEAD.SI, PHB.SI e
PLA.SI é menor do que o nivel da amostra Controle. Isto poderia ser explicado pelas
propriedades de superficie dos biomateriais, pois comportamentos celulares como
adesdo, mudangas morfoldégicas e proliferagcdo celular sdo principalmente
determinados pela rugosidade, morfologia, carga da superficie, hidrofilicidade, entre
outras (Campoccia et al., 2013). A proliferagcdo celular nas superficies dos
biomateriais de PEAD.SI, PHB.SI e PLA.SI aumentou com o tempo, chegando no
mesmo nivel da amostra Controle apds 21 dias, confirmando que estes biomateriais
sdo biocompativeis com as CTMh. A interagdo das células com as superficies dos
biomateriais € de extrema importancia na efetividade de dispositivos médicos, como
implantes médicos, podendo definir o seu grau de rejeigdo. Assim, modificagbes de
superficie podem modular as respostas das células junto aos biomateriais
(Campoccia et al., 2013).

A biocompatibilidade dos biomateriais de PEAD.SI, PHB.SI e PLA.SI foi
confirmada pela avaliagdo histopatologica realizada na pele da orelha suina, onde
nao foram observadas lesdes microscépicas agudas (Figuras 24, 43 e 63; Kimura &
Doi., 2004). Possibilitando assim possiveis aplicagbes topicas destes biomateriais,
como por exemplo na engenharia de tecidos, entre outras aplicagdes. (Park et al.,
2013).

6.5 Morfologia e Hidrofilicidade da Superficie dos Filmes de PEAD,

PHB e PLA

Os filmes de PEAD.SI (Figura 25) e PHB.SI (Figura 44) ndo apresentaram
mudangas expressivas na morfologia da superficie, quando comparados com o
PEAD (sem os Sl) e o PHB (sem os Sl). O processo de prensagem pode ser o
reponsavel pela auséncia de mudangas induzidas pelos Sl na morfologia destes
biomateriais. Como consequéncia, as mudancgas na atividade antibiofime e na
biocompatibilidade dos biomateriais de PEAD.SI e PHB.SI ndo estédo relacionadas
com as mudangas morfologicas de superficie.
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Ambos os filmes de PLA.CI (Figuras 64 e 66) e PLA.MeS (Figuras 65 e
67) apresentaram mudangas na rugosidade e morfologia da superficie, como a
presenca de esferas superficiais e orientagdo direcional. Estas mudangas estao
relacionadas com a incorporacdo dos Sl em diferentes teores aos filmes de PLA.
Sendo que a adi¢gdo dos S| C16MImCI e C1sMImMeS ndo modificaram os valores de
massa molar média em massa do PLA de forma significativa. Dessa forma, as
mudancas de rugosidade e de morfologia podem ser atribuidas aos Sl (Tabela 10).

O controle morfolégico com a adi¢gado dos Sl foi favorecido pelo processo
de Solvent Casting, utilizado na preparagdo destes biomateriais de PLA.SI. A
dissolucdo simultdnea do Sl e do PLA permitiram uma pré-orientacédo
supramolecular devido as interagdes SI-PLA. Apds a evaporagao do solvente, esta
pré-orientacao SI-PLA foi refletida nos biomateriais na forma de esferas superficiais
e de orientacdo direcional (presenca de linhas na superficie). Kim et al. (2015)
utilizaram com sucesso os Sl derivados do cation C4Mim no processo de Solvent
Casting para preparar dispositivos de PLA com morfologia controlada, destacando
desta forma o grande potencial dos Sl de induzir controle de morfologia em
biomateriais de PLA.

As analises de angulo de contato forneceram importantes informagdes
sobre a hidrofilicidade das superficies dos biomateriais de PEAD.SI (Figura 28),
PHB.SI (Figura 48) e PLA.SI (Figura 72) e sobre a orientagdo preferencial dos SI
presentes nas respectivas superficies. As modificagcbes observadas na
molhabilidade das superficies ndo estdo somente em concordancia com a presenca
dos Sl nas superficies do PEAD, PHB e PLA, mas também sugerem a orientagao
especifica dos Sl. A aumentada hidrofobicidade do PEAD.CI.0250 sugere que a
cadeia alifatica do C1¢MImCI estava orientada preferencialmente na direcdo da gota
da agua. Em contraste, os filmes de PEAD com o CisMImMeS mostraram uma
aumentada hidrofilicidade com o aumento dos teores do Sl. Isto sugere que a parte
polar (nucleo imidazodlico do cation e o anion metanossulfonato do Sl) estava
orientada preferencialmente para a gota da agua (Zolghadr et al., 2014).

O C46MImCI tornou os filmes de PHB mais hidrofébicos e o C1gMImMeS
tornou os filmes de PHB mais hidrofilicos. Embora estes S| tenham causado um
efeito oposto na hidrofilicidade/hidrofobicidade, isto ocorreu na mesma extensao
para os teores dos Sl definidos. Isto indica uma orientagcédo distinta destes Sl na
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superficie do PHB, sendo que o C1¢MImCI esta orientado com a parte apolar para a
gota da agua e o C1¢MImMeS com a parte polar (Zolghadr et al., 2014).

Ambos os S| aumentaram a molhabilidade da superficie dos filmes de
PLA. O aumento na hidrofilicidade sugere uma orientagdo preferida do nucleo
imidazdlico e do anion polares na dire¢ao da gota de agua e da cadeia lateral apolar
N-1-n-hexadecil na matriz do PLA (Zolghadr et al.,, 2014). Desta forma, o PLA
poderia ser usado em varias aplicagdes médicas em dispositivos médicos, como
scaffolds (Belkhir et al., 2015), sistemas de liberagdo de drogas (Davachi & Kaffashi,
2015), malhas (Davachi & Kaffashi, 2015), microesferas (Davachi & Kaffashi, 2015),
microcapsulas, na engenharia de tecidos (Huang et al., 2015; Wang et al., 2015;
Salerno et al., 2015), entre outras aplicagdes.

6.6 Cristalinidade dos Filmes de PEAD, PHB e PLA

Da mesma forma que os S| ndo modificaram a morfologia da superficie
dos biomateriais de PEAD.SI e de PHB.SI, o tipo de cristalinidade das matrizes do
PEAD (Figuras 26 e 27; Chouit et al., 2014) e do PHB (Figuras 46 e 47; Medvecky,
2012) nado foram alteradas. Porém, a cristalinidade do PLA foi alterada pela
incorporagao dos Sl (Figuras 68 e 69; Shameli et al., 2010). A presenca dos Sl
reduziu as intensidades dos picos caracteristicos do PLA. Altos teores dos Sl
promoveram a indugcao de novos planos de cristalinidade com a formacéao de cristais
diferentes, dependendo do Sl aplicado. Alguns dos novos planos de cristalinidade
podem estar relacionados com a cristalizacdo dos proprios SI na matriz ou na
superficie dos biomateriais de PLA. Ohba et al. (2015) estudaram a
nanocristalizacdo de LI imidazolicos em nanotubos de carbono, observando a

inducéo da cristalizagdo quando confinados em nanoespacos.

6.7 Propriedades Térmicas dos Filmes de PEAD, PHB e PLA

Considerando os biomateriais de PEAD (Tabela 9, Figuras 90 (Anexo III)
e 94 (Anexo IV)), PHB (Tabela 13, Figuras 91 (Anexo lll) e 95 (Anexo IV)) e PLA
(Tabela 18, Figura 92 (Anexo lll) e Figuras 95 e 96 (Anexo IV)) com teores dos Sl de
até 0,5 %m/m, ndo ocorreram mudancas expressivas nas propriedades térmicas,
indicando que os S| podem ser utilizados como aditivos para a preparagcdo de
biomateriais (PEAD: Pourdanesh et al., 2014; PHB: Chen & Wu, 2005; PLA: Hamad
et al., 2015).
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As temperaturas de fusdo e de cristalizagdo nao foram afetadas
significativamente nos filmes de PLA.MeS, o que parece estar de acordo com a
localizagao preferencial do C1¢MImMeS na superficie do PLA. Ocorreu apenas uma
ligeira diminuicdo da temperatura de cristalizagdo com a incorporacéo dos teores de
5,00 e 10,0% m/m do CisMImMeS, o que pode ser devido aos cristais do SI
formados na superficie do polimero. Foi observada uma nova transicdo de
temperatura a ~40 °C para a amostra PLA.MeS.10000, o que poderia estar
relacionado com a fusdo do S| na superficie. Nenhum dos filmes de PLA.MeS
apresentou uma temperatura de degradacéo (Ts0%) inferior as do PLA, o que poderia
sugerir que o Sl na superficie do polimero atuou como uma camada de protegao.

A amostra de PLA.CL.5000 mostrou claramente transi¢gdes bimodais de
fusdo, as quais parecem estar de acordo com a distribuicdo do Sl na matriz do PLA,
induzindo uma nova fase cristalina do PLA. Finalmente, o teor de 10,0% m/m do

C16MImCI resultou na auséncia das transi¢cdes de fusao e cristalizagao.

6.8 Propriedades Dinamico-Mecanicas dos Filmes de PEAD, PHB e

PLA

As propriedades dindmico-mecanicas poderdo nortear possiveis
aplicacbes dos biomateriais de PEAD.SI (Tabela 10 e Figura 97 (Anexo V)), PHB.SI
(Tabela 14 e Figura 98 (Anexo V)) e PLA.SI (Tabela 19 e Figura 99 (Anexo V)), pois
€ importante que um biomaterial apresente boas propriedades dinamico-mecanicas
para a confeccdo de dispositivos médicos. Os valores de moddulo de
armazenamento, modulo de perda e rigidez ndo seguiram mudangas sistematicas
com o aumento do teor dos Sl. Neste contexto, foi possivel verificar que o balanco
das propriedades dindmico-mecanicas depende do Sl e do seu teor.

6.9 Presenca e Distribuicao dos Sl na Superficie do PLA

Através das analises de EFEX confirmou-se a presenca do Si
C16MImMeS na superficie da amostra do PLA.MeS.10000 (Figura 70; Naudin et al.,
2002). A analise de MEV/EDS foi realizada para obter informag¢des mais detalhadas
sobre a distribuicdo dos Sl na superficie do PLA, estudando ambos PLA.CI1.10000 e
PLA.MeS.10000 (Figura 71; Sanes et al., 2006). Para os dois biomateriais foi
confirmada a presenga dos Sl na superficie, tendo duas regides de concentragbes
distintas dos Sl, dispersados em ambas as regides de forma homogénea. Isso
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poderia ser devido ao alto teor de 10 % m/m dos SlI, o qual causou acumulagdo em
regides definidas. No caso do PLA.MeS.10000, a orientacdo do Ci¢MImMeS foi

observada nas regiées de maior concentragao.

6.10 Comparacgao entre os Biomateriais de PEAD, PHB e PLA com os

Si

Através das analises de MCA (PEAD: Figuras 7 e 8; PHB: Figuras 31 e
32; PLA: Figuras 51 e 52) realizadas com os biomateriais de PEAD, PHB e PLA foi
possivel verificar que em primeiro lugar o PLA com os Sl C1¢MImCI e CisMImMeS
apresentaram melhor impedimento da ades&o e formagédo do biofilme, seguido em
segundo lugar pelo PHB.SI e por terceiro lugar o PEAD.SI (Tabela 20). Mesmo
assim, de acordo com as analises de Microscopia Eletronica de Varredura, todos os
biomateriais PEAD.SI, PHB.SI e PLA.SI impedem a formagdo do biofilme com
eficiéncia. No PEAD, PHB e PLA, comparando a eficacia entre os Sl C1¢MImCI e
CisMImMeS utilizados como aditivos nos polimeros, foi possivel verificar que, em
geral, os biomateriais com o C4¢MImMeS apresentaram o melhor impedimento da
adesao e formacdo do biofiime frente aos 12 isolados de C. fropicalis testados
(Tabela 20).

No ensaio de biocompatibilidade realizado com células-tronco
mesenquimais humanas (CTMh) foi possivel verificar que os trés biomateriais de
PEAD, PHB e PLA possuem boa ades&o celular (Tabela 20; PEAD: Figura 22; PHB:
Figura 41; PLA: Figura 61). Porém, comparando estes biomateriais, o PEAD.SI
apresentou excelentes resultados de adesao celular comparado com o PLA.SI, que
apresentou melhores resultados do que o PHB.SIl. Avaliando os biomateriais
separadamente em relacédo aos S| C1¢MImCI e C1gMImMeS incorporados no PEAD,
PHB e PLA, no PEAD o PEAD.CI teve melhores resultados de adesao celular
comparado com o PEAD.MeS; com o PLA o PLA.MeS teve melhores resultados de
adesao celular comparado com o PLA.Cl e com o PHB ambos PHB.CI e o
PHB.MeS tiveram os mesmos resultados de adesao celular. Em relacdo a
proliferacdo celular, no sétimo dia os valores dos trés biomateriais PLA.SI, PEAD.SI
e PHB.SI foram inferiores quando comparados com o Controle, sendo que, o PLA.SI
apresentou melhores resultados de proliferagdo celular do que o PEAD.SI e o
PHB.SI que apresentou os menores resultados (Tabela 20; PEAD: Figura 23; PHB:
Figura 42; PLA: Figura 62). Porém, com 21 dias a proliferagcdo celular foi
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compensada, e em geral, foi igual para o PEAD.SI, PHB.SI e PLA.SI. Na avaliagao
histopatoldgica os trés biomateriais de PEAD, PHB e PLA com os Sl ndo mostraram
lesdes microscopicas agudas (Tabela 20).

Na morfologia de superficie dos biomateriais de PEAD.SI (Figura 25),
PHB.SI (Figura 44) e PLA.SI (Figuras 64 e 65), a incorporagao dos S| C1¢MImCI e
CisMImMeS somente afetou a morfologia dos biomateriais de PLA.SI, que
apresentaram esferas na superficie. Isso pode estar relacionado ao método de
Solvent Casting de preparagéo dos filmes, esse processo € importante pois mostra
que os Sl podem induzir mudangas expressivas e significativas na morfologia dos
polimeros de PLA.SI (Tabela 20). A dissolu¢do do PLA e dos S| em cloroférmio
permite uma melhor interagdo entre a matriz e o Sl, causando uma pré-organizagao
em solucdo. Isto poderia explicar porque somente a cristalinidade do PLA.SI foi
afetada (Figuras 26, 27, 46, 47, 68 e 69; Tabela 20). Nos biomateriais de PLA.SI
ocorreu a indugcao de novos planos de cristalinidade.

Em relagcdo as propriedades térmicas e dindmico-mecanicas, os valores
encontrados poderiam auxiliar na escolha do biomaterial com o melhor balango
destas propriedades, dependendo da aplicacdo desejada (Tabela 20). Nas
propriedades térmicas avaliadas neste estudo (Tabelas 6, 8 e 11), foi possivel
verificar que a maior temperatura de fusao encontrada foi do biomaterial PLA.SI. e a
maior temperatura de cristalizacdo encontrada foi do PEAD.SI. N&o foram
detectados valores de transi¢cdo vitrea para o PEAD.SI, sendo que para o PHB.SI
foram encontrados valores de 0-10 °C e para o PLA.SI foram encontrados valores
entre 51-60 °C. A resisténcia a degradagao térmica diminuiu na ordem de PEAD.SI>
PLA.SI> PHB.SI. Referente as propriedades dindmico-mecanicas, incluindo modulo
de armazenamento, modulo de perda e rigidez, observam-se valores compativeis
entre os biomaterias de PEAD.SI e PHB.SIl, porém em geral, os valores de
desempenho dos biomaterias de PLA.SI s&o inferiores (Tabelas 7, 8 e 12).

Os angulos de contato para os biomateriais diminuiram na ordem de
PEAD.SI> PHB.SI> PLA.SI sendo que esta propriedade reflete a molhabilidade
destes biomateriais (Figuras 28, 48 e 72; Tabela 20).



Tabela 20. Comparacao das propriedades entre os biomateriais de PEAD, PHB e

PLA com SI.

Propriedade

Biomateriais com Sl (0,125-0,500 %m/m)

Impedimento da
Formacgao do
Biofilme

Biocompatibilidade —
Adesao celular

Biocompatibilidade —
Proliferacao celular

Avaliacao
Histopatologica

Morfologia da
Superficie

Cristalinidade

Temperatura de
fusao

Temperatura de
cristalizagao

Temperatura de
Transigao Vitrea

Resisténcia a

Degradagao Térmica

Médulo de
Armazenamento

Médulo de Perda

Rigidez

Molhabilidade da

superficie

PEAD.SI
Sem efeito do SI

PEAD.SI
N&o muda o tipo de
cristalinidade

PEAD.SI
Tt=131,5-132,0 °C

PEAD.SI
Tc=117,2-117,8 °C

PEAD.SI
Nao se aplica

PEAD.SI
Ts0% =
473,1-483,0 °C

PEAD.SI
G-40 = 2,44-3,28 GPa
G40 =1,12-1,52 GPa

PEAD.SI
G”-40 = 0,04-0,07 GPa
G740 =0,12-0,16 GPa

PEAD.SI
S-40 = 230,62-416,42
kN/m
S40 =106,03-190,24
kN/m
S90 = 19,45-32,03
kN/m

PEAD.SI
87,0-103°

PLA.SI > PHB.SI > PEAD.SI
(PLA.MeS > PLA.CI; PHB.MeS > PHB.CI; PEAD.MeS > PEAD.CI)

PEAD.SI > PLA.SI > PHB.SI
(PEAD.CI > PEAD.MeS; PLA.MeS > PLA.CI; PHB.CI ~ PHB.MeS)

7 dias: PLA.SI > PEAD.SI > PHB.SI
21 dias: PLA.SI = PEAD.SI = PHB.SI

PEAD.SI = PHB.SI = PLA.SI

PHB.SI
Sem efeito do Sl

PHB.SI
N&o muda o tipo de
cristalinidade

PHB.SI
Tr1 = 156,7-157,8 °C
T2 = 166,9-167,8 °C

PHB.SI
T.=108,5-110,9 °C

PHB.SI
T,=0,54-9,43 °C

PHB.SI
Ts0% =
297,4-303,9 °C

PHB.SI
G-25=2,00-2,73 GPa
G'0=1,59-2,13 GPa

PHB.SI
G”-25=0,14-0,28 GPa
G”0=0,13-0,27 GPa

PHB.SI
S-25=109,09-414,98
kN/m
S0 =87,01-330,63
kN/m
S90 = 23,09-97,00
kN/m

PHB.SI
61,5-74,5°

PLA.SI
Inducao de esferas

PLA.SI
Indugado de novos planos de
cristalinidade

PLA.SI
Tt=170,8-175,4 °C

PLA.SI
T.=107,6-115,7 °C

PLA.SI
T,=51,4-60,2 °C

PLA.SI
Tso% =
317,1-341,0 °C

PLA.SI
G’30=0,22-1,97 GPa
G’556=0,01-0,37 GPa

PLA.SI
G”30 = 0,05-0,25 GPa
G”55 = 0,004-0,063 GPa

PLA.SI
S30 =7,91-62,9 kN/m
S§55=0,37-12, 3 kN/m
S85 =0,04-8,77 kN/m

PLA.SI
49,0-70,5°
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7. CONCLUSAO

1) Neste estudo, foi possivel concluir que a incorporagao dos Sl C1¢MImCI
e C1sMImMeS nos polimeros de PEAD, PHB e PLA, pelo método de estado fundido
em Camara de Misturas (PEAD e PHB) e de Solvent Casting (PLA), proporciona a
producao de biomateriais com propriedades avangadas, com atividade antibiofilme
frente a espécies de Candida, mostrando potencial para serem utilizados na
confeccéo de dispositivos médicos.

2) Os biomateriais de PEAD, PHB e PLA com os Sl apresentaram
Atividade Antibiofilme frente a C. tropicalis, C. parapsilosis e C. albicans. Além disso,
estes biomateriais apresentaram alta capacidade de impedimento da formacéo do
biofilme frente a isolados de C. tropicalis, avaliados pelo Ensaio MCA. Através das
analises de MEV foi possivel confirmar que os biomateriais de PEAD, PHB e PLA
com os Sl C1sMImCI e C1¢MImMeS, em geral, impedem a adesdo e formacgéo do
biofilme.

3) Na analise da citotoxicidade dos S| C1¢MImCI e C1sMImMeS testados
em ceélulas de fibroblastos L929 de camundongos, foi possivel concluir que estes Sl
nao possuem citotoxicidade quando presentes em baixas concentragdes (< 1
pg/mL). Desta forma, a liberacdo de baixas quantidades dos Sl C46MImCI e
CisMImMeS dos polimeros ndo seria um impedimento para a aplicagcdo em
biomateriais. Como a citotoxicidade € menor para os S| com cadeia N-alquil mais
curta, os SI C4MImCI e C1oMImCI poderiam ser utilizados como aditivos, podendo
ser explorados na preparacédo de biomateriais.

4) Os biomateriais de PEAD, PHB e PLA com os S| C4MImCI e
CisMImMeS mostraram-se biocompativeis com as células-tronco mesenquimais
humanas (CTMh), mostrando resultados satisfatérios nas etapas de ades&o e
proliferacéo celular.

5) Na avaliagao histopatologica de pele da orelha suina incubadas com os
filmes de PEAD, PHB e PLA, ndo foram observadas lesbes microscopicas agudas
na pele da orelha suina.

6) A incorporagdo dos Sl C4MImCI e CisMImMeS nos polimeros de
PEAD e PHB, através do método de mistura no estado fundido, ndo provocou
mudangas expressivas na morfologia da superficie destes biomateriais. No caso dos
biomateriais de PLA.SI, preparados através do método de Solvent Casting, a
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presenca dos Sl exerceu uma grande influéncia na morfologia da superficie,
induzindo a formacgao de esferas e a orientagao direcional na superficie.

7) Para os biomateriais de PEAD.SI e PHB.SI ndo foram observadas
grande mudangas na hidrofilicidade da superficie, somente no caso dos biomateriais
de PLA.SI houve um aumento expressivo da hidrofilicidade da superficie deste
biomateriais.

8) Em geral, a incorporagao dos Sl nos polimeros de PEAD, PHB e PLA
melhorou as propriedades fisico-quimicas e dindmico-mecanicas destes
biomateriais.

9) Desta forma, conclui-se que os biomateriais com PEAD, PHB e PLA
com os Sl CgMImCI e CsMImMeS, sdo candidatos promissores para serem
aplicados em dispositivos médicos (como proteses, catéteres, implantes, sistemas
de liberacdo de drogas, entre outros) devido as propriedades avangadas
apresentadas, como atividade antibiofiime frente a Candida spp., impedimento da
formacdo do biofiime de isolados de Candida tropicalis, os Sl C4MImCIl e
CisMImMeS n&o apresentaram citotoxicidade em células de fibroblastos L929 de
camundongos em baixa concentragbes, biocompatibilidade com as CTMh,

apresentando propriedades fisico-quimicas e dindmico-mecanicas interessantes.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo | — MEV - Avaliagao do Impedimento da Formacgao do
Biofilme em Filmes de PEAD, PHB e PLA

Figura 73. Micrografias de MEV do (A) PEAD (células leveduriformes) (barra de
escala = 100 ym), (B) PEAD (biofiime formado) (barra de escala = 100 ym), (C)
PEAD (biofilme formado) (barra de escala = 10 um) e (D) PEAD (biofiime formado
com matriz polimérica extracelular) (barra de escala = 2 uym); apos 72 hs de
incubagao com o isolado clinico formador de biofilme C. tropicalis 72A.

Figura 74. Micrografias de MEV do (A) PEAD, (B) PEAD.CIL.0500 e (C)

PEAD.MeS.0500; apos 72 hs de incubagdo com o isolado clinico formador de
biofilme C. tropicalis 72A: Barra de escala = 100 ym.
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Figura 75. Micrografias de MEV do (A) PHB (biofilme formado) (barra de escala =
100 um), (B) PHB (biofilme formado) (barra de escala = 10 ym) e (C) PHB (biofilme
formado com matriz polimérica extracelular) (barra de escala = 2 ym); apds 72 hs de
incubag&o com o isolado clinico formador de biofilme C. tropicalis 72A.

Figura 76. Micrografias de MEV do (A) PHB, (B) PHB.CI1.0500 e (C) PHB.MeS.0500;
ap6s 72 hs de incubagdo com o isolado clinico formador de biofiime C. tropicalis
72A: Barra de escala = 100 um.

o
=

Figura 77. Micrografias de MEV do (A) PLA (células leveduriformes) (barra de
escala = 100 ym), (B) PLA (biofiime formado) (barra de escala = 10 uym) e (C) PLA

(biofilme formado com matriz polimérica extracelular) (barra de escala = 2 ym); apos
72 hs de incubagao com o isolado clinico formador de biofilme C. tropicalis 72A.

i

Figura 78. Micrografias de MEV do (A) PLA, (B) PLA.CI.0500 e (C) PLA.MeS.0500;
apds 72 hs de incubagdo com o isolado clinico formador de biofiime C. tropicalis
72A: Barra de escala = 100 um.
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9.2 Anexo Il - MEV - Morfologia da Superficie dos Filmes de PLA
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Figura 79. Micrografia de MEV do PLA.CI.0500 (barra de escala = 100 pym).
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Figura 80. Micrografia de MEV do PLA.CI.0500 (barra de escala = 2 ym).
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Figura 81. Micrografia de MEV do PLA.CI.2000 (barra de escala = 100 pm).

Figura 82. Micrografia de MEV do PLA.CI.5000 (barra de escala = 100 pym).
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Figura 83. Micrografia de MEV do PLA.CI.10000 (barra de escala = 100 uym).
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Figura 84. Micrografia de MEV do PLA.MeS.0250 (barra de escala = 100 uym).
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Figura 86. Micrografia de MEV do PLA.MeS.0500 (barra de escala = 100 uym).
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Figura 87. Micrografia de MEV do PLA.MeS.0250 (barra de escala = 100 um).
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Figura 88. Micrografia de MEV do PLA.MeS.2000 (barra de escala = 100 um).
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Figura 89. Micrografia de MEV do PLA.MeS.2000 (barra de escala = 2 um).

9.3 Anexo lll - Curvas de DSC dos Biomateriais
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Figura 90. Curvas de DSC: PEAD (linha preta), PEAD.CI.0125 (linha vermelha);
PEAD.MeS.0125 (linha azul); PEAD.CI.0250 (linha verde); PEAD.MeS.0250 (linha
rosa); PEAD.CI.0500 (linha amarela escura) e PEAD.MeS.0500 (linha azul marinho).
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Figura 91. Curvas de DSC: PHB (linha preta), PHB.CI.0125 (linha vermelha);
PHB.MeS.0125 (linha azul); PHB.CI.0250 (linha verde); PHB.MeS.0250 (linha rosa);
PHB.CI.0500 (linha amarela escura) e PHB.MeS.0500 (linha azul marinho).
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Figura 92. Curvas de DSC das amostras de PLA com (A) C1MImCI: PLA (linha
preta), PLA.CL.0125 (linha vermelha); PLA.C1.0250 (linha azul); PLA.CI.0500 (linha
ciano escuro); PLA.CIL.2000 (linha rosa); PLA.CIL.5000 (linha amarela escura) e
PLA.CIL.10000 (linha azul marinho); e (B) com C4eMImMeS: PLA (linha preta),
PLA.MeS.0125 (linha vermelha); PLA.MeS.0250 (linha azul); PLA.MeS.0500 (linha
ciano escuro); PLA.MeS.2000 (linha rosa); PLA.MeS.5000 (linha amarela escura) e
PLA.MeS.10000 (linha azul marinho).
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9.4 Anexo IV - Curvas de ATG dos Biomateriais
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Figura 93. Curvas de ATG: PEAD (linha preta), PEAD.CI.0125 (linha vermelha);
PEAD.MeS.0125 (linha azul); PEAD.CI.0250 (linha verde); PEAD.MeS.0250 (linha
rosa); PEAD.CI.0500 (linha amarela escura) e PEAD.MeS.0500 (linha azul marinho).
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Figura 94. Curvas de ATG: PHB (linha preta), PHB.CI.0125 (linha vermelha);
PHB.MeS.0125 (linha azul); PHB.CI1.0250 (linha verde); PHB.MeS.0250 (linha rosa);
PHB.CI1.0500 (linha amarela escura) e PHB.MeS.0500 (linha azul marinho).
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Figura 95. Curvas de ATG das amostras de PLA com C46MImCI: PLA (linha preta),
PLA.CI.0125 (linha vermelha); PLA.CI.0250 (linha azul); PLA.CI.0500 (linha ciano
escuro); PLA.CL.2000 (linha rosa); PLA.CL.5000 (linha amarela escura) e
PLA.CI1.10000 (linha azul marinho).
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Figura 96. Curvas de ATG das amostras de PLA com C4sMImMeS: PLA (linha
preta), PLA.MeS.0125 (linha vermelha); PLA.MeS.0250 (linha azul); PLA.MeS.0500
(linha ciano escuro); PLA.MeS.2000 (linha rosa); PLA.MeS.5000 (linha amarela
escura) e PLA.MeS.10000 (linha azul marinho).
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9.5 Anexo V — Analises de ADM dos Biomateriais
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Figura 97. Médulo de armazenamento (A), médulo de perda (B) e rigidez (C): PEAD
(linha preta); PEAD.CI.0125 (linha vermelha); PEAD.MeS.0125 (linha azul);
PEAD.CI1.0250 (linha ciano escuro); PEAD.MeS.0250 (linha rosa); PEAD.CI.0500
(linha amarelo escuro) e PEAD.MeS.0500 (linha azul marinho).
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Figura 98. Mddulo de armazenamento (A), tan delta (B), modulo de perda (C) e
rigidez (D): PHB (linha preta); PHB.CI.0125 (linha vermelha); PHB.MeS.0125 (linha
azul); PHB.CI1.0250 (linha ciano escuro); PHB.MeS.0250 (linha rosa); PHB.CI.0500
(linha amarelo escuro) e PHB.MeS.0500 (linha azul marinho).
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Figura 99. Md6dulo de armazenamento (A e D), modulo de perda (B e E) e rigidez (C
e F): A-C: PLA (linha preta); PLA.CI.2000 (linha vermelha); PLA.C1.5000 (linha azul)
e PLA.CIL.10000 (linha ciano escuro). D-F: PLA (linha preta); PLA.MeS.2000 (linha
vermelha); PLA.MeS.5000 (linha azul) e PLA.MeS.10000 (linha ciano escuro).



