Pontificia Universidade Catdlica de S&do Paulo

Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude

e &
A iy S
~TR

PUC-SP

Dario Mendes Junior

Modelo Experimental de Tratamento de Osteomielite Aguda com Polimero Reabsorvivel

Contendo Vancomicina e Sinvastatina Implantadas em Tibias de Ratos Wistar

Mestrado em Biomateriais e Medicina Regenerativa

Sorocaba/SP
2024



Dario Mendes Junior

Modelo Experimental de Tratamento de Osteomielite Aguda com Polimero Reabsorvivel

Contendo Vancomicina e Sinvastatina Implantadas em Tibias de Ratos Wistar

Dissertacao apresentada  a banca
examinadora da Pontificia Universidade
Catolica de Séo Paulo, como exigéncia
parcial para obtencao do titulo de MESTRE
em Biomateriais e Medicina
Regenerativa, sob a orientacdo da Profa.
Dra. Eliana Aparecida de Rezende Duek e
coorientagdo do Profa. Dra. Moema de

Alencar Hausen.

Sorocaba/SP
2024



Sistemas de Bibliotecas da Pontificia Universidade Catolica de S8o Paulo -
Ficha Catalografica com dados formecidos pelo autor

Junior, Daric Mendes
Modelo Experimental de Tratamento de Osteomielite Aguda com
Polimero Reabsorviwvel Contendo Vancomicina e Sinvastatina

Implantadas em Tibias de Ratos Wistar . / Dario Mendes
Junior. -- Sorocaba, SP: [s.n.], 2024,
70p. ; cm.

Orientador: Eliana Aparecida de Rezende Dusk.
Dissertacdo (Mestrado)-- Pontificia Universidade Catdlica de
530 Paulo, Programa de Estudos Fés-Graduados em Biomateriais
e Medicina Regenerativa.

1. Osteomielite. 2., PLDLA-co-TMC. 3. Eletrofiacdo. 4.
Regeneracdoc Ossea?. I. Duek, Eliana Aparecida de Rezende, IT.
Pontificia Universidade Catdlica de Sorocaba, 5P, Programa de
Estudos Pés-Graduados em Biomateriais e Medicina
Regenerativa. III. Titulo.

CDD




Banca Examinadora

Profa. Dra. Eliana Aparecida de Rezende Duek
Profa. Dra. Angela Faustino Jozala

Profa. Dra. Jose Mauro da Silva Rodrigues



O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior - Brasil (CAPES) 001 - 88887.701190/2022-00.

“This study was financed in part by the Coordenacdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel
Superior — Brasil (CAPES) 001 - 88887.701190/2022-00.”



Agradecimentos

Eu gostaria de agradecer, principalmente, a Deus, por permitir a realizacdo de mais um
sonho na minha vida.

Gostaria de agradecer, também, minha avé Guiomar, meu pai Dario, minha mé&e Cibele,
meus irmaos Victor e Natacha e a todos 0s meus amigos que me apoiaram nesses trabalhosos dois
anos de mestrado, sempre me incentivando a seguir em frente, mesmo nos momentos mais dificeis.

Gostaria de agradecer, em especial, minha orientadora Profa. Dra. Eliana e minha co-
orientadora Profa. Dra. Moema que tiveram a paciéncia e dedicagdo em me orientar e me guiar
nesses dois anos de mestrado.

Gostaria de agradecer a toda a equipe do laboratdrio de biomateriais da PUC-SP, a equipe
do laboratério de microbiologia da PUC-SP, ao biotério da PUC-SP, a equipe do laboratério de
patologia da PUC-SP, a empresa DBM Nano, responsavel por realizar a eletrofiagdo do polimero
estudado neste trabalho, pela essencial ajuda e contribuicdo dada ao projeto.

Agradeco também ao falecido Dr. André Nachiluk, por idealizar este projeto de mestrado.

Agradeco a todos os animais sacrificados para a realizacdo deste trabalho, por suas
inestimaveis contribuigdes a ciéncia.

Por fim, e ndo menos importante, gostaria de agradecer a CAPES, por ter concedido uma
bolsa de estudo para a realizacdo do Programa de Mestrado em Biomateriais e Medicina
Regenerativa da PUC-SP e a FUNDASP por ter concedido desconto na mensalidade do Programa

de Mestrado em Biomateriais e Medicina Regenerativa da PUC-SP.



RESUMO

MENDES JUNIOR, DARIO. Modelo Experimental de Tratamento de Osteomielite Aguda
com Polimero Reabsorvivel Contendo Vancomicina e Sinvastatina Implantadas em Tibias
de Ratos Wistar

A osteomielite, uma infeccdo que leva a inflamag&o, necrose e neoformacéo 6ssea, representa um
desafio de saude publica no Brasil com 183.975 internagdes registradas entre 2009 e 2019. As
opcOes terapéuticas para seu tratamento incluem antibioticoterapia e procedimentos cirrgicos
com implante de materiais ndo absorviveis como o polimetilmetacrilato (PMMA). Entretanto,
pesquisas voltadas ao desenvolvimento de novos biomateriais associados a engenharia tecidual se
tornaram promissoras para o tratamento da osteomielite. Neste projeto, foi desenvolvida e avaliada
uma membrana de Poli(L-co-D,L &cido latico-co-trimetileno carbonato) (PLDLA-co-TMC) com
vancomicina (VAN) e sinvastatina (SIN) para tratar osteomielite em tibias de ratos Wistar, visando
combater a infeccdo e promover a regeneracdo 0ssea. Para isto, o polimero PLDLA-co-TMC foi
sintetizado e eletrofiado com farmacos VAN e SIN e caracterizado por Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Termogravimetria (TG), Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC) e andlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para o0 ensaio in vivo, as
membranas de PLDLA-co-TMC contendo VAN e SIN foram implantadas nas tibias dos ratos
Wistar apds a inducdo de osteomielite. Apds sete dias da inducdo, 0s ratos passaram por nova
cirurgia para implante do biomaterial e, apds quinze dias, foram sacrificados e as tibias foram
coletadas para as posteriores analises. Os ratos Wistar foram divididos em 5 grupos: controle
negativo (lesdo com osteomielite), controle positivo (lesdéo com osteomielite e membrana de
PLDLA-co-TMC), PLDLA-co-TMC com VAN, com SIN e com ambos os farmacos. Além disso,
foi realizado o ensaio microbiolégico, ensaio de liberagcdo de farmaco, dosagem de interleucina-6
(IL-6) e avaliacdo dos aspectos macro e microscépicos da lesdo. Como resultados, a sintese das
membranas de PLDLA-co-TMC com os farmacos ocorreu conforme protocolo estabelecido neste
projeto. No estudo de caracterizacdo, a analise de FTIR, TG e DSC evidenciaram a presenca dos
farmacos na membrana eletrofiada de PLDLA-co-TMC, no ensaio microbioldgico, as membranas
sem farmaco e apenas com SIN n&o tiveram atividade antibidtica, enquanto aquelas com VAN ou
ambos os farmacos apresentaram inibi¢do do crescimento bacteriano. No ensaio de liberacdo de
farmacos, houve liberacdo rapida por cinco dias, seguida por liberacdo sustentada por trinta dias
de ambos os farmacos. Avaliagbes in vivo, incluindo dosagem de IL-6 e andlises macro e
microscopicas da lesdo, mostraram que 0s grupos controles apresentaram maior producao de IL-6
em comparagdo com 0s outros grupos, além do que, foi identificado infecgdo com extravasamento
para os tecidos adjacentes ao 0sso nos grupos controles, ao contrario do que se observou nos outros
grupos que tentaram isolar o processo infeccioso, formando abscessos. Esses resultados
confirmam a viabilidade e eficacia do biomaterial no tratamento da osteomielite.

Palavras-Chaves: Osteomielite, PLDLA-co-TMC, Vancomicina, Sinvastatina, Regeneracao
Ossea



ABSTRACT

MENDES JUNIOR, Dario. Experimental Model for Acute Osteomyelitis Treatment with
Resorbable Polymer Containing Vancomycin and Simvastatin Implanted in Wistar Rat
Tibias

Osteomyelitis, an infection leading to inflammation, necrosis, and new bone formation, represents
a public health challenge in Brazil with 183,975 hospitalizations recorded between 2009 and 2019.
Therapeutic options for its treatment include antibiotic therapy and surgical procedures with the
implantation of non-absorbable materials such as polymethylmethacrylate (PMMA). However,
research focused on the development of new biomaterials associated with tissue engineering has
become promising for the treatment of osteomyelitis. In this project, a membrane of Poly(L-co-
D,L lactic acid-co-trimethylene carbonate) (PLDLA-co-TMC) with vancomycin (VAN) and
simvastatin (SIN) was developed and evaluated to treat osteomyelitis in Wistar rat tibias, aiming
to combat infection and promote bone regeneration. For this, the PLDLA-co-TMC polymer was
synthesized and electrospun with the drugs VAN and SIN and characterized by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), Thermogravimetry (TG), Differential Scanning Calorimetry
(DSC), and Scanning Electron Microscopy (SEM). For the in vivo assay, PLDLA-co-TMC
membranes containing VAN and SIN were implanted in the tibias of Wistar rats after the induction
of osteomyelitis. Seven days after induction, the rats underwent another surgery for biomaterial
implantation, and after fifteen days, they were sacrificed, and their tibias were collected for
subsequent analyses. The Wistar rats were divided into 5 groups: negative control (lesion with
osteomyelitis), positive control (lesion with osteomyelitis and PLDLA-co-TMC membrane),
PLDLA-co-TMC with VAN, with SIN, and with both drugs. Additionally, microbiological assay,
drug release assay, interleukin-6 (IL-6) dosage, and evaluation of the macroscopic and microscopic
aspects of the lesion were performed. The synthesis of PLDLA-co-TMC membranes with the
drugs followed the protocol established in this project. In the characterization study, FTIR, TG,
and DSC analysis evidenced the presence of the drugs in the electrospun PLDLA-co-TMC
membrane. In the microbiological assay, membranes without drugs and those with only SIN
showed no antibiotic activity, whereas those with VAN or both drugs inhibited bacterial growth.
In the drug release assay, rapid release was observed for five days, followed by sustained release
for thirty days of both drugs. In vivo evaluations, including IL-6 dosage and macroscopic and
microscopic analyses of the lesion, showed that the control groups had higher IL-6 production
compared to the other groups. Moreover, infection with extravasation into tissues adjacent to the
bone was identified in the control groups, in contrast to the other groups that tried to isolate the
infectious process by forming abscesses. These results confirm the viability and efficacy of
biomaterials in the treatment of osteomyelitis.

Keywords: Osteomyelitis, PLDLA-co-TMC, Vancomycin, Simvastatin, Bone Regeneration
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1. INTRODUCAO

1.1. Panorama da osteomielite

A osteomielite € uma infeccdo Ossea que leva a inflamacédo, necrose e neoformacéo de
tecido 6sseo, podendo apresentar producdo de pus, além do comprometimento de partes moles que
rodeiam o osso acometido (BURY; ROGERS; DICKMAN, 2021). Se ndo tratada ou tratada
incorretamente pode resultar em infarto ésseo, perda funcional articular ou de membro, podendo
chegar a septicemia potencialmente fatal (LLEWELLYN et al., 2019).

De acordo com o Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde (DATASUS),
no Brasil, entre 2009-2019, foram registradas 183.975 internacGes por osteomielite, o que faz
considerar essa patologia um problema de satde publica. A regido Sudeste apresentou a maior
prevaléncia do nimero de internacGes (38,88 %), seguida pelas regides Nordeste (30,64 %), Sul
(15,01 %), Centro-Oeste (8,42 %) e Norte (7,03 %) (SANTOS et al., 2021). Analisando-se a faixa
etaria, observou-se que as idades mais atingidas pela doenca foram entre 30 e 39 anos (16,25 % dos
casos). Além do exposto, notou-se que em todas as regies analisadas o género masculino foi mais
acometido (70,87 % dos casos) que 0 género feminino (29,12 % dos casos) (SANTOS et al., 2021).

Ao analisar a mortalidade decorrente por osteomielite, foi calculada uma taxa de
mortalidade de 1,26 Obitos para cada 100 pacientes hospitalizados. A anélise regional revelou que
a regido Sudeste atingiu uma taxa de mortalidade de 1,6 obitos para cada 100 pacientes internados,
seguida das regides Nordeste (1,16), Sul (0,99), Centro-Oeste (0,81) e Norte (0,37) (SANTOS et
al., 2021).

1.2. Diagndstico da osteomielite

O diagndstico da osteomielite deve ser feito através de uma detalhada avaliacdo clinica e
uso de exames complementares, quando necessarios, para exclusdo dos diagndsticos diferenciais,
pois o quadro dessa patologia é inespecifico e pode-se confundir com o de outras patologias, como,
por exemplo, tumores ésseos (OLIVEIRA et al., 2017).

Nos pacientes portadores de osteomielite, o diagndstico deve comegar com uma
anamnese detalhada do historico clinico. Nesta etapa, para entender melhor o quadro clinico, é
sugerido perguntar sobre infecgdes prévias, histéria de fraturas expostas que apresentavam um

grande grau de exposicao de estruturas nobres (musculos, tenddes, 0ssos, entre outras) ou trauma
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com evolucdo complicada (HEITZMANN et al., 2019). O quadro clinico da osteomielite apresenta-
se com sinais e sintomas sistémicos, como, por exemplo, febre baixa ndo interferindo no estado
geral do enfermo, além de sinais e sintomas inespecificos locais, como eritema, edema e dor. Dito
isso, para auxiliar no diagnostico, necessita-se de uma busca por meio de exames laboratoriais nos
quais o hemograma podera indicar uma anemia e uma leucocitose, presenca de marcadores
inflamatorios, tal como proteina C reativa (PCR) e velocidade de hemossedimentacdo (VHS)
elevados (QUEIROZ et al., 2017).

Dos exames laboratoriais existentes para rastreio infeccioso, a dosagem de interleucina-
6 (IL-6) constitui-se como um exame complementar importante para monitorar os niveis deste
marcador inflamatério, sendo que, normalmente, é expresso em niveis baixos, exceto durante
trauma, infeccdo ou outros fatores estressantes (ERSHLER, 1993). Exposto isso, a IL-6, de acordo
com a literatura, € produzida no tecido 6sseo, principalmente, por osteoblastos, em resposta a uma
grande variedade de sinais, entre eles, a infeccdo por Staphylococcus aureus, entretanto, é
reconhecido, na literatura, que a IL-6 ndo € exclusiva da osteomielite e pode estar aumentada em
diversas condic6es inflamatorias, incluindo infecgbes em geral (BRINKMANN et al., 2022).

Em relacdo aos exames de imagem, pode-se afirmar que eles apresentam, como objetivo
inicial, descartar os diagndsticos diferenciais do quadro clinico, pois a radiografia, exame de
imagem mais utilizado por ter muita disponibilidade e baixo custo, pode apresentar-se normal na
fase aguda da doenca, no entanto, a medida que a infeccdo progride, sdo identificadas alteraces
0Osseas caracteristicas (BURY; ROGERS; DICKMAN, 2021). Na fase aguda, sdo observados sinais
como radiolucéncia, destruicdo da cortical 6ssea e a reacdo periosteal. Como € necessaria uma
reducdo entre 30-50 % na densidade 6ssea antes que a alteracdo radiografica apareca, o diagndstico
precoce acaba sendo dificultado. Entdo, quando disponivel, a obtencdo de uma imagem de qualidade
superior, como pela tomografia computadorizada, fornece uma caracterizacdo ideal da destruicédo
Ossea e da reacdo periosteal e oferece informagdes sobre alterages nos tecidos moles (SAMBRI et
al., 2021).
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1.3. Tratamento da osteomielite

Historicamente, a osteomielite foi descrita primeiramente por Hipdcrates, no século V
a.C., o qual recomendou, como forma de prevencdo e tratamento da patologia, o desbridamento e o
isolamento, através de materiais estéreis, das fraturas expostas (SANDERS; MAUFFREY, 2013).

Ha muitas opc¢Oes terapéuticas para o tratamento da osteomielite, variando desde
antibioticoterapia, passando por procedimentos cirirgicos que tentem preservar 0 méaximo da
estrutura do 0sso acometido e implantando biomateriais, como o polimetilmetacrilato (PMMA),
conhecido como cimento 0sseo, para auxiliar no tratamento da doenca e até amputacdo do membro
afetado, sendo cada tipo de terapéutica adaptada aos fatores clinicos, como o estagio e extensao da
infeccdo (BURY; ROGERS; DICKMAN, 2021).

Diversos estudos apontam que nenhum dos tratamentos existentes € consensualmente
completo, levando-se em consideragdo a avaliacdo das vantagens e das desvantagens de cada
terapia, podendo até combinar-se mais de um procedimento terapéutico na mesma situagdo em uma
tentativa de obtencdo de um resultado mais eficaz e completo possivel (CONTERNO; TURCHI,
2013; TARDAGUILA-GARCIA et al., 2021).

O estado da arte no tratamento para osteomielite envolve, além da antibioticoterapia,
procedimento cirdrgico de limpeza e desbridamento de tecidos desvitalizados, seguida de
implantacdo temporéaria do biomaterial PMMA, comumente conhecido como cimento 0sseo, nao
absorvivel, embebido em vancomicina (VAN) (AMERSTORFER et al., 2017). Dito isso. ressalta-
se que ha necessidade de uma segunda intervencao cirdrgica para remo¢do do PMMA ap6s o tempo
necessario do tratamento, 0 que representa um novo risco de reinfeccdo do paciente
(AMERSTORFER et al., 2017).

Diante do exposto, a tecnologia de engenharia tecidual e biomateriais podem aprimorar
as atuais terapias de controle de infeccdo e regeneracdo Ossea. Nesse contexto, a pesquisa em
engenharia tecidual e biomateriais tém demonstrado avangos perceptiveis, especialmente no estudo
de materiais implantaveis, bioabsorviveis e que servem de carreador de farmacos. Esses
biomateriais ttm como objetivo oferecer suporte no tratamento da osteomielite, buscando novas
solugdes para o enfrentamento dessa condi¢cdo médica e da regeneragdo do tecido 0sseo (TAO et
al., 2021; SMITH; ROBERTS; AL-KASSAS, 2022; ZHONG et al., 2023).
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1.4. Polimero PLDLA-co-TMC

Dentre os biomateriais estudados, o uso dos polimeros se destaca, principalmente, por
serem utilizados como dispositivos para tratamento de lesdes teciduais e estimulo da regeneracao
tecidual (SMITH; ROBERTS; AL-KASSAS, 2022). Esses materiais poliméricos podem ser
permanentes ou temporarios. Os permanentes sao utilizados para substituir um tecido ou érgédo por
tempo indeterminado, j& os temporéarios séo utilizados para dar suporte terapéutico temporario no
tecido lesionado e para direcionar o processo de regeneracao local (JUNIOR; WADA, 2007).

Os polimeros temporarios, destacam-se 0s biorreabsorviveis. Estes tém a propriedade de
se degradar, a0 mesmo tempo em que o tecido neoformado € produzido, liberando substancias
atoxicas para o organismo. Além dessa caracteristica, eles podem atuar como carreadores de
farmacos e células viaveis para fios de suturas cirdrgicas, stents e implantes 6sseos
(GEEVARGHESE et al., 2022).

Entre os polimeros temporarios e biorreabsorviveis, destaca-se o poli(L-co-D,L-acido
latico) (PLDLA). Este polimero é biocompativel, atoxico para o organismo, versatil e resistente
mecanicamente, além de se mostrar um sistema eficaz para a libera¢do de farmacos. Ele apresenta
a vantagem de ser gradualmente reabsorvido pelo organismo, proporcionando suporte transitério na
aplicacdo clinica (CIAMBELLI et al., 2013). Para obter-se um aumento da elasticidade do PLDLA,
pode-se empregar um polimero que apresenta em sua estrutura quimica segmentos de 1,3 trimetileno
carbonato (TMC), um policarbonato alifatico elastomérico e de comprovada biocompatibilidade
(PEGO et al., 2003). A associacdo do PLDLA com o TMC visa melhorar especialmente a
elasticidade do material, contribuindo para uma resposta mais eficaz as demandas de aplicacdo e
oferecendo potencial para avancos significativos em procedimentos clinicos (DUEK et al., 2018).

Diante do exposto, pode-se inferir que muitos biomateriais poliméricos séo utilizados
como implantes 6sseos e possuem um grande potencial de aplicacdo nessa area, devido a suas
propriedades de serem biocompativeis, sofrendo hidrélise e seus produtos atoxicos serem
metabolizados e eliminados do organismo, e, também, de servirem de carreadores para substancias,
farmacos e células viaveis. Um exemplo disto é o polimero PLDLA-co-TMC que associa as
propriedades mecanicas do PLDLA com a grande flexibilidade conferida pelo TMC (CABRERA;
DUEK, 2014).
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1.5. Eletrofiacéo do polimero PLDLA-co-TMC

Nos ultimos anos, a producao de materiais a base de PLDLA-co-TMC tem se beneficiado
do uso da eletrofiacdo, que se destacou como uma estratégia promissora para a criacdo de
biomateriais com aplicacdes médicas (CHEN et al., 2020). Nesse contexto, a técnica de eletrofiacéo
tem sido amplamente aplicada no desenvolvimento de membranas para cicatrizacdo de feridas, além
de arcabougos e membranas com propriedades de liberacdo controlada de substancias ativas e
celulas. Esses materiais sdo utilizados para auxiliar no tratamento de infec¢Bes, estimular a
regeneracdo tecidual e na criacdo de biossensores vestiveis (LIU; RAMAKRISHNA,; LIU, 2020).

Na técnica de eletrofiacdo, o processo se inicia em uma seringa com agulha que lanca um
jato fino de solucéo contendo polimero que se estica e acelera, enquanto passa por uma fonte de alta
tensdo, até um coletor metalico, resultando em fibras extremamente finas que podem ser
confeccionadas em formato de membranas (KAI; LIOW; LOH, 2014).

A literatura descreve mais de 100 tipos de polimeros naturais e sintéticos eletrofiaveis,
resultando em membranas porosas. Analisando-se isso, € perceptivel a relevancia de polimeros
biocompativeis e biorreabsorviveis, como policaprolactona (PCL) e PLDLA, no desenvolvimento
de membranas eletrofiadas para auxilio no tratamento de doencas, como infeccles, e regeneracdo
tecidual (KESHVARDOOSTCHOKAMI et al., 2021), pois esse material apresenta varios
beneficios em relacdo a aplicacdo, incluindo flexibilidade adequada, permitindo ser moldada
conforme relevo tecidual, elevada razdo area superficial/volume e porosidade ajustavel, permitindo
carrear grandes quantidades de farmacos e células e capacidade de mimetizar a matriz extracelular
do tecido bioldgico local (PARHAM et al., 2020).

Além do que foi mostrado, a técnica de eletrofiacdo possibilita a obtencdo de materiais,
como, por exemplo, membranas com fungdo de carreamento de substancias bioativa e agentes
antimicrobianos em suas fibras, melhorando a eficacia em aplicagdes médicas, como curativos e
implantes teciduais, porque a infeccdo de feridas e a contaminagdo microbiana de implantes séo
grandes desafios e a inclusdo de agentes antimicrobianos nesses materiais pode ser crucial para
enfrentar esses problemas (ELSADEK et al., 2022).

1.6. Vancomicina

De acordo com a literatura, 0os microrganismos mais comumente identificados em

osteomielites sdo bactérias, como: Staphylococcus aureus (S. aureus), Staphylococcus coagulase-
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negativo e bacilos aerdbios gram-negativos (WU et al., 2022). Considerando-se as vias etioldgicas
da doenga, nas osteomielites por disseminacdo hematogénica, constata-se, frequentemente, um
unico agente causador da infeccdo, S. aureus, e, nas osteomielites por contiguidade, constata-se,
frequentemente, uma infecgcdo polimicrobiana (SCHMITT, 2017). J4, levando-se em consideragao
a cronologia da doenca, nas infec¢des agudas, regularmente, encontra-se S. aureus e, nas infeccoes
cronicas, pode-se encontrar também os microrganismos: Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens e Escherichia coli (PAULA, 2013; PANTELI; GIANNOUDES,
2016).

Em vista disso, 0s principais agentes bacterianos responsaveis por causar osteomielite e
0s respectivos antibidticos escolhidos para o tratamento sdo mostrados na Tabela 1 (LIMA;
ZUMIOTTI, 1999; HEITZMANN et al., 2019).

Tabela 1. Principais agentes encontrados nas osteomielites e seus principais antibidticos de primeira
e de segunda linhas usados no tratamento.

ANTIBIOTICO DE ANTIBIOTICO DE

HEETE PRIMEIRA LINHA SEGUNDA LINHA

S. aureus ou S. coagulase ) . Ampicilina, Clindamicina ou
. N A Cefazolina ou Oxacilina .
negativos sensiveis a meticilina Vancomicina

I |
Sulfametoxazol/Trimetoprima,
S. aureus ou S. coagulase

. . s Vancomicina ou Teicoplanina Clindamicina, Daptomicina,
negativos resistentes a meticilina S .
Tigeciclina ou Fluoroquinolona

| 1
Cefepime, Meropenem ou .
. Fluoroquinolona
Imipenem

! 1
Solimicrobiana aerdbia e anaerdbif Amoxicilina com Clavulanato Ertapenem

Pseudomonas spp.

O tempo medio de duragdo do tratamento dessa patologia com o uso de antibidticos,
geralmente, é de 4 a 6 semanas, podendo-se ainda prolongar a antibioticoterapia por via
intravenosa, via intramuscular ou via oral por até 6 meses ou mais em pacientes com osteomielite
cronica (PAULA, 2013).

Dentre os antimicrobianos mais utilizados no tratamento de osteomielite, destacam-se a

vancomicina (VAN) e gentamicina por serem eficazes no tratamento clinico da osteomielite e por
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resistirem as altas temperaturas do PMMA no tratamento cirlrgico da osteomielite, porém
considerando que a gentamicina apresenta efeito ototoxico e nefrotoxico (GOODMAN, 2022),
optou-se por usar vancomicina, um glicopeptideo triciclico, fabricado pela bactéria gram-positiva
chamada Amycolatopsis orientalis, com peso molecular de 1485,7 D, muito solivel em &gua, pouco
solivel em &lcool e praticamente insolivel em éter e cloroformio (MARTINDALE, 1999). O
mecanismo de acdo da VAN consiste em ligar-se com alta afinidade nas terminagdes D-alanyl-D-
alanine, precursora da parede celular bacteriana, inibindo a sintese dessa estrutura celular presente
nas bactérias gram-positivas, como, por exemplo, a S. aureus, interrompendo assim 0 processo de
diviséo e proliferacdo bacteriana (BRUNTON, 2012; PATEL; PREUSS; BERNICE, 2023).

Além do citado anteriormente, dentre os antibiéticos que podem ser combinadas aos
biomateriais estdo os antibidticos do grupo aminoglicosideos e a vancomicina, sendo, este ultimo,
historicamente, administrado por via intravenosa, permitindo uma acao sistémica, ou em mistura
com PMMA, permitindo uma acéo local no tratamento da osteomielite (FRAIMOW, 2009; JORGE;
CHUEIRE; ROSSIT, 2010; XIE et al., 2022). A dosagem e a duracdo do tratamento s&o
determinadas com base na gravidade da infeccdo, caracteristicas clinicas do paciente e resultados

de testes de sensibilidade bacteriana.

1.7. Sinvastatina

Considerando-se que a osteomielite, rotineiramente, leva a inflamacgdo, necrose e
destruicdo do tecido 6sseo, € importante que seja planejado o tratamento da regeneracdo Gssea.
Diante disto, a aplicacdo de medicacGes com propriedades osteoindutoras, osteocondutoras e
osteogénicas, além de tentar solucionar esse problema, potencializa o sucesso da utilizacdo de
biomateriais, como, por exemplo, a membrana eletrofiada, pois a degradacdo de alguns tipos de
polimeros permite que o farmaco seja liberado na circulagdo periférica do implante de forma lenta
e gradual, reduzindo a toxicidade farmacoldgica ao hospedeiro e permitindo a acdo de regeneracao
Ossea local (RASHIDI et al., 2010; TOKER et al., 2012).

O grupo das estatinas € usualmente associado a intervencéo no metabolismo do colesterol.
Tais substancias inibem a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzimas A (HMG-CoA), resultando
na quebra de outras cadeias metabolicas mevalonato-dependentes e, por consequéncia, reducéo do
anabolismo de colesterol. Todavia, alguns estudos demonstraram que a sinvastatina possuli
propriedade pleiotrépica: a osteogénese (CHAMANI et al., 2021). RASHIDI et al., 2010 relatam
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que, além da sinvastatina (SIN) ter a capacidade de estimular a diferenciacdo de osteoblastos e de
inibir a diferenciacdo de osteoclastos, ela pode aumentar a expressdo da proteina morfogenética
0ssea-2 (BMP-2), pelo mecanismo de inibicdo da prenilacdo de enzimas que hidrolisam trifosfato
de guanosina (GTPases), as quais tém efeito negativo na sintese dessa proteina. WOO et al., (2000)
afirmam que a sinvastatina parece ser capaz de inibir a fusdo de precursores dos osteoclastos e
romper os filamentos de actina presentes na zona clara dessas células, auxiliando ainda mais a
osteogénese.

Deste modo, trabalhos atuais vém descrevendo o potencial da SIN associada a
biomateriais, como, por exemplo, membranas eletrofiadas, para atuar na osteogénese, para favorecer
o tratamento das infecgBes O6sseas a0 minimizar a necrose e, consequente, destruicdo Gssea por
acelerar o processo de producdo e remodelamento desse tecido. Assim, ao ser incorporado ao
biomaterial, a degradacdo do polimero gradualmente permitird sua liberacdo sustentada,

contribuindo para uma resposta terapéutica aprimorada (JIN et al., 2021).

2. JUSTIFICATIVA

As opcOes terapéuticas limitadas para o tratamento da osteomielite incluem
antibioticoterapia e procedimentos cirdrgicos com implante de materiais ndo absorviveis como o0
polimetilmetacrilato (PMMA). Posto isso, a utilizacdo do biomaterial PMMA associado a
antibidticos € um dos tratamentos preventivos e curativos das infeccGes dsseas mais realizados,
especialmente, nas infeccdes periprotéticas. A eficacia desse tipo de tratamento das osteomielites,
utilizado desde 1970, é comumente reconhecida (BUCHHOLZ; ENGELBRECHT, 1970; BURY;
ROGERS; DICKMAN, 2021).

Porém, o PMMA apresenta algumas desvantagens em relacdo ao seu uso, tais como:
natureza agressiva do ato cirdrgico, aumento excessivo de temperatura no local do implante e, por
vezes, sistémica, reacdo do tecido hospedeiro ao acumulo de particulas de cimento 0sseo
provenientes de dissolucéo e desgaste do material que sdo pouco bioabsorviveis e de alta toxicidade
para a maioria dos organismos, além da necessidade de realizacdo de um segundo procedimento
cirargico para remocao do material, 0 que pode prejudicar sua eficAcia como tratamento de infeccbes
Osseas (PATEL et al., 2023).

Baseado nessas informacdes, este projeto pretendeu avaliar o biomaterial poli(L-co-D,L
acido latico-co-trimetileno carbonato) (PLDLA-co-TMC) associada a vancomicina (VAN) e
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sinvastatina (SIN) em formato de membrana eletrofiada como substituto do cimento 6sseo para o
tratamento da osteomielite para tentar reduzir as complica¢bes do uso do PMMA e aumentar a
eficacia do tratamento dessa patologia, visto que a membrana eletrofiada de PLDLA-co-TMC ¢
biocompativel, é atoxico para o organismo, apresenta versatilidade e resisténcia mecéanica e mostra-
se um sistema de liberagdo de farmacos eficaz, principalmente, de antibi6ticos e medicamentos que
estimulem a regeneracdo tecidual, proporcionando suporte transitorio na aplicacdo clinica da
osteomielite (CIAMBELLI et al., 2013).

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

O objetivo deste projeto foi obter membranas eletrofiadas de poli(L-co-D,L &cido latico-
co-trimetileno carbonato) (PLDLA-co-TMC) adicionadas dos farmacos vancomicina (VAN) e

sinvastatina (SIN) para o tratamento de osteomielite induzida em tibias de ratos Wistar.

3.2. Objetivos especificos

e Incorporar VAN e SIN no PLDLA-co-TMC,;
e Obter a membrana eletrofiada de PLDLA-co-TMC adicionada de VAN e SIN;
e Avaliar as propriedades fisico-quimicas da membrana eletrofiada de PLDLA-co-TMC e

do mesmo eletrofiado com VAN e SIN;
e Induzir osteomielite aguda por contiguidade em metéfise proximal de tibia de ratos Wistar;

e Implantar cirurgicamente, apds 7 dias da inducdo da osteomielite, a membrana eletrofiada

de PLDLA-co-TMC sem ou com VAN e SIN na tibia com infeccéo dssea;
e Analisar macro e microscopicamente, no estudo in vivo, o resultado do tratamento da

infeccdo e a regeneracdo do 0sso acometido.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Este capitulo aborda os procedimentos experimentais realizados neste projeto, incluindo
0s materiais utilizados, os métodos empregados e 0 conjunto de caracterizages dos experimentos

realizados.
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4.1. Materiais

Os mon6émeros L-lactideo (114,13 g/mol) e D,L-lactideo (144,13 g/mol) foram obtidos
da Purac Biochem (Holanda). O carbonato de trimetileno (1,3 dioxan-2-ona) (TMC) (102,089
g/mol) foi obtido da Boehringer Ingelheim (Alemanha). A vancomicina pura (VAN) foi obtida pela
Sigma-Aldrich. A sinvastatina pura (SIN) foi obtida pela farmacia de manipulacdo Phito Férmulas
/ CNPJ: 16.705.291/0001-53.

4.2. Métodos
4.2.1. Sintese do polimero PLDLA-co-TMC

A sintese do polimero poli(L-co-DL &cido latico-co-trimetileno carbonato) (PLDLA-co-
TMC) ocorreu conforme protocolo estabelecido por MOTTA; DUEK, 2014. Para isso, a sintese foi
realizada através da polimerizacdo de quantidades apropriadas dos mondémeros L-lactideo, D,L-
lactideo e TMC, nas proporcdes L:D,L:TMC de 49:21:30 w/w, respectivamente. Em seguida, 0s
respectivos mondémeros com TMC foram misturados e colocados em uma ampola de vidro. Ap6s
essa etapa, o catalisador 2-etil-hexanoato de estanho foi acrescentado a uma razdo molar de
mondmeros com TMC/octoato de estanho de ~5000. A ampola foi selada sob véacuo e,
posteriormente, imersa em banho de 6leo a 130°C por 48 horas, conforme apresentado na Figura 1.

Apo6s esse processo, a ampola foi aberta e o conteudo dissolvido em cloroférmio e
precipitado em metanol. Por fim, o polimero foi seco sob vacuo por 8 horas a 45°C para eliminar o
solvente residual. O PLDLA-co-TMC obtido apresentou massa molar numérica média de 143569
g/mol, massa molar ponderal média em massa de 197552 g/mol e indice de polidispersividade de
1,3. O polimero sintetizado, PLDLA-co-TMC, resultante é apresentado de forma ampliada na
Figura 1.
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Figura 1. Imagem do processo de polimerizacdo e PLDLA-co-TMC obtido através da sintese
(ampliagdo).

4.2.2. Incorporagdo da VVancomicina e da Sinvastatina em PLDLA-co-TMC

Para obtencdo da membrana de PLDLA-co-TMC eletrofiadas contendo vancomicina
(VAN) e sinvastatina (SIN), primeiramente, preparou-se a solu¢do do polimero contendo o0s
farmacos. Numa primeira etapa, o PLDLA-co-TMC sintetizado foi dissolvido em dimetilsulféxido
(DMSO) na concentragdo 10% (m/v). Apos completa dissolugéo, adicionou-se a solu¢cdo VAN na
concentracdo de 3% em relacdo a massa do polimero conforme descrito por MAKAROV et al.,
(2010). Apos a dissolugdo da VAN, a solucdo foi vertida em placa de Petri e colocada sobre uma
placa aquecida com controle de temperatura de 30-35°C por 21 dias para completa evaporacéo do
solvente. Apds esse processo, 0 PLDLA-co-TMC contendo VAN foi solubilizado e submetido ao
processo de eletrofiacdo para obtencéo das membranas.

A solucdo de PLDLA-co TMC contendo SIN seguiu 0 mesmo procedimento citado para
a preparacdo da mistura de PLDLA-co-TMC com VAN, sendo que a SIN foi adicionada a solucéo
numa concentracédo final de 1% do peso do material e o solvente utilizado foi o DMSO (MENDES
JUNIOR et al., 2017).
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4.2.3. Obtencdo das membranas de PLDLA-co-TMC eletrofiadas contendo 0s

farmacos

A partir das amostras do PLDLA-co-TMC incorporadas com os farmacos VAN e SIN,
detalhada no item 4.2.2, para o processo de eletrofiacdo, foram preparadas 4 solucGes distintas:
PLDLA-co-TMC sem a incorporagdo de farmaco a 12% de massa; PLDLA-co-TMC contendo
apenas vancomicina (PLDLA-co-TMC/VAN); PLDLA-co-TMC contendo apenas sinvastatina
(PLDLA-co-TMCI/SIN) e PLDLA-co-TMC contendo uma combinacdo dos dois farmacos a 12%
em massa (PLDLA-co-TMC/VAN/SIN). Para o processo de eletrofiagdo das membranas, utilizou-
se como solvente uma mistura de DMSO e cloroférmio na proporcéo de 1:9 para preparacdo das
solucdes referentes aos 4 grupos. Optou-se por preparar essa mistura de solventes, pois 0 DMSO ¢é
um solvente que, apesar de dissolver o polimero e os farmacos, € pouco volatil, dificultando o
processo de eletrofiacdo. Por outro lado, o cloroférmio é um solvente que, apesar de ndo dissolver
a VAN, volatiliza facilmente a temperatura ambiente (25 °C), favorecendo o processo de
eletrofiacdo. As solugdes foram agitadas a 300 rpm, usando um agitador magnético por 19 horas a
temperatura ambiente, para manter a homogeneizagao das solucdes.

Em seguida, as solucbes de PLDLA-co-TMC foram colocadas em uma seringa de 10 mL
e acoplada a uma bomba de infusdo em equipamento da marca: DBM Eletrotech / modelo: EF 2B
RT 0219. As seringas foram conectadas em agulhas metélicas de 0,70 x 25 mm. As solucGes
previamente preparadas foram entdo eletrofiadas sob parametros fixos de vazéo de 0,08 ml/min e
tensdo elétrica de 15,8 kV. A distancia da agulha até o coletor foi de 180 mm. As fibras eletrofiadas
foram depositadas sobre um coletor rotativo, composto por um cilindro giratorio de aluminio com
velocidade de 99 rpm, conforme mostrado na Figura 2A. O processo de eletrofiacdo resultou em
membranas de 15 x 15 cm, conforme apresentado na Figura 2B. Todo o experimento foi realizado
a uma temperatura de 25°C.
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Figura 2. Imagem ilustrativa do processo de eletrofiacdo (A) e imagem da membrana de PLDLA-
co-TMC eletrofiada na dimensdo 15x15 cm (B).

4.3. Caracterizagao
4.3.1. Espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) do polimero
PLDLA-co-TMC, das membranas eletrofiadas de PLDLA-co-TMC, PLDLA-co-TMC/VAN,
PLDLA-co-TMC/SIN e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN foram realizados em um espectrémetro da
marca: Perkin Elmer / modelo: Spectrum 65, com médulo ATR, resolugdo de 4 cm™, usando

comprimentos de onda entre 500 a 4000 cm™ e 32 scans.

4.3.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das fibras eletrofiadas foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) (JEOL, JSM-6010LA) com parametro de tenséo de 3 kV. As amostras foram previamente

revestidas com ouro em um pulverizador (Denton Vacuum).

4.3.3. Termogravimetria (TG)

As analises de termogravimetria (TG) do polimero PLDLA-co-TMC, das membranas
eletrofiadas de PLDLA-co-TMC, PLDLA-co-TMC/VAN, PLDLA-co-TMC/SIN e PLDLA-co-
TMC/VAN/SIN foram realizadas em equipamento da marca: TA Instruments / modelo: TGA 55.
Para isso, foram utilizados aproximadamente 5 mg de cada amostra. A anélise térmica foi realizada
em um intervalo de temperatura entre 25 e 450 °C, com taxa de aquecimento de 10°C/min e fluxo

de nitrogénio de 100 ml/min.
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4.3.4. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As andlises da calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram realizadas em um
equipamento da marca: TA Instruments / modelo: Discovery DSC 25. Para isso, foram utilizados
aproximadamente 8 mg de polimero PLDLA-co-TMC, das membranas eletrofiadas de PLDLA-
co-TMC, PLDLA-co-TMC/VAN, PLDLA-co-TMC/SIN e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN. As
amostras foram depositadas em capsulas herméticas de aluminio, as quais foram submetidas a um
primeiro aquecimento de 25°C até 120°C, mantendo uma isoterma de 3 minuto, com posterior
resfriamento até -25°C, com isoterma de 1 minuto. Por fim, as amostras foram submetidas
novamente a um segundo aquecimento até 350°C. Todos 0s eventos ocorreram sob atmosfera
dindmica de gé&s nitrogénio com vazéao de 250 mL/min, com razdo de aquecimento e resfriamento

de 10°C/min para todas as amostras.

4.3.5. Estudo microbioldgico das membranas de PLDLA-co-TMC eletrofiada com

Vancomicina e Sinvastatina

Foram realizados antibiogramas para todas as membranas eletrofiadas antes de serem
implantadas nos animais. Para isso, adquiriu-se um tubo contendo cultura de S. aureus do
Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas e da Salde da Pontificia
Universidade Catdlica de Sao Paulo / FCMS PUC-SP, diluidas até a concentracédo final proxima a
escala 0,5 de Mc Farland, aproximadamente, 1,5x108 UFC (unidades formadoras de col6nia). Em
sequida, foi umedecido o swab na cultura, pressionando 0 mesmo sobre as paredes do tubo para
retirar o excesso de liquido. Apds isso, semeou-se 0 swab sobre toda a placa de petri uniformemente,
colocando os discos contendo gentamicina e vancomicina (controles) e pedacos das membranas
eletrofiadas com o auxilio da pinca em pontos equidistantes. Por fim, incubou-se, por 24-48 horas
a 37°C em aerobiose, para, posteriormente, fazer as leituras da presenca ou auséncia dos halos de

inibicdo ao redor dos materiais.

4.3.6. Analise do perfil de liberagdo controlada de farmacos das membranas de
PLDLA-co-TMC

A andlise do perfil de liberag&o controlada de farmacos in vitro para todas as membranas
eletrofiadas de PLDLA-co-TMC, PLDLA-co-TMC/VAN, PLDLA-co-TMC/SIN e PLDLA-co-
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TMC/VAN/SIN foi dada pela concentracdo de farmaco lixiviado no meio de liberacéo. O ensaio foi
realizado em triplicata, usando amostras das membranas de PLDLA-co-TMC com VAN e/ou SIN
que foram imersas em tubos Falcon com 5 mL de solucéo tampédo fosfato-salino (PBS) 0,01M e
mantidas a 37°C em banho termostatico com agitacdo constante. Em seguida, as aliquotas de 3 ml
das solugdes foram coletadas, inicialmente, apds 1, 3, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 minutos, seguidas
por coletas em 2, 3, 4 e 5 horas. Ap0s essa etapa inicial, as aliquotas foram colhidas a cada 24 horas
até completar 380 horas de ensaio. A quantidade retirada em cada aliquota foi reposta com solucgéo
de PBS ap0s cada coleta.

As aliquotas coletadas foram analisadas em um espectrofotdmetro da marca: Femto /

modelo: 800 XI, utilizando um comprimento de onda de 235 nm para VAN e 238 nm para SIN. A
partir da absorbancia obtida para cada aliquota, foi calculada a concentracdo de VAN e SIN liberada
em cada intervalo de tempo. Para este calculo, foi utilizada a curva de calibracéo.
Os dados experimentais foram entdo ajustados aos modelos cinéticos de ordem zero,
primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin utilizando o software DDSolver. A
avaliacdo dos modelos foi realizada com base no coeficiente de determinacdo (R2), sendo
selecionado como o melhor modelo aquele que apresentou o maior valor de R2, indicando um
melhor ajuste aos dados experimentais.

No modelo de ordem zero, a liberagio € constante ao longo do tempo,
independentemente, da quantidade inicial do farmaco, representado pela equacdo Qt=koxt, onde
Qt é a quantidade de farmaco liberado no tempo t e ko € a taxa de liberacdo constante.

No modelo de primeira ordem, a liberacdo é exponencialmente decaida ao longo do
tempo, com a taxa de liberacdo sendo proporcional a quantidade de farmaco presente, representado
pela equacio Qt=Qox(1—e ¥*9), onde Qo é a quantidade inicial de farmaco, k1 ¢ a taxa de liberago
e e € a base do logaritmo natural.

Por sua vez, o modelo de Higuchi é aplicavel a sistemas onde a liberacdo é dominada pela
difuséo atraves de uma matriz sélida, com a taxa de liberacdo sendo proporcional a raiz quadrada
do tempo, representado pela equagio Qt=kxx\'t, onde kx é o coeficiente de difusio.

O modelo de Korsmeyer-Peppas, uma extensdo do modelo de Higuchi, é usado quando a
liberacéo é influenciada por outros mecanismos além da difusdo, como a eroséo da matriz, sendo

comum em sistemas poliméricos. E representado pela equacio Qt=k:xt", onde ki é uma constante
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que depende do sistema de liberacdo e n € o expoente de liberacdo que reflete 0 mecanismo de
liberacdo.

O modelo de Peppas-Sahlin considera a heterogeneidade dos sistemas poliméricos e a
ndo linearidade das taxas de relaxacdo, sendo Util para sistemas com mudancas significativas na
estrutura do polimero durante a liberagdo do farmaco. E representado pela equagdo Qt=k1xt™+k2
xt?™ onde Qt é a quantidade de farmaco liberado no tempo t, k1 e k2 sdo constantes relacionadas
aos mecanismos de liberacdo, e m é um parametro que reflete a complexidade do sistema de

liberacdo.

4.3.7. Estudo in vivo
4.3.7.1. Caracterizacdo da amostra

Para a realizagéo do estudo in vivo, foram adquiridos 25 ratos da classe Mammalia, ordem
Rodentia, familia Muridae, espécie Ratthus norvegicus, da linhagem Wistar, machos, adultos jovens
com idade aproximada de dois a trés meses, pesando entre 250 e 300 g, obtidos do Biotério da
Faculdade de Ciéncias Médicas e da Salude da Pontificia Universidade Catdlica de Sdo Paulo /
FCMS PUC-SP.

Os animais foram mantidos no Biotério da FCMS PUC-SP, passaram por ambientacdo de
duracdo de 7 dias e foram deixados em gaiolas grandes com, ho maximo, cinco ratos por gaiola.
Durante todo o experimento, eles foram hidratados com agua ad libitum e alimentados com dieta
solida da marca: Labina / Agribrands-Purina Ltda; Paulinia, Sdo Paulo, Brasil.

Todas as etapas do experimento foram conduzidas em conformidade com a Lei n°
11.794/2008 e foram aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Médicas e da Saude da Pontificia Universidade Catdlica de S&o Paulo / CEUA FCMS
PUC-SP, sob o protocolo n° 2023/134, seguindo as diretrizes estabelecidas no Guia Brasileiro de

Producdo, Manutenc¢éo ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica.

4.3.7.2. Distribuicdo da amostra em grupos

Para o estudo in vivo, foram utilizados 25 ratos Wistar os quais foram divididos em 5

grupos distintos mostrados na Tabela 2:
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Tabela 2. Distribuicdo dos ratos Wistar nos 5 grupos do estudo in vivo.

X TEMPO DE
[0}
GRUPO DESCRICAO N° DE RATOS ESTUDO
| 1
Controle Negativo Les&do em tibia com osteomielite sem 5 21 dias

material

. Lesao em tibia com osteomielite e .
Controle Positivo membrana de PLDLA-CO-TMC 5 21 dias

| 1
Lesdo em tibia com osteomielite e
PLDLA-co-TM m .
co-TMC com| o mbrana de PLDLA-co-TMC com 5 21 dias
Vancomicina T
Vancomicina
| 1
Lesdo em tibia com osteomielite e
PLDLA-co-TMC com .
f : membrana de PLDLA-co-TMC com 5 21 dias
Sinvastatina . )
Sinvastatina

|
PLDLA-co-TMC com Lesdo em tibia com osteomielite e
Vancomicina e membrana de PLDLA-co-TMC com 5 21 dias
Sinvastatina Vancomicina e Sinvastatina

4.3.7.3. Inducédo de osteomielite em tibias de ratos Wistar

Para esta etapa do trabalho, foram utilizadas cepas de S. aureus (ATCC 6538) cedidas
pelo Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude da Pontificia
Universidade Catolica de Sdo Paulo / FCMS PUC-SP, apés ativacdo adequada de uma cultura pura,
verificada através da coloracdo de Gram e de testes bioquimicos de catalase e coagulase. Para a
ativacdo da cultura pura, as cepas bacterianas foram submetidas ao meio liquido de caldo de soja
tratada com tripsina (TSB) da marca: Biocen do Brasil e a concentracdo celular foi determinada pela
técnica da contagem padrdo em placas usando o0 meio de 4gar de soja e tripsina (TSA) da marca:
Biocen do Brasil (JUNIOR; PINHEIRO; ALMEIDA, 2014).

Apos o crescimento bacteriano, realizou-se o implante das mesmas nos animais. Para
tanto, os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de solucdo de cloridrato de
guetamina 2 % da marca: Vetaset / Fort Dodge Laboratories; Overland Park, Kansas City, USA,
administrado na posologia de 60 mg/kg, e de solucéo de cloridrato de xilazina da marca: Coopazine

| Coopers; Brasil, administrado na posologia de 30 mg/kg. Apds anestesia, foi feita tricotomia

33



manual em toda regi&o tibial, como mostrado na Figura 3A, seguida de antissepsia com solucéo de
digluconato de clorexidina a 2 %.

Posteriormente, foi feita uma incisdo de, aproximadamente, 2 cm seguindo o eixo vertical
da tibia para exposicdo 6ssea, como mostrado na Figura 3B. Logo em seguida, com o objetivo de
padronizar a area a ser operada, as cavidades dsseas de ¢ =2 mm foram confeccionadas com ajuda
de uma broca cirurgica de material mini-micro montada em angulo reto com a cortical 6ssea no
terco superior da face medial da tibia, como mostrado na Figura 3C. Todo o procedimento cirdrgico
foi realizado sob refrigeracdo externa e constante de, aproximadamente, 20°C e com solucgédo
fisiologica estéril de cloreto de sodio a 0,9% (JUNIOR; PINHEIRO; ALMEIDA, 2014).

Apos esse procedimento, a inoculagdo das bactérias dentro da cavidade dssea foi realizada
através de uma pipeta automatica com uma aliquota de 50 pl de solucdo salina com S. aureus
contendo, aproximadamente, 9x108 UFC, como mostrado na Figura 3D. Em seguida a este
procedimento, a ferida operatoria foi suturada por planos e, por fim, aguardado um periodo de 7
dias para a inducdo da osteomielite (FUKUSHIMA et al., 2005).

Figura 3. Imagens do rato anestesiado e tricotomizado (A), da incisdo expondo metéfise proximal
da tibia (B), da cavidade dssea (C) e da inoculacdo das bactérias (D).
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4.3.7.4. Procedimento cirargico nos animais

Apos 7 dias da inducéo da osteomielite nos ratos, foi realizado o procedimento cirirgico
de implante do biomaterial para tratamento da osteomielite. Para isso, os animais foram anestesiados
com injecdo intraperitoneal de solucdo de cloridrato de quetamina 2% da marca: Vetaset / Fort
Dodge Laboratories, Overland Park, Kansas City, USA, administrado na posologia de 60 mg/kg, e
de solucdo de cloridrato de xilazina da marca: Coopazine / Coopers, Brasil, administrado na
posologia de 30 mg/kg. Depois da anestesia, foi feita nova tricotomia manual em toda regido tibial,
como mostrado na Figura 4A, seguida de antissepsia com solucdo de digluconato de clorexidina a
2%. Posteriormente ao preparo cirurgico, foi feita nova incisao, aproveitando-se a cicatriz cirargica
feita na inducéo da osteomielite, para exposicdo 6ssea. Assim que visualizado a cavidade 6ssea de
¢ =2 mm com infec¢do local, como mostrado na Figura 4B, foi implantado a membrana eletrofiada
de acordo com o grupo ao qual o rato que estava sendo operado pertencia, como mostrado na Figura
4C. Em seguida a este procedimento, a ferida operatdria foi suturada por planos e, por fim,
aguardado um periodo de 14 dias para o sacrificio dos animais. Todo o procedimento cirurgico foi
realizado sob refrigeracdo externa e constante de, aproximadamente, 20°C e com solucao fisioldgica
esteril de cloreto de sodio a 0,9%.

Figura 4. Imagens do rato anestesiado e tricotomizado (A), da incisdo expondo cavidade déssea (B) e
do implante da membrana eletrofiada (C).
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4.3.7.5. Eutanésia dos animais

Passado o periodo de 14 dias de implantacdo das membranas, os ratos foram eutanasiados
por overdose de isoflurano, colocando-se os animais em uma camara de vidro fechada junto com
algoddo embebido com a droga durante 20 minutos. As tibias contendo a regido do implante foram
retiradas e, imediatamente, armazenadas em recipientes de vidro, individualmente identificados,

com solucéo fixadora de formol 10% por um periodo de 24 horas a temperatura ambiente.

4.3.7.6. Processamento do material

As tibias foram submetidas a descalcificacdo em solucao descalcificadora contendo &cido
etileno-diamino-tetracético (EDTA) 4,13% pelo periodo de 45 dias, pois elas apresentam em sua
composicdo calcio que dificulta o corte do osso para preparo das laminas histolégicas para,
posteriormente, produzir as laminas para analise histolégica de acordo com as técnicas utilizadas
para microscopia de luz. Passada essa etapa, as tibias foram colocadas em parafina como meio de
inclusdo. Os fragmentos 0sseos contendo a cavidade dssea foram submetidos aos seguintes
processos: lavagem, desidratagdo em solucdes crescentes de etanol, diafanizacdo em etanol
absoluto/xilol na proporc¢éo de 1:1 por 30 minutos, seguida de xilol por 30 minutos e embebicéo em
xilol/parafina a 60°C na proporcéao 1:1 por 30 minutos, seguida de parafina liquida pura por 3 horas.
Apds essas etapas, as tibias foram depositadas em formas de aproximadamente 5 cm?3 e preenchidos
com parafina a 60°C, formando blocos. Esses blocos com os fragmentos 6sseos incluidos
permaneceram em repouso durante 24 horas em temperatura ambiente para o endurecimento dos
mesmos. Em seguida, foi realizado o aparo dos blocos que seguiram para 0 processo de corte

histolégico.

4.3.7.7. Preparacdo das laminas histologicas e coloragdo

Os blocos de parafina com os fragmentos dsseos incluidos foram seccionados através de
um microtomo da marca: Leica/ modelo: RM2245 para obtencdo de cortes histoldgicos em folhetos
com espessura de 3 um, prosseguindo com a técnica de coloragdo das laminas por hematoxilina-
eosina (HE). As laminas foram fotografadas em um microscépio 6ptico da marca: NIKON / modelo:
E 800.
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4.3.7.8. Dosagem de IL-6 nos ratos e analise estatistica

A avaliacdo in vivo do tratamento da osteomielite em tibia de ratos Wistar estipulado por
este projeto comegou dosando-se a quantidade de interleucina-6 (IL-6) no plasma sanguineo dos
animais antes da implantacdo do biomaterial e antes da realizacdo da eutanasia, pois o IL-6 €
marcador bioquimico de atividade pro-inflamatdria que esta muito presente na osteomielite
(BRINKMANN et al., 2022). Para isso, foi realizado coleta de sangue nos ratos antes da cirurgia de
implantacdo do biomaterial e antes de serem eutanasiados e as amostras de sangue foram submetidas
as técnicas de dosagem de IL-6, utilizando-se a Rat IL-6 ELISA Kit da marca: LEAC para
quantificar a IL-6. A partir da dosagem de IL-6 encontrada em cada amostra obtida antes das
cirurgias de implante do biomaterial e antes da eutanasia, foram obtidos os valores médios das
dosagens e seus respectivos desvios-padrdes, comparando estes valores, considerando um nivel de

significancia estatistica menor que 0,05 (YOON et al., 2007).

4.3.7.9. Avaliacéo do aspecto macroscépico do material

Apés a eutanasia dos animais, foram realizadas coleta das tibias contendo osteomielite e,
em seguida, foi observado e analisado os aspectos macroscépicos do material, principalmente,
quanto a presenca de cavidades e/ou fistulas, presenca de secrecéo purulenta e presenca de necrose

Ossea.

4.3.7.10. Avaliacdo do aspecto microscopico do material

Apobs realizacdo da avaliagdo macroscopica das tibias contendo osteomielite, a regido da
tibia contendo infeccdo foi objeto de analise histoldgica. Para este fim, o material foi cortado
seguindo o plano coronal e cobrindo o comprimento da regido da les&o tibial contendo osteomielite.
Com o auxilio de um microscépio calibrado, usando a luz microscopica incandescente, da marca:
NIKON / modelo: E800, foram realizadas observacGes e anélises histoldgicas do 0sso, procurando
identificar: sinais de infeccdo, reacdo inflamatdria, presenca de necrose 0ssea e neoformacao 0ssea

decorrente da destruicdo 0ssea.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste capitulo, serdo apresentados os resultados fisico-quimico, microbioldgico e in vivo

obtidos até o0 momento no devido projeto.
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5.1. Espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros da espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
de vancomicina (VAN), sinvastatina (SIN) e das membranas eletrofiadas de PLDLA-co-TMC,
PLDLA-co-TMC/VAN, PLDLA-co-TMC/SIM e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN séo apresentados na

Figura 5.
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Figura 5. Espectro de FTIR de vancomicina (VAN), sinvastatina (SIN), PLDLA-co-TMC
eletrofiado e das amostras eletrofiadas compostas por PLDLA-co-TMC/VAN, PLDLA-co-
TMC/SIN e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN.

O espectro de infravermelho de SIN apresentou 0s principais picos caracteristicos
atribuidos ao estiramento de hidroxilas em 3550 cm™, enquanto os picos em 2955 e 2875 cm*
foram associadas a estiramento assimétrico e simétrico de C-H, respectivamente. Além disso, 0
pico presente em 1699 cm™ foi atribuido ao estiramento de grupos carbonila C=0, 1161 cm™ a

vibracdo de grupos C-O-C e 870 cm™ & vibragdo C-H de olefinas trissubstituidas (ALVES et al.,



2024; QIAN et al., 2023; PAM; YANG; XU, 2022). Por sua vez, o espectro de VAN exibiu os
principais picos em 3280, 1652 e 1230 cm™ correspondentes aos estiramentos de hidroxilas
(OH)/N-H, C=0 de grupos amida e de ligacdo C-0O, respectivamente (MAGI et al., 2024).

Conforme observado na Figura 5, o espectro de infravermelho da membrana eletrofiada de
PLDLA-co-TMC isenta de farmacos exibiu picos caracteristicos de PLDLA e TMC. Deste modo,
os principais grupos funcionais de PLDLA foram identificados em 2995 e 2924 cm™ associados a
estiramento de CH3 e C-H, respectivamente. Os picos presentes em 1182 cm™ foram atribuidos a
estiramento de C-O-C, enquanto 1081 cm™ a estiramento de C-O. Por outro lado, os picos
associados a presenca do TMC foram identificados em 1256 cm™ atribuidos ao estiramento
assimétrico de O-C-O e 790 cm referente a deformacio assimétrica de O=C-O. O pico presente
em 1745 cm™ foi associado ao estiramento de C=0 de grupo éster presente tanto em PLDLA quanto
TMC do PLDLA-co-TMC (PEDRINI et al., 2024).

Os espectros de infravermelho das amostras de PLDLA-co-TMC eletrofiado com os
farmacos individuais, PLDLA-co-TMC/VAN e PLDLA-co-TMC/SIN, bem como em conjunto,
PLDLA-CO-TMC/VANY/SIN, exibiram apenas o aparecimento dos principais picos identificados
na membrana eletrofiada apenas por PLDLA-co-TMC. Esse fato pode estar associado a uma
sobreposicao dos picos de PLDLA-co-TMC em relacdo aos picos de ambos os farmacos ou a uma
baixa concentracdo tanto de VAN, quanto de SIN na membrana eletrofiada de PLDLA-co-TMC.
Além disso, a auséncia da formacdo de novos picos nos espectros de PLDLA-co-TMC eletrofiado
com VAN, SIN e VAN/SIN indica a ocorréncia de apenas uma interacdo fisica entre esses
componentes. Esse cenario € desejavel, pois pode facilitar a liberacdo dos farmacos para o meio
(KOMATSU et al., 2017).

5.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das mantas eletrofiadas de PLDLA-co-TMC, PLDLA-co-TMC/VAN,
PLDLA-co-TMC/SIN e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN foram apresentadas pela andlise por
microscopia eletronica de varredura (MEV) na Figura 6.
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Figura 6. Imagens de MEV de PLDLA-co-TMC eletrofiado (A) e das amostras eletrofiadas de
PLDLA-co-TMC/VAN (B), PLDLA-co-TMC/SIN (C) e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN (D).

Com base nas imagens das amostras de PLDLA-co-TMC obtidas pela anélise por MEV, foi
notada a presenca de fibras uniformes do material e com didmetros regulares, sendo possivel a
formacdo de uma rede emaranhada. Essa uniformizacdo e morfologia regular das fibras pode estar
associado a concentracdo do polimero (12%) o qual foi utilizado na eletrofiacdo. Segundo JEUN
et al. (2007) quanto maior a massa utilizada do polimero (acima de 3 %) em relacdo a solucéo de
eletrofiacdo, maior é a uniformizacédo das fibras, ou seja, hd uma estabilizacdo da eletrofiacdo e
consequentemente a solidificacdo das fibras quando utilizado maiores concentracOes de material.

No momento da adicdo de sinvastatina (SIN) na eletrofiacdo do PLDLA-co-TMC, foi
observado um inchamento das fibras, deixando-as com didmetros maiores e mais unidas,
diferentemente da eletrofiagdo do PLDLA-co-TMC isento de SIN. O inchamento das fibras pode
ser devido a presenca da SIN eletrofiada conjuntamente com o PLDLA-co-TMC. Estudos de
WENG et al. (2022) mostraram que os diametros das fibras de poli(acido latico-co-acido gliclico)

(PLGA) com SIN eletrofiadas variaram conforme a propor¢do de PLGA e SIN incorporado. Além



disso, os autores relataram que essas estruturas contendo nanofibras entrelacadas e diversificadas
proporcionam uma liberagdo sustentada da SIN.

No entanto, as imagens por MEV das amostras de PLDLA-co-TMC/VAN e PLDLA-co-
TMC/VAN/SIN apontaram inimeros poros ao longo das superficies das fibras, evidenciando uma
morfologia alterada na presenca da vancomicina (VAN), uma vez que a amostra de PLDLA-co-
TMC apenas com SIN ndo apresentou alteracdo de morfologia. De acordo com FATHI et al.
(2020), a VAN solubilizada em polimeros hidrofilicos e eletrofiados posteriormente apresentaram
fibras sem alteracdes morfologicas, ou seja, ndo apresentando agregacdo do farmaco na superficie
das fibras. Sendo assim, a VAN, por ter sido misturado junto ao cloroférmio da solucéo de
PLDLA-co-TMC, a qual é insoltvel em cloroférmio, a mesma pode ter se agregado na superficie
das fibras ap0s a eletrofiacdo, formando poros ao longo dos filamentos. Tal caracteristica corrobora
com ensaio de liberacédo in vitro o qual obteve uma maior liberacdo de VAN nos primeiros dias,

evidenciando a rapida liberacdo do farmaco agregado nas superficies das fibras.

5.3. Termogravimetria (TG)

O comportamento térmico dos distintos farmacos: sinvastatina (SIN) e vancomicina
(VAN), bem como das membranas eletrofiadas compostas por PLDLA-co-TMC, PLDLA-co-
TMC/VAN, PLDLA-co-TMC/SIN e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN foi investigado utilizando
termogravimetria (TG), Figura 7A, e sua derivada (DTG), Figura 7B. As curvas de TG forneceram
informacdes sobre a estabilidade térmica e os processos de decomposicdo dos materiais analisados,
enguanto as curvas de DTG ajudaram a identificar as temperaturas nas quais ocorrem as perdas de
massa mais significativas. Estes dados foram essenciais para compreender a compatibilidade
térmica dos farmacos nas membranas eletrofiadas e para otimizar suas propriedades para aplicacfes
biomédicas.
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Figura 7. Curvas de TG (A) e DTG (B) de vancomicina (VAN), sinvastatina (SIN), PLDLA-co-

TMC eletrofiado e das amostras eletrofiadas compostas por PLDLA-co-TMC/VAN, PLDLA-co-
TMCI/SIN e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN.

A andlise de TG das amostras de SIN e VAN revelou distintos perfis de decomposicao
térmica. A SIN apresentou um unico estagio de perda de massa de 99% entre 259-299°C, com a

temperatura onde a perda de massa foi maxima (Tmax) em 288°C, indicando sua degradacéo térmica



(MAHMOOD et al., 2023). Em contraste, a VAN exibiu quatro eventos consecutivos de perda de
massa. O primeiro e 0 segundo estagios ocorreram entre um intervalo de temperatura entre 28 e
142°C e foram atribuidos a perda de agua residual e estruturalmente ligada, devido a sua natureza
higroscopica (FATHI et al., 2020; MARTIN et al., 2021). O terceiro e quarto evento apresentaram
inicio de perda de massa (Tonset) em 154°C e 306°C, com Tmax em 215°C e 392°C, respectivamente.
Esses eventos foram associados & decomposicdo térmica da VAN (MARTIN et al., 2021). De
acordo com estudos de MARTIN et al., (2021), a decomposicao térmica de VAN ocorre por meio
de varias etapas consecutivas de perda de massa, conforme observado neste estudo.

As curvas de TG, Figura 7A, e DTG, Figura 7B, mostraram que a amostra composta apenas
por PLDLA-co-TMC eletrofiado apresentou um unico e acentuado evento de perda de massa entre
275-317°C. A Tmax 0correu em 305°C e foi atribuida a degradacédo térmica do material polimérico,
conforme evidenciado por estudos de PEDRINI et al. (2024), envolvendo o uso de PLDLA-co-
TMC na proporgdo 70/30. Similarmente, a amostra de PLDLA-co-TMC eletrofiado com SIN
exibiu um Unico evento de perda de massa entre 285-325°C. No entanto, esse evento apresentou
dois estagios consecutivos de decomposicao térmica, com Tmax em 298 °C e 313 °C, atribuidos a
degradacédo térmica de SIN e PLDLA-co-TMC, respectivamente. Por outro lado, a membrana
eletrofiada por PLDLA-co-TMC com VAN exibiu trés estagios de perda de massa, conforme
resumido na Tabela 3. A primeira e ndo muito significativa perda de massa (2%) ocorreu entre 35-
110°C com Tmax em, aproximadamente, 73°C. Este evento foi atribuido a perda de umidade
associada a VAN presente no material eletrofiado. O segundo evento, por sua vez, exibiu uma Tonset
em 119°C com Tmax em 202°C atribuido a decomposicao térmica de VAN. Por fim, o terceiro
evento exibiu uma Tonset €M 309°C com Tmax em 336°C, foi associado a decomposicdo de VAN,
bem como de PLDLA-co-TMC presente em PLDLA-co-TMC/VAN, corroborando com os
achados da literatura (MARTIN et al., 2021). Assemelhando-se ao comportamento térmico
observado para a amostra de PLDLA-co-TMC/VAN, a amostra composta por PLDLA-co-
TMC/VAN/SIN eletrofiada, também, apresentou trés estagios distintos de perda de massa. Assim,
a primeira perda de massa (2%) associada a perda de umidade da VAN, ocorreu entre 42-100°C
com Tmax em 72°C. O segundo e o terceiro estagio de perda de massa exibiram uma Tonset em 120
e 303°C, bem como Tmax de 208 e 338°C, atribuido & decomposigdo térmica de VAN e bem como
a degradacédo termica de VAN e do PLDLA-TMC (PLDLA-TMC/VAN) e PLDLA-TMC/SIM
(PLDLA-TMC/SIM/VAN). Conforme observado, os resultados indicam que a eletrofiacdo de
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PLDLA-TMC em conjunto com os distintos fArmacos resultou em um incremento tanto na Tonset

quanto na Tmax de PLDLA-TMC. Os resultados mostram que a presenca dos farmacos influencia o

comportamento térmico das membranas eletrofiadas.

Tabela 3. Propriedades térmicas determinadas por TG e DTG de PLDLA-co-TMC eletrofiado e
das amostras eletrofiadas compostas por PLDLA-co-TMC/VAN, PLDLA-co-TMC/SIN e PLDLA-

co-TMC/VAN/SIN.

AMOSTRAS EVENTOS Tonset (°C) Tmax (°C) PERDA DE MASSA (%)

SIN 1 259 288 99
1 28 37 4
2 57 95 10
VAN 3 154 215 22
4 306 392 23
PLDLA-cO-TMC 1 275 305 98
PLDLA-co-TMC/SIN 1 285  298/313 99
1 35 73 2
2 119 202 6

PLDLA-co-TMC/VAN
3 309 336 90
1 42 72 2
2 120 208 7

PLDLA-co-TMC/VAN/SIN
3 303 338 88

5.4. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) dos farmacos individuais,

sinvastatina (SIN) e vancomicina (VAN), bem como das membranas eletrofiadas por PLDLA-co-

TMC, PLDLA-co-TMC/VAN, PLDLA-co-TMC/SIN e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN,

apresentados na Figura 8.

sao
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Figura 8. Curvas de DSC dos farmacos sinvastatina (A), vancomicina (B) e das membranas
eletrofiadas por PLDLA-co-TMC (C), PLDLA-co-TMC/SIN (D), PLDLA-co-TMC/VAN (E) e
PLDLA-co-TMC/VAN/SIN (F).

A curva de DSC de SIN, Figura 8A, exibiu o aparecimento de apenas um Unico evento
endotérmico em 140°C, associado a fusdo do farmaco (WENG et al., 2022; ZAFAR et al., 2022;
MAHMOOD et al., 2023). Por sua vez, a VAN, Figura 8B, apresentou dois eventos endotérmicos
amplos, em aproximadamente 105°C e 212°C, associados a decomposic¢do térmica e ponto de fusdo
da estrutura amorfa de VAN (ZHOU et al., 2011; AHMED et al., 2023).

A segunda rampa de aquecimento de DSC de PLDLA-co-TMC eletrofiado, Figura 8C,
exibiu o aparecimento de um Unico evento associado a temperatura de transi¢do vitrea (Tg) em
16°C, indicando sua natureza amorfa (MOTTA; DUEK, 2014). Similarmente, as amostras de
PLDLA-co-TMC/SIN, Figura 8D, PLDLA-co-TMC/VAN, Figura 8E, e PLDLA-co-
TMC/VAN/SIN, Figura 8F, apresentaram uma Unica T4 proxima a Tg identificada para PLDLA-
co-TMC, Figura 8C, isento de farmaco. Assim, as amostras eletrofiadas por PLDLA-co-TMC/SIN,
PLDLA-co-TMC/VAN e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN exibiram valores de Tq de 21°C, 17°C e
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21°C, respectivamente. Conforme observado, a eletrofiacdo dos distintos fa&rmacos (SIN e VAN),
tanto individualmente, quanto em conjunto, causaram apenas um ligeiro aumento da Tq de PLDLA-
co-TMC, mantendo as suas propriedades térmicas inerentes. O ligeiro aumento observado na Tg
do PLDLA-co-TMC eletrofiado com os distintos farmacos estd de acordo com os achados de
SUNER et al. (2022), que também identificaram o mesmo comportamento térmico apds a
eletrofiacdo de &cido polilatico (PLA) com diferentes antibidticos obtidos comercialmente.
Nenhum outro evento associado a presenca de ambos os farmacos foi identificado na curva
de DSC de PLDLA-co-TMC eletrofiado com SIN, VAN e SIN/VAN. De acordo com estudos de
MAHMOOD et al. (2023), a incorporacdo de SIN em membranas poliméricas refletiu no
desaparecimento da Tg de SIN, indicando que a natureza cristalina de SIN foi transformada em fase
amorfa apos a sua adicdo ao polimero. Por sua vez, DELAN et al. (2022), apontam que 0
desaparecimento do pico endotérmico de SIN em nanofibras eletrofiadas estd associada ao
encapsulamento completo de SIN na matriz polimérica eletrofiada, corroborando com os achados
deste estudo para PLDLA-co-TMC/SIN, Figura 8D. Da mesma forma, o material PLDLA-co-
TMC/VAN, Figura 8E, ndo apresentou eventos endotérmicos atribuidos a presenca de VAN, o que
indica a sua incorporacdo bem-sucedida na membrana eletrofiada. Este achado corrobora com o0s
achados obtidos nos estudos de SUNER et al. (2022) e GHAFFAR et al. (2019). Sendo assim, 0s
resultados apontam que a amostra composta por PLDLA-co-TMC/SIN/VAN, Figura 8F, teve
comportamento similar, resultando em um aprisionamento de ambos os farmacos na matriz

eletrofiada.

5.5. Estudo microbiol6gico das membranas de PLDLA-co-TMC eletrofiado com

Vancomicina e Sinvastatina

Para iniciar a avaliacdo das membranas no estudo in vitro, primeiramente, realizou-se o corte
das membranas de 15x15 cm em quadrados de 1x1 cm de lado, apos isso, foi feito estudo
microbioldgico do material, conforme protocolo estabelecido neste projeto.

Deste modo, as Figuras 9A e 9B mostram o antibiograma do disco estéril sem a presenca de
solvente e farmaco (1), o disco estéril incorporado com sinvastatina (2), a membrana de PLDLA-co-
TMC sem farmaco (3), a membrana de PLDLA-co-TMC com vancomicina (4), a membrana de

PLDLA-co-TMC com sinvastatina (6) e, por fim, os discos controles contendo os antibidticos
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gentamicina (GEN) e vancomicina (VAN). Todas as amostras foram previamente secas para a

realizacdo do antibiograma.

Figura 9. O estudo microbioldgico foi realizado em dois periodos de incubacéo: 24 horas (Figuras
9A e 9B) e 48 horas (Figuras 9C e 9D). Nas Figuras 9A e 9C, sdo apresentados 0s seguintes grupos:
disco estéril sem farmaco (1), membrana de PLDLA-co-TMC sem farmaco (2), disco estéril
incorporado com sinvastatina (3) e disco controle com gentamicina (GEN). Ja nas Figuras 9B e 9D,
sdo mostrados: membrana de PLDLA-co-TMC com vancomicina (4), membrana de PLDLA-co-
TMC com vancomicina e sinvastatina (5), membrana de PLDLA-co-TMC com sinvastatina (6) e
disco controle com vancomicina (VAN).

De acordo com o resultado do ensaio microbiolégico, como observado nas Figuras 9C e
9D, apobs 48 horas de incubagéo, os discos vazio e incorporado com SIN ndo formaram halos, o0s
discos de gentamicina (GEN) e vancomicina (VAN) formaram, respectivamente, halos de 20 e 15
mm de didmetro. Ja as membranas de PLDLA-co-TMC sem farmaco e com SIN ndo formaram
halos e, por fim, as membranas de PLDLA-co-TMC com VAN e com VAN e SIN formaram,
respectivamente, halos de 12,6 e 12,3 mm de diametro. Esses dados mostraram que o material sem
farmaco e aquele que continha apenas SIN néo apresentaram atividade de inibi¢do do crescimento
bacteriano, entretanto, o material que continha VAN e VAN com SIN apresentaram atividade de
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inibicdo do crescimento bacteriano, provando que as membranas com antibidtico apresentavam uma
quantidade adequada de antibiético em sua composicdo e este medicamento estava ativo. No
entanto, conforme manual de antibiograma da empresa Laborclin Produtos para Laboratorios Ltda.
/ CNPJ: 76.619.113/0001-31 de 2011, para o estudo microbioldgico pela técnica disco-difusdo, o S.
aureus para ser considerada sensivel a vancomicina, o didmetro do halo formado ao redor do disco
deve ser maior que 15 mm, porém ndo é muito recomendado que o antibiograma da vancomicina
seja realizado pela técnica de disco-difusdo e sim por outras técnicas, como, por exemplo, de
determinacdo da concentracdo inibitéria minima, devido ao aumento do ndmero de cepas de S.
aureus com resisténcia intermediéria a vancomicina (VISA) e resistentes a vancomicina (VRSA).
Neste projeto, optou-se por realizar o ensaio com cristal violeta como ensaio
complementar ao antibiograma descrito anteriormente. Dito isso, inicialmente, foi cultivado quatro
tubos contendo cultura de S. aureus do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias
Meédicas e da Salude da Pontificia Universidade Catélica de Sdo Paulo / FCMS PUC-SP, diluidas
até a concentragéo final proxima a escala 0,5 de Mc Farland, aproximadamente, 1,5x108 UFC. Logo
em seguida, foram colocados as membranas sem farmaco, com VAN, com SIN e com VAN e SIN,
uma em cada tubo, incubando-se, por 24-48 horas a 37°C em aerobiose, para, no final, transferir as
solugdes dos quatro tubos para doze pogos divididos igualmente entre as quatro amostras, para
realizar o ensaio em triplicata, e acrescentar o cristal violeta, como mostrado na Figura 10B, para
efetuar, através de um leitor de microplacas, utilizando um comprimento de onda de 595 nm, a
afericdo das concentracgdes finais de biofilme bacteriano que, indiretamente, indica as concentracdes

finais de crescimento bacteriano, como mostrado na Figura 10A (PINTO et. al., 2023).
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Figura 10. Imagem A representa o grafico obtido do ensaio com cristal violeta, mostrando o0s
quatro grupos: membrana de PLDLA-co-TMC, membrana de PLDLA-co-TMC/VAN, membrana
de PLDLA-co-TMC/SIN e membrana de PLDLA-co-TMC/VAN/SIN e a produgéo de biofilme
bacteriano em %, sendo que (*) representa p<0,05. Imagem B representa os doze po¢os, divididos
entre 0s quatro grupos, contendo o cristal violeta em triplicata.

Analisando os pocos com cristal violeta da Figura 10B, observou-se gque 0S pogos
contendo membranas de PLDLA-co-TMC sem farmaco e com SIN apresentavam solu¢fes mais
turvas do que os pocos contendo as membranas de PLDLA-co-TMC com VAN e VAN e SIN, além
disso, observou-se, também, que, no grafico obtido no final do estudo mostrado na Figura 10A, as
amostras com PLDLA-co-TMC com SIN apresentou a maior taxa de produgdo de biofilme
bacteriano, 154,9% em relacdo as amostras de PLDLA-co-TMC, seguido das amostras com
PLDLA-co-TMC com VAN e VAN e SIN, 34% e 26,7%, respectivamente, em relacdo as amostras
de PLDLA-co-TMC, demonstrando que as amostras de PLDLA-co-TMC com SIN tiveram uma
grande producéo de biofilme bacteriano, ou seja, tiveram um aumento da proliferacdo bacteriana e
0s grupos PLDLA-co-TMC com VAN e VAN e SIN que sdo as amostras que continham antibidtico
tiveram uma pequena producéo de biofilme bacteriano, ou seja, tiveram um inibicéo da proliferagéo
bacteriana, provando que este farmaco esta presente, ativo e S. aureus é sensivel a este antibidtico
(PINTO et. al., 2023).
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5.6. Andlise do perfil de liberacdo controlada de fidrmacos das membranas de
PLDLA-co-TMC

Dando seguimento as avaliagfes das membranas no estudo in vitro, foi analisado o perfil
de liberacdo de farmacos das membranas de PLDLA-co-TMC, sendo avaliada a concentracao dos
farmacos lixiviados no meio de liberacdo. Os ensaios foram realizados em triplicata e foram
analisadas trés amostras de membranas eletrofiadas: membrana PLDLA-co-TMC com
vancomicina, membrana PLDLA-co-TMC com sinvastatina, membrana PLDLA-co-TMC com e
sinvastatina.

Para determinar as concentracfes de farmacos no meio de liberagdo, foram utilizadas as
curvas de calibracdo da vancomicina (VAN) e sinvastatina (SIN). Na Figura 11, é apresentada a
curva de calibragédo obtida com concentrages de VAN de 112,5; 75; 56; 37; 19 e 4,75 pg/ml em
relagdo as absorbancias obtidas. A equacéo de linearidade desta curva é expressa por y = 0,0232x +
0,0864 com um coeficiente de linearidade R = 0,9952. Na Figura 12, é apresentada a curva de
calibracdo obtida com concentracdes de SIN de 30; 25; 20; 15; 10 e 5 pg/ml, também, em relacédo
as absorbancias. A equacdo de linearidade desta curva é representada pela equacao y = 0,0443x +
0,0164 com um coeficiente de linearidade R = 0,9991.
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Figura 11. Curva de calibragdo da vancomicina: absorbancias X concentracdes (112,5; 75; 56; 37;
19 e 4,75 pug/ml).
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Figura 12. Curva de calibragéo da sinvastatina: absorbancias X concentracgdes (30; 25; 20; 15; 10
e 5 pg/mL).

Com base na absorbancia medida para cada aliquota, foram determinadas as concentracfes
de VAN e SIN liberadas em cada tempo para as trés amostras, como mostrado na Figura 13.
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Figura 13. Gréafico obtido do ensaio de liberacdo controlada de farmaco das membranas PLDLA-
co-TMC com vancomicina (azul), membrana de PLDLA-co-TMC com sinvastatina (laranja) e
membrana de PLDLA-co-TMC com vancomicina e sinvastatina (verde) em relacéo ao tempo.

Diante desses resultados, foram utilizados diferentes modelos matematicos, como, por

exemplo, ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin, para analisar
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a liberagcdo dos farmacos pelas membranas eletrofiadas de PLDLA-co-TMC com vancomicina,
como mostrado na Figura 14, e membranas eletrofiadas de PLDLA-co-TMC com sinvastatina,
como mostrado na Figura 15. Ao examinar os resultados, o0 modelo Peppas-Sahlin apresentou maior
destaque por ser mais eficaz em descrever esse processo, com base no coeficiente de determinacéo
(R?).

O modelo Peppas-Sahlin considera que a liberacdo de farmacos de dispositivos
poliméricos segue uma dindmica exponencial que considera tanto os processos de difusdo e
relaxamento da cadeia polimérica quanto do mecanismo de liberacdo. O modelo matematico propde
uma metodologia para analisar de forma abrangente o comportamento de liberagcdo em sistemas de
liberacdo controlada, utilizando um modelo que integra os processos de difusdo e relaxamento
(PEPPAS-SAHLIN, 1989).
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Figura 14. Graficos obtidos com a aplicacdo dos modelos matematicos de cinética de liberacdo da
membrana de PLDLA-co-TMC com vancomicina.
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Figura 15. Graficos obtidos com a aplicacdo dos modelos matemaéticos de cinética de liberacdo da
membrana de PLDLA-co-TMC com sinvastatina.
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Com base nos resultados experimentais e nos coeficientes de determinagdo (R?),
mostrados na Tabela 4, ambas as membranas eletrofiada de PLDLA-co-TMC contendo

vancomicina ou sinvastatina demonstra um melhor ajuste ao modelo de Peppas-Sahlin.

Tabela 4. Valores dos coeficientes de correlacdo (R?) para os modelos matematicos de cinética de
liberacdo da membrana de PLDLA-co-TMC com vancomicina e sinvastatina.

Ordem | Primeira Korsmeyer- | Peppas-

Modelo Cinético Zero Ordem | TH9uchi | " ponnas Sahlin

Coeficiente de
Determinacéo (R?) da -0,726 0,605 0,481 0,967 0,987
liberacdo de vancomicina

Coeficiente de
Determinacdo (R?) da 0,631 0,960 0,955 0,927 0,961
liberacdo de sinvastatina

Ao analisar os parametros k1 e k2, em que k1 representa o coeficiente de contribuicao de
Fick e k2 o coeficiente de contribui¢do de relaxamento, quando o valor de k1 é maior que o valor
de k2, isso sugere que a contribuicdo da difusdo é dominante no processo de liberacdo do farmaco.
Para a VAN, os valores dos parametros sdo k1=47,021 e k2=-6,351, enquanto, para a SIN, temos
k1=22,450 e k2=-0,299. Esses resultados indicam que, tanto para a vancomicina quanto para a
sinvastatina, a difusdo desempenha um papel significativo no processo de liberacdo, com uma
influéncia menos marcante do efeito de relaxamento.

A ciéncia e tecnologia empregadas no avanco relacionado a liberacdo de farmacos ou
outras substancias bioativas a partir de sistemas, incluindo os lipossomas, as bombas osmaéticas, os
revestimentos entéricos, os sistemas transdérmicos, os pro-farmacos, os sistemas matriciais
poliméricos, entre outros, sofreram um incremento notorio na tentativa de melhorar as vantagens
inerentes as formas farmacéuticas de liberagdo controlada (DAS; DAS, 2004).

A utilizacdo de sistemas matriciais polimericos, eles sdo uma opgéo interessante, sendo
uma das estratégias mais empregadas quando do desenvolvimento de um sistema de liberacdo
modificado devido as vantagens inerentes a ele: baixo custo de producéo, fabricacdo que recorre a
equipamentos e técnicas convencionais, versatilidade e eficacia. Além disso, pode-se acrescentar
que a utilizagdo desses sistemas permite a incorporacdo de quantidades relativamente elevadas de
farmacos (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).
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Em particular, o polimero PLDLA-co-TMC ¢ classificada como polimero hidrofébico,
sendo assim, matrizes produzidas com esse polimero realizam a liberacdo de substancia ativa
essencialmente por mecanismos de difusdo através dos poros ou por erosdo, prevalecendo um ou
outro mecanismo de acordo com as propriedades do excipiente e do farmaco incorporado (LOPES;
LOBO; COSTA, 2005).

Dito isso, notou-se que as membranas de PLDLA-co-TMC apresentaram um padréo de
liberacdo de farmaco que, de acordo com a Figura 14, iniciou uma liberacéo rapidamente crescente
nos primeiros 5 dias, sequido do aparecimento de um platd até, aproximadamente, o sétimo dia,
voltando a crescer de forma gradual e sustentada até completar o trigésimo dia e, por fim, voltando
a tornar-se um platd, sendo que a concentracgéo, ao final de 30 dias, da vancomicina foi de 510,01
pg/ml, da sinvastatina foi de 187,63 pug/ml e de ambos os farmacos de 595,10 pg/ml, demonstrando
que as membranas, por serem hidrofobicas, realizaram a liberagcdo dos farmacos por difuséo através,
principalmente, da erosdo do material, por isso, a liberacéo apresentou o padréo do tipo crescimento
intercalado com platd, pois os periodos de crescimento representam a degradacdo do material e
aumento da liberacdo do farmaco e os periodos de platd representam a inércia do material e a
constancia da liberacdo do farmaco. Ja, avaliando o padrdo de liberacdo de medicamentos das
membranas, elas liberam de forma gradual e sustentada, caracteristicas importantes para uma matriz
usada em tratamento de doencas que tendem a ter duragdo de semanas a meses como, por exemplo,

a osteomielite.

5.7. Estudo in vivo
5.7.1. Dosagem de IL-6 nos ratos e analise estatistica

A dosagem de interleucina-6 (I1L-6) foi realizada nos cinco grupos previstos neste projeto:
controle negativo (CTRL-, somente infeccdo), controle positivo (infeccdo com membrana
eletrofiada de PLDLA-co-TMC) e os grupos das membranas eletrofiadas com farmacos (infecgéo
com membrana eletrofiada de PLDLA-co-TMC com vancomicina (VAN), com sinvastatina (SIN)
e com ambos os farmacos (VAN/SIN), no sétimo dia apds inducdo da osteomielite e no décimo

quarto dia ap6s implantacéo do biomaterial (Figura 16).
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Figura 16. Grafico obtido da anélise da dosagem de IL-6 com 7 e 21 dias dos grupos controle
(somente infeccdo), PLDLA-co-TMC, PLDLA-co-TMC/VAN, PLDLA-co-TMC/SIN e PLDLA-
co-TMC/VANY/SIN, sendo que (*) representa p<0,05.

No grafico obtido da anéalise da dosagem de IL-6, foi observado que todos 0s grupos
estudados apresentaram niveis de IL-6 elevados, acima de 20 pg/ml, com sete dias apés inducdo de
osteomielite e quatorze dias ap6s implantacdo do biomaterial (correspondente a vinte e um dias ap6s
inducdo da osteomielite), considerando que o valor de referéncia do nivel de IL-6 esta abaixo de 20
pg/ml (GAO et al., 2021). Avaliando-se os dados do grafico detalhadamente, foi observado que,
apenas nos grupos controle negativo e controle positivo, houve aumento dos niveis de IL-6 entre as
dosagens realizadas com sete dias apds inducgéo de infeccdo e quatorze dias apds implantacdo da
membrana com significancia estatistica (p<0,05) e o restante dos grupos mantiveram estaveis o0s
niveis de IL-6, comparando-se os dois intervalos de tempo, demonstrando que as membranas de
PLDLA-co-TMC com a presenca de farmacos VAN e SIN conseguiram controlar o processo
inflamatdrio decorrente da infec¢do 0ssea induzida nos animais do projeto.

Isso pode ser explicado, pois a condicdo de osteomielite esta associada ao aumento dos

niveis das proteinas pro-inflamatdrias: proteina C reativa (PCR), interleucina-1p (IL-1pB) e IL-6
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(MICHAIL et al., 2013, GAO et al., 2023), portanto, todos os ratos que passaram pelo processo de
inducdo da osteomielite estavam com niveis de IL-6 elevados, sendo que 0s grupos controles
negativo e positivo ndo conseguiram controlar a inflamacdo, porque a dosagem de IL-6 com
quatorze dias apds iniciar tratamento, em comparagdo com sete dias ap6s inducdo da doenca,
aumentou significativamente (p<0,05), mostrando que esses grupos nao estavam inibindo o
crescimento bacteriano e, consequentemente, a concentracdo plasmaética de IL-6 foi maior no
decorrer do tempo. Ja os grupos das membranas com farmacos, conseguiram controlar o processo
inflamatdrio, porque a dosagem de 1L-6, comparando-se os dois intervalos de tempo da analise, ndo
apresentou aumento estatisticamente significativo, mostrando que esses grupos estavam inibindo o
crescimento bacteriano ou imunomodulando a resposta inflamatoria dos ratos e, consequentemente,
a concentracao plasmatica de IL-6 manteve-se, praticamente, inalterada no decorrer do tempo. Isso
se deve ao fato de que a vancomicina se liga a porcdo terminal D-alanyl-D-alanine do precursor
peptidico dos peptidoglicanos, composto essencial para sintese de parede bacteriana. Essa ligacdo
farmaco-peptideo resulta em uma mudanca conformacional que impede a incorporacgéo do precursor
nas cadeias de peptidoglicanos, subsequente transpeptidacéo, resultando em esmontagem da parede
celular e, por fim, lise bacteriana das bactérias gram-positivas, como S. aureus (CUNHA;
BAIENSE, 2023). Ja a sinvastatina apresenta efeito anti-inflamatorio. VALADARES (2022)
demonstrou, por estudo in vitro, a modulacdo pelas estatinas (sinvastatina e atorvastatina) sobre a
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, dentre elas, IL-6, em que a sinvastatina e a atorvastatina
promoveram a reducdo dos niveis de todas as citocinas avaliadas com significancia estatistica, com
a ressalva que a IL-6 sO teve seus niveis reduzidos apenas com a sinvastatina. Esses achados
descritos por VALADARES (2022) sugerem um efeito imunomodulador dos inibidores da HMG-
CoA redutase (GONCALVES, 2017).

Por fim, conclui-se que as membranas eletrofiadas com medicamentos se mostraram boas
carreadoras de farmacos, pois nota-se a presenca e acao da VAN e SIN, na analise da dosagem de
IL-6, nos animais que foram submetidos ao tratamento com a membrana contendo farmacos, na
tentativa de combater a infeccdo, pela VAN, e imunomodular a resposta inflamatdria dos ratos

durante o percurso da doenca, pela SIN.
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5.7.2. Avaliacao dos aspectos macroscopicos e microscopicos do material

A avaliagdo macroscépica e microscopica das amostras de metafises proximais da tibia
dos ratos foi realizada de forma comparativa a uma tibia ndo infectada, conforme representada em
detalhes em diversos aumentos para ressaltar as estruturas histologicas, Figura 17. Os cinco grupos
estipulados no trabalho: controle negativo (lesdo com infeccdo), controle positivo (lesdéo com
infeccdo e membrana eletrofiada de PLDLA-co-TMC), PLDLA-co-TMC/VAN, PLDLA-co-
TMC/SIN e PLDLA-co-TMC/VAN/SIN estéo descritos na Figura 18.

- MICROSCOPIA DE METAFISE PROXIMAL DE TIBIANAO INFECTADA

Figura 17. Micrografia de metafise proximal de tibia ndo infectada nos aumentos de 2x, 10x, 20x e
40x. Sendo que (*) representa osso cortical, (—) osso medular, (M) medula éssea, (D) disco
epifisirio e (E) epifise proximal tibial.

A porcdo proximal da tibia em sua apresentacdo ndo infectada evidencia as estruturas
tipicas histologicas desta regido. A estrutura do osso cortical € continua e rica em sistemas
vasculares (canais de Havers e Volkmann), o qual se inserem trabéculas ésseas em direcdo a medula
6ssea. Nesta regido, se identifica hipercelularidade de células hematopoiéticas e numerosos

sinuséides venosos, além de raros adipocitos. Ja o disco epifisario se encontra delimitando area de
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transicao entre metéfise e epifise e é formado por tecido cartilaginoso com condrdcitos dispostos de

forma linear em processo de calcificagdo que geram trabéculas dsseas (GENESER, 2003).

MACROSCOPIA
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CONTROLE POSITIVO
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PLDLA-co-TMC/VAN/SIN

Figura 18. Imagens de macroscopia e microscopia das amostras das metafises proximal de tibia dos
ratos que melhor identificam cada grupo analisado. Sendo que (*) representa 0sso cortical, (—) 0ss0
medular, (G) tecido de granulacdo, (F) cdpsula fibrosa de abscesso, (A) abscesso e (>) tecido
adiposo.

60



Ao avaliar cada grupo do trabalho, foi identificado que o controle negativo,
macroscopicamente, apresenta lesdo Ossea persistente, sem indicios de regeneracdo e com
extravasamento de exsudato para os tecidos adjacentes ao 0sso. Na microscopia, observa-se perda
da organizagdo cortical compacta do 0sso com extravasamento da medula e extenso infiltrado
inflamatorio, além de aumento da quantidade de células adiposas e reducdo da quantidade de
trabéculas no o0sso medular. O controle positivo se apresentou em igual proporcdo
comparativamente em relacdo ao controle negativo.

No grupo que recebeu tratamento com membrana de PLDLA-co-TMC/VAN, a
macroscopia revelou um tampao formado por abscesso que oclui o defeito Gsseo realizado,
enquanto, a microscopia identificou a por¢do do defeito, contendo volumoso tecido inflamatério,
contornado por delicada capsula fibrosa, sendo esta rodeada por trabéculas dsseas primarias, ricas
em osteoblastos em suas superficies. A descontinuidade do osso cortical foi evidente apenas na
regido do defeito, sendo preservada na regido oposta ao defeito. Ja no grupo que recebeu tratamento
com membrana de PLDLA-co-TMC/SIN, foi observado estruturas semelhantes ao grupo
anteriormente descrito, no entanto, com expressiva neoformacéo 0ssea e aumento da vascularidade
medular, contornando toda a area do abscesso. Por fim, no grupo que recebeu tratamento com
membrana de PLDLA-co-TMC/VAN/SIN, foi evidenciado, aléem das mesmas estruturas descritas
nos grupos anteriores, maior incremento de massa 6ssea primaria e vascularizagéo.

Todos 0s grupos que receberam tratamento com membrana contendo os farmacos
vancomicina (VAN) e/ou sinvastatina (SIN) apresentaram resultados semelhantes, no entanto, com
diferencas singulares em relaco a formacédo de massa 6ssea. E fato que o tratamento néo reverteu
completamente a osteomielite, haja vista, ndo houve uma terapia coadjuvante sisttémica para
incrementar a eficdcia do tratamento, conforme preconizado na prética clinica (MUNER;
BROLEZZE DE MORAES; DAMASCENO DE OLIVEIRA, 2022). No entanto, ndo era objetivo
deste projeto potencializar a terapéutica com tratamento sistémico, pois poderia mascarar 0s
resultados do efeito direto das membranas no tratamento in situ. Sendo assim, os resultados
identificaram o real efeito de cada grupo no processo de osteomielite experimental infectada com S.
aureus, portanto, € importante ressaltar que em trabalhos clinicos que visem realizar uma terapéutica
eficaz contra a osteomielite, em razdo da grande invasividade infecciosa, fatores de viruléncia, e
condi¢do imunologica do paciente, ndo deve ser recomendado um tratamento exclusivamente

topico, sendo este, um tratamento coadjuvante para incrementar o tratamento sistémico. PARK et
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al. (2016) mostrou, em um estudo com 314 pacientes com osteomielite microbiana, que 31 pacientes
(9,9%) apresentaram recidiva ap6s completar pelo menos 4 semanas de terapia antibiotica sistémica.
O tempo médio para recidiva ap6s o tratamento foi de 41 dias (com variacdo alta entre 10 a 866
dias). Ainda neste estudo, 24 pacientes (77,4%) tiveram recidiva microbioldgica e 7 (22,6%) tiveram
recidiva clinica. Segundo VULIN et al. (2018), a recorréncia da osteomielite representa uma questao
clinica de alta significancia por ser uma condi¢do multifatorial somatizada de condigdes como
resisténcia a antibidticos e a extensdo da infeccdo. Em 2019, 0 mesmo grupo de pesquisadores
(VULIN et al.) mostrou danos severos ao tecido 0sseo infectado, como a desmineralizagéo, o qual
ocorreu devido aos subprodutos &cidos de S. aureus.

Neste trabalho, a caracteristica de perda das trabéculas 6sseas, é bem evidente nos
achados histoldgicos de ambos os controles, os quais evidenciam a diminuicdo da quantidade de
trabéculas 6sseas além do acometimento da cortical 6ssea, conforme relatado por VULIN et al
(2019). Ademais, observou-se que quando contendo VAN, SIN ou VAN/SIN ocorreu uma relativa
neoformacéo 6ssea adjacente ao nicleo do ponto da infec¢do, mostrando que, embora S. aureus nao
tenha sido erradicada do sitio infeccioso, ocorreu um estimulo de neoformacéo 6ssea minimizando
0 processo de desmineralizacdo. No tratamento com a membrana com VAN, a infeccdo se manteve
No Mesmo compasso que o tratamento com SIN, embora ambos tenham incremento da neoformagéo
ssea. E provavel que tal aumento tenha ocorrido pela contengéo do processo infeccioso pela VAN,
o qual favoreceu a neoformacdo 6ssea local, no entanto, como a sinvastatina ja é descrita por realizar
0 aumento da atividade osteoblastica, 0 aumento da osteogénese no tratamento com a SIN gerou o
incremento 6sseo esperado.

O maior diferencial, neste trabalho, € identificar, no grupo da membrana contendo
VAN/SIN, um aumento muito maior da neoformacdo 6ssea adjacente ao nacleo da infeccdo. No
entanto, tal aumento, provavelmente, se deve ao efeito aditivo de ambos os farmacos liberados neste

sistema in situ de tratamento.
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6. CONCLUSAO

Este projeto concluiu que as membranas eletrofiadas de poli(L-co-D,L &cido latico-co-
trimetileno  carbonato) (PLDLA-co-TMC) mostrou-se  ser biocompativel, moldavel,
biorreabsorvivel e uma excelente carreadora de farmacos, devido a disposicao das fibras do material
que formam muitos espagos vazios. Quando elas estdo associadas aos medicamentos vancomicina
e sinvastatina, hé apenas interacéo fisica entre a membrana e os farmacos, o que facilita a liberacéo
controlada dos mesmos de forma eficiente e duradoura. Além do exposto, a vancomicina mostrou-
se um bom antibiotico para tratamento de osteomielite por S. aureus e a sinvastatina mostrou-se um
bom imunomodulador e farmaco indutor da osteogénese, o que melhora a eficacia das membranas

eletrofiadas de PLDLA-co-TMC no tratamento da osteomielite.
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