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Resumo

A Engenharia de Tecidos apresenta actualmente soluges comerciais, para o tratamento de lesdes
provocadas por queimadura com perda total de pele, que ndo preenchem todos os requisitos para serem
denominados de substitutos definitivos de pele.

O objectivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento e caracterizagdo fisico-quimica e bioldgica
da componente dérmica de um substituto de pele baseada numa matriz de nanofibras, obtida através da
técnica de electrofiacdo. Os polimeros escolhidos foram a gelatina (GEL), o quitosano (CS) e a
policaprolactona (PCL), usando como solvente comum o &cido acético. Estes foram depositados
individualmente e em mistura, resultando em trés tipos de matrizes: unitérias, binarias e ternéria.

No sistema de matrizes unitarias apenas a de PCL é hidrofébica. Em termos de propriedades
mecanicas a de PCL é a mais elastica e dictil e a de GEL a mais rigida e fragil. Os testes in vitro
revelaram adesdo e proliferacdo celular em todas as matrizes. Porém, apenas nas matrizes de PCL e CS foi
observada migracéo de células em profundidade. Nos testes in vivo constatou-se uma boa integracdo das
matrizes de CS e de GEL nas feridas, resultando numa cicatriz re-epitelizada ao final de 4 semanas.

No sistema de matrizes binarias e ternaria, a de PCL/GEL é a menos hidrofilica. Relativamente as
propriedades mecanicas observou-se um dominio da componente CS nas misturas preparadas com este
polimero. Ja& a matriz de PCL/GEL reflecte a mistura de ambos os componentes. Os testes in vitro
apresentaram adesdo e proliferacdo celular em todas as matrizes. Foram encontradas evidéncias de
processos de invasdo celular em todas as matrizes, excepto na matriz de PCL/GEL. Finalmente, em termos
de testes in vivo destacou-se uma boa integracdo das matrizes de CS/GEL e de CS/PCL/GEL na les&o,

resultando numa cicatriz re-epitelizada ao final de 4 semanas.

Palavras-chave: Electrofiacdo, Policaprolactona, Quitosano, Gelatina de peixe, Substitutos de pele,

Fibroblastos.
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Abstract

Tissue Engineering currently provides commercial solutions for the treatment of burn lesions with
complete loss of skin, but these do not fulfill all the requirements of definitive skin substitutes.

The goal of this work was to develop and characterize, both physico-chemically and biologically, a
dermal component based on a nanofibre matrix obtained through electrospinning. The polymers chosen
were gelatin (GEL), chitosan (CS) and polycaprolactone (PCL). Acetic acid was used as a common
solvent. The polymers were deposited both individually and as a mixture, giving rise to three types of
matrices: unitary, binary and ternary.

In the unitary matrices system, only PCL was found to be hydrophobic. In what regards mechanical
properties, the PCL matrix is more elastic and ductile and the GEL matrix is more rigid and fragile. In
vitro tests revealed cell adhesion and proliferation in all matrices. However, deep cell migration was only
observed in the PCL and CS matrices. In in vivo tests, both the CS and GEL matrices had a good
integration within the wounds, resulting in a re-epithelized scar after 4 weeks.

In the binary and ternary matrices system, PCL/GEL was found to be the less hydrophilic. In terms
of mechanical properties, CS was observed to be the dominant component in the mixtures containing it.
On the other hand, the PCL/GEL matrix reflects the mixture of both components. In vitro tests revealed
cell adhesion and proliferation in all matrices. Deep cell invasion was observed in all matrices except in
the PCL/GEL matrix. Finally, in in vivo tests both the CS/GEL and CS/PCL/GEL matrices had a good

integration in the lesion, resulting in a re-epithelized scar after 4 weeks.

Keywords: Electrospinning, Polycaprolactone, Chitosan, Fish gelatin, Skin substitutes, Fibroblasts
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Desenvolvimento de matrizes biomiméticas como substitutos de pele destinados | 2013
ao tratamento de queimaduras

A Engenharia de Tecidos € uma area emergente da Engenharia Biomédica que procura desenvolver
alternativas terapéuticas as técnicas actuais de transplante de tecidos ou 6rgédos e de proteses permanentes.
Tem por base a utilizacdo de materiais biocompativeis e biodegradaveis que podem ser combinados com
células e moléculas bioactivas. O propdsito € desenvolver estruturas poliméricas ou compositas 3D que
possam ser utilizadas como facilitadoras da regeneracdo de um tecido in vivo ou como substrato celular
que permita a formacdo de um tecido in vitro. O sucesso destes suportes depende do preenchimento de
determinadas caracteristicas fundamentais, estruturais e quimicas, das quais se destacam [1]:

- arquitectura tridimensional com volume, forma e resisténcia mecanica adequada ao tecido/6rgdo a
reparar;

- estrutura porosa com dimensdo de poros que permita uma boa ancoragem, proliferagdo e migracao
celular,;

- composicdo quimica e produtos de degradacdo biocompativeis de modo a minimizar a resposta
imunitaria e inflamatoria;

- taxa de degradacdo controlada para permitir a substituicdo gradual e ordenada do suporte por tecido novo

e funcional.

As lesBes cutdneas provocadas por queimadura sdo frequentes. Em 2004 a incidéncia destes casos a
nivel mundial encontrava-se em 4° lugar no ranking relativo a casos clinicos suficientemente graves para
necessitar de cuidados médicos, superando o nimero combinado de casos de infecgdo pelo bacilo de Koch
(tuberculose) e pelo e virus da imunodeficiéncia humana (VIH) [2]. O tratamento deste tipo de lesdes é
um problema clinico relevante j& que a destruicdo do tecido cutaneo pode ser de tal forma extensa que
exige enxertos de pele, que podem ndo estar disponiveis ou ndo constituir solu¢bes definitivas. Assim, o
desenvolvimento de substitutos de pele apresenta-se como uma mais-valia, sendo necessario ter em linha
de conta alguns aspectos [3, 4]:

- devem ser aderentes;

- sdo desejaveis porosidades entre 60 a 90% [5] para permitir a passagem de nutrientes e residuos
metabolicos, exsudar e absorver fluidos da lesdo e assegurar uma suficiente permeacdo a gases (0xigénio);
- devem possuir um didmetro minimo de poros de 20 um para permitir a invasdo de fibroblastos para o
interior da matriz [6] . O intervalo de didmetros de poros entre 20 e 125 um vem referido como o mais
eficaz para atrasar e minimizar a contraccao de feridas [7].

- devem exibir propriedades antibacterianas e antifingicas. A pratica adoptada vai no sentido de
incorporar substancias bactericidas em certos materiais, tal como iodo em silicone ou o nitrato de prata

(0,5%), o que reduz consideravelmente o risco de infeccdo nas feridas [3, 8];
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- € importante que apresente uma baixa antigenicidade e toxicidade para que possa estar em contacto com
a lesdo;

- deve permitir taxas de evaporacdo de dgua semelhantes a pele, pois caso esse indice seja superior ocorre
desidratacdo provocando danos nos tecidos circundantes. No caso de ser menor, existira retencéo de agua
sob o material, prejudicando a sua aderéncia;

- devem ser flexiveis para permitir que o paciente se movimente de uma forma o mais natural possivel.
Esta descrito na literatura que 0 médulo de elasticidade deve estar compreendido entre 0,1 e 0,2 MPa [9].

- faceis de preparar, armazenar e usar;

- baixo custo.

Actualmente existem varios produtos no mercado dedicados ao tratamento de queimados. Em
termos de substitutos de pele, poucos sdo os comercializados. S&o produtos tipicamente acelulares que
actuam ou como substitutos de epiderme, como por exemplo o Suprathel®, ou como substitutos de derme,
como o Integra® e o Biobrane®. Nesse sentido observa-se que o mercado ainda ndo apresentou uma
solucdo que preencha os critérios para um substituto ideal. Em particular, sdo caros e mantém-se a
necessidade de realizar enxertos de pele para finalizar o tratamento. Existe assim espago para o
desenvolvimento de substitutos de pele mais completos que apresentem um desempenho superior aos
actuais.

Entre as estratégias comumente utilizadas destaca-se a producdo de matrizes poliméricas de
nanofibras. Estas recriam um ambiente adequado para a adesdo e proliferacdo celular devido a semelhanga
com as dimensdes fisicas da matriz extracelular natural dos tecidos conjuntivos. As nanofibras podem ser
produzidas usando diversas técnicas como drawing [10], template synthesis [11], separacdo de fases [12],
auto-montagem [13] e electrofiacdo [14-16]. O interesse em utilizar neste trabalho a técnica de
electrofiacdo deve-se essencialmente a facilidade com que as propriedades mecéanicas, bioldgicas e
cinéticas (ex.: cinética de regeneracdo e de degradacdo) da matriz resultante podem ser modeladas pela
alteracdo da composicdo do polimero e parametros de processamento. Na electrofiacdo, a solugdo
polimérica é injectada, através de um capilar, numa zona do espaco onde existe um campo eléctrico
intenso. A medida que o solvente evapora, o polimero carregado electricamente executa um movimento
oscilatério cadtico até a sua deposicao num colector.

A investigacdo cientifica utilizando matrizes de nanofibras produzidas por electrofiacdo esta
documentada na literatura com resultados, de estudos in vitro e in vivo, bastante promissores no que diz
respeito a adesdo e proliferagdo de fibroblastos e consequentemente & capacidade de regeneragéo do tecido

cutaneo.
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Relativamente aos estudos in vitro, destacam-se alguns trabalhos. Por exemplo, Zhang et al. [17]
observaram proliferacdo de fibroblastos dérmicos humanos numa matriz de nanofibras de gelatina de
porco, reticuladas com vapor de glutaraldeido (GTA), durante 3 dias. Chong et al. [5] semearam
fibroblastos dérmicos humanos sobre nanofibras de policaprolactona e gelatina, depositadas hum suporte
facilmente removivel e sobre um substituto epidérmico, o Tegaderm®, usado para proteger a ferida e os
fibroblastos de contaminag@es. Os resultados demonstraram crescimento e adesdo em ambas as situagdes
mas pouca infiltracdo celular no seu interior. Para estimular o crescimento 3D semearam com Sucesso
fibroblastos em ambos os lados da matriz. Shalumon et al. [18] desenvolveram uma matriz de nanofibras
de quitosano/policaprolactona onde a adeséo e a proliferacdo de fibroblastos NIH3T3 foi demonstrada
pelos resultados promissores do 4° dia de cultura celular. Javed et al. [19] produziram uma matriz de
nanofibras de quitosano/gelatina reticuladas com vapor de GTA durante 1h. A biocompatibilidade foi
demonstrada pela adesdo e proliferacdo celular de fibroblastos dérmicos humanos. Os resultados de
Gautam et al. [20] confirmaram a biocompatibilidade de nanofibras de policaprolactona/gelatina, as quais
promoveram a adesao de fibroblastos de rato (L929) que mantiveram o fendtipo.

Quanto aos estudos in vivo tomam-se como exemplo alguns trabalhos como o de Rho et al. [21] em
gue uma matriz de colagénio |, reticulada com vapor de GTA durante 12h, foi aplicada sobre feridas
cuténeas induzidas em ratos. Os resultados demonstraram uma boa adesdo e proliferagdo celular sobre as
matrizes, resultando numa cicatrizacdo mais rapida ap6s uma semana, face ao grupo de ratos que utilizou
apenas uma gaze. Blackwood et al. [22] desenvolveram matrizes constituidas por poli(acido L-lactico)
(PLLA) e trés copolimeros poli-(D,L-lactico-co-glicélico) (PLGA) com o objectivo de serem utilizados
como substitutos de derme. Os materiais foram implantados subcutaneamente em ratos Wistar e em todos
os casos foi demonstrada uma boa infiltracdo celular e auséncia de resposta inflamatéria aguda. Os
melhores resultados foram obtidos com os copolimeros PLGA 85:15 e 75:25. Também Rnjak-Kovacina et
al. [23] produziram matrizes de nanofibras a base de tropoelastina e colagénio, reticuladas em vapor de
GTA durante 1h, para reparagdo da derme. Estas, assim como um controlo positivo, o produto comercial
Integra®, foram implantadas subcutaneamente em murganhos tendo-se verificado um comportamento
semelhante: tolerdncia ao material e a sua persisténcia pelo menos durante as 6 semanas apds a
implantacdo. A matriz gerou uma ligeira resposta inflamatéria que nao impediu a proliferacdo de

fibroblastos, deposicao de colagénio e formacdo de capilares.

O presente trabalho insere-se no &mbito de um projecto nacional, o Skin2: uma segunda pele bio-
sintética, concebida para tratar queimaduras extensas (PTDC/SAU-BMA/109886/2009). Trata-se de um
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projecto que pretende desenvolver uma estrutura biomimética, com componentes dérmica e epidérmica
usando apenas materiais biodegradaveis e células autdlogas.

O objectivo da tese consistiu no desenvolvimento de matrizes de nanofibras, usando a técnica de
electrofiacdo, que integrasse na sua composicdo trés polimeros biocompativeis e biodegradaveis,
escolhidos em funcéo das suas propriedades, favoraveis a regeneracdo da derme.

A escolha desses polimeros teve em consideracdo os constituintes da matriz extracelular do tecido
conjuntivo. O colagénio € a principal proteina da matriz extracelular da derme e estudos publicados
demonstram uma boa adesdo, migracao e proliferacdo de fibroblastos em nanofibras de colagénio [24, 25].
Neste trabalho pretendeu-se evitar a utilizacdo de proteinas de origem animal mamifero (como acontece,
por exemplo, no primeiro substituto de pele a ser desenvolvido, o Integra®, que usa colagénio de origem
bovina [26, 27]). Como substituto do colagénio utilizou-se a gelatina (GEL, origem de peixe de agua fria)
cuja estrutura contém dominios de reconhecimento celular, como a sequéncia de aminoéacidos tipo Arg-
Gly-Asp (RGD), que promovem a adeséo, diferenciagéo e proliferagdo celular. Esta gelatina ndo gelifica
em agua fria, facilitando a sua electrofiacdo. No entanto é necessario proceder a sua reticulacdo de modo a
evitar a dissolugdo em meios aquosos ou himidos.

Um outro polimero natural usado foi o quitosano (CS), um polissacarideo derivado da quitina, o
segundo polimero natural mais abundante na natureza, cuja estrutura é semelhante aos
glicosaminoglicanos (GAGS) presentes na constitui¢cdo da matriz extracelular. O quitosano apresenta boas
propriedades de adesdo a feridas [28], accdo bacteriostatica e fungistatica [29] e em conjugagdo com a
gelatina proporciona uma boa adeséo celular [30].

Os polimeros naturais tém a vantagem de exibirem boas propriedades de compatibilidade e
produtos de degradagdo benignos. Todavia sdo mecanicamente instaveis e apresentam uma rapida taxa de
degradacdo. Por outro lado, embora os polimeros sintéticos se caracterizem por uma baixa afinidade
celular, exibem boas propriedades mecénicas e uma taxa de degradacdo lenta. O polimero sintético
adoptado neste trabalho foi a policaprolactona (PCL), um poliéster hidrofébico biodegradavel que possui
elevada plasticidade e ductilidade. E degradado lentamente no corpo por hidrélise das suas ligagdes éster.

Este trabalho esta focado em trés aspectos fundamentais.

O primeiro esta relacionado com o desenvolvimento, optimizacdo e producdo de matrizes de
nanofibras.

O segundo diz respeito a um estudo in vitro, onde foi avaliada a resposta celular as diferentes

matrizes produzidas. O trabalho foi realizado em colaboracdo com a Professora Gabriela Rodrigues e com
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0 Doutor Gabriel Martins tendo decorrido no Departamento de Biologia Animal da Faculdade de Ciéncias
da Universidade de Lisboa.

O ultimo aspecto culmina numa analise do desempenho das diferentes matrizes em testes in vivo,
nomeadamente em ratos Wistar, usados como modelo da pele humana. Os testes in vivo foram realizados
numa colaboracdo com o Centro Hospitalar de Lisboa Central. A Dr® Angélica Rosado foi a responsavel
pela parte cirargica e a Dr® Manuela Mafra a responsavel pela analise histolégica.

A estratégia seguida baseou-se na producdo de dois conjuntos de matrizes. Um primeiro, de
matrizes unitarias, isto é matrizes de cada um dos polimeros considerados, e um segundo, de matrizes
obtidas pela mistura dos polimeros - matrizes binarias e uma ternaria. O conjunto de matrizes unitarias
permitiu avaliar a contribuicdo de cada polimero para as propriedades fisico-quimicas e resposta bioldgica
ao sistema combinado.

A tese estd organizada em 6 capitulos: introducdo, contextualizagdo, desenvolvimento de um
substituto dérmico, procedimento experimental, apresentacao e discussdo dos resultados e conclusoes.

Na introducdo € identificado o problema e a motivacio para este trabalho. E apresentada uma
proposta de resolucdo enquadrada num projecto do grupo de investigacdo e sdo descritos os objectivos do
trabalho.

O segundo capitulo é dedicado a contextualizacdo do tema da tese. Inicia-se com a descri¢do da
anatomia e fisiologia da pele, seguindo-se a do processo de regeneragdo de feridas, classificacdo das
gueimaduras e terapéuticas clinicas disponiveis.

O terceiro capitulo discute o plano seguido para o desenvolvimento de um substituto dérmico,
apresentando o método de produgdo das matrizes — a electrofiacdo — bem como as principais
caracteristicas dos materiais usados e os metodos de caracterizacdo da resposta bioldgica através de testes
in vitro e in vivo.

No quarto capitulo é descrito o procedimento experimental seguido, que inclui desde a
caracterizacdo das solugdes, processamento e caracterizacdo das nanofibras produzidas até a apresentacdo
dos protocolos usados nas culturas celulares e experimentagcdo animal.

No quinto capitulo séo apresentados e discutidos os resultados deste trabalho. A apresentacdo dos
mesmos encontra-se dividida em dois subcapitulos: matrizes unitarias e matrizes binarias e ternaria. Em
ambos 0s grupos encontra-se abordada a producéo e caracterizagdo das matrizes de nanofibras, os testes in
vitro e os testes in vivo.

No sexto capitulo sdo sumariadas as principais conclusdes do trabalho e apresentam-se um conjunto

de propostas a investigar no futuro.



Capitulo 2 - Contextualizacao
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2.1 Pele

2.1.1 Anatomia e Fisiologia

O sistema tegumentar estabelece a fronteira entre o corpo humano e o meio ambiente. E constituido
pela hipoderme, pela pele (derme e epiderme) e pelas estruturas anexas, tais como pélos, unhas e
glandulas (Figura 2.1). As suas principais fungfes sdo [31]:

- Proteger o corpo da entrada de bactérias ou de substancias estranhas e de traumatismos das

estruturas nobres como as veias, as artérias e 0s nervos.

- Contribuir para a regulacdo da temperatura corporal ndo s6 através da radiacdo, conducdo e
conveccao do calor mas também através da producéo de suor.

- Conferir percepgéo sensorial ao toque, temperatura e dor.

- Excretar pequenas quantidades de ureia, acido Urico e aménia.

- Contribuir para a producdo de vitamina D3 por exposicao a radiagdo ultravioleta da molécula 7-

de-hidrocolesterol presente na pele.

=z e e Epiderme
s——— Derme
\\7‘/
< //’ ‘<— Hipoderme
L7

Glandula
sebacea

T
Glandula Veia
sudoripara .

Artéria

Figura 2. 1 Representacdo esquematica da hipoderme, da pele e de algumas estruturas anexas (adaptado de [32]).
A pele é o maior 6rgdo do corpo humano podendo, num adulto, estender-se por uma area de 2 m? e

pesar 3 kg. Em termos de espessura, pode variar entre 1,5 e 5,0 mm, dependendo da maturidade da pele

(idade) e da regido do corpo [5]. E constituida por duas camadas principais que se encontram separadas
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por uma membrana basal. A epiderme, a camada mais superficial, tipicamente com uma espessura entre
0,1 e 0,2 mm [33], € formada por tecido epitelial. Segue-se-lhe a derme, uma camada espessa de tecido

conjuntivo, que por sua vez, assenta na hipoderme.

A hipoderme € uma regido provida de nervos e vascularizada constituida por tecido conjuntivo laxo.
As principais células presentes sdo os fibroblastos, as células adiposas e 0os macré6fagos. Cerca de metade
da gordura do corpo encontra-se nesta regido que funciona como um isolante, uma camada protectora dos

Orgdos internos e um armazém de energia.

Derme

Tal como a hipoderme, a derme é constituida por tecido conjuntivo onde estdo presentes
fibroblastos e, em menor quantidade, células adiposas e macrofagos. E na derme que se encontram as
terminacgBes nervosas, musculos lisos, vasos sanguineos e linfaticos, os foliculos pilosos e as glandulas
sudoriparas e sebaceas.

A derme divide-se em duas camadas: uma camada principal, denominada reticular, e uma camada
mais superficial, a papilar (Figura 2.2a).

A camada reticular é constituida por tecido conjuntivo denso e irregular composto essencialmente
por fibras de colagénio e elastina que conferem resisténcia e elasticidade a pele.

A camada papilar é constituida por tecido conjuntivo laxo e deve o seu nome a prolongamentos
chamados papilas, que contém vasos sanguineos que fornecem nutrientes a epiderme, removem produtos

de excrecéo e ajudam a regular a temperatura corporal.

Epiderme

A epiderme é constituida por tecido epitelial pavimentoso e estratificado. Ndo contém vasos
sanguineos sendo alimentada por difusdo a partir dos capilares da camada papilar da derme.

Na epiderme existem diversos tipos de células:

- 0S queratindcitos sdo a grande maioria e tém como responsabilidade a producdo de queratina, uma
proteina que confere resisténcia estrutural e impermeabilidade a agua;

- 0s melandcitos que sintetizam um grupo de pigmentos - a melanina - responsaveis pela cor da pele

e que a protege da radiacdo UV;
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- as células de Langerhans que fazem parte do sistema imunitario e asseguram a imunovigilancia
cutanea;
- as células de Merkel que estdo associadas a terminagfes nervosas que detectam o tacto e a pressdo

superficial.

As células multiplicam-se por mitose na camada mais profunda da epiderme e vao-se deslocando
dessa camada para a superficie até descamarem (perderem-se para 0 exterior). Durante esse processo,
designado por queratinizacao, as células mudam de forma e composi¢do quimica, acabando por morrer e
formar uma camada protectora. A queratinizacdo é um processo continuo, que da origem a células em
diferentes estadios de modificacdo. O numero de células em cada estrato depende da regido do corpo a
analisar, podendo distinguir-se até cinco camadas (Figura 2.2b).

A camada basal é a mais profunda e é constituida por um Unico estrato de células cubicas e
cilindricas. A estrutura é-lhe conferida pelos hemidesmossomas e pelos desmossomas (complexos
proteicos) que fixam a epiderme & membrana basal e mantém os queratindcitos unidos, respectivamente.
Tem como funcdo a producdo constante de queratindcitos e é nesta camada que os melandcitos produzem
a melanina que protege contra a radiacéo UV.

A camada espinhosa encontra-se acima da camada basal. E constituida por 8 a 10 estratos de células
poligonais ou multifacetadas. No geral as células encontram-se em processo de crescimento - dentro dos
gueratindcitos formam-se mais fibras de queratina e novos organelos contendo membranas e lipidos,
designados por corpos lamelares.

Seguidamente tem-se a camada granulosa constituida por 2 a 5 estratos de células aplanadas, em
forma de losango. Aqui sdo produzidos granulos de queratohialina que se acumulam no citoplasma das
células. Os corpos lamelares destas células aproximam-se da membrana celular e libertam o seu contetido
lipidico no espaco intercelular. Dentro da célula é formado um invélucro proteico sob a membrana celular;
entretanto o nucleo e organelos degeneram e a célula morre.

A camada translucida surge como uma zona fina e clara assente na camada granulosa e é constituida
por 3 a 5 estratos de células mortas. A queratohialina ja ndo se encontra em granulos mas sim dispersa em
torno das fibras de queratina, pelo que as células apresentam um aspecto transparente. Esta camada so esta
presente em algumas regies do corpo, por exemplo nas palmas das méos, nas plantas dos pés e nas pontas
dos dedos.

Por fim, a camada c6rnea, a mais superficial da epiderme, que é composta por 25 ou mais estratos
de células queratinizadas mortas unidas por desmossomas. Quando os desmossomas se fragmentam as

células descamam na superficie da pele. As células estdo rodeadas por um invélucro proteico duro e

10
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preenchidas com a proteina queratina. O involucro e a queratina sdo ambos responsaveis pela resisténcia
estrutural do estrato corneo. A envolver as células estdo os lipidos libertados pelos corpos lamelares, que
previnem a perda de agua.
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Figura 2. 2 Imagens de microscopia que evidenciam: a) as camadas reticular e papilar da derme (adaptado de [34]) e
b) a camada papilar dérmica e a estrutura em camadas da epiderme (adaptado de [31]).

Estruturas Anexas

Os pélos e as glandulas sdo estruturas anexas a pele com contributos importantes na manutengdo
das suas funcionalidades. As glandulas sebaceas e as sudoriparas sdo as principais glandulas da pele.

Pélos

A presenca de pélos é comum a todos os mamiferos. Nos seres humanos cobrem quase todo o corpo
a excepcdo das palmas das maos, plantas dos pés, segmentos distais dos dedos das méaos e dos pés, labios,
mamilos e parte dos 6rgaos genitais externos.

O pélo é formado por uma haste que se projecta para o exterior da pele e por uma raiz interior que

se expande para formar o bulbo piloso na base da raiz (Figura 2.3). A raiz e a haste sdo maioritariamente

11
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compostas por colunas de células epiteliais queratinizadas mortas, dispostas em 3 camadas concéntricas
denominadas de medula, cortex e cuticula. O pélo esta contido num foliculo piloso formado pelas bainhas
radiculares epitelial e dérmica. A parte interior da bainha radicular epitelial encontra-se entrelagada com o
pélo mantendo-o fixo; a exterior possui todas as camadas que constituem a epiderme (a excepc¢do da
camada transldcida) e é envolvida pela bainha radicular dérmica.

No interior do bulbo piloso uma massa de células epiteliais indiferenciadas é responsavel pela
producdo do pélo e da bainha radicular epitelial interior. A derme projecta-se para dentro do bulbo piloso
sob a forma de papila que contém vasos sanguineos que alimentam as células do bulbo. Em caso de lesdo
da pele em que haja preservacao da parte do foliculo piloso que fica sob a derme, este pode constituir uma
fonte de novo epitélio e portanto regenerar novo pélo.

Glandulas

As glandulas sebaceas estdo localizadas na derme e tém especto alveolar simples ou composto.
Produzem sebo, uma substancia oleosa, branca e rica em lipidos que €é libertado por lise e morte das
células secretoras. A maioria destas glandulas esté ligada a parte superior dos foliculos pilosos via canais,
permitindo que o sebo lubrifique o pélo e a superficie da pele.

As glandulas sudoriparas dividem-se em dois tipos: glandulas sudoriparas merdcrinas e apdcrinas.
As merdcrinas sdo no geral glandulas glomerulares tubulares simples que tém origem na derme e que se
abrem directamente na superficie da pele através dos poros sudoriparos. Produzem um liguido isotonico
gue ¢é libertado sob a forma de suor quando a temperatura do corpo excede 0s niveis normais, actuando
assim como reguladoras da temperatura corporal. As apécrinas sdo glandulas glomerulares tubulares
compostas que no geral se abrem nos foliculos pilosos acima da abertura das glandulas sebéceas. Estdo
localizadas em regiBes especificas do corpo tais como axilas, 6rgdos genitais externos e anus e estdo

associadas ao odor corporal e maturidade sexual.

12
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Figura 2. 3 Estruturas anexas da pele: a) pélo (adaptado de [35]) e b) principais glandulas da pele: sebacea e
sudoripara (adaptado de [31]).

2.1.2 Mecanismo de cicatrizacéo de feridas cutaneas

Define-se como ferida uma solucdo de continuidade da pele, quase sempre de origem traumatica,
que além da pele pode atingir a hipoderme e o musculo.

Em termos clinicos a cicatrizacdo de uma ferida envolve a conjugacdo de trés processos: (1) re-
epitelizacdo, (2) deposicdo de um tecido conjuntivo especifico, a cicatriz, com propriedades funcionais
diferentes do tecido original, e (3) contrac¢do. Dependendo do tipo de lesdo, geralmente um dos processos
é dominante [36].

O mecanismo de cicatrizacdo de feridas cutaneas € um processo biolégico complexo que envolve
maltiplos mecanismos intracelulares e intercelulares indispensaveis ao restauro do organismo. Este
mecanismo pode ser dividido em trés fases que se sobrepdem parcialmente: inflamagéo, proliferagéo e
maturacao [37-40].

Inflamacéo

A fase de inflamacdo tem inicio no exacto momento da lesdo, com a paragem da hemorragia

resultante da ruptura dos vasos sanguineos (hemostase) e dura aproximadamente trés dias, periodo durante
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qual sdo iniciados os mecanismos de defesa contra os agentes externos e sdo estabelecidas as condicdes
gue desencadeiam a cicatrizacdo (Figura 2.4a).

Imediatamente apds a lesdo as plaquetas sdo activadas para coagular o sangue libertado. O coagulo,
composto maioritariamente por plaquetas, eritrocitos e fibrina, funciona como uma matriz proviséria para
a migracdo celular e dar& origem a uma crosta que protege os tecidos expostos. As plaquetas libertam os
seus granulos alfa que contém factores de crescimento (como o PDGF — derivado de plaquetas, EGF —
epidérmico e TGF-f - transformador ) e iniciam o processo de cicatrizacdo, por atraccao e activacao de
fibroblastos, células endoteliais e macréfagos. Estes factores activam ainda o sistema complemento.

Na fase seguinte, que ocorre entre as 24 e 48h, uma série de agentes quimioatractivos, tais como
fragmentos proteicos da matriz extracelular, factor de crescimento TGF-B, produtos peptidicos de
bactérias, accionam a migracdo de neutrdfilos para o interior da ferida. Estas células tém como funcédo a
fagocitose de bactérias e outras particulas estranhas, por ac¢do enzimatica e radicais livres de oxigénio,
minimizando a contaminacdo e impedindo a infec¢do. Durante este periodo, os queratinocitos nédo
danificados na margem da ferida (e também os das estruturas anexas, no caso de ferimentos de espessura
parcial da pele) aumentam a actividade mitdtica e comecam a migrar para dentro da ferida depositando
componentes da membrana basal, iniciando a re-epitelizag&o.

Nas Gltimas 48 a 78h, torna-se mais importante a actua¢do dos macrofagos, que sdo activados por
um conjunto de agentes quimioatractivos que incluem componentes de coagulagdo, fragmentos de
imunoglobulina G, produtos resultantes da quebra do colagénio e elastina e citocinas (leucotrina B4, factor
plaquetario 1V, factores de crescimento PDGF e TGF-B). Além de funcionarem como células fagociticas
sdo as principais produtoras dos factores de crescimento responsaveis pela activacao dos fibroblastos e
proliferacdo de células musculares lisas e endoteliais necessarias ao crescimento de novos vasos

sanguineos (angiogénese).

Proliferacéo

Esta fase comeca aproximadamente ao 3° dia apds o ferimento e demora cerca de 2 semanas. E
caracterizada pela proliferacdo de fibroblastos e de células endoteliais na ferida, dando inicio ao processo
fibroplasia (sintese de colagénio) e de angiogénese, e respectivamente (Figura 2.4b).

Os fibroblastos surgem no processo entre 0 2° e 4° dias da lesdo. Os seus principais estimulos séo 0s
factores FGF (factor de crescimento de fibroblastos), PDGF, TGF- B, IL-1(interleucina), TNF (factor de

! Sistema de proteinas funcionalmente ligadas entre si que interage de forma regulada, permitindo uma amplificagdo
da resposta imunologica.
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necrose tumoral) e IGT-1 (factor de crescimento do tipo insulina-1). Os fibroblastos comecam por
produzir fibronectina e acido hialurénico, seguindo-se o colagénio (essencialmente dos tipos | e Il1) e os
proteoglicanos. Estes componentes irdo ajudar a construir uma nova matriz extracelular que ira preencher
o defeito tecidual causado pela lesdo e suportar o0 movimento e crescimento de células atraidas para o
local. Os factores PDGF e TGF-B induzem também a diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos
(tipo de fibroblastos dotados de proteinas contrécteis), que ligando-se as fibras de colagénio IlI,
promovem a contrac¢do das feridas.

Em simultaneo, os factores de crescimento PDGF, FGF, VEGF (factor de crescimento do endotélio
vascular) e TGF-p estimulam a migracdo e proliferacdo de novos vasos sanguineos.

Entre 0 3° e 5° dias a matriz encontra-se povoada por uma rede microvascular, fibroblastos e células
inflamatdrias, configurando o tecido de granulagéo.

Com a evolugdo do processo, a densidade de células inflamatdrias e vasos sanguineos diminui e o
tecido de granulagdo vai sendo substituido principalmente por colagénio |, finalizando com a formacéo de
tecido de cicatriz.

Maturacéo

E um periodo caracterizado pela alteracio do tipo de colagénio que compde a matriz extracelular,
transitando para um tecido mais organizado e consequentemente mais resistente (Figura 2.4c). A re-
epitelizacdo da lesdo finaliza.

Inicialmente, o colagénio Il é o mais abundante na ferida, e vai sendo degradado com o decorrer do
processo de cicatrizagdo. Por sua vez, o colagénio | é produzido pelos fibroblastos que migraram para a
ferida. Por exemplo, o factor de crescimento PDGF estimula uma maior degradacdo de colagénio | e
sintese de colagénio Ill enquanto o factor TGF-f induz uma maior sintese do tipo I e uma menor
degradacdo do mesmo por influéncia das metaloproteinases da matriz (MMPS) e seus inibidores.

Deste modo, a razdo entre estes dois constituintes tem um papel decisivo na contrac¢do da ferida e no
processo de maturacao.

Paralelamente a substituicdo do tipo de colagénio da-se uma alteracdo na sua organizacdo. As fibras
de colagénio dispostas de uma forma aleatéria evoluem para um estado de alinhamento ao longo das
linhas de tensdo. Este processo é o responsavel pelo aumento da resisténcia da estrutura danificada.
Geralmente é necessario esperar alguns meses para que resisténcia da pele atinja cerca de 80% do valor
antes de ter sofrido a lesdo. Este tempo depende de certos factores que podem ser divididos em dois tipos

fundamentais. Primeiro, tem a ver com 0s aspectos relativos a toda a terapéutica que foi aplicada. Em
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segundo, existem os aspectos relacionados com o proprio paciente, nomeadamente, os dados relativos a

sua idade, estado nutricional e a existéncia de doencas de base.

a) 1-3dias

®) Queratinacitos @ Basofilos [l Coagulo de Fibrina < Miofibroblastos
# Queratinacitos @ Macrofago [ Vasos Sanguineos <®= Fibroblastos
proliferativos &) Neutrafilo [2] Tecido Granulagio
Gty s B Tecido Granulacio
(® Linfécitos Posterior

Figura 2. 4 Etapas cléssicas da cicatrizacdo de feridas: (a) inflamag&o, (b) proliferacdo e (c) maturagdo (adaptado de
[40, 41]). (a) A ferida é preenchida com um coagulo rico em fibrina logo ap6s a lesdo (hemostase). S&o accionados
os mecanismos de defesa (neutréfilos e macrofagos) para impedir a infecgdo. Os queratindcitos na margem da lesdo
entram em processo mit6tico e comecam a formar nova epiderme. (b) A maioria das células migra para a ferida. Os
fibroblastos comegam a sintetizar nova matriz extracelular e novos vasos sanguineos povoam a area. O novo tecido
denomina-se tecido de granulagdo. A ferida contrai. (c) O tecido de granulagdo é substituido por tecido de cicatriz
(colagénio ). As fibras de colagénio reorganizam-se permitindo um aumento da resisténcia da pele.
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2.2 Queimaduras

As queimaduras sdo um tipo de ferida cutdnea que pode ser classificada mediante a extensdo da
superficie corporal afectada e a profundidade de pele lesada.

O célculo da extensdo de area queimada depende da faixa etaria do individuo e normalmente é
avaliada através da “regra dos nove” (Wallace), uma regra que divide o corpo em segmentos corporais e
atribui a cada parte uma percentagem de nove por cento (ou um multiplo dele) da &rea total da superficie
do corpo. Esta avaliagdo é posteriormente corrigida e quantificada pela utilizacdo de cartas corporais.
Mediante a extenséo da lesdo estas podem classificar-se em leves (menos de 10% da superficie corporal),
médias (entre 10 a 20%) e graves (mais de 20%).

Relativamente a profundidade da queimadura, estas classificam-se consoante a espessura de pele
danificada: se for uma espessura parcial, podem ser queimaduras de 1° ou 2° grau; se a espessura for total
é considerada uma queimadura de 3° grau. Ainda existe uma queimadura de 4° grau, que corresponde a um
estado de carbonizacdo e nesta situagdo a lesdo atinge o musculo e 0sso. Os agentes de queimaduras
podem ser térmicos (por exemplo: chama, liquido, objecto quente, frio - geladura), quimicos, eléctricos ou
radiacdo (radioterapia ou agente radioactivo).

Nas queimaduras de 1° grau apenas a epiderme é lesada. Apresentam um aspecto ruborizado
(avermelhado), séo dolorosas e podem ser acompanhadas por um ligeiro edema (inchago) (Figura 2.5). A
cura € espontanea, caso ndo se observem complicacdes, como por exemplo infecgdo, pois os foliculos
pilosos e glandulas sudoriparas estdo conservados, assegurando a re-epitelizacdo ao fim de uma semana.

Normalmente ndo deixam sequelas.

Figura 2. 5 Exemplo de uma queimadura de 1° grau [42].
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As queimaduras de 2° grau envolvem a epiderme e parte da derme. Se a lesdo na derme for
superficial (na camada papilar), os sintomas sdo semelhantes as queimaduras de 1° grau, com a excepgdo
do aparecimento de flictenas volumosas (bolhas) (Figura 2.6a). A regeneragdo também é espontanea e
demora entre 7-14 dias. Geralmente ndo deixam cicatriz.

No caso de uma lesdo dérmica mais profunda, o ferimento aparece vermelho ou esbranquicado
(Figura 2.6b). Apenas poupa a base dos foliculos pilosos e glandulas sudoriparas e sdo pouco dolorosas.
As flictenas sdo pequenas ou ausentes e a pele estd endurecida, embora maledvel. A recuperacdo é
espontanea mas lenta, sendo sempre superior a 15 dias e acontece frequentemente com cicatrizagéo
hipertrofica (cicatriz elevada em relagcdo ao tecido original, isto é, com uma densidade de fibras de

colagénio superior ao normal).

Figura 2. 6 Exemplos de uma queimadura de 2° grau: a) superficial e b) profunda (imagens cedidas pelo Hospital de
Séo José).

Nas queimaduras de 3° grau h& perda total da epiderme e derme, podendo ser atingido tecido mais
profundo. No geral, encontram-se rodeadas por queimaduras de primeiro e segundo grau. Enquanto as
queimaduras de 1° e 2° grau sdo dolorosas, a terceira ndo o € pois 0s receptores sensoriais foram
destruidos. O ferimento pode ser branco, acastanhado ou negro (Figura 2.7). Neste tipo de queimaduras
ndo ha regeneragdo espontanea da pele. O fecho da lesdo ocorre parcialmente por contrac¢do das margens
na direc¢do do centro, as sequelas sdo constantes e no geral sdo necessarios protocolos mais complexos,

onde se inserem, entre outros, actos cirdrgicos.
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Figura 2. 7 Exemplo de uma queimadura de 3° grau (imagem cedida pelo Hospital de Séo José).

2.2.1 Tratamento de Queimaduras

Em 2004 cerca de 11 milhGes de pessoas a nivel mundial recorreram a servicos de salde com
queimaduras severas [2]. Nas ultimas décadas, o tratamento deste tipo de lesdes sofreu avancos
disruptivos muito significativos, reflectindo-se numa melhoria da qualidade de vida das pessoas ap6s 0s
acidentes. A evolucédo da ciéncia médica e de procedimentos hospitalares permitiu identificar as principais
areas no que diz respeito aos cuidados médicos de lesGes provocadas por queimaduras [43]:

- Fluidoterapia endovenosa segundo protocolos especificos, visando o restabelecimento dos liquidos
e electrolitos que estdo a sair dos capilares, devido a um aumento de permeabilidade destes pelo corpo
todo.

- Adicdo de suplementos nutricionais no sentido de fazer face a resposta hipermetabdlica que o
organismo tem nestas situagdes de agressao violenta.

- Protocolos médicos para controlo das infec¢fes associadas a este tipo de lesbes, como a
colocacdo dos pacientes em ambiente asséptico, administracdo de antibidticos, remocdo dos tecidos
desvitalizados ou necroticos (desbridamento) e a cobertura temporéaria ou definitiva das areas queimadas.

Quando os clinicos estdo perante lesdes de 1° grau, dependendo da extensdo, geralmente optam pela

aplicacao de cremes hidratantes ndo havendo necessidade de tapar a ferida (tratamento exposto ou aberto).

Quando as queimaduras sdo de 2° grau superficial ou profundo mas pouco extenso, a abordagem

para o tratamento incide, fundamentalmente, na limpeza da ferida, aplicacdo de solucGes antissépticas e a
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posterior aplicacdo de agentes topicos, entre os quais, 0s que utilizam o principio activo sulfadiazina de
prata a 1%, cujas propriedades antibacterianas oferecem a garantia dos melhores resultados para o

tratamento deste tipo de queimaduras.

No que diz respeito a queimaduras de 2° grau profundas e 3° grau a terapia padrdo visa 0
desbridamento e o encerramento da area cruenta. Os métodos utilizados na recuperacdo deste tipo de
lesdes podem classificar-se em autoenxertos, xenoenxertos, aloenxertos e substitutos sintéticos ou
biosintéticos [44].

Os autoenxertos sdo procedimentos cirdrgicos que transplantam para a regido lesada pele do proprio
paciente. Este procedimento pode ocorrer por remogdo parcial ou total (ocorre em locais muito especificos
como por exemplo as palpebras, zonas de flexdo, a volta da boca, pois a pele ndo retrai depois de um
autoenxerto total) de pele saudavel em determinadas regides do corpo do paciente ou pelo transplante de
uma cultura de queratindcitos e fibroblastos autélogos. Por exemplo, o Laserskin® (Anika Therapeutics
Inc.) é um produto cujo conceito assenta no transplante de epiderme cultivada in vitro. E efectuada uma
recolha de queratindcitos do paciente que sdo cultivados em laboratério e semeados em matrizes
compostas por &cido hialurdnico, previamente microfurado a laser, constituindo um ambiente propicio a
formacé&o do tecido a regenerar.

Os xenoenxertos ou heteroenxertos correspondem a enxertos transplantados entre espécie
diferentes. O animal mais utilizado tem sido o porco e os produtos comerciais disponiveis dirigem-se
essencialmente a substituicdo temporaria da derme. Um produto exemplo é o OASIS® (Healthpoint), um
produto acelular composto por alguns componentes da matriz extracelular como glicosaminoglicanos,
fibronectina e proteoglicanos e factores de crescimentos. O MatriDerm® (MedSkin Solutions) é um
produto semelhante, mas de origem bovina, constituido pelas proteinas colagénio e elastina. Uma
abordagem um pouco diferente mas que se insere na categoria dos xenoenxertos é o Epicel® (Genzyme
Tissue Repair Corporation), um produto feito a partir da colheita de queratinécitos do proprio paciente, 0s
quais regeneram a epiderme em ambiente in vitro mediante a presenca de fibroblastos de rato. Embora
seja um método que permite uma substituicdo permanente da epiderme, enquanto produto apresenta
algumas desvantagens tais como o0 preco, o tempo de preparacéo e fragilidade.

Os aloenxertos ou homoenxertos referem-se ao transplante entre individuos geneticamente
diferentes mas da mesma espécie, podendo ser de doadores vivos ou de cadaver. Geralmente classificam-
se em acelulares e celulares. Os aloenxertos acelulares s@o assim denominados pois resultam no
transplante de um tecido cujas componentes celulares foram previamente removidas. Entre estes

destacam-se os derivados da derme de doadores cadaveres humanos. A preparacao deste tipo de tecidos
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passa por um conjunto de etapas que envolve a sua criopreservacdo e liofilizacdo com o intuito de remover
agentes infecciosos e antigénicos. A estrutura acelular resultante serve de suporte para o crescimento de
fibroblastos hospedeiros e promover a revascularizacdo. Alguns produtos comerciais que assentam nesta
metodologia sdo o AlloDerm® (LifeCell), o GraftJacket® (Wright Medical Technologies, Inc.) e o
DermaMatrix® (Musuloskeletal Transplant Foundation). Estes substitutos sdo reconhecidos por controlar a
dor mas apresentam limitacOes na protecgdo contra a invasdo de agentes externos. Outra solugéo
comercializada é a membrana amnidtica humana criopreservada, em Portugal disponibilizada pelo Centro
de Histocompatibilidade. Esta membrana, imunologicamente inerte, é caracterizada por assegurar um bom
transporte de vapor de agua, barreira de proteccdo e o ambiente propicio a adesdo e proliferacdo de
fibroblastos e células epiteliais que coordenam o processo de reparagdo. A grande desvantagem reside na
dificuldade em obter, preparar e armazenar.

Na base de concepcao dos aloenxertos celulares estd a produgdo de um suporte onde séo semeados
fibroblastos humanos, que sintetizam proteinas e outros componentes da matriz extracelular,
nomeadamente factores de crescimento que irdo ser usados para estimular as células dentro da ferida
promovendo a sua recuperagdo. Alguns produtos que utilizam este método sdo o TransCyte® (Advanced
BioHealing, Inc.) e o Dermagraft® (Advanced Biohealing, Inc.). O primeiro utiliza uma matriz de nylon
revestida com colagénio dérmico de porco onde sdo semeados fibroblastos neonatais. Os fibroblastos sdo
criopreservados, mas no processo de implante apenas se mantém intactos a matriz extracelular sintetizada
e os factores de crescimento. Como usa colagénio de porco e proteina de bovino no meio de crescimento,
a hipersensibilidade a estes produtos sdo a sua principal contra-indicacdo. Tipicamente sdo utilizados
como substitutos permanentes de feridas superficiais ou substitutos temporarios de feridas mais profundas
gue requerem enxerto de pele numa fase posterior. No segundo produto os fibroblastos sdo semeados em
matrizes de poliglactina e mantém-se preservados apds implantacdo na ferida, permitindo que continuem a
secretar factores de crescimento e a recrutar células hospedeiras até que o crescimento interno de tecido
substitua gradualmente o implante.

Os aloenxertos compositos sdo 0s produtos mais avangados e proximos da pele real actualmente
disponiveis no mercado. Sdo produtos constituidos por multicamadas onde crescem em paralelo
queratindcitos (regeneracdo da epiderme) e fibroblastos (regeneragdo da derme). Dentro dos produtos
existentes comercialmente destacam-se o Apligraf® (Organogenesis, Inc.), que utiliza gel de colagénio de
bovino tipo | para semear fibroblastos e uma camada de epiderme composta por queratindcitos e o Orcel®

(Ortec International, Inc.), que utiliza uma esponja composta por colagénio de bovino tipo | onde em cada
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face sdo semeados fibroblastos e queratindcitos, respectivamente. Tipicamente, estes produtos sao mais
utilizados no tratamento de feridas cronicas.

Os substitutos sintéticos ou biosintéticos sdo produtos tipicamente acelulares que podem ser
concebidos em monocamada ou bicamada. Um exemplo de produto concebido em monocamada é o
Suprathel® (Institute of Textile and Process Engineering, Denkendorf, Germany; Burn Department of
Marienhospital, Stuttgart, Germany) que atua como substituto de epiderme. E composto essencialmente
pelo copolimero sintético DL-Lactico (> 70%), trimetilcarbonato e &-caprolactona. Apresenta uma boa
plasticidade e permeabilidade & a4gua. E uma membrana de estrutura porosa, com poros de didmetro
variavel entre 2 a 50 um, que exibe tempos de cicatrizagdo aceitaveis. Quanto a produtos concebidos em
bicamada sdo geralmente substitutos dérmicos mas que contém uma camada epidérmica a base de silicone
removivel que ajuda a proteger a ferida. Os produtos que se evidenciam nesta categoria sdo o Integra®
(Integra Life Sciences Corporation) e o Biobrane® (UDL Laboratories, Inc.). No primeiro produto a matriz
dérmica é formada por colagénio de bovino e glicosaminoglicanos. A matriz é concebida para ter
didmetros de poros entre 20 a 50 um para promover a infiltragdo de fibroblastos e células endoteliais da
ferida. A matriz é gradualmente reabsorvida a medida que a derme é regenerada e vascularizada. No final,
a camada epidérmica é removida e a ferida é encerrada com a aplicacdo de um autoenxerto. No segundo
produto a matriz dérmica é composta por uma malha de nylon coberta com peptideos derivados de
colagénio de porco tipo | que permite a actuagdo dos fibroblastos hospedeiros e capilares na reparagdo da
derme. Todavia, a aplicagdo deste produto requer uma ferida previamente vascularizada.

De todos os produtos existentes no mercado ao dispor dos clinicos, ainda ndo existe um que
preencha todos os requisitos para ser denominado, verdadeiramente, de substituto definitivo de pele. Os
substitutos descritos estdo limitados na cicatrizagdo completa das queimaduras de 3° grau, por rejei¢do
imunitéria e por necessidade da realizagdo de um autoenxerto.

Nesse sentido o desenvolvimento de um verdadeiro substituto de pele torna-se uma necessidade
premente, sendo por isso uma area com grande espaco para desenvolvimentos e com grande impacto

clinico no tratamento de lesBes com perda total de pele [3].
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3.1 Técnica de processamento

3.1.1 Electrofiacéo

A electrofiacdo € um processo que recorre a forca electroestatica para produzir fibras de base
polimérica [45, 46]. Embora centenéria, foi apenas na década de 1990 que Doshi e Reneker dirigiram esta
técnica para a producdo de fibras a escala submicrométrica [16, 47]. A comunidade cientifica reconheceu
entdo que esta técnica de concepgdo simples abria a oportunidade para produzir materiais competitivos em
areas tdo distintas como vestudrio, sensores, energia e engenharia de tecidos [48-51].

Do ponto de vista experimental, a técnica de electrofiacdo requer apenas algum equipamento:

- uma fonte de alta tensdo, capaz de estabelecer diferencas de potencial (ddp) da ordem dos kV;

- um reservatdrio para manter uma solucdo polimérica a fiar (tipicamente usa-se uma seringa);

- pode ser usada uma bomba infusora para controlar o caudal de saida da solugéo do reservatorio;

- dois eléctrodos entre os quais a fonte estabelece a ddp: um acoplado ao reservatério (normalmente
uma agulha) e um alvo condutor ligado a terra (colector) onde o material é depositado. A geometria do
colector bem como o seu estado de movimento permitem controlar algumas caracteristicas da deposi¢éo
[45]. O esquema tipico de um sistema de electrofiagdo horizontal, utilizando um colector plano, encontra-

se representado na Figura 3.1.

Seringa Solugao Agulha Jacto

Bomba Infusora

Cone de

Fonte de alta tensao Taylor

Figura 3. 1 Esquema de um sistema de electrofiacdo na configuracdo horizontal [52].
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O processo de electrofiacdo envolve a formacdo de um jacto da solucdo polimérica que é estirado
enguanto se move em direccdo ao colector. Geralmente o processo decorre em condi¢cdes atmosféricas
normais mas também pode ser estabelecido em vacuo [53] ou em ambiente com temperatura ou grau de
humidade controlados.

Considerando a montagem da Figura 3.1, quando se estabelece a ddp entre a agulha e o colector
plano é gerado um campo eléctrico no espaco entre estes eléctrodos. A Figura 3.2 mostra as linhas
equipotenciais e as linhas de campo eléctrico nessa regido, obtidas numa simulacdo da polarizacdo
eléctrica dos eléctrodos. Como se observa, o campo eléctrico é particularmente intenso junto a agulha, e

diminui com a distancia a ela tendendo a ser relativamente uniforme na regido mais préxima do colector.
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Figura 3. 2 Representacdo das a) linhas equipotenciais [53] e b) linhas do campo eléctrico no plano que contém a
agulha de um sistema horizontal de electrofiacdo. Os esquemas foram obtidos numa simulagdo em que se considerou
a agulha polarizada positivamente em relacdo ao colector [54].

Na auséncia de tensdo aplicada, a solucéo polimérica ndo esté carregada e ao sair da extremidade da
agulha tende a adoptar a forma de uma gota esférica devido a ac¢do da tenséo superficial.

Quando a agulha é polarizada, a gota carrega com carga de sinal igual ao da tensdo aplicada. Para
além do efeito da repulsdo entre as cargas a sua superficie, a gota sente o efeito da forca exercida pelo
campo eléctrico que se estabelece entre a agulha e o colector e adquire uma forma cénica, denominada
cone de Taylor (Figura 3.1) [55]. Se a tensdo aplicada for suficientemente elevada a forca electroestatica
de repulsdo supera a tensdo superficial da solucdo e um fino jacto emerge da ponta do cone de Taylor em
direccdo ao colector, conduzido pelo campo eléctrico [46, 56-58]. Se a taxa de extrac¢do electroestatica
for maior do que a taxa de infusdo, o cone de Taylor tende a colapsar e o jacto emerge do interior da
agulha. De acordo com Reneker et. al. [55] a mobilidade dos transportadores de carga nas solucdes

poliméricas é em geral muito reduzida, da ordem de 10 ms™%/(\V/m), e por isso em muitos casos assume-
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se que os ibes estdo fixos na solucdo e movem-se com o jacto. As correntes envolvidas sdo tipicamente
baixas ndo excedendo alguns pA.

A trajectdria descrita pelo jacto entre a agulha e o colector depende da competicdo que se estabelece
entre as forcas de tensao superficial, electroestaticas (de repulsdo entre as cargas transportadas pelo jacto e
entre estas e 0 campo eléctrico existente na regido entre a agulha e o colector) e viscoelasticas. Enquanto a
fibra ndo solidifica por evaporacdo do solvente, a repulsdo electroestatica entre as cargas que transporta é
responsavel pelo seu estiramento evitando o aparecimento de acumulagdes locais de polimero, designadas
por contas, por accdo da tensdo superficial. As forcas viscoelasticas devem garantir que a fibra ndo quebre
durante o estiramento que conduz a reducdo do seu didmetro.

Em geral distingue-se no inicio do jacto uma primeira regido de movimento linear que precede uma
regido de movimento cadtico.

Em 2008, Reneker e Yarin [59] publicaram um extenso trabalho onde descreveram
pormenorizadamente a formacao de jactos na electrofiacdo.

PerturbagBes causadas por acumulaces locais de carga no jacto provocam instabilidades que
resultam na producdo de movimentos em espiral, em ramificacdes ou até na formacao de jactos multiplos
(Figura 3.3).

a)

Figura 3. 3 Configuracbes de jactos durante a electrofiagdo: a) Esquema da trajectoria instavel de um jacto
inicialmente linear em que trés perturbacdes eléctricas geram movimentos em espiral [59]; b) Fotografia de um jacto
no inicio da espiral principal, onde sdo visiveis varias ramificacdes (a seta indica a extremidade da agulha [59]; c)
Fotografia de um cone de Taylor a partir do qual séo ejectados quatro jactos em simultaneo [59].
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Perturbacdes no jacto provocadas por uma diminuicao local de carga permitem o dominio da tenséo

superficial e sdo responsaveis por surgirem contas nas fibras depositadas (Figura 3.4).

1285349

Figura 3. 4 Imagem de MEV de uma deposic&o de fibras com contas (imagem obtida no &mbito deste trabalho).

Quando chega ao colector, a fibra deposita-se e liberta, para a terra, a carga que transporta. A
morfologia da deposicdo depende da configuracéo da fibra ao chegar ao colector. Esta configuragéo, por
sua vez, depende de um conjunto de par@metros que influenciam o processo de electrofiagdo e que, em
certa medida, podem ser ajustados permitindo ter algum controlo sobre a morfologia da deposicéo.

A morfologia da deposicdo pode ainda ser afectada pelo impacto da fibra no alvo, em particular se

n&o tiver ocorrido a completa evaporagdo do solvente durante o tempo de voo.

3.1.2 Parametros de Electrofiacédo

O processo de electrofiagdo € influenciado por um conjunto de variaveis [45]. Desde logo, assumem
particular importancia as propriedades da solucdo a electrofiar, tais como a viscosidade, a tensdo
superficial e a condutividade eléctrica que dependem da constituicdo da solucdo e portanto do solvente
escolhido para um determinado polimero. As propriedades do solvente, tais como a volatilidade, a
condutividade e a tensdo superficial, influenciam significativamente a morfologia e o didmetro das fibras
[15].

As forcas a que o fio polimérico estd sujeito durante a electrofiacdo dependem, para além das
propriedades da solucdo, das condi¢cbes de processamento, entre as quais se salientam, o caudal da

solucdo, o didmetro da agulha, a ddp estabelecida entre a agulha e o colector, a distancia entre estes

27



Desenvolvimento de matrizes biomiméticas como substitutos de pele destinados | 2013
ao tratamento de queimaduras

eléctrodos e o tipo de colector. Por fim, as condi¢cBes ambientais, tais como a temperatura e humidade,
também afectam o processo.

Um bom ajuste dos parametros atras referidos é essencial para electrofiar um polimero e, dentro do
possivel, obter uma deposicdo de fibras sem defeitos (isto €, de seccdo recta circular e com pouca
dispersdo de diametros). A seguir apresentam-se 0s principais efeitos dos parametros mais relevantes no

processo de electrofiacdo.
Viscosidade

A viscosidade de uma solugdo, 7, é a propriedade fisica que quantifica a resisténcia da solucdo ao
escoamento, para uma dada temperatura. Numa solucdo polimérica, essa resisténcia depende do peso
molecular médio e da concentracdo do polimero em solucéo e da sua interac¢do com o solvente.

Para um determinado solvente de viscosidade 7, a capacidade do polimero aumentar a viscosidade

da solugdo é expressa pela viscosidade especifica, 7sp:

_n
Ny =5~ 1 (3.1)

A viscosidade intrinseca, [7], para um dado par polimero-solvente é definida pelo limite para a
concentragdo, ¢, nula de 7sp/c. A equacdo de Staudinger-Mark-Houwink relaciona a viscosidade intrinseca

com o peso molecular médio do polimero, M:

(7] = lim 22 = KM, (3.2)

>0 €

onde K e a sdo pardmetros caracteristicos de cada sistema polimero solvente. A viscosidade intrinseca da
informacdo sobre o tamanho das macromoléculas em solucéo e sobre a qualidade do solvente [9]. Num
bom solvente as cadeias poliméricas estdo envolvidas por moléculas de solvente, o que reduz o contacto
entre segmentos de polimero e favorece uma configuracéo estendida. Num mau solvente os segmentos de
polimero podem ser atraidos entre si e, neste caso, as cadeias adoptam a configuracdo enrolada. Uma
configuracdo estendida est4 associada a uma maior viscosidade enquanto uma configuragdo enrolada esta
associada a um decréscimo deste parametro.

Quanto mais elevado for o peso molecular de um dado polimero maior é o tamanho médio das
cadeias e maior € a probabilidade de ocorrerem entrelacamentos entre elas. Estes entrelagamentos séo
responsaveis pelo aumento da viscosidade da solucdo polimérica. Uma outra forma de aumentar a
viscosidade, para M constante, é aumentar a concentracao de polimero na solucdo aumentando assim o
numero de cadeias.

As forcas viscoelasticas, proporcionais a viscosidade da solugdo, desempenham um papel
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importante durante a electrofiacdo. Elas devem garantir que o jacto estire sem partir evitando a formagéo
de contas devidas a prevaléncia da tensdo superficial da solugdo. SolugGes com viscosidades demasiado
baixas, produzem fibras com contas esféricas. A medida que a viscosidade aumenta processa-se uma
alteracdo gradual na forma das contas, de esféricas para fusiformes, até se obterem fibras de seccéo recta
circular uniforme. O didametro destas fibras tende a aumentar com a viscosidade ja que a intensidade das
forcas viscoelasticas que se opdem ao estiramento aumenta. Este aumento contribui também para uma
reducdo/eliminacdo de ramificacfes do jacto. Para fiar solu¢cBes muito viscosas sdo necessarias tensdes

relativamente elevadas.

Tensao superficial

A tensdo superficial de um fluido é uma consequéncia de uma forca resultante ndo nula associada as
interac¢des a que as moléculas a superficie do fluido estdo sujeitas. Esta resultante aponta para o interior
do fluido (as interacgdes com outras moléculas do fluido s@o mais intensas do que com as moléculas de ar)
e tende a minimizar a superficie de fluido (configuracdo de menor energia). O efeito fisico de resisténcia
de um liquido, em alterar a configuragdo de menor energia, mediante a aplicagdo de forcas externas ¢ uma
consequéncia desta tensdo. A tensdo superficial de uma solucdo polimérica depende principalmente do
solvente usado [45].

Como j4 foi referido, para que o processo de electrofiacdo tenha inicio é necessario que as forcas
electroestaticas de repulsdo entre as cargas em conjunto com a forga eléctrica a que as cargas estao sujeitas
por ac¢do do campo eléctrico externo superem a tensdo superficial da solugcdo. Um dominio da tensdo
superficial no jacto devido a uma baixa viscosidade da solugdo ou a reducéo local de cargas no jacto pode

ser responsavel por surgirem contas ou gotas na deposicao.

Condutividade Eléctrica

A condutividade eléctrica é a propriedade que caracteriza a capacidade da solu¢cdo em conduzir
corrente eléctrica.

A formacdo e o estiramento do jacto dependem da capacidade do jacto transportar cargas. Numa
solucdo mais condutora mais cargas séo transportadas pelo jacto o que favorece o estiramento devido a
repulsdo electroestatica. O didmetro da zona de instabilidade aumenta (Figura 3.3a) e formam-se fibras
mais finas. Condutividades baixas podem favorecer a formacdo de contas ou gotas. No geral, a

condutividade eléctrica dos solventes é muito baixa (tipicamente abaixo das dezenas de uS/cm) visto que
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contém poucos ibes livres. Este facto pode ser corrigido adicionando compostos idnicos a solucdo (por

exemplo sais) [45].

Diferenca de potencial

A ddp aplicada entre a agulha e o colector esta no cerne da técnica de electrofiacdo ja que promove
o0 carregamento eléctrico da solucgdo e estabelece o campo eléctrico que permite formar e manter o jacto.

O aumento da tensdo aplicada pode resultar em dois efeitos opostos. Por um lado, 0 aumento da
carga no jacto faz aumentar a repulsdo electroestatica, o que provoca um maior estiramento e a tendéncia é
a de uma diminuicdo do didmetro médio das fibras. Por outro lado, 0 aumento do campo eléctrico implica
uma maior aceleracdo do jacto, um menor tempo de voo que pode significar um menor tempo de
estiramento e um maior didmetro das fibras. Nem sempre um aumento de tempo de voo significa mais
tempo para o estiramento pois este s6 ocorre enquanto a repulsdo entre as cargas transportadas pelo jacto
for dominante sobre as forcas viscoelasticas. A medida que o solvente evapora maior ¢ a viscosidade da
solugdo no jacto que se torna mais dificil de estirar. O efeito da tensdo aplicada no diametro das fibras ndo
é facilmente previsivel e depende da taxa de evaporacgdo do solvente e da distancia entre agulha e colector
[60].

A aplicacéo de tensdes muito elevadas pode conduzir & formagdo de contas o que tem sido apontado
como resultado de instabilidades no cone de Taylor para estas tensdes [45].

A ddp aplicada afecta também a cristalinidade das fibras depositadas. Mas mais uma vez a
consequéncia de um aumento da ddp ndo é sempre no mesmo sentido: 0 aumento do campo electroestatico
pode induzir um maior ordenamento das cadeias poliméricas, aumentando o grau de cristalinidade, mas,
acima de uma certa tensdo, a cristalinidade diminui. Isto acontece pois a redugdo no tempo de voo pode

ndo deixar tempo as cadeias para se orientarem [45].

Caudal

O caudal a que a solucdo é ejectada determina a taxa de transferéncia de massa para o jacto e tem
influéncia nas condicBes de extracgdo que devem ser estabelecidas pela ddp aplicada [15]. Para uma ddp
fixa, um caudal demasiado pequeno conduz a interrupcdes no jacto. Em contrapartida, um caudal
demasiado elevado provoca acumulacdo de solucdo na extremidade da agulha. Em geral, em condicGes
que se mantenham estaveis, um aumento do caudal corresponde a um aumento do didmetro médio das

fibras. Nesta situacdo ha mais solvente no jacto e é necessario assegurar que o tempo de voo é suficiente
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para ocorrer a sua evaporagdo antes do jacto atingir o colector. Caso contrario, pode observar-se fusdo das

fibras no colector.

Distancia agulha-colector

A variacdo da distancia entre a agulha e o colector influencia o tempo de voo do jacto e a
intensidade do campo eléctrico. Menores distancias contribuem para um menor tempo de voo: ndo so a
distancia que o jacto tem de percorrer encurta como a sua velocidade aumenta devido ao aumento de
intensidade do campo. Em geral, para distancias curtas (mas suficientes para evitar descargas entre
eléctrodos) o solvente ndo tem tempo para evaporar e quando o jacto chega ao colector causa dissolugao
das fibras ja depositadas nos pontos em que se cruza com estas. Para além destes pontos de aspecto
fundido, as fibras ndo apresentam uma morfologia cilindrica devido a deformacdo que sofrem na colisdo
com o colector.

Maiores distancias proporcionam maiores tempos de voo. Por um lado, um maior tempo de voo
contribui para um maior estiramento das fibras e para a diminuicdo dos seus didmetros. Por outro lado, se
0 namero de cargas distribuidas ao longo do jacto diminuir (devido a diminui¢do do campo eléctrico e ao
aumento da resisténcia) o estiramento das fibras sera menor, permitindo a deposi¢do de fibras com
didmetros maiores. O efeito da variagdo da distancia pode influenciar a morfologia das fibras, porém esta
muito dependente da variacdo das propriedades das solugdes durante o trajecto em direc¢do ao colector
[45].

Para distancias grandes, a configuracdo do campo eléctrico (tendo em conta as vizinhangas do

sistema) pode ndo conduzir as fibras para o colector.

Diametro interno da agulha

O didmetro interno da agulha tem influéncia na velocidade com que a solucgdo é ejectada (para um
determinado caudal a velocidade é maior para diametros menores) e na intensidade do campo eléctrico na
ponta da agulha. Ambos os factores contribuem para uma extraccdo mais eficiente da solucdo da ponta da
agulha e podem contribuir para eliminar pequenas acumulacbes de solucdo polimérica que ai ocorram
[61].
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Temperatura

A temperatura afecta directamente as propriedades da solucéo e a taxa de evaporacao do solvente. A
taxa de evaporacdo do solvente impde variacdes nas propriedades da solucdo ao longo do jacto que
afectam a morfologia das fibras. Alteragdes devidas ao aumento da viscosidade que decorre da evaporacéo

do solvente foram descritas anteriormente.

Humidade

Um aumento na humidade relativa faz diminuir a taxa de evaporacdo dos solventes de base aquosa.
Para estas solugdes, humidades baixas favorecem um rapido aumento da viscosidade ao longo do jacto e
consequentemente a formacéo de fibras com didmetros maiores [45].

Humidades altas podem conduzir a condensacéo de agua na superficie do jacto e induzir a formacédo

de poros nas fibras [60].

3.2 Materiais

Um dos desafios da Engenharia de Tecidos esta relacionado com a escolha do material a usar, uma
vez que este deve obedecer a alguns requisitos, nomeadamente, ser biocompativel, biodegradavel e
permitir a adesdo celular, a migracdo e a proliferacdo no tecido desejado [62]. Actualmente varios
materiais, tanto de origem natural como sintética, processados individualmente ou combinados, tém sido
estudados para diversas aplicagdes em Engenharia de Tecidos.

Os materiais naturais sdo preferiveis do ponto de vista da resposta biol6gica mas geralmente
apresentam limitacGes ao nivel da resisténcia estrutural. Entre os mais usados na electrofiacdo estdo as
proteinas, tais como o colagénio, a gelatina e o fibrinogénio e os polissacarideos, como o acetato de
celulose, o &cido hialurénico e o quitosano [63, 64].

Os materiais sintéticos apresentam vantagens no que diz respeito as suas propriedades mecanicas,
porém, facilmente induzem uma resposta inflamatéria crénica nos tecidos o que limita a sua utilizacéo
[62]. Polimeros sintéticos tais como a policaprolactona (PCL), o poli(éxido de etileno) (PEO), poli(acido
lactico) (PLA) e os poliuretanos sdo alguns exemplos de materiais usados na electrofiacéo.

Neste trabalho foram utilizados dois polimeros naturais, o quitosano e a gelatina, e dois polimeros
sintéticos, a policaprolactona e o poli(6xido de etileno). Seguidamente sdo descritas as principais

propriedades de cada um destes polimeros.
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3.2.1 Polimeros

3.2.1.1 Quitosano

O quitosano é obtido a partir do segundo polimero mais abundante na natureza, a quitina. Esta, por
sua vez, é o principal componente da parede celular dos fungos e compde o0 exoesqueleto dos artrépodes
(crustéaceos e insectos) e a radula de alguns moluscos.

Ambos, quitina e quitosano, sdo copolimeros formados pelos monémeros N-glucosamina (ou NAG,
CsH13NOs) e N-acetil-glucosamina (ou GIctNAG, CgH1sNOg), distribuidos aleatoriamente ou em bloco na
cadeia polimérica, unidos por ligagdes glicosidicas p(1—4) (Figura 3.5). Diferem entre si quanto a
propor¢do relativa dessas unidades na estrutura e quanto a solubilidade. Quando mais de 50% das
unidades presentes na estrutura do copolimero sdo N-acetil-glucosamina, entdo o copolimero é designado
por quitina. Na situagdo inversa, em que mais de 50% das unidades presentes na estrutura s&o N-
glucosamina, entdo o copolimero designa-se por quitosano [65, 66]. Como o quitosano é pouco abundante
na natureza, tendo sido observado até a data apenas em alguns microorganismos, nomeadamente em
fungos, é obtido essencialmente pela N-desacetilagdo da quitina (remogdo do grupo acetil, COCHs, e
substituicdo por um H), sob condigdes alcalinas ou por hidrdlise enzimatica.

A unidade NAG é um dos dois monossacaridos que constituem os dissacarideos dos
glicosaminoglicanos (GAGS) que sdo compostos polissacarideos (como por exemplo o acido hialurénico)

da matriz extracelular [66].

CH,OH
CH-OH
0 -
oH No 0, OH
OH
NH,
Iy N
R
O
R= —-C// e x>50% = quitina
'%CH
3 .
R= —H e y>30% = quitosano

Figura 3. 5 Representacao esquematica da estrutura quimica da quitina e do quitosano [65].
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A solubilidade do quitosano depende do grau de acetilagdo (GA) e do peso molecular médio que
sdo propriedades dificeis de controlar no processo de producdo pois dependem directamente da fonte de
quitina e do método utilizado. Em geral, o peso molecular médio dos quitosano comercial situa-se entre
30 kDa e 1000 kDa, € o grau de acetilacdo encontra-se abaixo de 30% [67].

A quitina, é insollvel em agua devido ao caracter hidrofobico dos grupos metil e grupos —-CH e —
CH> nos anéis glucosidicos (Figura 3.5). Estes permitem estabelecer um grande nimero de ligacbes por
pontes de hidrogénio com o oxigénio do grupo carbonilo (C=0) ndo deixando grupos OH disponiveis para
ligacdo com a &gua.

No quitosano a protonagao dos grupos amina (NH2) que ocorre em solugdes de &cidos diluidos
(tipicamente acidos carboxilicos tais como o acético, férmico e lactico), é responsavel pela carga positiva
que o polimero adquire transformando-se num polielectrolito catidnico. A repulsdo entre grupos
carregados contribui para que se estabeleca um menor nimero de ligacbes de hidrogénio e
consequentemente aumenta a solubilidade do polimero [66, 68]. Para GA baixos (da ordem dos 10%), o
quitosano é soltvel numa gama tipica de valores de pH entre 2 e 6. Para um valor de GA proximo de 50%
a solubilidade do quitosano estende-se a um intervalo de valores de pH mais largo [66]. O GA influencia a
solubilidade do copolimero (através da disponibilidade dos grupos OH) e a sua cristalinidade. A
cristalinidade, por sua vez, tem também consequéncias na solubilidade. A cristalinidade atinge valores
minimos para GA da ordem dos 50% e maximos para GA=0 e GA=1 (quitina) [69].

Um maior peso molecular médio de um polimero diminui em geral a sua solubilidade num solvente.
A viscosidade da solucdo aumenta a medida que a concentragdo do polimero se aproxima do limite de
solubilidade. No caso do quitosano ha outros dois factores importantes a ter em conta quando se considera
a dissolucdo em meio aquoso acido: o caracter polielectrélito das solugdes e o estabelecimento de pontes
de hidrogénio intra- e intermoleculares. O ultimo influencia a formagdo de dominios cristalinos que
limitam a solubilidade. O primeiro confere as cadeias uma conformacao linear rigida que permite a sua
solubilidade abaixo de um certo valor maximo de pH. No entanto, abaixo de um valor minimo de pH a
dissolucéo deixa de ser possivel porque a forca ionica da solucdo torna-se tdo elevada que ndo favorece a
condensacdo dos contra-iGes [66]. Estes efeitos sdo mais acentuados nos pesos moleculares médios mais

elevados para os quais € dificil preparar solugdes com concentra¢fes acima de 3% (% m/m).
Além dos factores ja referidos a solubilidade do quitosano é ainda afectada por outros factores tais

como a polarizacdo do solvente usado (solventes polares favorecem interacgdes ionicas e dipolares o que

melhora a solubilidade do quitosano), a natureza do acido usado para a protonacdo dos grupos amina em
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solugBes aquosas, a origem e qualidade dos materiais e processo de producdo (como presenca de

impurezas), e a temperatura [66].

No que diz respeito a sua utilizacdo em engenharia de tecidos, 0 quitosano apresenta propriedades
importantes: é biodegradavel, biocompativel e bioactivo.

A degradacdo térmica do quitosano ocorre a partir dos 180 °C. A sua biodegradacao é influenciada
por vérias propriedades como GA, peso molecular médio e grau de cristalinidade [66].

Estudos in vitro mostraram que é degradado pela ac¢cdo de enzimas que catalisam a hidrolise das
ligacBes glicosidicas, como a quitinase, quitosanase e lisozimas, e por enzimas que catalisam a quebra de
ligacbes C-O como as pectinases [62, 70]. In vivo o quitosano é degradado principalmente por lisozimas
[62]. Ambos os testes evidenciam uma elevada taxa de degradacao para baixos pesos moleculares médios
do quitosano e quando GA > 30%; a degradagdo é mais lenta quando GA < 30% [62, 70, 71]. Verifica-se
ainda que a cinética de hidrolisacdo por lisozimas € inversamente proporcional ao grau de cristalinidade
[66, 69].

A biocompatibilidade do quitosano foi testada em diversos trabalhos que o apontam como néo
sendo toxico nem imunogeénico [62], e por ndo produzir reac¢do alérgica quer em tecidos saudaveis quer
em tecidos lesados [72]. E hemostatico e apresenta propriedades bactério e fungiostaticas [66]. Estudos
efectuados com fibroblastos em filmes de quitosano revelaram que é citocompativel independentemente
do GA e que a adeséo celular aumenta consideravelmente com a diminui¢do do GA. A forte adeséo destas
células a superficie do quitosano limita o seu desenvolvimento. Esta forte adesdo é explicada pelo caracter
cationico do quitosano que permite estabelecer ligagdes inespecificas as membranas celulares carregadas
negativamente a pH fisiolégico [62, 66]. Uma caracteristica interessante dos polielectrélitos cationicos é a

sua capacidade para induzir a formag&o de agregados de células [66].

Em termos de bioactividade o quitosano possui varias caracteristicas tais como actividade
hemostéatica [69, 73], propriedades anti-tumorais [66] e tem um papel significativo na neovascularizagédo
do tecido que se desenvolve durante a regeneracdo de uma ferida [73]. Quanto a reacc¢Ges inflamatdrias
desencadeadas por implantes de quitosano, varios estudos in vivo apontam para 0 aparecimento de
reaccdes inflamatdrias agudas a subagudas. Ambos, quitina e quitosano, mostraram ser quimioatractivos
para os neutrofilos, resultando numa alta concentragdo destes no local implantado nos primeiros dias ap6s
a realizacdo do implante. Porém, a populacdo de neutrofilos tende a dissipar, ndo se desenvolvendo uma

resposta inflamatdria crénica [62].
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3.2.1.2 Gelatina

A gelatina é uma proteina obtida por desnaturacdo do colagénio, o principal componente da matriz
extracelular do tecido conjuntivo dos animais vertebrados. Até a data foram identificados 28 tipos de
colagénio sendo o de tipo I, presente em muitos 6rgdos e em particular na pele, nos tendBes e 0ssos, 0
mais abundante. O colagénio é composto por 3 cadeias polipeptidicas, cada uma constituida por 20 tipos
de aminodcidos presentes em diferentes proporcoes [74].

Na sequéncia de aminoacidos os motivos mais comuns envolvem a glicina (Gli): Gli-X-Y.
Frequentemente a prolina (Pro) aparece na posi¢do X (Gli-Pro-Y) ou a hidroxoprolina (Hipro) na posicéo
Y (Gli-X-Hipro). Completam estes motivos outros aminoacidos. A presenca abundante dos amino&cidos
Gli, Pro e Hipro é responsavel pela configuragdo em tripla hélice adoptada pelas cadeias, a qual confere

rigidez a estrutura [75].

A conversdo de colagénio, proteina insolivel em agua, em gelatina, proteina sollvel, envolve um
tratamento que separa as cadeias polipeptidicas, podendo também hidrolisa-las. Pode assim obter-se uma
ampla gama de pesos moleculares médios [75]. Em termos de propriedades mecanicas, o processo conduz
a um enfraquecimento estrutural da proteina, a qual fica dependente da capacidade de renaturacdo de
alguns fragmentos [76, 77].

Consoante a extraccdo da gelatina seja efectuada em condicbes acidas ou alcalinas obtém-se
gelatina dita do tipo A ou do tipo B, respectivamente. Estes dois tipos diferem no ponto isoeléctrico (pl): o
da gelatina do tipo A é semelhante ao do colagénio (pl ~ 6 — 9,5) enquanto a do tipo B apresenta um valor
menor (pl ~ 4,5 a 5,6) [78]. Independentemente do tipo de gelatina, como a sua estrutura possui muitos
grupos que podem ser ionizados, como grupos amina e carboxilicos, a tendéncia é para ficar carregada
positivamente em meios &cidos e negativamente em meios alcalinos [79]. No pl, a proteina fica neutra
devido a ocorréncia de um igual nimero de radicais NHs;* e COO™ [80]. No geral, o processo de
desnaturacdo ndo envolve alteracdo na sequéncia dos aminodcidos, sendo por isso frequente a presenca
dos motivos Gli-X-Y [74].

Como se pode depreender, as propriedades fisicas e quimicas da gelatina vao depender de varios
factores, nomeadamente da fonte colagénio (mamifero ou peixe; e a espécie), o tipo de colagénio, idade do

animal e método de producéo [77].
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Embora as propriedades da gelatina de origem de peixe venham a ser estudadas desde 1950, a
maioria dos trabalhos que envolvem a utilizacdo de gelatina recorrem a gelatina de mamifero [74]. A
principal diferenca entre a gelatina de peixe e a de mamifero esta no contelido em aminoéacidos prolina e
hidroxiprolina, que € menor na gelatina de peixe, em particular na de peixe de agua fria (tipo de gelatina
usada neste trabalho). Genericamente, o conteldo destes dois aminoacidos é de cerca de 30% nas gelatinas
de mamifero (porco e bovino), 22-25% nas gelatinas de peixe de agua quente (ex.: tilapia e perca-do-nilo)
e 17% nas de peixe de agua fria (ex.: bacalhau, polaca do Alasca, pescada) [74]. Um baixo teor destes
aminoacidos limita as propriedades mecanicas e as temperaturas de gelificacdo e fusdo da gelatina, visto
serem os fragmentos que conduzem a formagdo de estruturas de tripla hélice [76, 77, 81]. Os pontos de
gelificacdo e fusdo, tipicos das gelatinas de porco e bovino, variam desde 20 °C a 25 °C e entre 28°C e
31°C, respectivamente. Nas gelatinas de peixe estes mesmos pontos variam desde 8 °C a 25 °C e entre
11°C e 28 °C, respectivamente, sendo que os menores valores correspondem em geral as gelatinas de
peixe de agua fria. Devido a estas diferencas, as gelatinas de mamifero ddo origem a géis a temperatura
ambiente enquanto as gelatinas de peixe de agua fria se comportam como um liquido viscoso. O baixo
valor do ponto de gelificacdo das gelatinas de peixe pode limitar a sua utilizacdo em algumas aplicacGes
[76, 77].

Apesar da sua fragilidade mecénica, as gelatinas de peixe, ttm ganho interesse relativamente as de
mamifero sobretudo devido a razGes de salde publica (risco de transmissdo de certas doengas como a
encefalopatia espongiforme bovina, BSE, e febre aftosa), motivagdes religiosas (onde é banido o uso de
certos animais) e o facto da pele de peixe ser um dos maiores residuos da industria de peixe que pode ser
aproveitado para promover o crescimento econémico [76, 77, 81-83]. Para conferir estabilidade estrutural
(melhorar o desempenho termomecénico e diminuir a solubilizacdo em agua), essenciais para a aplicagéo
em engenharia de tecidos, tém sido estudados varios métodos de reticulagdo. Alguns exemplos incluem a
reticulagdo quimica com recurso a utilizacdo de glutaraldeido (GTA) e genipina e um método fisico
designado por tratamento desidrotérmico (DHT) [17, 76, 81, 84].

As propriedades mais importantes da gelatina dividem-se em dois grupos [85]:

i) Capacidade para formar hidrogéis, isto é, um estado de organizacdo estrutural em volume
caracterizado pela sua hidrofilicidade e insolubilidade em &agua. Um material neste estado tem a
capacidade de inchar mantendo a sua forma. O pH e a carga da molécula sdo parametros importantes que
determinam a gelificagdo pois influenciam o numero de interaccGes electroestaticas que estdo na sua

origem.
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ii) Propriedades de superficie, sdo responsaveis por propriedades de adesdo e pela formacdo de
emulsdes. As propriedades superficiais da gelatina baseiam-se na presenca de grupos carregados em certos
locais da cadeia e/ou de certas sequéncias da cadeia com mais aminoacidos hidrofilicos ou hidrofébicos.
Uma estrutura deste tipo, ambifilica, confere propriedades emulsificantes, uma vez que se situa na
interface de duas fases imisciveis, reduzindo a tensdo superficial, permitindo que se misturem e formem
uma emulsdo. Por exemplo, com gelatinas do tipo A (pl > 7) sdo criadas emulsdes do tipo agua-6leo,
carregadas positivamente, numa ampla gama de pH. A presenca de sequéncias de aminoacidos tipo Arg-
Gly-Asp (RGD) promove a adeséo celular.

Em termos funcionais, a gelatina apresenta caracteristicas tdo diversas, como, actividades

antimicrobiana, antioxidante, inibidora da hipertenséo [85].

Quanto a aplicacdes, a gelatina é usada desde a industria alimentar (como espessante, na pelicula de
filme protector dos alimentos, entre outros) até as aplicages biomédicas (foi um dos primeiros materiais a

serem usados como transportadores de componentes bioactivos no fabrico de microcapsulas) [85].
3.2.1.3 Policaprolactona

A policaprolactona (PCL) é um poliéster alifatico linear que pode ser obtida pela policondensacédo
de um &cido hidrocarboxilico ou mais frequentemente pela polimerizacdo por abertura do anel monémero
ciclico e-caprolactona, como se ilustra na Figura 3.6 [86]. Consoante o tipo de catalisador utilizado,
caracteristicas como o peso molecular médio e a polidispersdo e a composi¢do dos grupos terminais da
cadeia sdo afectadas [87].

O
Catalise 0
+Aquecimento I I
0 > —{cH)—c¢
n
g-Caprolactona Policaprolactona

Figura 3. 6 Sintese da PCL por polimerizag8o por abertura do anel e-caprolactona [86].

Do ponto de vista estrutural, a PCL é um polimero semicristalino, cujo grau de cristalinidade pode

atingir 0s 69% [88], com uma temperatura de transi¢do vitrea (Tg) de -60 °C e um ponto de fusdo entre os
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59 a 64 °C [62]. O peso molecular médio varia entre 3 a 100 kDa e no geral, a cristalinidade tende a
diminuir com o aumento do peso molecular médio. O processamento do material, por exemplo por
electrofiagdo, também pode alterar o grau de cristalinidade [88]. E um polimero conhecido pelo caréacter
hidrofobico e pelas suas propriedades de elevada plasticidade, ductilidade e elongagéo [89].

Relativamente a solubilidade, a PCL € solavel em solventes organicos como cloroférmio,
diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno, tolueno e ciclohexanona. E pouco soltvel em acetona, 2-
butanona, acetato de etila, dimetilformamida e acetonitrilo e é insoltvel em alcoois, éter de petroleo, éter
etilico e 4gua. A PCL é miscivel com muitos outros polimeros, tanto sintéticos como naturais, podendo
resultar numa melhoria das propriedades mecénicas e caracteristicas das misturas produzidas [87].

A hidrofobicidade deste polimero tem sido associada a dificuldade na adesdo celular [90]. Para
colmatar este problema, varias solucBes foram encontradas, desde a sua mistura com materiais
biologicamente activos (por exemplo, seda, quitosano, etc) [91], a tratamentos com plasma que diminuem
a hidrofobicidade ao gerar grupos contendo oxigénio na superficie do material [92], ou usando hidréxido
de sodio, de forma a diminuir, por hidrdlise, a massa molecular média do polimero, aumentando assim o
numero de grupos -OH terminais e a hidrofilicidade [93, 94].

A utilizacdo da PCL em aplicacbes biomédicas foi aprovada pela FDA (Food and Drug
Administration) na década de 1970 [89] e desde essa altura tem sido utilizado em diversas fun¢Ges como
em sistemas de transporte de farmacos, em dispositivos médicos, como suturas, pensos para tratamento de
feridas, medicina dentaria, em engenharia de tecidos, aplicada por exemplo a cartilagem, tenddes e
ligamentos, vasos sanguineos, pele, entre outros [87].

Sendo um material utilizado em aplicacGes biomédicas, torna-se fundamental discutir as suas
propriedades enquanto material biodegradavel e biocompativel.

A PCL pode ser biodegradada por bactérias ou fungos mas de acordo com a literatura, 0 mecanismo
de degradacdo da PCL in vivo ocorre em duas fases [87]:

i) Degradacdo hidrolitica, ndo enzimatica (geralmente catalisada por acidos ou bases), das ligacoes
éster. Um dos produtos resultantes desta reac¢do é um &cido carboxilico (RC(=0)OH), que pode catalisar
hidroélise, tornando esta reaccdo autocatalitica [95]. A degradacdo hidrolitica pode processar-se por erosao
superficial ou volimica, dependendo da razdo entre a velocidade de difusdo das moléculas de agua no
material e a velocidade de degradacdo. Se difundirem pouco, as ligacbes comecam a ser quebradas a
superficie, os subprodutos do processo difundem-se para as redondezas, havendo perda de material a
superficie mas permanecendo o interior inalterado (erosdo superficial). Quando a agua difunde mais
rapidamente do que ataca as ligacGes superficiais, 0 mecanismo de degradacdo ¢ homogéneo no interior

do material, conduzindo a uma reducdo do seu peso molecular médio, até ser possivel a difusdo dos
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subprodutos para fora da estrutura (erosdo volimica) [57]. Estudos realizados demonstraram que o tipo de
mecanismo envolvido na degradacdo da PCL depende do tamanho da amostra e que neste caso ocorre via
erosdo volUmica quando esse valor € inferior a 1,3 cm [96]. A fase amorfa é degradada em primeiro lugar,
resultando num aumento do grau de cristalinidade do polimero restante [88, 97].

ii) Por degradacdo intracelular que pode ocorrer quando o peso molecular médio é inferior a 3 kDa.
A observacdo de fragmentos de PCL em fagossomas de macréfagos assim como dentro de fibroblastos
(sdo caracterizados por conter enzimas hidroliticas embora em menor quantidade do que nos macréfagos)
evidencia este processo de degradacédo por via intracelular [98].

O processo de bioreabsor¢do da PCL é muito moroso [87]. O tempo de degradacéo deste polimero
pode ir de alguns meses até varios anos dependendo do peso molecular, do grau de cristalinidade do
polimero e das condi¢des de degradacao.

A biocompatibilidade é avaliada tanto pela resposta do tecido hospedeiro numa determinada
aplicacdo in vivo (através de analises histoldgicas e patoldgicas) como, in vitro, mediante a avaliacdo
detalhada da actividade celular [87]. Vérios estudos in vitro mostram que a PCL suporta a adesdo e
proliferacdo de células, tendo sido utilizadas varias linhas celulares de fibroblastos, osteoblastos,
queratindcitos, entre outros [99].

Em testes in vivo, é sobretudo avaliada a resposta imunogénica, carcinogénica e trombogénica do
organismo. A presenca de alguns produtos de degradagdo, como produtos acidos, ou a presenca de
impurezas, desencadeia respostas inflamatdrias. Se a capacidade de eliminacdo destes produtos, por parte
dos tecidos circundantes, for baixa, devido a uma pobre vascularizagdo ou baixa actividade metabdlica,
estes componentes podem levar a distarbios locais temporarios. Estudos efectuados indicam que em
implantes a base de PCL estes efeitos desaparecem num intervalo de tempo que pode variar de 15 semanas
até 2 anos [87].

3.2.1.4 Poli(6xido de etileno)

O poli(6xido de etileno), PEO, é um poliéster obtido a partir da catalise do 6xido de etileno,
formando uma cadeia linear neutra, de féormula molecular (CH,OCH,), e estrutura semicristalina. E
soltivel em &gua e em muitos solventes organicos e inorganicos, e é facilmente electrofiado [47]. Entre as
suas caracteristicas é de salientar a sua baixa toxicidade, o que o torna biocompativel, e o ser
biodegradavel. Por ser hidrofilico, ¢ muito usado como bioadesivo (mucoadesivo) [100, 101].

O PEO foi utlizado neste trabalho apenas para facilitar a electrofiacdo do quitosano [102, 103]. A

miscibilidade do PEO com o quitosano deve-se a interac¢des por pontes de hidrogénio entre grupos éter
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no PEO e grupos amina no quitosano [104]. Numa solugdo acidificada as cargas positivas do quitosano
causam repulsbes electroestaticas entre cadeias reduzindo o seu entrelagamento. O estabelecimento de
ligacGes suficientemente fortes com o PEO (polimero neutro) vem diminuir essas repulsdes, facilitando o
entrelacamento das cadeias e, consequentemente, a electrofiacao.

O facto de o PEO ser solivel em 4gua pode, no entanto, vir a comprometer a estabilidade das
matrizes. Neste sentido é preferivel usar pequenas quantidades de PEO de alto peso molecular médio
[105].

3.2.2 Métodos de Reticulagéo

A reticulacdo de polimeros € um processo que se baseia no estabelecimento de ligacdes covalentes
entre cadeias, levando a formagdo de uma estrutura tridimensional mais rigida e de maior peso molecular
médio. O aumento do peso molecular médio reduz a solubilidade em agua [106]. Dado que no trabalho
que aqui se apresenta a gelatina usada é solvel em &gua a temperatura ambiente, foi necessario proceder a
sua reticulacdo. Foram testados trés processos de reticulagéo:

- dois quimicos, usando glutaraldeido (GTA) e genipina.

- um fisico, o tratamento desidrotérmico (DHT);

A reticulacdo quimica utiliza tipicamente compostos bifuncionais, o que permite o estabelecimento
de ligacOes entre duas cadeias poliméricas. A principal desvantagem destes agentes sdo 0s possiveis
efeitos toxicos gerados pela presenga de grupos funcionais ndo reagidos. O risco depende da concentragdo
de agente usado, do tempo e da temperatura de exposi¢do ao agente [107] e pode ser reduzido se 0s
materiais, apos a reticulacdo, forem submetidos a tratamentos adequados (como térmicos ou vacuo) [17].

Os métodos fisicos de reticulagdo envolvem geralmente processos de secagem, agquecimento e
irradiacdo. A principal vantagem, face aos métodos quimicos, é que ndo introduzem agentes quimicos
toxicos no sistema. No entanto, o processo de reticulagdo depende do método utilizado: pode ocorrer
principalmente a superficie dos materiais (ex.: radiacdo UV, tratamento por plasma) ou em volume (DHT,

radiacdo gama) [84].
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3.2.21GTA

O glutaraldeido, GTA, um reagente sintético, é o reticulante mais estudado pois é facil de adquirir
comercialmente, ndo é caro e forma solugdes aquosas bastante volateis cujo vapor pode ser usado para
reticular rapida e eficazmente. No geral, estéa disponivel em solugdes aquosas acidicas (pH 3-4), podendo
estar presente até 70% m/v [108].

O GTA é uma molécula alifatica com cinco carbonos e com um grupo aldeido (H-C=0) em cada
terminal da cadeia, 0 que a torna bifuncional [107]. Os grupos aldeido reagem rapidamente com grupos
amina, sobretudo em pH neutro, gerando ligagdes térmica e quimicamente estaveis. A estrutura do GTA
em solugdes aquosas ndo esta limitada a sua forma simples monomérica, podendo apresentar-se sob
formas diferentes, dependendo das condic¢fes das solucdes tais como pH, concentragdo, temperatura,

etc.[108]. A Figura 3.7 apresenta algumas formas moleculares que o GTA pode assumir em meios

aquosos.
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Figura 3. 7 Apresentacdo de algumas formas quimicas que o GTA pode adquirir em solucfes aquosas [107].

O GTA ¢ frequentemente utilizado na reticulacdo de proteinas, como o colagénio e a gelatina, e de
quitosano [108-110].

A reticulacdo das proteinas em solucdo aquosa de GTA pode envolver varios mecanismos, uma vez
que o reticulante pode exibir varias formas quimicas na solugdo e reage com diversos grupos funcionais
das proteinas [108]. No caso particular da gelatina, os grupos aldeido do GTA reagem sobretudo com 0s
grupos amina livres dos residuos de lisina e hidroxilo-lisina originando grupos aldimina, HC=N (bases de
Schiff) [107] (Figura 3.8). Os grupos aldimina assim originados sdo responsaveis por incutir uma cor

amarelada ao material reticulado.
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Figura 3. 8 Mecanismo de reac¢do do GTA com a gelatina [111].

A presenca dos grupos amina no quitosano proporciona também a sua reticulagdo com o GTA.
Foram propostos dois mecanismos para a reaccdo: um que envolve a formacdo de duas bases Schiff
(Figura 3.9a) e outro que conduz a aductos do tipo Michael com terminais aldeidos e formagdo de novos
grupos carbonilos (Figura 3.9b) [109].
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Figura 3. 9 Mecanismo de reticulacdo do GTA com o quitosano [110]: a) por formacdo de duas bases Schiff; b) por

formacdo de aductos tipo Michael com terminais aldeidos.

3.2.2.2 Genipina

A genipina, de formula molecular C1:H140s, € uma aglicona que deriva da hidrolise da geniposida,

um constituinte dos frutos da Genipa americana e Gardenia jasminoides. E muito utilizada na medicina

tradicional chinesa, por exemplo no tratamento de infec¢des. Por ser uma molécula de origem natural,

biodegradavel e considerada pouco toxica, tem sido cada vez mais utilizada em aplicagdes bioldgicas.

A sua estrutura quimica encontra-se representada na Figura 3.10.
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OH — OH

Figura 3. 10 Estrutura quimica da genipina [112].

A genipina é incolor, soltvel em agua, metanol, etanol e éter dietilico, com um ponto de fusdo entre
120-121 °C e que reage espontaneamente com os aminoacidos formando pigmentos azuis. Estas reaccoes
ocorrem com aminas primarias e € essencial a presenca de oxigénio para a formacao da cor azul [113].

O mecanismo de reticulacdo da gelatina com a genipina ainda ndo estéa totalmente compreendido e
continua a ser investigado. No entanto, alguns autores propdem que o mecanismo de reaccdo devera ser
semelhante ao da genipina com a metilamina (CHsNH;, a amina primaria mais simples), o qual envolve
duas reaccdes em dois locais diferentes da molécula da genipina [113]:

- a primeira ocorre por ataque nucleo6filo da amina primaria ao atomo de carbono C-3 da genipina,
causando a abertura do anel dihidropirano e posterior formacéo de uma amina heterociclica. Um esquema
exemplificativo desta reaccdo mostra-se na Figura 3.11 g;

- a segunda reacgdo, mais lenta, € uma substituicdo nucleofilica Sn2 que envolve a substituicdo do
grupo éster (CHsCOO) da genipina por uma amida secundaria com libertagdo de metanol (Figura 3.11 b),
[81, 112].
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Figura 3. 11 Mecanismos de reac¢do da genipina com biopolimeros, como a gelatina e 0 quitosano, que contém
grupos amina primarios na sua estrutura: a) reaccdo por ataque nucle6filo da amina priméria ao &tomo de carbono
C - 3 da genipina, b) reaccdo de substituicdo nucleofilica Sn2 [114].

3.2.23 DHT

No processo desidrotérmico, DHT, o polimero é mantido a altas temperaturas (> 90 °C) em vacuo
durante varios dias. Nestas condicdes, é removida agua das moléculas atraves de reacgdes de condensacao,
por reaccdes de esterificagdo ou formacdo de amidas, resultando na formacdo de ligagdes
intermoleculares.

Dadas as condicfes em que se processa, este método tem ainda a vantagem de esterilizar o material.

Alguns estudos mostraram que as propriedades mecanicas das fibras de colagénio melhoram ap6s
reticulacdo pelo DHT. Contudo, as altas temperaturas desnaturam o colagénio, alterando o arranjo da
estrutura de tripla hélice para uma configuragdo aleatéria. Apesar de ser considerada indesejavel, a
desnaturacdo pode reduzir a resposta inflamatéria dos tecidos ao material e aumentar a infiltragdo celular
in vivo [115].

3.3 Testes in vitro

A cultura de células animais em laboratdrio, isoladas do organismo de que derivam, iniciou-se no

principio do séc. XX com os estudos de G. Harrison sobre o desenvolvimento embrionério de neurdnios
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de sapo [116]. Desde entdo, varios desenvolvimentos transformaram a cultura de células em laboratério
numa técnica fundamental em investigacdo biomédica: o estabelecimento de linhas celulares continuas, a
técnica asséptica e o controlo das contaminages, 0s meios de cultura, nomeadamente os meios definidos,
etc. Recentemente, a demonstracdo da possibilidade de manipulacdo genética das células que permite
induzir a pluripoténcia e diferencia-las noutros fenotipos abre novas possibilidades no desenvolvimento de
tecidos e 6rgdos usando células autélogas para uso em Medicina Regenerativa.

A vantagem de se usar culturas celulares em estudos de biologia celular e molecular, farmacologia,
toxicologia, imunologia, inflamacéo, etc, assenta na consisténcia e reprodutibilidade dos resultados. Estes
estudos podem ser realizados em condicOes controladas e minimizando a utilizacdo animal, e nas
experiéncias onde se querem estudar a interaccdo dos farmacos com as células, as doses a serem
administradas podem ser melhor controladas e assim elaborar estudos mais sistematicos e de melhor
qualidade.

No que diz respeito as desvantagens, esta a alteracdo do metabolismo celular entre passagens, a
perda das caracteristicas fenotipicas das células em cultura e por fim as limitagcGes nas extrapolacdes de
resultados do comportamento de células cultivadas em ambientes simplificados para comportamentos em
organismos Vivos onde a interaccdo entre os varios tipos de células com o meio extracelular desempenha
um papel relevante [117, 118].

3.3.1 Tipo de Células

As células usadas em culturas tém origem em fragmentos de tecidos ou érgdos de organismos vivos.
Quando na cultura s&o utilizadas células, obtidas por desagregacdo mecénica ou enzimética, denomina-se
por cultura primaria. E usual serem utilizadas técnicas de selecgo celular no sentido de ter apenas um tipo
de célula na cultura. A partir do momento em que é efectuada a primeira passagem das células, sdo
definidas linhas celulares:

i) Caso a linha seja obtida a partir de apenas uma célula obtém-se um clone celular.

ii) Se o tempo de vida das células for finito, admitindo apenas um numero limitado de passagens,
denomina-se de linha celular finita.

iii) Se admitir um numero infinito de passagens, designa-se por linha imortalizada. Se o processo for
espontaneo diz-se uma linha continua, se for transformado (ex. quimicamente, virus, irradiacdo) diz-se
uma linha transformada.

Uma linha celular seleccionada por possuir uma caracteristica especifica denomina-se de estirpe
celular [117, 119].
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Neste trabalho foram usadas duas linhas de fibroblastos, uma linha imortalizada espontanea, 3T3, e
uma linha finita, HFFF2. A linha 3T3 foi estabelecida em 1962 a partir de fibroblastos priméarios de
embrides de murganhos albinos Suigos. Esta linha celular tornou-se uma linha padrdo de células
fibroblasticas. Dentro desta linha existem vérias sub-linhas, ou estirpes, que derivam da linha original, por
exemplo, as 3T3-NIH, as 3T3 Swiss Albino, 3T3-L1, etc. As células HFFF2 (Human Caucasian foetal

foreskin fibroblast) consistem numa linha de fibroblastos isolados a partir da derme de feto humano.

As linhas de fibroblastos caracterizam-se por sintetizar intracelularmente colagénio tipo | que
depois é secretado para 0 meio. Este tipo de colagénio é o principal constituinte da matriz extracelular do
tecido conjuntivo.

O modo de crescimento destas células é por aderéncia ao substrato, isto é, dependem da ancoragem
a um substrato para sobreviver.

Morfologicamente, os fibroblastos humanos, de hamsters, e galinha apresentam uma forma
diferente, na confluéncia, das de murganho. No primeiro caso, sao tipicos fibroblastos de forma fusiforme,
e crescem paralelamente entre si, enquanto os do murganho sdo mais poligonais, aproximando-se da

forma de células epiteliais. Esta diferenca pode ser observada na Figura 3.12 [118].

Figura 3. 12 Imagens de microscopia confocal onde é possivel observar a diferente morfologia das células a) 3T3,
exibindo uma forma mais tipo poligonal e b) HFFF2, com uma forma alongada e crescimento paralelo. (Células
usadas neste trabalho).

As culturas celulares sdo feitas em salas especificas seguindo protocolos rigorosos de forma a
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proteger as culturas e os operadores. Uma técnica asséptica correcta € fundamental para evitar
contaminacdes que possam adulterar os resultados.

Numa cultura celular, deve-se proporcionar as células um ambiente que simule tanto quanto
possivel o existente num ser vivo. Nesse sentido, 0 meio de cultura e o local onde € mantida a cultura
devem recriar as condic@es fisicas, nutritivas e hormonais de modo que os testes possam ser validados, e
tenham resultados concordantes com os testes realizados em animais. Entre as variaveis a controlar estéo a
temperatura, o pH, a osmolalidade, 0 meio gasoso e a nutricao [117, 118].

As células humanas e de outros animais de sangue quente sdo normalmente cultivadas a 37 °C,
apesar de varios tipos de células crescerem a temperaturas inferiores (ex.: células epidérmicas).

O controlo do pH é essencial para manter o equilibrio idnico da solucdo, para providenciar as
condicBes Optimas para a actividade das enzimas e a ligacdo das hormonas e factores de crescimento a
membrana citoplasmatica. A maioria dos meios de cultura apresenta pH entre 7,2 e 7,4, mas como as
células produzem acido lactico e CO, como sub-produtos do seu metabolismo, tornando o meio acido é
necessario regular o pH, o que normalmente, € feito com solugcfes tampdo e incubadoras que controlam a
concentracdo de COs.

A osmolalidade tem em conta os niveis de sais, glucose e aminoacidos que representam os maiores
contribuintes para a pressdo osmética caracteristica de um meio. A maioria das células cresce em meios
com osmolalidade entre 290 mOsm/kg e 310 mOsm/kg. Para valores acima ou abaixo deste intervalo a
pressdo osmotica pode colocar em causa a integridade das membranas celulares: o equilibrio das pressdes,
conseguido através do fluxo de agua através das aquaporinas, pode levar ao colapso ou exploséo,
respectivamente, das membranas.

A manutencdo do pH do meio e a osmolalidade séo essenciais para manter a vitalidade celular. O
fornecimento de nutrientes e fontes de energia sdo essenciais para garantir o crescimento. Portanto, um
meio de cultura deve garantir a sobrevivéncia celular e fornecer as substancias que as células ndo
sintetizam e de que necessitam para o0 seu metabolismo. Tipicamente, 0 meio de cultura é uma solugédo
salina equilibrada, tamponada, constituida por vitaminas, oligoelementos, fontes de energia (glucose e
aminoacidos), soro (hormonas e factores de crescimento, proteinas, factores de adesdo celular, entre

outros) e antibidtico [120].

3.3.2 Mecanismo de interaccéo célula-substrato

O processo de adesdo celular a um substrato é um processo complexo, que depende de varios

aspectos, entre os quais, o tipo de células, as propriedades superficiais dos materiais e os factores
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ambientais. As propriedades superficiais que desempenham um papel fundamental na interaccéo celular
com os substratos sdo [62, 118, 121]:

- A natureza hidrofébica ou hidrofilica do material. Vem referido na literatura que as superficies
hidrofilicas apresentam uma maior afinidade pelas proteinas da membrana plasmatica das células face a
outro tipo de proteinas, do que as superficies hidrofobicas [121, 122].

- A distribuicdo superficial de cargas. A barreira para uma ligagdo proteina-superficie depende da
carga efectiva que se encontra numa determinada regido onde acontece a interac¢do. Assim, superficies
com grupos NH, ou COOH ionizam em soluc¢do dando origem a cargas locais liquidas positiva e negativa,
respectivamente. Dado que as proteinas, de uma forma geral, apresentam cargas negativas na superficie, é
mais facil acontecerem ligacOes mais estaveis a substratos carregados positivamente.

- A topografia. Vem frequentemente referido na literatura que as superficies rugosas estimulam a
diferenciagdo e o crescimento celular, em comparagdo com as superficies planas [123, 124]. No entanto a
resposta celular a este parametro depende do tipo de células considerado.

- Arigidez do substrato. Tem influéncia sobre a adeséo, a proliferacdo e a diferenciacéo celular mas
depende do tipo de células. Por exemplo, foi demonstrado num estudo in vitro que os fibroblastos
NIH 3T3 migram preferencialmente em direccdo a superficies mais rigidas, estabelecendo nas mesmas
forcas de tracgdo mais fortes e um maior espalhamento [125].

- A composigdo quimica. A natureza quimica dos materiais que constituem o substrato é essencial
para uma boa adesdo celular. Alguns processos permitem introduzir alteracbes na estrutura quimica da
superficie por forma a facilitar essa adesdo. S&o exemplos o ataque quimico com NaOH, a degradagéo
enzimatica, o ataque por plasma ou a deposi¢do de um filme, que expdem grupos funcionais que facilitam

a adesao.

As células aderem aos substratos, de uma forma geral, formando uma monocamada. As interacgdes
célula-substrato sdo mediadas por receptores especificos existentes na superficie das células que informam
a célula sobre o ambiente a sua volta (como por exemplo o tipo de moléculas, rigidez da matriz
extracelular). O tipo de receptor mais bem estudado é a integrina, uma glicoproteina heterodimerica
composta por duas subunidades o e B ligadas ndo covalentemente. Cada combinagéo entre o e § forma
um receptor para uma ou mais moléculas da matriz extracelular. No caso do colagénio e da fibronectina, a
ligacdo é feita de uma forma especifica ao local RGD da sequéncia de aminoacidos. A Figura 3.13
representa esquematicamente este mecanismo de interac¢cdo. Em alguns casos as integrinas também

medeiam a interacgdo célula-célula [126].
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A adesdo das células aos substratos pode igualmente ocorrer através de proteoglicanos
transmembranares, que também interactuam com o0s constituintes da matriz extracelular, como o
colagénio, mas ndo pela sequéncia RGD. Neste caso as proteinas transmembranares envolvidas sdo as
denominadas CAM's (Cell Adhesion Molecules - independentes da presenca do ido Ca?") e das caderinas
(dependentes da presenca do ido Ca?*). O meio extracelular desempenha um papel fundamental no
equilibrio deste processo. Nesse sentido, qualquer perturbacéo ou alteragdo, pode levar, no limite, a uma
desagregacdo da monocamada estabelecida.

Apdbs a adesdo, inicia-se a proliferacdo das células no substrato. As células sdo caracterizadas por
terem ciclos celulares regulados por sinais vindos do exterior. Antes de entrar na fase de proliferagdo a
célula tem de estar na presenca de factores de crescimento mitogénicos para se iniciar o ciclo de divisdo

celular e proliferagéo [118].

Célula

Membrana
Plasmatica

Proteinas
,’? 0 u «

Sequencia deaminoacidos (ex. vitronectina, fibronectina)

RGD (arginina-glicina-acido

agpartico) Fibronectina

Propriedades superficiais que afectam a adsor¢io das proteinas e
sua conformacao/bioactividade: tipo de sup erficie hidrofilica ou
hidrofobica, topografia, etc.

-
|
|
|
1
|
|
1
1

Figura 3. 13 Mecanismo de interac¢do célula-substrato, onde pode ser observado o papel das proteinas como
mediadoras da ligacdo entre as integrinas, proteinas de adesdo presentes na membrana plasmatica das células, e o
substrato (adaptado de [127]).

3.3.3 Curva de Crescimento Celular
A curva de crescimento tipico de uma populacdo de células em cultura é caracterizada por quatro

fases: laténcia (lag) , crescimento (log) , estacionaria e declinio. Na Figura 3.14 mostra-se uma curva

tipica de crescimento.
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Figura 3. 14 Curva de crescimento celular. Apresenta quatro regiGes caracteristicas correspondentes a quatro
fases:1) fase lag, de adaptacéo celular, 2) fase log, de crescimento exponencial, 3) fase estacionaria, onde toda a area
disponivel para crescimento esta coberta de células, e 0 nimero de células a dividir-se é igual ao nimero de células
em apoptose e 4) fase de declinio, quando o nimero de mortes celulares é superior ao nimero de células em divisdo.

Fase de laténcia: também conhecida como fase lag, corresponde ao inicio da cultura, durante a
qual as células ndo se dividem. E um periodo de adaptacdo as novas condicdes a que estdo sujeitas,
durante o qual substituem elementos da superficie celular e matriz extracelular perdidas durante a
passagem, aderem ao substrato e se espalham. Durante o espalhamento, o citoesqueleto reorganiza-se. A
actividade das enzimas aumenta, seguindo-se a sintese de novo ADN e de proteinas estruturais.

Fase de crescimento: também conhecida como fase exponencial ou log, nesta fase as células
encontram-se perfeitamente adaptadas, com todo o seu metabolismo normalizado e com os nutrientes a
disposicao. Nesse sentido, encontram-se a crescer e a duplicar-se. O periodo log é variavel pois depende
do tipo de células, da sua taxa caracteristica de crescimento, da densidade inicial cultivada, do meio e por
fim, das caracteristicas do substrato.

Fase estacionaria: neste periodo o sistema atinge o estado de confluéncia, isto €, toda a superficie
livre para adeséo est4 ocupada e a vizinhanga das células sdo outras células. A taxa de crescimento reduz
significativamente e o nimero total de células estabiliza, ou seja, o nimero de células a morrer é igual ao
namero que se divide. As células interactuam entre si de uma forma mais intensa e sdo mesmo obrigadas a
ocupar uma area menor do substrato. Esse facto, aliado a uma cessagdo da mobilidade celular é descrito
como um fenémeno de inibicdo por contacto. No caso particular dos fibroblastos, estes comegam a

orientar-se entre si, formando um padrdo paralelo tipico.
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E usual que as células epiteliais e endoteliais formem um filme de acordo com o equilibrio referido.
Todavia, existem células, por exemplo, fibroblastos que continuam a proliferar, formando multicamadas

(mas sé em células transformadas).

Fase de declinio: Ultima fase do ciclo em que o nimero de divisdes celulares é menor do que a

taxa de apoptose. Atinge-se esta fase por falta de espaco para crescer ou por falta de nutrientes.

As fases de crescimento e estacionaria fornecem informacdo importante relativa as caracteristicas
da linha celular: qual o periodo de tempo que a populacéo leva a duplicar o seu nimero (PDT) durante o
crescimento exponencial e a densidade mé&xima de células em confluéncia. O PDT € utilizado para
quantificar o crescimento da populacdo de células perante diferentes condi¢cBes da cultura, tais como
concentragdo dos nutrientes presentes no meio, presenca de hormonas, niveis de toxicidade e substratos de
biomateriais [118].

Os estudos de crescimento celular podem apresentar uma variabilidade associada a diversos factores
que dificultam a obtencdo de conclusGes validas num ndmero reduzido de experiéncias. Por exemplo, a
variabilidade das condi¢6es ambientais, a reprodutibilidade dos biomateriais que se colocam em contacto
com as células, o estado em que se encontram as células, que pode variar entre as sucessivas passagens, 0
meio de cultura usado, em particular quando é usado soro cuja composi¢do exacta é desconhecida e pode

variar entre lotes. Estes estudos requerem assim alguma estatistica.

3.3.4 Citoquimica

A citoguimica é uma técnica usada no estudo dos processos bioldgicos ao nivel celular que permite
identificar e localizar substancias intracelulares que compem as células, sendo assim possivel inferir
sobre 0 seu estado ap6s uma etapa de cultura. A identificacdo desses compostos é possivel usando técnicas
auxiliares de marcagdo, que aumentam 0 contraste em imagens microscopicas. Normalmente usam-se
corantes fluorescentes para destacar as estruturas especificas das células que se pretendem visualizar.

Antes da marcacdo com 0s corantes, tipicamente procede-se a imobilizacdo, e preservacao, das
células viaveis (fixacdo) e a abertura dos poros da membrana celular das células de modo a facilitar a
entrada dos corantes (permeabilizacdo). Podem usar-se diversos fixadores, como formaldeido,
glutaraldeido ou metanol. A permeabilizacdo é feita mediante incubacdo com um detergente, normalmente
Triton X-100 (esta é desnecessaria quando se usa metanol pois este dissolve a membrana plasmatica)
[128, 129].
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Neste trabalho usaram-se os corantes ToPro 3 e a Alexa 488 ou 568 -conjugada com Faloidina. O
ToPro3 € um monomero carbocianina que marca os &cidos nucleicos, ADN e ARN, com fluorescéncia
vermelha. E muito usado como marcador de nucleos das células e indicador de células mortas, sendo
considerado um dos marcadores mais sensiveis na detec¢do de acidos nucleicos. A Faloidina é um
peptideo biciclico, pertencente a familia das toxinas, e é usada na marcacdo dos filamentos de actina, F-
actina, presente no citoesqueleto. A Faloidina é caracterizada por apresentar uma alta afinidade com a F-
actina enquanto a Alexa Fluor 488 proporciona uma fluorescéncia verde muito estavel, ou no caso da

Alexa Fluor 568, uma fluorescéncia laranja [130, 131].

No caso particular em que os marcadores sdo anticorpos, a técnica denomina-se de
imunocitoquimica, pois permite localizar proteinas especificas numa célula, ou populacdo de células. O
sistema de deteccdo baseia-se na utilizacdo de anticorpos especificos (geralmente as imunoglobulinas
IgGs, mas também as IgMs) contra a proteina que se pretende identificar e localizar, que recebe 0 nome de
antigénio. O processo consiste na deteccdo de um segundo anticorpo (anticorpo secundario), previamente
marcado com um fluoréforo, que reconhece e se liga ao anticorpo que reconhece o antigénio (anticorpo
primario).

Os anticorpos podem ser monoclonais ou policlonais. Os primeiros sao mais especificos pois ligam-
se apenas numa regido do antigénio/proteina (epitopo) que nos interessa estudar. Os policlonais ligam-se
em varias regides pelo que hd a possibilidade de poderem reconhecer outras proteinas, com regides
semelhantes, dando origem a sinais inespecificos. Normalmente os anticorpos monoclonais sdo
produzidos em murganhos e os policlonais em coelhos, entre outros. Os anticorpos secundarios a utilizar
devem assim reconhecer regiGes nos anticorpos primarios que sdo comuns a todos 0s anticorpos de
murganho ou de coelho, denominando-se, nesses casos, de anticorpos anti-murganho ou anti-coelho,
respectivamente. Geralmente, os anticorpos secundarios s6 detectam os primarios. Ambos 0s anticorpos
podem ser usados numa mesma célula desde que os respectivos anticorpos secundarios tenham
marcadores distintos (por exemplo, uma fluorescéncia vermelha para o secundario anti-coelho e uma
fluorescéncia verde para o secundario anti-murganho). Todavia, importa salientar que a fixacéo (sobretudo
com aldeidos) pode criar zonas hidrofébicas na célula que ligam inespecificamente anticorpos, o que pode
falsear o resultado. O procedimento comum antes da incubacdo das células com anticorpos é a utilizacdo
de uma solucdo de bloqueio, em cuja composicdo se incluem moléculas que se ligam a esses locais
hidrofébicos [129, 132].
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3.4 Testes in vivo

Uma parte importante da investigagdo na area das ciéncias médicas envolve a experimentacdo em
animais ndo humanos vivos, ou testes in vivo, como instrumento para a compreensdo e desenvolvimento
de métodos de diagndstico e terapia para beneficio da saide humana. Embora seja um tema que gera
controveérsia, a experimentacdo animal é apoiada pela maioria da comunidade cientifica e pelas entidades
legislativas. As experiéncias com animais tém sido fundamentais no progresso da medicina, cobrindo
vérias areas desde o desenvolvimento de vacinas, tratamentos de vérias doencas infecciosas, como o
antraz, variola, febre-amarela, o estudo de doencas nao infecciosas, como o desenvolvimento de insulina
para o tratamento da diabetes, técnicas de hemodidlise para doentes com insuficiéncia renal, técnicas de
transplante e avangos em diversos tipos de cirurgia.

O desenvolvimento de métodos alternativos a utilizacdo de animais mantém-se uma aposta. No
entanto, existem processos que, actualmente, sé podem ser estudados num organismo Vivo.

Nesse sentido, esta seccdo aborda as regras a observar quando se trabalha em experimentacdo
animal, comecando com a apresentacdo da legislacdo subjacente a este tipo de pratica seguindo-se o tipo

de animais autorizados para este fim, a importancia da anestesia e as regras da eutanasia.

3.4.1 Etica e Legislagio

A legislagdo em vigor é sensivel ao bem-estar dos animais envolvidos em fins experimentais e/ou
outros fins cientificos, protegendo-os com a aplicagdo de uma politica assente genericamente nos
seguintes aspectos [133]:

e O proposito claro dos estudos em animais.

Assegurar que as pessoas envolvidas no processo possuem as competéncias exigidas.
e Providenciar a inspeccdo das instalagbes onde os animais estdo alojados e o controlo dos

procedimentos que Ihes séo efectuados.

Controlar o nivel de dor e sofrimento infligidos aos animais.

Assegurar padrdes humanitarios de manuseio dos animais.

Assegurar que as experiéncias com animais sdo conduzidas apenas quando ndo existem alternativas.
A legislacéo incorpora um conjunto de principios que é genericamente apelidada de “Politica dos
3Rs”, isto é:

e Replacement: substituicdo de animais por métodos alternativos sempre que possivel (ex., uso de

métodos cientificamente satisfatorios como métodos in vitro ou métodos computacionais, etc).
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e Reduction: reducdo do nimero de animais a usar (ex., apenas o nimero adequado para obtencao de
dados crediveis).

o Refinement: refinamento de técnicas e procedimentos para reduzir 0 impacto negativo que a sua
utilizagdo causa nos animais (ex., execucdo de procedimentos com o menor desconforto; melhoria
das condigdes de alojamento dos animais; utilizagdo de anestésicos e analgésicos, etc).

A experimentacdo animal, na Europa, esta regulada por trés documentos relevantes:

e A Convencdo Europeia (ETS 123) sobre a Proteccdo dos Animais Vertebrados Utilizados para Fins
Experimentais e/ou Outros Fins Cientificos, adoptada em 1983.

e A Directiva do Conselho 86/609/EEC relativa a Proteccdo dos Animais Utilizados para Fins
Cientificos e/ou Outros Fins Cientificos, adoptada em 1986.

o A Directiva 2010/63/EU do Parlamento Europeu e do Conselho de 22 de Setembro de 2010 relativa a
protecgdo dos animais utilizados para fins cientificos.

A nivel de legislagdo nacional, o uso de animais rege-se pela Directiva 86/609/CEE do Conselho,

de 24 de Novembro, que foi transposta para o direito nacional pelo Decreto-Lei n® 129/92, de 6 de Julho e

pela portaria n.° 1005/92, de 23 de Outubro.

A Direccdo Geral de Alimentacdo e Veterinaria (Divisdo de Bem-estar Animal) é a entidade
responsavel por fiscalizar o cumprimento do disposto na legislagdo nacional podendo delegar

competéncias nas autoridades veterinarias regionais e locais.
3.4.2 Animais
A experimentacdo animal é autorizada na seguinte lista de espécies de animais: murganho, rato,

cobaio, hamster dourado, coelho, primatas ndo humanos, céo, gato e codorniz. O animal escolhido para
efectuar este estudo foi o rato da estirpe Wistar (Figura 3.15).

~
>

*

Figura 3. 15 Rato da estirpe Wistar usado neste trabalho.
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Os ratos pertencem a classe dos roedores que séo espécies vertebradas, caracterizadas pela presenga
de coluna vertebral segmentada e de cranio. Frequentemente os animais utilizados para fins experimentais
sdo albinos, pelo que possuem uma visao deficiente dependendo sensorialmente dos bigodes e do olfacto.

As instalagbes de producdo ou manutencdo destes animais sdo frequentemente referidas como
Biotérios, que asseguram os padrdes de higiene, qualidade microbiologica e seguranga, legalmente
exigidos. Estes espacos obedecem ainda a determinados critérios, adequados ao bem-estar dos animais,
entre 0s quais se constam a ventilagdo, a temperatura (o valor recomendado é de 21 + 3°C), a humidade
(pode variar entre 60 + 10 % ou, como limite, entre 60 = 15%), a iluminagdo (em geral é programada para
um ciclo de 12 h de luz e 12 h de escuriddo ou 14h de luz e 10h de escuriddo), a vibracdo (os ratos ouvem
sons entre 1 e 60 kHz) e ruido (inferior a 50 dB) [133].

A acomodacdo dos animais € feita geralmente em gaiolas com um fundo liso, base geralmente de
policarbonato e cobertas por uma grade de inox sobre a qual se coloca a alimentagéo e se apoia o biberdo
para fornecimento de 4gua (Figura 3.16).

Figura 3. 16 Caixa de acomodac&o de roedores. Tampa com separador para colocacéo de ragdo e biberdo de agua.

3.4.3 Anestesia

Uma das maiores preocupacdes na experimentacdo animal é a garantia de que é assegurada a
auséncia ou reducdo significativa da dor e do stress nos animais. A dor é uma sensacdo incémoda,
relacionada com a potencial destruicdo tecidular, associada a trauma, cirurgia e algumas condicGes
médicas, pelo que o seu controlo é essencial. Os investigadores devem manter-se informados sobre as

técnicas anestésicas mais recentes e introduzi-las sempre que possivel.
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Durante a anestesia 0s animais perdem os seus reflexos protectores e associado a isso a producao de
lagrima diminui, sendo desejavel a utilizacdo de um gel oftalmico tépico nos olhos logo apds a inducédo da
anestesia para evitar complicacGes (ex. Ulceras da cérnea ou ceratoconjuntivites).

A anestesia geral pode ser induzida e mantida com anestésicos volateis (através da utilizacdo de
uma camara de inducdo) ou injectaveis (método usado neste trabalho). Na anestesia injectavel sdo
importantes questdes como:

- Local de administracdo: Local onde o farmaco é depositado, podendo classificar-se em

subcuténeo, intraperitoneal e endovenoso. Neste trabalho a anestesia administrada foi a intraperitoneal
(IP). E uma via muito popular nestes animais, pois é de facil execugdo e normalmente nio resulta em
lesbes ou sinais de dor. O farmaco é administrado na cavidade abdominal do animal com uma velocidade
de absorcédo pouco inferior a da via endovenosa. Nao €, contudo, isenta de riscos como sejam a perfuracdo
de érgdos abdominais pelo que deve ser executada com precaucéo.

- Volume: Deve estar de acordo com a capacidade de absor¢do e com a via de distribuicdo do
farmaco no corpo e depende, entre outras coisas, da espécie e do tamanho do animal. Por exemplo nos
ratos o volume IP a administrar € 1ml/100g.

A resposta aos anestésicos nas diferentes espécies, estirpes, e mesmo entre machos e fémeas é
muito varidvel, por isso é recomendada a administracdo de farmacos que tenham a maior margem de
seguranca possivel. Uma alternativa muito usada em Portugal € a administracdo de medetomidina e
cetamina. A medetomidina, se aplicada uma dose baixa produz uma ligeira seda¢do, com uma dose mais
elevada os animais perdem o reflexo de postura. O grau de analgesia deste farmaco é insuficiente para
procedimentos cirdrgicos mas potencia muito o efeito de outros agentes. A cetamina produz sedagdo
profunda. Outra alternativa usualmente administrada é a combinacdo de cetamina com diazepam. Este
altimo pertence a classe das benzodiazepinas que produzem sedacéo ligeira mas ndo apresentam qualquer

poder analgésico.

3.4.4 Eutanésia

Na experimentacdo animal a eutanasia pode surgir em diversas situacdes: no final de um
procedimento experimental, para evitar sofrimento ou stress, depois de terminados os estudos para
obtencdo de tecidos (bidpsias) para fins cientificos, quando o nivel de dor ou sofrimento ultrapassa os
niveis aceitaveis, quando o estado de salde e bem-estar ndo estdo garantidos ou para eliminar animais

excessivos. A seleccdo do método para o executar depende de diversos factores como: a espécie animal
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em causa, a disponibilidade dos meios de contencdo do animal, pericia do operador, disponibilidades
técnicas e de equipamento, nimero de animais, idade, entre outros.

Os métodos de eutanasia podem ser fisicos ou quimicos. Os métodos fisicos envolvem a perda
imediata de consciéncia, através de trauma fisico no cérebro (exs. penetracdo por um dardo, deslocamento
cervical, decapitacdo, choque eléctrico). Os métodos quimicos, podem ser injectaveis ou inalaveis. Os
injectaveis consistem na aplicacdo de anestésicos em sobredosagem de modo a induzir a morte do animal.
De um modo geral, sdo processos controlados, que fomentam a auséncia de percepcdo de todas as
sensacOes, como perda de consciéncia, analgesia, e relaxamento muscular, provocando a morte sem
sofrimento e sem dor, pelo que constituem um método adequado de eutanasia. Os inalantes, consistem na
aplicacdo de um gas ou anestésicos por vaporiza¢do ou conducdo, em camaras ou circuitos de anestesia
(exs. didxido de carbono (CO2), monoxido de carbono (CO), atmosfera rica em azoto (N2) ou argon (Ar),

anestésicos inalantes volateis - halotano, isoflurano e enflurano).
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4.1 Materiais

Os polimeros e o solvente utilizados neste trabalho encontram-se apresentados na Tabela 4.1. O
conjunto de solucbes preparadas foram definidas como unitérias, binérias e ternaria - consoante na sua
composicao tinham apenas um polimero, dois polimeros ou trés polimeros. Todas as solucfes foram

preparadas em % m/m.

Tabela 4. 1 Materiais utilizados para preparar as solucGes deste trabalho.

Materiais (Nome/Abreviatura) M (kDa) Fabricante
Quitosano / CS 500 ¥ Cognis
Gelatina / GEL 60 Sigma-Aldrich
Policaprolactona / PCL 70a90 Sigma-Aldrich
Poli(éxido de etileno) / PEO 800 Sigma-Aldrich
Acido acético glacial / AcOH glacial 0,060 Panreac Quimica

3 Valor determinado por Cromatografia de Permeagéo em Gel (GPC).

O quitosano tem um grau de desacetilagio minimo, garantido pelo fabricante, de 70%. Esta
propriedade foi medida com a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tendo-se obtido um
valor de 75,5%.

O ponto isoeléctrico da gelatina é de aproximadamente 6 (dado do fabricante).

Os agentes quimicos usados para reticular as matrizes produzidas foram: solucdo aquosa de
glutaraldeido, GTA (50% m/v em H,O da Sigma-Aldrich) e genipina, GEN (Challenge Bioproducts Co.).

4.2 Caracterizacéo das Solucdes

As solugbes foram caracterizadas quanto as propriedades condutividade eléctrica, tensao superficial

e viscosidade.

4.2.1 Condutividade Eléctrica

A determinacdo da condutividade eléctrica foi efectuada num medidor de bancada HI 4521 da
Hanna Instruments Inc. que mediu esta propriedade a uma temperatura de referéncia de 25 °C. Antes de se

efectuar qualquer medida o aparelho foi sempre calibrado com soluc@es padrao.
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4.2.2 Tensdo Superficial

As medidas de tensdo superficial foram efectuadas hum instrumento CAM101 da KSV Instruments.
O equipamento é totalmente controlado por computador e baseia-se na andlise da forma de uma
gota mediante a captura automética de imagens de video. O perfil da gota é extraido da imagem sendo
aplicada uma curva ajustada a equacdo de Young-Laplace [134], que permite o célculo da tensdo

superficial.
4.2.3 Viscosidade

A viscosidade das solucBes foi determinada num redmetro rotacional Bohlin Gemini HRnano da
Malvern Instruments.

As medidas foram efectuadas com a geometria prato e cone. Trata-se de um sistema onde o prato se
encontra fixo e o cone, neste caso com 40 mm de didmetro e 2 ° de inclinacdo, é colocado em movimento
(de rotacédo). Entre ambos é colocada a solucdo a medir. Os ensaios foram realizados a uma temperatura de
25 °C. Antes das medicOes foi aplicado um pré-corte para garantir o estado estacionario. No geral, as
medidas foram efectuadas em modo continuo para taxas de corte entre 0,1 s e 1000 s™.

Newton descobriu que num fluido em escoamento estacionario (a velocidade e a pressdo num
determinado ponto ndo variam com o tempo) e laminar (as suas particulas tendem a percorrer trajectorias
paralelas) a tensdo de corte entre as camadas do fluido, z, é proporcional a razdo da variacdo da velocidade
do fluido, dv, pela variagdo espacial na direccdo perpendicular & velocidade, dy, como se mostra na

expressdo:

d
T= nﬁ (4.1)

onde a constante # denomina-se de viscosidade do fluido e a razdo dv/dy é conhecida como o gradiente da
velocidade na direcgéo y, taxa de deformacédo ou taxa de corte.

Um fluido que obedece a esta equacdo designa-se por fluido newtoniano (a viscosidade é constante
e independente da taxa de corte), caso contrario designa-se por fluido ndo-newtoniano, em que 0s mais
comuns sdo os fluidos reofluidificantes (a viscosidade diminui com o aumento da taxa de corte) e os
fluidos reoespessantes (a viscosidade aumenta com o aumento da taxa de corte) [135], como se mostra na

Figura 4.1:
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Figura 4. 1 Curvas de fluxo tipicas dos diferentes tipos de fluidos.

No caso particular deste trabalho, as solugdes de PCL, de GEL e de PCL/GEL s&o fluidos
newtonianos. As solugbes preparadas com CS (individualmente ou em mistura) apresentam um

comportamento tipico de fluidos reofluidificantes.
4.3 Processamento das matrizes

4.3.1 Técnica de Electrofiacao

As matrizes foram produzidas num sistema de electrofiagdo horizontal constituido por uma fonte de
alta tensdo DC (Iseg Spezialelektronik), uma bomba infusora (New Era Pump Systems, Inc. ou uma
Fusion 100 Classic Syringe Pump da Chemix), uma seringa de 5 ml (Injekt, B. Braun) ligada a uma agulha
de calibre 23 (didmetro interno 0,337 mm) e um colector, uma placa de aluminio com dimensdes
20 x 20 cm? colocada verticalmente. O colector executa um movimento rotacional e translacional (a
distancia agulha-colector mantém-se constante) de forma a permitir uma maior uniformidade da espessura

das membranas. Na Figura 4.2 mostra-se uma fotografia do sistema experimental utilizado.
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Figura 4. 2 Fotografia de um sistema de electrofiagdo usado na producdo das matrizes.

As solugdes foram depositadas em condi¢cdes ambientais de temperatura e humidade de ca. de
23 +3°C e de 40 + 5 %, respectivamente.

O suporte utilizado na deposi¢éo dos diversos materiais foi a folha de Al, excepto nas deposi¢oes
usadas para:

- 0s ensaios de traccdo mecanica do PCL e GEL, onde se utilizou cartolina, visto ser um melhor
suporte para remover as membranas sem as danificar;

- 0 estudo de perda de massa onde se utilizaram lamelas de vidro quadradas de dimensdo 22 x
22 mm?;

- as culturas celulares onde se utilizaram lamelas de vidro redondas com 12 mm de diametro.

4.3.2 Mecanismo de Reticulagéo

As matrizes foram reticuladas por GTA na fase gasosa. O procedimento seguido baseou-se na
introducdo das matrizes electrofiadas numa caixa de vidro com tampa. Um reservatorio aberto, contendo
10 ml de solucdo de GTA 5% v/v foi inserido no interior dessa caixa de modo a criar uma atmosfera
saturada de vapor de GTA. O sistema fechado foi introduzido numa estufa, mantida a 40 °C, entre 0,5 e
24 h. As amostras foram retiradas e introduzidas num exsicador durante 3 dias para remover qualquer
residuo de GTA.
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No processo DHT, utilizou-se uma estufa (EV 018, Niive) que permite a realizacdo das experiéncias
em atmosfera controlada (gases inertes ou vacuo). A reticulacdo das matrizes ocorreu em vacuo de 2 mbar
produzido por uma bomba de diafragma (MD 1, Vacuubrand). Numa primeira fase as temperaturas usadas
foram 100, 120, 140 e 160 °C, usando tempos de exposicdo de 24, 48 e 72 h. Deste estudo adoptou-se a

temperatura de 140 °C, variando-se o tempo de reticulacdo desde 8 até 96 h.

O mecanismo de reticulacdo com a genipina iniciou-se imediatamente na preparacao das solucgdes a
electrofiar, onde este agente reticulante foi incorporado. As matrizes electrofiadas foram posteriormente
imersas num banho de GEN 2% m/m em EtOH:H,0 90:10 (% m/m) onde permaneceram entre 1 a 5 dias,
seguindo-se um tratamento em agua destilada durante 1 dia e secagem no exsicador durante 3 dias.

4.4 Caracterizacao das Matrizes

As matrizes foram caracterizadas quanto a morfologia, &ngulo de contacto, composi¢do quimica,
porosidade, grau de inchamento e propriedades mecanicas. Em alguns materiais foram ainda realizados

ensaios de perda de massa.

4.4.1 Morfologia

Foram utilizados dois tipos de microscopios, optico e electronico de varrimento (MEV). O primeiro
foi utilizado essencialmente na fase preliminar de producéo das matrizes para se obter uma visdo geral das
estruturas produzidas e estabelecer algumas condicBes experimentais. Um estudo mais detalhado da
morfologia das fibras, bem como a determinagédo do seu didmetro médio, foi obtido com o microscopio
electronico de varrimento.

O microscopio Optico utilizado foi um Nikon Eclipse LV100 tendo incorporado lentes objectivas
com ampliacBes de 10x, 50x e 100x e uma ocular com ampliacdo de 10x. As imagens foram obtidas em
suporte digital utilizando uma camara Nikon DS-Fil.

Neste trabalho foram utilizados 2 microscépios electronicos de varrimento, MEV. A anélise
morfoldgica de fibras de PCL, depositadas em funcdo da idade da solucdo, foi efectuada com um
equipamento Hitachi modelo S2400. As restantes medidas foram obtidas num microscopio JEOL JSM-

5200LV. Antes de serem observadas, as amostras foram revestidas a ouro.
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4.4.2 Angulo de Contacto

O angulo de contacto € o angulo formado entre a interface liquido/vapor e uma superficie sélida

cujo caracter hidrofilico ou hidrofébico se pretende avaliar (Figura 4.3).

180

[=]

2 Energia | Angulo de _

2 _ Propriedade

= Interfacial | Contacto

E - 7 -

00 ° Ysv << YLv 0 > 150° Super-hidrofébico
90 Ysv <YLV 6 >90° Hidrofébico
YsSv > YLV 06 <90° Hidrofilico

58°

Hidrofilico

0

Figura 4. 3 Representacdo esquematica da caracterizacdo de superficies de acordo com a medi¢do dos angulos de
contacto. Os simbolos ysv e yuv representam a energia interfacial solido-vapor e liquido-vapor (ou tensdo
superficial), respectivamente (Imagem adaptada de [136, 137]).

Esta propriedade superficial das matrizes foi medida com o instrumento CAM101 da KSV. O

volume de gota utilizado foi cerca de 10 uL.

4.4.3 Composicdo quimica

A composicdo quimica das matrizes foi analisada por espectroscopia de infravermelho, uma técnica
que se baseia no facto das ligacBes quimicas das substancias possuirem frequéncias de vibragdo
especificas.

Os espectros foram adquiridos num espectrometro de infravermelho baseado na transformada de
Fourier, operando no modo de reflex&o total atenuada, usualmente designado por ATR-FTIR - Attenuated
Total Reflectance Fourier Transform Infrared Spectrometer (Nicolet Nexus Continuum, Thermo

Scientific). O espectro foi adquirido na gama 4000-400 cm™.
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Este tipo de configuracdo é particularmente utilizado na obtencdo de espectros de absorcdo de
filmes pouco espessos e de substancias opacas. O seu modo de operacdo baseia-se no fendmeno de
reflexdo interna total (Figura 4.4). O feixe IV penetra um cristal e sofre uma reflexdo interna total quando
o0 angulo de incidéncia na interface entre a amostra e o cristal € superior ao angulo critico. A reflexdo total
interna gera uma onda evanescente capaz de sondar o material em contacto com o cristal até uma
profundidade tipica de 1 um. O feixe perde energia no comprimento de onda em que o material absorve,
medindo-se a radiacdo atenuada resultante. Esta radiacdo é detectada e usada para formar o
interferograma, ou seja, um grafico de intensidade versus tempo. A opera¢do matematica transformada de
Fourier (FT) separa as frequéncias das absorc¢des individuais contidas no interferograma, produzindo um

espectro com as caracteristicas espectrais de absor¢do da amostra.

Amaostra

Y VAL, S

Detector I
p— Feive Infravermelho N a #
- . - -O-

Espelhos 4 ] Y

Figura 4. 4 Esquema representativo do mecanismo de deteccdo do feixe IV.

4.4.4 Porosidade

A porosidade, P, das matrizes foi estimada através da determinacdo da densidade aparente das
matrizes, p., € a respectiva densidade do material, p, de acordo com a equacdo 4.2 [5]. A densidade

aparente foi calculada a partir da medigdo da massa, m, e dimensdes (area, A, e espessura, €) das matrizes

(equagdo 4.3).
—(1-"a
P=(1 p) (4.2)
Pa = 1z (4.3)

4.4.5 Grau de inchamento

As matrizes foram analisadas quanto a capacidade de inchamento quando mergulhadas em agua.
Este pardmetro foi avaliado tendo em conta apenas alteragdes das dimensdes superficiais. Para o efeito o

procedimento seguido consistiu em fotografar as matrizes e determinar as suas dimensdes (area) através
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do programa ImageJ. A andlise foi realizada com as matrizes secas (As) € apds imersdo em agua destilada
(Am) durante 5 h e 5 dias. Este parametro denominou-se por grau de inchamento, I, e calculou-se através

da seguinte equacao:

1N

1= (4.4)

4.4.5 Traccdo Mecénica

As propriedades mecanicas compreendem as respostas caracteristicas dos materiais quando sujeitos
a forcas externas, manifestando-se pela capacidade de desenvolverem deformacgdes reversiveis,
irreversiveis e pela resisténcia a fractura. Neste trabalho a relacdo tensdo-deformacéo foi avaliada atraves
de ensaios de traccdo. Neste tipo de testes sdo aplicadas cargas (forcas) de traccdo ao longo dos eixos
ortogonais do material (X, y, z), provocando o seu alongamento a uma taxa de deformacdo constante até
ocorrer ruptura.

Quando sdo aplicadas forcas com determinada direccdo ao longo de uma sec¢do de material
perpendicular a essas forcas, define-se uma tensdo uniaxial, s, dada por o=F/A (N/m? ou Pa). A
deformacdo, ¢, € uma grandeza adimensional definida como a raz&o entre o alongamento do material (41) e

o seu comprimento original (lo), ou seja, ¢ = Al/lo. Uma curva tipica de traccdo traduz-se num gréafico
o (&), como se mostra na Figura 4.5. Geralmente, esta curva possui duas regides distintas: uma zona

inicial linear, onde a resposta do material a traccdo é bem descrita pela lei de Hooke (o =E x &) o que

significa que o material exibe um comportamento elastico. O declive, E, é o pardmetro que define o
modulo elastico do material também designado por médulo de Young. A outra regido, designada por
plastica, corresponde a um regime onde o material sofre deformagfes permanentes e termina quando o

material rompe.
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Tensao

A - Limite Elastico
B - Limite de Resisténcia
C - Limite de Ruptura

Fase |Fase Plastica Deformacéo
Elastica

Figura 4. 5 Curva de tracgdo, Tensdo versus Deformagdo, onde se destacam 0s pontos de maior interesse. Na fase
eléstica, fase que obedece a lei de Hooke, o material retoma as dimensd@es originais assim que a forca deixa de actuar
sobre ele. Na fase plastica o material adquire uma deformagéo permanente. O limite de resisténcia é a tensdo méxima
que o material suporta sem romper. Normalmente considera-se que a partir deste ponto o material entra na fase de
ruptura. Neste trabalho é definido como o ponto (or, ¢r). O limite de ruptura é o ponto em que 0 material rompe.

As propriedades mecanicas das matrizes secas, a temperatura ambiente, foram medidas numa
maquina de ensaios de traccdo da Rheometric Scientific, com o Minimat-Firmware 3.1 como software
incorporado no computador IBM (Figura 4.6).

Para estes ensaios foram depositadas trés réplicas de cada material, seguindo-se um tratamento em
vacuo para remocao do solvente, durante 2 dias. Todas as matrizes cuja composicdo envolvia a gelatina
foram seguidamente reticuladas de acordo com os mecanismos de reticulacdo enunciados. De cada réplica
foram cortados no minimo cinco pedacos com 10 mm de largura e 30 mm de comprimento. A espessura
das amostras, entre 150 e 200 um, foi determinada em trés zonas distintas com uma craveira digital
Mitutoyo (500-196-20 Digimatic Digital Caliper, 0-150 mm).

Os ensaios de traccdao foram efectuados com uma célula de carga de 20 N, a uma velocidade até
5 mm/min, dependendo do tipo de amostra. Apenas 10 mm do comprimento da amostra foi traccionado,
destinando-se os restantes 20 mm para a fixa¢&o no suporte.

Os dados da forga de traccdo e do deslocamento correspondentes a cada amostra foram gravados
pelo software do computador e convertidos em curvas de traccdo para obtengdo do modulo de Young, E,
tensdo e deformacgéo a ruptura, or € &r, respectivamente. Todos os dados da forgca foram convertidos para

valores de tensdo por normalizagdo individual & &rea da secgdo recta de cada amostra e os dados do
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deslocamento convertidos para valores de deformacdo por normalizacdo ao comprimento inicial de cada

amostra traccionada.

Figura 4. 6 Ensaio de tracgdo realizado na maquina de ensaios da Rheometric Scientific, onde se observa a matriz a
ser traccionada presa pelas garras, uma das quais é mével e a outra encontra-se ligada a célula de carga.

4.4.6 Estudo de Perda de massa

O grau de reticulacdo das matrizes de gelatina foi avaliado através da determinacdo da sua perda de
massa durante o contacto com agua. Para este estudo, as matrizes foram depositadas em lamelas de vidro
quadradas, de 22 x 22 mm?, cuja massa foi previamente determinada numa balanca (Radwag AS 220/X).
As amostras foram colocadas num exsicador durante 2 dias por forma a remover algum residuo de
solvente. Apds esse periodo, procedeu-se a sua reticulacdo, a qual foi sempre realizada em triplicado para
cada procedimento. Todas as matrizes voltaram a ser colocadas no exsicador, excepto as reticuladas por
DHT, para que fosse removido qualquer residuo de agente reticulante. Apds esse periodo a massa das
matrizes foi determinada, designando-se por mi. O passo seguinte consistiu em imergir cada matriz hum
banho de agua destilada, durante 3 dias, a temperatura ambiente. Seguidamente, as matrizes foram
retiradas do banho e deixadas a secar durante algumas horas & temperatura ambiente, permitindo que a
maior parte da 4gua evaporasse, e depois introduzidas novamente no exsicador durante 3 dias. Apos esse
periodo fez-se uma nova medida da massa de cada matriz, designada por m:. A perda de massa foi
determinada de acordo com a seguinte expressao:

mi—myg

Perda de Massa (%) = (4.5)

mg
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4.5 Testes in vitro

4.5.1 Protocolo de Cultura e Viabilidade Celular

Nas culturas celulares foram utilizadas células fibroblasticas de duas linhagens diferentes:

- uma linha continua, 3T3-NIH [138, 139];

- uma linha finita de células, HFFF2 (Human Caucasian foetal foreskin fibroblast) adquirida a
ECACC. Estas células foram sempre semeadas na passagem P8.

O meio de cultura adoptado foi 0 meio Dulbecco’s Modified Fagle Medium (DMEM)-Glutamax,
complementado com 10% v/v de soro proveniente de feto de bovino (foetal bovine serum - FBS) e
100 U/ml de antibi6tico composto por estreptomicina e penicilina. As células foram removidas dos frascos
de cultura com Tripsina-EDTA 0,05% (todos estes materiais foram adquiridos a Invitrogen).

O numero de células foi monitorizado durante o processo de cultura através da aplicacdo de dois
reagentes gquimicos: o Cell Counting Kit-8, CCK-8, (96992, BioChemika) e o PrestoBlue (A123262,
Invitrogen).

O Kit de contagem de células CCK-8 é composto por um sal altamente sollvel em agua,
denominado por sal tetrazélio (WST-8). O WST-8 é reduzido pelas desidrogenases das células formando
um produto de cor amarelada (formazano), soltvel no meio de cultura. A guantidade de formazano gerado
pela actividade das desidrogenases € directamente proporcional ao nimero de células vivas.

O principal composto do PrestoBlue é a resazurina, que tem uma cor azul e um nivel basal de
fluorescéncia virtualmente nulo. Quando é adicionada a um meio com células, a resazurina é reduzida em
resorufina pelo ambiente redutor mantido pelas células viaveis no seu citosol. A resorufina é um composto
de cor vermelha e fluorescente. A conversdo da resazurina em resorufina é proporcional ao nimero de

células e funcdo da sua viabilidade.

As culturas foram efectuadas numa camara estéril de fluxo laminar horizontal tendo-se seguido os
protocolos de rotina, tipicos deste tipo de experiéncias.

Foram efectuadas sementeiras nas seguintes situagdes:

i) Para tracar curvas de calibragdo, por forma a ser possivel quantificar o nimero de células viaveis
gue crescem nas matrizes produzidas;

ii) Para estabelecer curvas de crescimento das células nas diferentes matrizes;

iii) Para observacdo morfoldgicas das células ao microscopio confocal e MEV.

A espessura das matrizes depositadas para 0s ensaios in vitro variou entre 70 um e 100 pm.
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Curvas de Calibracao

S&o curvas que representam graficamente a absorvancia/fluorescéncia em fungdo do ndmero de
células vivas em cultura e foram estabelecidas para ambas as linhagens celulares do seguinte modo:

- Fez-se sementeira de diferentes quantidades de células sobre a superficie dos po¢os (placa de 48
pocos).

- Colocou-se a incubar a 37 °C e CO; 5% durante 1 dia.

- Aplicou-se o kit CCK8 (nas células 3T3) ou PrestoBlue (nas células HFFF2) no meio de cultura,
ficando a incubar durante 2 h, de acordo com as instrugdes do fabricante.

- O meio com o kit foi removido para uma placa de 96 pocos (preta no caso das medidas de
fluorescéncia); meio fresco com o kit foi usado como controlo. A placa foi colocada num
espectrofotometro leitor de placas (leitor Elisa) definido para medir a absorvancia a 450 nm - no caso em
que se aplicou o kit CCK8, ou num fluorimetro de filtro (Zenyth 3100) definido para medir a
fluorescéncia a 535 nm (excitacdo) e 595 nm (emisséo) - no caso em que se aplicou o Kit PrestoBlue.

- Remocdo das células presentes nos pogos com tripsina-EDTA e contagem num hemocitémetro.

Desta forma foi estabelecida uma relacdo directa da absorvancia/fluorescéncia com o nimero de

células vivas na cultura.

Curvas de Crescimento

Antes da sementeira, todos os materiais foram imersos em agua ultra-pura até 24 h. Depois seguiu-
se etanol 70% v/v, lavagem em PBS 1x e 4gua ultra-pura e por fim esterilizagdo com radiacdo UV durante
1h.

As células foram semeadas em caixas de 48 pogos com uma densidade de 2 x 10* células/pogo:

- até 7 dias, com mudanca de meio ao 3° e 5° dias, no estudo efectuado com as 3T3;

- até 13 dias, com mudanca de meio ao 2°, 4°, 6°, 9° e 11° dias, no estudo efectuado com as HFFF2.

Os controlos foram semeados directamente sobre a superficie dos pogos.

O crescimento de células nos materiais foi avaliado periodicamente, mediante a aplicacdo dos Kits
correspondentes no meio de cultura, seguindo-se a medida de absorvancia ou fluorescéncia, duas horas
depois. O nimero de células nos materiais foi determinado com base na curva de calibracdo determinada

para cada linha de células.
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4.5.2 Protocolo de Fixagdo e/ou Marcacéo

MEV

O MEV foi utilizado para observar a distribuicdo e a morfologia das células cultivadas nos materiais
As matrizes contendo células 3T3 foram observadas ao 3° dia de cultura enquanto as matrizes contendo
HFFF2 foram-no ao 4° dia. O protocolo de preparacao dos materiais foi o seguinte:

- fixacdo das células as matrizes com uma solucdo aquosa de GTA 2,5% v/v durante 4 h;

- lavagem com PBS 1x;

- desidratagdo gradual em séries de etanol (entre 10 a 100% v/v com um intervalo de 10%);

- tratamento de secagem por ponto critico (Polaron E3100);

- revestimento com filme de ouro.

A secagem por ponto critico € um método normalmente utilizado com tecidos bioldgicos e consiste
na secagem de materiais antes de serem examinados por MEV. Baseia-se na aplicagdo de um fluido inerte
adequado, geralmente CO2, que é muito pouco miscivel com agua mas é miscivel com etanol ou acetona
(ndo utilizada neste trabalho pois é solvente da PCL). Nesse sentido o material biol6gico é previamente
desidratado com etanol. No inicio do processo de secagem por ponto critico é inserido o CO, em fase
liquida, que substitui 0 meio desidratante. Apos este processo que demora em média uma hora por cada
milimetro de espessura da amostra, é elevada a temperatura para se atingir o ponto critico do CO;
(Temperatura critica: 31 °C, Pressdo critica: 73.825 bar); nesta altura existe a passagem da fase liquida
para a gasosa sem alteracdo da densidade, o que garante a ndo aplicacdo de tensGes sobre a amostra e
consequentemente sem deformacfes da mesma. O processo finaliza com a libertagdo muito lenta do CO-

até ser atingida a pressdo ambiente, permanecendo uma amostra seca sem alteracbes morfologicas.

Citoquimica

Foram efectuadas culturas, com ambas as linhas de células, para observacdo por microscopia
confocal. Nas culturas com células 3T3 as imagens obtidas correspondem ao 3° dia de cultura. Quanto as
HFFF2, as imagens obtidas correspondem ao 4° e 7° dias de cultura.

As células para controlo foram semeadas directamente sobre lamelas de vidro.

O protocolo seguido para efectuar a marcacéo citoquimica das células nas matrizes e lamelas foi:

- fixacdo das células vivas com paraformaldeido 2% (PFA), durante 1h a temperatura ambiente;

- lavagem com PBS 1Xx;
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- nas amostras reticuladas com GTA, reducdo com borohidreto de sodio 0,1% (Merck) até 5 min
(um agente com capacidade de reduzir aldeidos e cetonas em alcoois);

- lavagem com PBS 1Xx;

- permeabilizacdo das células com Triton X-100 0,2% (Sigma-Aldrich ) durante 20-30 minutos;

- lavagem com PBS 1Xx;

- preparacdo da solucdo de marcacdo citoquimica:
BSA 1% (m/v) (bovine serum albumin) como meio de preparacao;
RNAse (1:50) para degradar o ARN (pois o0 ToPro detecta ARN e ADN e s6 se pretende
ver 0s nucleos, portanto o0 ADN);
ToPro3 (1:500) (Molecular Probes) para marcagdo do ADN das células;
Alexa488-conjugada com faloidina (1:100) no caso das células 3T3 e Alexa568-
conjugada com faloidina (1:100) no caso das células HFFF2 para observagdo dos
filamentos de actina do citoesqueleto (ambas da Molecular Probes).

- preparagdo de uma camara humida onde foram introduzidas as matrizes a estudar e nelas 80 uL da

solucdo de marcacgéo. A caixa foi mantida a 4 °C durante 1 dia.

Imunocitoquimica

O protocolo de marcagdo com anticorpos foi aplicado somente em matrizes produzidas com os trés
polimeros e cultivadas com células HFFF2. As imagens foram adquiridas ao 4° e 7° dia de cultura.

O processo de marcacdo foi feito em dois dias. No primeiro dia seguiu-se o protocolo descrito
anteriormente até a aplicacdo do Triton X-100. Depois, prepararam-se duas solucdes de marcagdo com 0s
anticorpos primarios:

1) BSA 1% (m/v) e anticorpo primario especifico para a fibronectina (Anti-human fibronectin,

rabbit pAb, Sigma-Aldrich) (1:400)
2) BSA 1% (m/v) e anticorpo primario especifico para colagénio I (Anti-human collagen I, rabbit
pAb, Abcam) (1:100)

Preparou-se uma camara himida onde cada matriz foi marcada somente com uma das solucdes de
marcacdo (50 uL); o primério ndo se aplicou nos controlos. A caixa foi mantida a 4 °C.

No segundo dia preparou-se a solugdo com o anticorpo secundério, da seguinte forma:

BSA 1% (m/v)
RNAse (1:50)
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ToPro3 (1:500)

Alexa568- conjugada com Faloidina (1:100)

Anticorpo secundario (goat-anti rabbit IgG(ab’)2, Alexa 488, Molecular Probes) (1:100)
Aplicou-se 50 uL de solucdo nas matrizes e controlos e manteve-se a caixa a 4 °C mais 1 dia até

observacédo no confocal.

4.5.3 Microscopia Confocal

O microscépio confocal de fluorescéncia por varrimento laser, ou simplesmente confocal, tem sobre
0s microscopios de fluorescéncia a vantagem de usar uma fonte de luz pontual e de captar a luz
proveniente de um Unico ponto da amostra, o ponto focal do sistema. Ao eliminar a luz proveniente de
outros pontos elimina-se a luz ndo focada e obtém-se imagens com melhor resolucdo e contraste.

Neste trabalho utilizou-se um confocal LeicaSPE, acoplado a um microscépio Leica DMI4000B,
com lasers com comprimento de onda no visivel, 488 nm (azul), 532 nm (verde) e 635 nm (vermelho) + 1
detector (PMT) spectral (400-700nm) + 1 de luz transmitida. O microscopio tem também um iluminador
de fluorescéncia usado apenas para posicionar e centrar a amostra.

As amostras foram montadas em PBS sobre uma lamela de vidro e observadas no confocal com as
lentes de 10x 0,3NA ou 20x 0,7NA (NA — Numerical aperture). As imagens foram adquiridas em 2-5
campos diferentes, escolhidos aleatoriamente, os quais foram usados para estimar a area de cobertura

celular.

4.6 Testes in vivo

O animal usado durante todo o estudo foi o rato da estirpe Wistar existente no Biotério da
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Nova de Lisboa (UNL) creditado pelo alvard
emitido pela DGAYV de onde consta a autorizacdo de utilizacdo de animais, pequenos roedores, ao abrigo
do disposto na Portaria 1005/92 de 23 de Outubro. E um Biotério que garante o estatuto sanitario SPF
(Specific Pathogen Free), ou seja, garante que os animais sdo mantidos em sistemas de barreiras sanitarias
rigorosas, de forma a manter a boa qualidade microbiolégica.

Os procedimentos praticados nos animais regem-se pela Legislacdo Portuguesa e Europeia

apresentada no capitulo 3 seccdo 3.4.1.
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Os animais estdo todos em gaiolas individuais com cama de serradura especifica e no pos-
operatorio permanecem no recobro do biotério até ao dia da eutandsia. No recobro existe ventilacdo,
humidade e temperatura controladas, ciclo de luz/escuro de 12 h/12 h e 4gua e alimentos de acordo com as
normas.

A prética de experimentacdo animal foi da responsabilidade da Doutora Maria Angélica Rato da
Silva Roberto, médica investigadora devidamente creditada ao abrigo do ponto iii), da alinea e), do n°3 da
Portaria n® 1005/92, de 23 de Outubro.

As experiéncias com 0s animais envolveram trés fases: planeamento das experiéncias,
procedimento cirdrgico e histologia.

4.6.1 Planeamento das Experiéncias

Seguindo a estratégia transversal a toda a tese foram em primeiro lugar analisadas as matrizes
unitéarias. Mediante os resultados destas, usaram-se as matrizes binarias e ternaria. No geral as matrizes
apresentavam espessuras entre 120 um e 150 um. O procedimento envolveu a utilizagdo de um total de 26

ratos (peso médio: 250 g, idade: 6 a 12 meses) distribuidos como mostra a Tabela 3.2.

Tabela 4. 2 Distribui¢do do nimero de ratos por matriz.

Matriz N° de Ratos Matriz N° de Ratos
M1 -PCL 6 M4 — CS/PCL 2
M2 - Quitosano (CS) 6 M5 — CS/GEL 2
M3 — Gelatina (GEL) 6 M6 — PCL/GEL 2
M7 — CS PCL/GEL 2

O protocolo seguido nas matrizes unitarias envolveu a utilizacdo de 3 réplicas dos materiais em 3
tempos distintos de permanéncia na ferida, definidos como T1 - material removido ap6s 1 semana, T2 -
material removido ap6s 2 semanas e T3 - material removido ap6s 4 semanas. A experiéncia foi planeada
de forma a que em cada rato fossem aplicadas duas matrizes, a serem removidas em tempos diferentes ou
1 matriz e um controlo (neste a ferida apenas era tapada com gaze gorda). Os controlos também foram
feitos em triplicado para cada tempo.
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Nas matrizes binarias e ternaria foram utilizadas 2 réplicas dos materiais em 2 tempos distintos de
permanéncia, T2 - material removido ap6s 2 semanas e T3 - material removido ap6s 4 semanas. A
experiéncia foi conduzida de forma que dos dois ratos disponiveis para cada matriz, num deles fossem
aplicadas duas matrizes as quais eram removidas em tempos diferentes e no outro fossem aplicadas 2

matrizes e 2 controlos.

4.6.2 Procedimento Cirurgico

Em primeiro lugar procedeu-se a identificacdo do animal, seguindo-se a sua anestesia com uma
mistura de cetamina e diazepam na propor¢do 2:1. Uma vez sob efeito anestésico, o pélo do animal foi
removido com uma maquina de barbear. Seguidamente foi aplicado um spray antisséptico sobre a pele e
depois com uma caneta dermografica marcaram-se dois quadrados com cerca de 2x2 ¢m?, com uma
distancia minima de 1 cm entre eles, sob a zona dorsal do rato. Nas matrizes bindrias e ternaria aplicou-se
um passo extra, que consistiu na lavagem com agua, na zona onde se removeu o pélo, de modo a diminuir
a probabilidade de cairem alguns residuos de pélos para dentro da ferida. O passo seguinte consistiu no

procedimento cirtrgico, demonstrado e descrito na Figura 4.7.
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Figura 4. 7 Procedimento cirdrgico.

A)
B)

©

D)
E)

Desenharam-se no animal com uma caneta dermografica as regides cuja pele total se pretendia retirar.
Procedeu-se a remocdo da pele cosendo-se em seguida os bordos da pele ao plano interno para tentar
minimizar a contracgdo da ferida;

Colocaram-se as matrizes sobre as feridas (sempre do mesmo material); apenas se cosia a membrana a pele
caso esta ndo aderisse totalmente a ferida (por ex. o PCL).

Neste exemplo colocou-se uma membrana, a direita, e um controlo, a esquerda.

Fim dos actos cirurgicos; a ferida é tapada com uma gaze normal e agrafada, apenas para evitar que o rato
removesse as membranas apds acordar da anestesia.
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Concluidos os actos cirurgicos, os ratos foram colocados no recobro até a altura de remocédo das
biopsias. Todos os periodos foram acompanhados por registo fotografico. O procedimento seguido na
remocao da primeira bidpsia consistiu em anestesiar novamente o animal, proceder a remog&o da bidpsia,
a qual era cuidadosamente colocada num frasco com formaldeido a 4% tamponado, para posterior analise
histoldgica. A ferida era encerrada, cosendo-se ou agrafando. Estas etapas podem ser visualizadas na
Figura 4.8. Finalmente, a remogdo da Ultima bidpsia coincidia com a eutanasia do animal. O rato era
eutanasiado com CO; e depois entdo removida a bidpsia. No final, o rato era colocado num saco, onde se

indicava o seu codigo e era colocado num frigorifico para subsequente incineragao.

Figura 4. 8 Processo de remocéo da bidpsia.
A) Aspecto das feridas 7 dias ap6s a cirurgia. Animal anestesiado.
B) Remocdo da primeira bidpsia (lado esquerdo).
C) Encerramento da ferida com agrafos.
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4.6.3 Histologia

As bidpsias permaneceram em formol tamponado a 4% até ao processamento histolégico no
Servico de Anatomia Patol6gica do Hospital de Sao José.

O processamento histoldgico seguiu o protocolo:

- processamento automatico no processador de tecidos onde os fragmentos provenientes da
macroscopia sdo sujeitos a uma série de etapas com o objectivo de os desidratar, diafanizar e impregnar
com parafina;

- inclusdo em parafina em moldes proprios de forma a obter um bloco de parafina contendo os
fragmentos processados;

- corte dos blocos de parafina em aparelho préprio (micrétomo de corredica) a uma espessura de 2 a
4 um. Estes cortes sdo colocados em laminas de vidro depois de esticadas em agua quente (cerca de
60 °C). As laminas de seguida vao para uma estufa a cerca de 80 °C para que os cortes adiram bem a
lamina;

- coloracdo de hematoxilina-eosina no colorador automatico. A hematoxilina, de origem natural,
funciona como corante basico e tem atraccdo por substancias acidas que compdem os tecidos, como as
proteinas, ricas em radicais amina, como 0s nulcleos e o reticulo endoplasmatico rugoso e &cidos
nucleicos. J4 a eosina, corante sintético acido, é atraida pelos elementos basicos das proteinas do
citoplasma das células, fibras de colagénio e outras estruturas compostas de substéncias com caracter
bésico. A hematoxilina cora em azul-purpura enquanto a eosina produz uma coloragdo vermelha,
permitindo a deteccdo de alguma patologia nos tecidos;

- montagem em meio de montagem sintético a base de xilol, em aparelho automatico.

4.7 Tratamento Estatistico

Todas as experiéncias foram efectuadas no minimo em triplicado e os valores encontram-se
apresentados como média + desvio padrdo, com excep¢do do numero de células em cultura, que foi
calculado a partir de uma curva de calibracdo (Anexo I), as experiéncias relativas ao grau de inchamento e
as taxas de encerramento das feridas infligidas nos animais encontrando-se assim apresentados como
média * incerteza (incerteza determinada através da lei de propagacéo das incertezas).

Os didmetros das fibras foram medidos nas imagens de MEV com o programa de anélise de

imagem, ImageJ.
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As imagens adquiridas por microscopia confocal foram também analisadas com o programa
ImageJ, para contar automaticamente o nimero de ndcleos e determinar a area coberta por células, por
campo de imagem, e para permitir a contagem manual do nimero de células em mitose ou inferir de uma
forma qualitativa sobre a abundancia de filopodia e stress fibers. A area coberta por células, determinada a
partir das imagens de microscopia confocal, e a proliferacdo celular, determinada a partir das curvas de
crescimento, foram comparadas usando o teste-t de Student considerando como valores com diferengas
estatisticamente significativas aqueles para 0s quais 0 parametro de comparacdo verificar a condicdo
p < 0,05. O tratamento das imagens em 3D foi efectuado com o programa Amira v5.3.3.

A evolucdo das feridas infligidas nos animais foi acompanhada por registo fotografico e a sua area

determinada com o programa ImageJ.
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5.1 Matrizes Unitéarias

5.1.1 Producéo e Caracterizagdo

5.1.1.1 Matrizes de PCL

No inicio do trabalho experimental aqui reportado, existiam ja na literatura inimeras publicagdes
sobre a electrofiagcdo da PCL a partir de solucbes preparadas em solventes organicos como cloroformio,
acetona, diclorometano (DCM), tetraidrofurano (TFH), entre outros [99, 140-142]. Porém, apesar do acido
acético ser um dos solventes menos toxicos da PCL a sua utilizagdo ndo era conhecida para este tipo de
aplicagéo.

A preparacdo das matrizes de PCL comegou com a realizagdo de um estudo preliminar, utilizando
como solvente &cido acético glacial, tendo sido averiguadas as condigdes de processamento que
conduziam a formacdo de fibras. Verificou-se que solucbes contendo entre 5 a 12% (m/m) de PCL ndo
eram electrofidveis, comecando a observar-se deposicao de fibras somente a partir de uma concentragdo
de 14% e para uma tensdo minima de 5 kV. Estabelecendo como parametros fixos um potencial de 6 kV,
uma distancia agulha-colector de 10 cm e um caudal de 0,3 ml/h, variou-se a concentracdo de PCL entre
14 e 26%, de forma a identificar a concentragdo Optima para a deposi¢do de fibras. A morfologia das
fibras depositadas com estas solu¢cBes mostra-se na Figura 5.1. Determinaram-se entdo a viscosidade,
tensdo superficial e condutividade eléctrica das solucbes para analisar de que modo estas propriedades
poderiam explicar a evolugdo da morfologia das fibras com a concentracdo (Tabela 5.1).
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Figura 5. 1 Imagens de MEV de fibras depositadas a partir de solu¢Bes preparadas com diferentes concentragdes de
PCL em 4cido acético glacial: a) PCL 14%, b) PCL 17%, c) PCL 20% e d) PCL 26%. (Amplia¢do x2000; Barra de
escala =10 um). As deposicBes foram efectuadas 1 dia apds a preparagdo das solugdes com os parametros do
processo fixos (ver texto).

Tabela 5. 1 Viscosidade (), tensdo superficial () e condutividade eléctrica (o) das diferentes solugdes de PCL em
acido acetico glacial. Dados apresentados como média + desvio padréo.

% PCL n (Pa.s) ¥ (mN/m) o (uS/cm)
14 7,2+0,6 285+0,5 0,067 + 0,008

17 12+1 28,7+0,7 0,057 £ 0,007

20 262 30,6 £0,7 0,056 + 0,006

23 61+5 32,7+04 0,058 £ 0,008

26 106 + 15 33,0+£0,6 0,053 £ 0,007
AcOH 0,001532 28,2+04 0,047 £ 0,008

2 Valor Tabelado: Panreac® Analytical Reagents & Fine Chemicals

De acordo com os valores apresentados na Tabela 4.1 verifica-se que o aumento da concentragao da
PCL ndo altera significativamente a condutividade eléctrica e aumenta ligeiramente a tensdo superficial.
J& a viscosidade é fortemente afectada, aumentando exponencialmente com a concentragdo e, como tal,
com o nimero de cadeias poliméricas, como consequéncia do aumento das interacgdes entre estas.

Consequentemente o efeito desta variacdo reflecte-se no didmetro médio das fibras depositadas
como mostra a Figura 5.2.
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Figura 5. 2 Variacdo do didmetro médio das fibras em funcdo da viscosidade e concentracdo das solucdes de PCL.
As barras verticais representam o intervalo [média + desvio padrao].

Da anélise da figura anterior verifica-se que, com 0s mesmos parametros de processamento, a partir
de solugdes menos viscosas se obtém fibras mais finas, o que advém da menor viscosidade permitir um
maior estiramento das fibras. O efeito da tenséo superficial tende a destacar-se no processo na solugédo
preparada com PCL a 14%. Sendo esta solugdo menos viscosa, estira mais rapidamente, e as forcas
repulsivas entre cargas diminuem mais depressa. Isto permite que a tensdo superficial domine o sistema
causando minimos locais da razdo area/volume (as contas) antes do solvente evaporar por completo e as
fibras solidificarem. Observa-se ainda que solugdes mais viscosas, como a de PCL 26%, originam fibras
de didmetros superiores, apresentando j& alguma fusdo, consequéncias de uma forte oposi¢do das forgas
viscoelasticas ao estiramento do jacto e a uma evaporagdo mais lenta do solvente, respectivamente. Fibras

uniformes obtiveram-se usando concentracfes de PCL entre 17 e 23%.

O estudo seguinte consistiu em avaliar o efeito da variacdo da concentracdo de &cido acético na
morfologia das fibras depositadas. A concentragdo maxima de adgua adicionada ao &cido acético, sem que
se observasse precipitacdo do polimero, foi de 15% m/m. Nesse sentido, as solugcdes foram preparadas
usando uma concentracdo de acido acético variavel entre 85 e 100%.

Nessas condi¢cGes comegou-se por estudar a solucdo PCL 20%. Contudo os resultados obtidos
revelaram-se dificeis de reproduzir dado que a adi¢do de dgua ao sistema provocou uma rapida degradacao

da PCL e consequentemente um decréscimo da viscosidade da solucdo, deixando rapidamente de se
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observar a deposicao de fibras. Optou-se entdo pela concentracdo de 23% para prosseguir o estudo, tendo-
se ainda optimizado os parametros de electrofiacdo para estas solucBes: 8 kV, 10 cm e 0,3 ml/h (pois
assim observou-se uma maior estabilidade do processo). A electrofiacdo das solugdes foi realizada em
diferentes dias ap0s a sua preparacao com o objectivo de estudar também a influéncia da idade da solucéo
na morfologia das fibras depositadas. Todas as solu¢des foram caracterizadas quanto a sua viscosidade,
tensdo superficial e condutividade eléctrica. Os resultados constam da Tabela 5.2. Na Figura 5.3

apresentam-se imagens das fibras depositadas em funcéo do tempo das solucdes.

Tabela 5. 2 Viscosidade (), tensdo superficial () e condutividade eléctrica (o) das solugdes de PCL a 23% em
diferentes concentrac@es de &cido acético. Estas propriedades foram medidas em fun¢do da idade da solucdo. Valores
apresentados como média * desvio padréo.

Idade da % AcOH n (Pa.s) y (MN/m) o (uS/cm)
solucéo (dias)

1 1,2+0,2 329104 5,5+0,6
2 85 05+0,2 335+0,3 56%0,6
4 0,24 £ 0,03 32,0+0,3 5,8+0,6
1 2,2+0.3 33,7+£0,4 19+0.2
2 90 1,2+0,2 34,2+0,4 19+0,2
4 06+0,1 32,0+0,3 2,0+£0,2
1 7,8+0,8 33,2+£0,4 0,49 + 0,05
2 95 46105 32,6 +£0,3 0,50 £ 0,05
4 2,9+0,2 325+04 0,53 +£0,06
1 61+5 32,7+0,4 0,058 £ 0,008
2 42+ 4 32,6 £0,5 0,057 £ 0,006
4 100 27 +4 31,8+0,7 0,059 + 0,007
9 11+1 32,1+0,5 0,063 £ 0,007
13 59+0,8 31,8+0,4 0,061 £ 0,006
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Figura 5. 3 Imagens de MEV das fibras depositadas, com 0s mesmos pardmetros experimentais, a partir de solucées
de PCL a 23%, com 2 e 4 dias, preparadas em: AcOH 85% (a, b); AcOH 90% (c, d); AcOH 95% (e, f) e AcOH
100% (g, h). Em i) e j) imagens das fibras depositadas com a solugdo em AcOH 100% com 9 e 13 dias,
respectivamente. (Ampliacdo x3000 excepto nas imagens g) a j) onde a ampliacdo é x1000; Barra de escala =
10 pm).

Na Figura 5.4 mostra-se a variagdo do didmetro médio das fibras com o tempo de vida das solugdes.
Né&o séo apresentados valores relativos a deposi¢do obtida com a solugdo de AcOH a 85% dada a presenga
de contas e defeitos que fazem com que as fibras possuam didmetros muito variaveis ao longo do seu
comprimento. Com a solucéo de AcOH a 100% observou-se deposicdo de fibras até ao 13° dia, limite a

partir do qual comecam a surgir fibras com defeitos.
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Figura 5. 4 Variacdo do diametro médio das fibras em funcdo da idade das solugcdes de PCL 23% em diferentes
concentragdes de acido acético. As barras verticais representam o intervalo [média + desvio padréo].
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Como se observa nas Figuras 5.3 e 5.4 o solvente usado e a idade das solu¢des tém impacto sobre a

morfologia das fibras depositadas.

Relativamente ao efeito do solvente conclui-se que a adicdo de agua ao acido acético:

- ndo afecta significativamente a tensdo superficial das solugdes;

- aumenta a condutividade eléctrica das solugdes, resultado de um aumento do nimero de ides em
solucéo;

- reduz acentuadamente a viscosidade das solucdes pois vai contribuir para uma menor interaccao
entre as cadeias poliméricas devido por um lado & ionizagdo do acido (a PCL ndo tem afinidade com
carga) e por outro lado via efeito hidrofébico (repulsdo da dgua que se deve concentrar entre as cadeias
poliméricas);

- 0 diametro médio das fibras obtidas diminui. Por exemplo, ao 2° dia observa-se uma variagao de
2,5um para 0,4 um quando a concentracdo de AcOH diminui de 100% para 85%. Esta reducédo
significativa € inerente ndo sé a diminuicdo da viscosidade mas também ao facto de aumentar a repulsdo

electroestatica (e, consequentemente, do estiramento das fibras) devido ao aumento da condutividade.

No que diz respeito ao impacto da idade da solucdo, constata-se que a viscosidade das solugOes
diminui com o tempo enquanto as propriedades condutividade e tensdo superficial ndo variam
significativamente. Novamente, a viscosidade desempenha um papel fundamental no que diz respeito ao
decréscimo observado no didmetro médio das fibras & medida que as solugdes envelhecem, desta feita
devido a uma continua degradagdo da PCL. No caso da solucdo preparada em AcOH 100%, ocorre uma
ampla distribuicdo dos diametros. Isto contribui para uma grande dispersdo em torno do valor médio
fazendo com que os intervalos dos didmetros das fibras para os varios tempos de observagdo se
intersectem como se pode observar na Figura 5.4. Apenas a diferenca entre os valores obtidos ao 2° dia da
solucédo (2,5 um) e ao 13° dia (1,2 um) € estatisticamente significativa (p < 0,01).

O aparecimento de fibras com defeitos também aumenta a medida que a viscosidade diminui,

sobretudo para valores proximos de 1 Pa-s.

As matrizes seleccionadas foram caracterizadas quanto ao angulo de contacto e propriedades

mecanicas, encontrando-se os resultados na Tabela 5.3.
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Tabela 5. 3 Angulo de contacto (6) e propriedades mecanicas (médulo de Young (E), tensdo (or) e deformacéo (er)
de ruptura) determinados para as matrizes depositadas a partir de solucbes de PCL a 23% em diferentes
concentragdes de acido acético. Valores apresentados como média + desvio padrao.

Tempo (dias) % AcOH 6(° E (MPa) or (MPa) er (%)
2 141+3 86+14 43+0,3 88+5
4 % 140+ 3 40+0,8 1,8+0,2 59+4
2 134+2 54+0,8 * > 500
4 % 140+ 3 43+13 15+0,2 80+8
2 125+2 47+0,7 * > 500
4 136 +2 6,9+ 1,4 * > 500
9 100 130+ 3 52+1,1 * > 500
13 132 +2 56+1,1 * > 500

* As matrizes ndo partiram no percurso do aparelho.

Conforme se verifica na Tabela 5.3 o caracter hidrofobico caracteristico da PCL mantém-se,
independentemente da concentragéo de &cido acético usada ou do tempo da solugdo. Embora nas medidas
efectuadas ao 2° dia se observe um ligeiro aumento do angulo de contacto com o teor de &gua, seria
necessaria uma maior estatistica para reforcar a ideia desta tendéncia.

No que diz respeito as propriedades mecénicas, observa-se uma diminuicdo dos valores do modulo
de Young, tensdo e deformagdo maximas, com a idade da solucéo, nas matrizes preparadas com AcOH
90% e 95%. Relativamente a matriz preparada em AcOH 100% os valores associados as propriedades
mecénicas ndo sao significativamente diferentes. Como se verifica nas Figuras 5.3 e 5.4 a adicdo de &gua
ao acido acético resulta na deposicao de fibras com didmetros médios menores e acelera o aparecimento
de contas e defeitos, que contribuem para um enfraquecimento da estrutura das matrizes. No caso da
matriz preparada em AcOH 100%, a auséncia de &gua leva a um enfraguecimento da estrutura mais lento

ndo sendo por isso detectadas alteraces destas propriedades no periodo e condigdes testadas.

O estudo realizado com as solu¢bes de PCL com diferentes concentragcdes do polimero, de acido
acético e idade permitiu relacionar estas diferencas com algumas caracteristicas importantes das
deposi¢des obtidas. As principais conclusdes enumeram-se seguidamente:

- diametro médio: além de poder ser ajustado por optimizacdo das condicBGes de electrofiacdo,

observou-se que o diametro médio das fibras pode ser ajustado variando a concentracdo de polimero, o
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teor de agua no solvente ou deixando envelhecer as solu¢des. Com qualquer uma das estratégias é possivel
diminuir o diametro para valores inferiores a 1 um, embora a formagdo de nanofibras seja conseguida de
uma forma mais eficaz adicionando agua ao sistema. Com esta Gltima metodologia, que tem como
desvantagem a rapida degradacdo do polimero, conseguiram-se didmetros medios da ordem dos 400 nm.
Resultados da mesma ordem de grandeza sdo encontrados na literatura utilizando solventes mais toxicos.
Como exemplo, encontra-se reportada a formacdo de didmetros na gama de (630 + 40) nm com uma
solucdo de PCL a 15% em cloroférmio/metanol (75:25 v/v) [143], ou didmetros no intervalo (431 + 118)
nm com uma solugéo de PCL dissolvido em hexafluoro-2-propanol (HFIP) [144];

- hidrofobicidade: as matrizes produzidas apresentam caracter hidrofébico com angulos de contacto
gue variam entre 125 e 140 °, ligeiramente superiores aos reportados para matrizes electrofiadas a partir de
outros solventes. Por exemplo, foi encontrado na literatura um angulo de 118 £6 ° para matrizes
electrofiadas a partir de solugdes que utilizam o HFIP ou o sistema cloroférmio/metanol [143, 144]; e de
109 ° para matrizes electrofiadas a partir de solugdes de trifluoretanol (TFE) [145];

- propriedades mecanicas: o modulo de Young das matrizes preparadas nestas condi¢Ges variou ente
4 e 8 MPa. Conseguiram-se deformacdes superiores a 500% sem ruptura mas este valor € reduzido
substancialmente (abaixo dos 100%) com a hidrolise &cida da PCL. Alguns valores tipicos indicados na
literatura sdo: E = 35,4 MPa e ¢r = 145% usando o sistema cloroférmio/metanol [143] e E = 4,98 MPa
usando TFE [145].

A fase seguinte consistiu em considerar deposigdes efectuadas a partir de solugdes de AcOH a 90 e
100%, para posteriormente ser seleccionada a matriz de PCL para efectuar o estudo comparativo de
resposta celular a varios materiais. Os parametros de electrofiacdo foram novamente ajustados com o
intuito de reduzir um pouco mais o didmetro médio das fibras. Nesse sentido procedeu-se a um aumento
da distancia entre agulha e colector e da tenséo aplicada. Os novos parametros que resultaram deste ajuste
foram: 12 kV, 25 cm e 0,3 ml/h. As deposicdes foram efectuadas ao 2° dia apds a preparacéo das solugoes.
As matrizes foram novamente caracterizadas quanto ao didametro médio das fibras, angulo de contacto e
propriedades mecénicas e neste caso foi também calculada a porosidade. Os resultados apresentam-se na
Tabela 5.4.
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Tabela 5. 4 Didametro médio das fibras, angulo de contacto, porosidade e propriedades mecanicas das matrizes
de PCL em AcOH a 90 e 100%, depositadas ao 2° dia da solugdo com 12 kV, 25 cm e 0,3 ml/h. Valores apresentados
como média * desvio padrao.

% ACOH  Dmes (NM) 6(° Porosidade (%) E (MPa) or (MPa) er (%)

90 377 £277 132+4 88+2 7,1+£05 32+05 81+12
100 1833+369 124+3 85+2 6,704 23+01 587 + 162

Os resultados da Tabela 5.4 revelam que ndo existem diferencas significativas nas propriedades
avaliadas das nanofibras de PCL em funcdo da concentracéo de &cido acético, excepto no didmetro médio
das fibras e na deformacéo a ruptura.

A estabilidade das matrizes ap6s imersao em meio de cultura (MC) durante 3 dias foi também
avaliada como mostra a Figura 5.5.

AcOH 90% AcOH 90% — MC

2 o0 tepm G48495 FSRU| B2, o080 1apm) ) 298623

AcOH 100% AcOH 100% - MC

18K m 158561 2 2008 lapm G46481

Figura 5. 5 Imagens de MEV das fibras depositadas a partir das soluces de PCL 23% em AcOH 90% apds a)
electrofiacdo e b) meio de cultura durante 3 dias e em AcOH 100% ap06s c) electrofiacdo e d) meio de cultura durante
3 dias (Ampliacdo x2000; Barra de escala = 10 um).
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Como se observa pela figura anterior, a morfologia das fibras ndo se altera ap6s imersdo em meio
de cultura. Sendo a PCL um polimero hidrofébico este resultado era expectavel.

Com o intuito de inferir sobre alguma alteracdo da estrutura quimica da PCL causada pela imersao
no meio de cultura as matrizes foram analisadas por espectroscopia de infravermelho com reflexdo total
atenuada (FTIR-ATR). A Figura 5.6 mostra os espectros da matriz de PCL depositada com a solugdo de

AcOH 100%, sendo estes representativos do que foi obtido com a de AcOH 90%.
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Figura 5. 6 Espectros de FTIR-ATR das fibras de PCL ap6s electrofiacdo (AE) e ap6s imersdo em meio de cultura.

Ambos o0s espectros, apds electrofiacdo e apds imersdo em MC, apresentam bandas idénticas que
correspondem as frequéncias de vibracdo caracteristicas dos grupos funcionais constituintes da PCL.
Na Tabela 5.5 encontram-se resumidas as principais bandas de absorc¢do do espectro de FTIR da
PCL.
Tabela 5. 5 Principais bandas de absorc¢do no 1V da PCL [20, 144].

Bandas de absorc¢éo (cm™) Vibragdo Molecular / Ligacéo

2949 Estiramento assimétrico do grupo CH>
2865 Estiramento simétrico do grupo CH>

1727 Estiramento da ligacdo C=0 do grupo éster
1293 Estiramento das ligacGes C-O e C-C

1240 Estiramento assimétrico da ligagdo C-O-C
1170 Estiramento simétrico da ligacdo C-O-C
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Da observacgéo da Figura 5.6 verifica-se ndo so a presenca de todas as bandas caracteristicas da PCL
em ambos 0s espectros, como também ndo se registam diferencas significativas em termos das suas
intensidades, permitindo deste modo confirmar que a imersdo em meio de cultura ndo afecta a estrutura

quimica do polimero.

A caracterizacdo das matrizes de PCL 23% em AcOH 90 e 100% finalizou com um ultimo ensaio
relativo ao seu grau de inchamento em 4agua. A Tabela 5.6 apresenta algumas imagens representativas

destas matrizes apos electrofiacdo (AE) e apds imersdo em agua durante 5 h (H20 5h) e 5 dias (H20 5d).

Tabela 5. 6 Matrizes de PCL 23% em AcOH 90 e 100%, apds electrofiacdo (AE) e ap6s dgua durante 5 h (H20 5h) e
5 dias (H20 5d).

PCL 23% AE H20 5h H20 5d

AcOH 90%

AcOH 100%

Conforme se observa, ndo ocorre alteracdo da area das matrizes devido a imersdo em agua,

resultado da pouca afinidade deste polimero com a agua.
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5.1.1.2 Matrizes de CS

O quitosano (CS) é facilmente dissolvido em solucBes aquosas acidas devido a protonacdo dos
grupos amina presentes nos grupos glucosamina. Porém, as solu¢des formadas frequentemente apresentam
valores de condutividade eléctrica e densidades de carga elevados limitando assim a sua electrofiacéo.
Para além disso, as solugdes de CS sdo, ainda que para baixas concentragdes do polimero, muito viscosas.
Portanto, quando conseguida, a literatura geralmente refere a formac&o de fibras de CS usando o éacido
trifluoroacético (TFA) [146], todavia este possui a desvantagem de ser um solvente perigoso e toxico.

Um dos objectivos do presente trabalho foi a obtencdo de matrizes dérmicas por electrofiacdo de
solucbes de CS em &cido acético concentrado. Foi encontrada bibliografia mencionando algum trabalho
nesse sentido o que contribuiu para estabelecer alguns pardmetros iniciais de referéncia a usar neste
estudo. Por exemplo, Geng et al. [147] descreveram a formacéo de nanofibras uniformes (ca. de 130 nm)
usando solugdes de CS a 7-7,5% em AcOH 90%. O peso molecular médio do CS foi apontado como um
factor fundamental para a formacé&o de fibras (apenas foi conseguido para My, = 106 kDa). J& De Vrieze et
al. [148] referem a formacdo de nanofibras uniformes (50-100 nm) com solugbes de CS entre 2 a 4%
(Mw =190 a 310 kDa) em AcOH 90% usando como parametros de electrofiacdo 20 kV, 10 cm e 0,3 ml/h.

A producdo de matrizes de CS comegou entdo pela tentativa de reproducdo de algumas das
deposicOes descritas nos estudos acima referidos. Estabeleceu-se como solvente AcOH 90% e variou-se a
concentragdo de CS desde 2 a 6% m/m. Porém, as solugdes revelaram ndo ser electrofiaveis tal como
aconteceu com outros autores que também mencionaram a irreprodutibilidade dos resultados [102, 103,
149, 150].

A introdugdo de polimeros sintéticos, como o PEO, no sistema é referida como uma solugdo que
torna possivel a electrofiacdo do CS. A formacgdo de pontes de H entre os grupos éter do PEO e 0s grupos
OH do quitosano diminui a repulsdo entre as moléculas carregadas positivamente do CS, possibilita o
entrelacamento das cadeias poliméricas e torna possivel a electrofiacdo destas misturas [102, 103, 149,
150]. O estudo realizado por Zhang et al. [105] refere que, embora a presenca de PEO seja importante
para permitir a electrofiacdo das solucdes de CS, é necessario reduzir o seu contetido atendendo a que este
polimero é soltvel em agua, o que pode alterar significativamente a estrutura das matrizes ap6s imersao
em meios aquosos. Geralmente sdo utilizados teores de PEO entre 10 a 60% da concentracdo de polimero
total. Estes autores conseguiram electrofiar nanofibras de CS com uma concentracdo de PEO de elevado
peso molecular (> 5 MDa) inferior a 5%. Deste modo, escolheu-se para este trabalho um peso molecular
médio do PEO de 8 MDa.
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As solucbes foram preparadas tomando como referéncia o trabalho de Zhang et al. [105] onde
tipicamente foi utilizada uma concentracdo total de polimero de 3%. No caso particular deste trabalho,
considerou-se uma concentracao de CS de 2% e variou-se a concentragdo de PEO entre 0,05 e 0,5%, tendo
as solucdes sido depositadas com 0s seguintes parametros de processamento: 10 kV, 20 cm e 0,2 mi/h.
Esta condicdo de electrofiacdo resultou de um estudo prévio efectuado para estabelecer uma gama de
trabalho adequada. As imagens correspondentes as fibras depositadas com estas solu¢fes mostram-se na
Figura 5.7. As propriedades das solucdes e o didmetro médio das fibras foram medidas e apresentam-se na
Tabela 5.7.

4 X 1
— 10um
15.0kV SEI SEM

Figura 5. 7 Imagens de MEV das fibras depositadas com as solucBes de CS 2% e diferentes concentracdes de PEO
(Ampliacdo x1000; Barra de escala = 10 um). Deposi¢des efectuadas 1 dia ap6s a preparacdo da solugéo.
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Tabela 5. 7 Viscosidade (#), tensdo superficial (y) e condutividade eléctrica (o) das solugGes de CS/PEO (CS 2% e
diferentes concentracdes de PEQ). A primeira coluna indica a razdo entre as massas de CS e PEO e a Ultima o
diametro médio das fibras depositadas. Valores apresentados como média + desvio padrao.

CSIPEO % PEO 17 (Pa.s) y(MN/m) o (uS/cm)  Dmed (NM)
100/0 0 3,76 33,1+0,6 187+ 2 -

98/2 0,05 4,86 32,4+0,7 189 +3 439 + 111
95/5 0,1 5,90 33,1+0,9 191+4 455 + 60
89/11 0,25 7,63 31,5+04 194+3 853 £ 350

80/20 0,5 25,34 32,7+0,5 195+8 1239 + 460

Solvente  90% AcOH 0,002386° 29,1+0,3 14+1 -

2Valores extraidos das curvas de fluxo para uma taxa de corte de 0,5 s
b Valor tabelado: Handbook of Chemistry and Physics, David R. Lide, 85" Edition, 2004-2005.

De acordo com a Tabela 5.7 os valores médios da condutividade eléctrica das solugbes preparadas
apresentam uma tendéncia para aumentar com o aumento da concentragdo de PEO, ainda que esta
tendéncia ndo corresponda a valores com diferengas estatisticas significativas. No que diz respeito a
tensdo superficial das solugdes verifica-se que esta se mantém com a adi¢do de PEO. J& o aumento da
concentragdo total de polimero aumenta a viscosidade das solugdes. Consequentemente observa-se um
aumento do didmetro médio das fibras, por um factor de trés, ao aumentar o teor em PEO de 0,05 para
0,5%. Comparando com o trabalho de outros autores que utilizaram AcOH como solvente verifica-se que
as fibras depositadas neste estudo sdo mais espessas. Foram obtidos valores superiores a 400 nm enquanto
na bibliografia estdo reportados valores inferiores a 200 nm, porém as condi¢es experimentais utilizadas
sdo diferentes. Por exemplo, esses valores foram obtidos em matrizes depositadas a partir de solugdes de
CS 1,2% PEO 0,4% em AcOH 90% (CS M, = 1400 kDa e PEO M = 900 kDa) [103]; a partir de solucGes
de CS/PEO (CS M =148 kDa e PEO M = 900 kDa), usando uma concentra¢do total de polimero entre
2,5% e 4% e varios racios CS/PEO, preparadas em AcOH entre 30 a 45% [149] ou a partir de solucdes de
6% CS/PEO (1:1, m/m) em AcOH 2% (CS M, = 654 kDa e PEO com pesos moleculares médios entre
600 kDa e 4 MDa) [150].

Para além do didmetro médio das fibras aumentar com o contetdo de PEO, a presenca simultanea
de nanofibras e microfibras tende também a aumentar, o que foi igualmente relatado por Duan et al. [150]
e justificado como devido a uma separacdo de fases entre 0 CS e o PEO durante o processo de

electrofiacéo.
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Nas deposicOes efectuadas foi observado ainda a presenca de véarias projeccdes para a menor
concentragdo de PEO, conforme exemplifica a Figura 5.7 a), que tende a desaparecer com o aumento da
guantidade de PEO. Este fendmeno pode estar associado a um nimero reduzido de entrelacamentos das
cadeias poliméricas durante a evaporagédo do solvente. A situagcdo pode conduzir assim a uma distribuicéo
ndo homogénea da densidade de cargas ao longo do jacto, explicando a sua “explosdo” e deposi¢do em
forma de defeito. Um aumento da concentragdo de polimero resulta num aumento do numero de
entrelagamentos e a formagdo de uma estrutura pré-fibra mais forte.

Mediante os resultados obtidos, a deposi¢do com a solugdo CS 2% PEO 0,25% foi a escolhida para
prosseguir o estudo devido ao facto de se pretender uma deposicdo sem projeccBes e que garantisse 0
menor didmetro das fibras, 0 que acontece nas matrizes obtidas com as solugdes contendo PEO a 0,25%.
As matrizes preparadas com esta solu¢do possuem uma concentracéo de PEO de 11%.

A etapa seguinte consistiu na caracterizagdo da matriz escolhida. No entanto, o seu estudo coincidiu
com uma mudanga de lote de CS. Desta forma as propriedades da solugdo foram novamente medidas
tendo-se obtido valores semelhantes de tensdo superficial e viscosidade. Apenas o valor da condutividade
eléctrica se mostrou ligeiramente superior, nomeadamente, (258 + 3) uS/cm em vez de (194 + 3) uS/cm,
provavelmente devido a uma variagdo no grau de desacetilacdo. Os pardmetros de electrofiacdo para esta
nova solucdo foram optimizados com o intuito de garantir uma matriz sem projec¢des e com didmetros
das fibras semelhantes, tendo sido escolhidos os parametros 18 kV, 25 cm e 0,3 mi/h.

A variagdo da morfologia das fibras com a idade da solugdo foi analisada e apresenta-se na Figura
5.8.

1B a40a48s - Mz aaE 13 L2624 0
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Figura 5. 8 Imagens de MEV das fibras depositadas com a solugdo CS 2% PEO 0,25% em AcOH 90% com a) 1 dia,
b) 3 dias, c) 6 dias e d) 9 dias. (Ampliacdo x2000; Barra de escala = 10 um).

Na Figura 5.9 mostra-se a variagao dos didmetros médios das fibras depositadas.
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Figura 5. 9 Variacdo do didmetro médio das fibras em fungéo da idade da solucéo de CS 2% PEO 0,25% em AcOH
90%. No gréafico encontram-se os valores da viscosidade da solucéo ao 1° e 6° dia. As barras verticais representam o
intervalo [média + desvio padréo].

Da observacgdo da Figura 5.8 verifica-se que no geral, as fibras ndo apresentam defeitos. S0 mais
espessas e exibem uma ampla distribuicdo de didmetros quando depositadas ao 1° dia da solugdo (975 +
419 nm), mas rapidamente evoluem para valores inferiores a 400 nm e tornam-se bastante mais uniformes.
Esta reducdo nos diametros pode ser explicada por uma diminuicdo da viscosidade resultante de uma

degradacdo das cadeias poliméricas, nomeadamente a quebra das ligagOes glicosidicas entre as varias
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unidades estruturais. O aparecimento de contas ocorre a partir do 9° dia da solugdo. Estes resultados
permitem concluir que é possivel com um bom ajuste dos pardmetros de electrofiacdo, em particular com
o0 tempo de vida da solugdo, diminuir o valor do didmetro médio. Com o intuito de uniformizar o trabalho
a desenvolver (estabelecendo a mesma idade para todas as solugdes) optou-se por escolher o 2° dia desta
solugdo (Dmed = 619 + 227 nm) para efectuar as deposicOes e caracterizar a matriz de CS.

Tal como ja foi mencionado o PEO é um polimero com uma grande solubilidade em agua e
portanto a estabilidade da matriz em solu¢do aquosa foi avaliada. A matriz foi colocada em meio de
cultura durante 3 dias e o resultado comparativo das morfologias encontra-se na Figura 5.10.

19em aQZs ®E . HBa 18P 2861 1

Figura 5. 10 Imagens de MEV de fibras depositadas com a solugdo CS 2% PEO 0,25% em AcOH 90% apés a)
electrofiacdo (AE) e b) meio de cultura (MC) durante 3 dias. (Ampliacdo x2000; Barra de escala = 10 um).

Como se observa da figura anterior, a morfologia das fibras ap6s imersdo em meio de cultura altera-
se ligeiramente, apresentando alguns sinais de fusdo, embora a estrutura porosa se mantenha. Bhattarai et
al.[102] efectuaram um estudo semelhante, onde referiram que a estrutura das nanofibras de CS/PEO
produzidas com uma razdo de 90:10 em 0,5M de AcOH (para uma percentagem de polimero total de ca.
de 2,1%) se mantinha sem alteracdes significativas até 4 semanas de imersdo em agua.

Para avaliar eventuais alteragdes em termos de estrutura quimica, as matrizes foram analisadas por
FTIR-ATR. A Figura 5.11 mostra os espectros da matriz de CS/PEO assim como de uma matriz de PEO
2% em AcOH 90% depositada previamente (8 kV, 20 cm e 0,3 ml/h) para comparacao.
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Figura 5. 11 Espectros de FTIR-ATR das fibras de CS 2% PEO 0,25% apds electrofiagdo (AE) e apds imersdo em
meio de cultura (MC). Para comparacdo apresenta-se 0 espectro representativo da matriz de PEO 2%.

Na Tabela 5.8 encontram-se resumidas as principais bandas de absor¢do dos espectros do CS e
PEO.

Tabela 5. 8 Principais bandas de absor¢do no 1V do CS e PEO [151, 152].

Polimero  Bandas de absorgdo (cm™)  Vibragédo Molecular / Ligacédo

3400 — 3100 Estiramento das ligagcGes N-H e O-H
2922 Estiramento assimétrico CH, do grupo CH,OH
2880 Estiramento C-H
1655 Estiramento C=0 (amida I)
CS 1590 Deformacgdo angular NH da amina primaria e banda
amida Il
1380, 1255 Deformacéo C-CHjs e banda amida 111
1150 Estiramento assimétrico C-O-C da ligacao glicosidica
1060, 1029 Estiramento C-O do anel polissacéarido
2885 Estiramento C-H do grupo CH-
1148, 1101, 1062 Estiramento C-O-C
PEO 1467 Deformacgédo C-H
1358, 1340 Deformacéo C-H do grupo CH:
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A analise dos espectros de FTIR-ATR das fibras depositadas com CS/PEO indica que as principais
bandas de absor¢do do CS se mantém mesmo com a adigdo de PEO. Apo6s imersdo em meio de cultura
todas as bandas continuam a manter-se sem alteragGes significativas.

O estudo com esta matriz de CS 2% PEO 0,25% prosseguiu com a caracterizacdo quanto a
capacidade de inchamento em agua, angulo de contacto, porosidade e propriedades mecénicas. O primeiro

pardmetro foi determinado a partir da expressdo 4.4 apds imersdo em agua destilada durante 5 h (H-0 5 h)
e 5 dias (H20 5d), conforme ilustra a Figura 5.12.

A)

B)

12 1 :

Inchamento (%)
o

O T T T
0 1 2 3 4 5

Tempo (dias)

Figura 5. 12 Matriz de CS/PEOQ ap0s electrofiacdo (AE) e apds imersdo em agua destilada durante 5 h (H20 5h) e 5
dias (H.O 5d) (a). Variacdo da dimensdo da matriz em funcdo do tempo de permanéncia em &gua. Valores
apresentados como média + incerteza (b).

Da observagédo da Figura 5.12 verifica-se que a matriz de CS/PEO aumenta a sua area em ca. de

15%, nas primeiras 5h de imersdo, valor que mantém durante pelo menos 5 dias. O seu aspecto também se
altera, ficando transparente.
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Os resultados relativos ao angulo de contacto, porosidade e propriedades mecéanicas apresentam-se
na Tabela 5.9.

Tabela 5. 9 Angulo de contacto, porosidade e propriedades mecénicas da matriz de CS/PEO depositada ao 2° dia da
solugdo com 18 kV, 25 cm e 0,3 ml/h. Valores apresentados como média + desvio padrao.

Q) Porosidade (%) E (MPa) or (MPa) er (%0)

0 72+3 3810 45+18 28+6

A matriz de CS/PEO é uma matriz hidrofilica (a gota é absorvida em ca. de 3s), mais rigida e com
uma menor capacidade para se alongar quando sujeita a trac¢do do que a matriz de PCL. Estes resultados
vao de encontro aos referidos na literatura. Prabhakaran et al.[143] prepararam uma matriz com CS 8%
em TFA/DCM (75/25 v/v) com fibras de didmetro médio da ordem de 450 + 48 nm e obtiveram
igualmente um angulo de contacto de 0°. A rigidez da matriz é ligeiramente menor, E = 28,7 MPa e possui
uma menor tensdo e deformacéo a ruptura, or = 0,22 MPa e er = 7,10%, respectivamente.

5.1.1.3 Matrizes de GEL

A producédo de matrizes de gelatina (GEL) encontra-se amplamente difundida. Porém, na maioria
dos casos ¢ utilizada gelatina de mamifero [17, 84, 153-155]. Tal como ja foi referido anteriormente, a
gelatina usada neste trabalho é proveniente de pele de peixe de agua fria. Uma das principais diferencas,
face a de mamifero, é a sua solubilidade em agua a temperatura ambiente. Para além de ter sido necessario
estudar as condicOes experimentais que permitem electrofiar solu¢des de gelatina, procedeu-se ainda a um
extenso estudo apos producdo das matrizes, que envolveu a utilizagdo de varios métodos de reticulacdo, de
modo a melhorar a sua resisténcia a agua. Os métodos de reticulagdo devem néo sé prevenir a dissolugdo
da gelatina em 4gua como manter a morfologia das fibras depositadas, pelo que foram avaliados estes dois
aspectos.

A literatura existente sobre a electrofiacdo de gelatina de peixe é escassa [82, 83]. No entanto, a que
existe serviu ndo s6 de base, como permitiu uma boa comparagdo com o trabalho desenvolvido e aqui
apresentado, sendo de referir em particular o trabalho descrito por Songchotikunpan et al. [82] que
utilizaram solucdes de gelatina em acido acético e acido férmico.

Tendo em consideracdo o trabalho desenvolvido na preparacdo das matrizes de PCL e das matrizes

de CS, manteve-se o solvente AcOH 90% para a obtencdo das matrizes de GEL.
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Comecou por ser feito um estudo preliminar onde foram averiguadas as condi¢des de
processamento que conduziam a formacdo de fibras com este solvente. Verificou-se que solucGes
preparadas com uma concentragdo < 15% (m/m) ndo sdo electrofiaveis, tendo-se observado o
aparecimento de fibras a partir de GEL 18% embora com muitas contas, facto que melhorou com o
aumento da concentracdo. Solucdes preparadas com uma concentracdo de 40% sdo ja muito viscosas para
electrofiar. Foram produzidas fibras sem defeitos com uma solugdo de GEL 25% tendo por isso sido
adoptada esta concentracdo para produzir a matriz de GEL.

A matriz depositada com esta solu¢do foi reticulada com trés métodos de reticulacdo: por exposi¢do
ao vapor de glutaraldeido (GTA), o processo desidrotérmico (DHT) e utilizando a genipina (GEN). Os
dois primeiros foram utilizados com sucesso na matriz. A reticulagdo com genipina utilizando o processo
tipico de imergir a matriz numa solugdo de genipina dissolvida em etanol ou etanol/agua nédo foi
conseguido, pois a mesma acabava por dissolver em contacto com meios aquosos. Sisson et al. [153]
também referiram esta dificuldade atribuindo-a a uma taxa de reticulacdo lenta quando comparada com a
taxa de dissolucdo da gelatina. Uma das solucGes que outros autores [154, 155] propuseram para optimizar
0 processo de reticulagdo foi electrofiar uma solugdo que incorporasse algum teor de genipina. Este
método foi também aqui adoptado com a particularidade de se electrofiarem solugdes com diferentes
tempos de actuagdo da genipina, ou seja, as solugbes foram electrofiadas com diferentes graus de
reticulagdo, foi analisada a morfologia das fibras e a integridade da estrutura quando em contacto com
agua. A adicdo de genipina as solucdes faz com que estas sejam electrofidveis com concentragbes de
gelatina menores. A concentragdo de genipina foi estabelecida mediante um estudo preliminar tendo-se
optado por usar 2%. A solucédo estudada foi entdo GEL 18% GEN 2% AcOH 90%.

Ambas as solugdes (com e sem genipina) foram depositadas com o0s seguintes parametros de
electrofiacdo: 15 kV, 25 cm e 0,3 ml/h, valores semelhantes aos utilizados por outros autores [82, 84,
155].

As propriedades das solucdes foram medidas ap6s a dissolu¢do dos componentes, 0 que ocorre em
algumas horas apds a sua preparacao (0D) e ainda no caso da solucdo de gelatina com genipina ao 6° dia
(6D). Os valores obtidos constam da Tabela 5.10.
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Tabela 5. 10 Viscosidade (7), tensdo superficial () e condutividade eléctrica (o) das solugdes de gelatina. Valores
apresentados como média + desvio padréo.

Solucgéo n (Pa.s) ¥ (mN/m) o (uS/cm)
GEL 25% (0D) 09+0.1 34,0+0,5 583+7
GEL 18%GEN 2% (0D) 0,20 £ 0,02 4+1 551+7
GEL 18% GEN 2% (6D) 1,7£0,2 36+1 550 £ 6
AcOH 90% 14+1 0,0023862 29,1+0,3

aValor tabelado: Handbook of Chemistry and Physics, David R. Lide, 85" Edition, 2004-2005.

Por observacao da Tabela 5.10 verifica-se que logo apds a preparacdo (0D) a influéncia da genipina
ndo é significativa. A viscosidade aumenta com o aumento da concentragdo, resultado directo de um
acréscimo de entrelagamentos das cadeias poliméricas. De forma analoga, a condutividade eléctrica
também aumenta, consequéncia de um aumento do ndmero total de ides na solucdo resultantes da
dissolucdo da gelatina em condigdes acidas. Esta tendéncia foi igualmente observada por outros autores
[82, 156]. A tensdo superficial ndo varia com a concentracao de gelatina e é independente da presenca de
genipina.

Relativamente a solugdo preparada com genipina observa-se um aumento da viscosidade em uma
ordem de grandeza entre apds a preparacédo e 6 dias depois. Este valor supera o valor da viscosidade da
solucdo preparada com GEL 25%, apesar da concentragdo desta ser superior. Isto é a indicagdo e a
consequéncia do aumento do peso molecular médio das cadeias poliméricas de gelatina causada pela
reticulagdo com a genipina.

A variacdo da morfologia das fibras depositadas em fungdo do tempo de vida das solucBes foi

analisada em ambos os casos. As imagens de MEV apresentam-se na Figura 5.11.

GEL 25% - 1d GEL 18% GEN 2% - 1d

wZ. BRG
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Figura 5. 13 Imagens de MEV das fibras depositadas com as soluc¢fes: GEL 25% AcOH 90% com a) 1 dia, b) 6
dias, c) 9 dias e d) 15 dias e GEL 18% GEN 2% com e) 1 dia, f) 3 dias, g) 5 dias e h) 6 dias (Ampliacdo x2000;
Barra de escala = 10 um).

A variacdo do diametro médio das fibras depositadas a partir de ambas as soluc@es apresenta-se na
Figura 5.14.
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Figura 5. 14 Variacdo do didmetro médio das fibras em funcdo do tempo de vida das solucbes de GEL 25% e GEL
18% GEN 2% em AcOH 90%. As linhas verticais representam o intervalo [média + desvio padrao].

As deposicdes efectuadas com a solucdo de GEL 25% revelam no geral a presenca de fibras sem
defeitos que se mantém usando a solucdo até um més apds a preparacao. O diametro médio das fibras é da
ordem de 1 um ao 1° dia mas decresce com o tempo, chegando a atingir valores préximos dos 500 nm.
Songchotikunpan et al. [82] obtiveram com uma solugdo de GEL 15% em AcOH 90% um valor médio de
(805 + 95) nm.

Nas solucbes preparadas com genipina importa salientar que a velocidade da reacgdo de reticulacéo
depende consideravelmente da temperatura. Neste trabalho e no caso particular das solucGes de genipina,
a electrofiacdo foi realizada a 20 °C de temperatura e 46% de humidade. Como se verifica nas Figuras
5.13 e 5.14 a morfologia das fibras depositadas depende do tempo de vida da solugdo. Até ao 4° dia, 0
diametro médio das fibras situa-se entre os 300 e os 400 nm e a sua variacdo é pouco significativa. Do 4°
ao 6° dia, 0 aumento do didmetro é abrupto sendo atingido um valor médio de 3 um, resultado também de
alguma fusdo das fibras. A viscosidade da solugdo aumenta acentuadamente neste periodo devido ao
aumento do grau de reticulacdo (que conduz ao aumento do peso molecular médio). Isto dificulta o
estiramento normal das fibras devido a repulsdo entre as cargas transportadas pelo jacto, resultando na
deposicéo de fibras mais grossas. Jong Hyun Ko et al. [154] dissolveram 20% de gelatina de bovino e 2%
de genipina em TFE e obtiveram um diametro médio de (820 + 180) nm, um valor substancialmente
superior ao aqui apresentado, atendendo a que naquele caso a genipina apenas reagiu 3 h na solucdo antes

de ser electrofiada.
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Com a adicdo de genipina a solucdo a electrofiar, as fibras sdo depositadas ja com algum grau de
reticulacdo do polimero mas continua a ocorrer a dissolugdo das fibras quando expostas a agua, inclusive
ao 6° dia. Nesse sentido foi necessario considerar outra estratégia que envolvesse a continuacdo do
processo de reticulacdo apds electrofiagdo. A metodologia adoptada seguiu o critério base descrito por
alguns autores [153, 155], de submeter as matrizes a um banho de genipina dissolvida num néo-solvente
da gelatina, como o etanol (EtOH) ou num sistema EtOH/H,O apropriado a actuacdo da genipina mas que
ndo conduza a dissolucao da matriz. A concentracdo de genipina utilizada nestes estudos variou entre 0,1 e
11% e o tempo de permanéncia no banho entre 19 h e 7 dias. Mediante a realizacdo de um estudo prévio, o
banho composto por GEN 2% em EtOH:H.O 90:10 revelou-se uma boa opgéo neste trabalho.

O grau de reticulagdo das matrizes electrofiadas, reticuladas de acordo com os métodos acima
descritos, foi avaliado atraves do estudo da perda de massa decorrente da imersdo em &gua durante 3 dias.

Seleccionou-se a deposicao referente ao 2° dia da solucdo de GEL 25% ( Dmés = (858 + 96) nm) e
procedeu-se a sua reticulagdo com GTA e por DHT.

Relativamente a reticulacdo com vapor de GTA, as matrizes contraem ligeiramente face a dimenséo
original e apresentam um aspecto amarelado, tanto mais evidente quanto maior o tempo de exposicao.
Este facto também foi evidenciado noutros trabalhos cientificos, onde é referido que a alteragdo de cor se
deve a formacdo de ligacBes aldimina (HC=N) entre os grupos amina livres da gelatinae o GTA [17, 82].

Quanto ao tratamento por DHT, a temperatura do forno foi escolhida com base num estudo
preliminar onde se variou a temperatura do forno entre 100 °C e 160 °C, usando tempos de exposi¢éo de
24 h, 48 h e 72 h. Os resultados mostraram que é necessario uma temperatura minima de 140 °C para se
obter uma boa preservacao das fibras. Aos 160 °C a matriz apresenta uma cor amarelada.

Quanto a solugdo GEL 18% GEN 2% escolheu-se a deposi¢do referente ao 6° dia da solucédo, por

corresponder & matriz com maior grau de reticulacdo, para completar o processo de reticulagéo.

Os resultados da avaliagdo da perda de massa apresentam-se na Figura 5.15 para o caso da

reticulacdo com GTA e na Figura 5.16 para o recurso ao processo DHT e a utilizacdo de genipina.
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Figura 5. 15 Estudo de perda de massa realizado em matrizes de GEL 25% reticuladas com diferentes tempos de
exposicdo ao vapor de GTA (0,5 a 24h). As barras verticais representam o intervalo [média + desvio padréao].

As matrizes reticuladas por GTA apresentam uma perda de massa quase total para tempos de
exposicdo inferiores a 2 h, facto consistente com imagens observadas ao microscopio optico onde apenas
estavam presentes restos de fibras. A partir das 2 h a estrutura fibrosa da matriz mantém-se, porém
somente para tempos superiores a 5 h, inclusive, é que a perda de massa é menor que 5%. Tendo por base
estes resultados, decidiu-se avaliar a viabilidade celular usando a matriz reticulada durante 2 h (o tempo de
exposi¢cdo minimo que permite continuar a observar-se uma estrutura fibrosa), e reticulada durante 5 h (o

tempo de exposicdo necessario para optimizar a reticulacdo).
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Figura 5. 16 Estudo de perda de massa realizado em matrizes de GEL 25% reticuladas pelo processo DHT, a 140 °C
e diferentes tempos de exposicdo (8 a 96h), e em GEL 18% GEN 2% usando diferentes tempos de imersdo num
banho de GEN 2% EtOH:H,O 90:10 (1 a 5 dias). As barras verticais representam o intervalo [média + desvio
padréo].

Os resultados com o tratamento DHT a 140 °C mostram uma perda de massa significativa até as
48h, estabilizando na ordem dos 20% a 30% de perda a partir das 72 h inclusive. Este resultado é
consistente com imagens de microscopia 6ptica, onde a estrutura fibrosa permanecia sem grandes
alteracOes a partir desse tempo. Desta forma, o periodo de 72 h foi o seleccionado para reticular fibras de
gelatina através deste método.

Relativamente a optimizacdo do processo de reticulagdo usando a genipina, variou-se o tempo de
permanéncia das matrizes no banho de GEN 2% EtOH:H,O 90:10 de 1 a 5 dias. A perda de massa apds
exposicdo a agua variou entre 10 a 20% independentemente do nimero de dias em que as matrizes
permaneceram na solucdo. Apesar dos resultados anteriores terem sido obtidos com a matriz depositada a
partir da solucdo com 6 dias (j& com um maior grau de reticulacdo), as matrizes depositadas a partir da
solucdo com um tempo de vida até 4 dias apresentam nanofibras de menor didmetro (Dmes < 600 nm) e
mais proximo do das fibras de outros materiais. No sentido de manter proximos os diametros das fibras de
todas as matrizes realizou-se uma Ultima experiéncia procedendo-se & imerséo durante 4 dias no banho de
GEN 2% EtOH:H>O 90:10 de todas as matrizes depositadas entre o0 1° e 0 6° dia da solugdo. Avaliou-se
entdo a morfologia das fibras assim tratadas e depois de permanecerem 1 dia em &gua, para seleccionar

uma matriz final de GEL a considerar nos testes in vitro (Figura 5.17).
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Figura 5. 17 Imagens de MEV das matrizes GEL 18% GEN 2% com tratamento em banho de GEN 2% EtOH:H,0O
90:10 durante 4 dias, seguindo-se 1 dia em H,0, depositadas ao a) 2° dia, b) 3° dia, ¢) 5° dia e d) 6° dia da solucéo.
(Ampliacdo x1000; barra de escala = 10 um).

Conforme ilustra a Figura 5.17, a solucdo depositada com maior grau de reticulacdo, embora
apresente valores de didmetro médio muito elevados, ca. de 3 um (Figura 5.13), é a que estruturalmente
retém uma estrutura fibrosa, ainda que algumas zonas exibam alguma fusdo. As restantes matrizes da
Figura 5.17 possuem antes do tratamento final em banho de genipina um menor grau de reticulagéo.
Pensa-se que este facto associado a uma lenta reac¢do de reticulagdo no banho, faz com que da
competicdo entre os processos de reticulagéo e dissolugdo resulte fusdo entre fibras e a matriz apresente
uma estrutura menos porosa apos os 4 dias de tratamento. Mediante estes resultados seleccionou-se a
matriz, depositada ao 6° dia da solucéo, para prosseguir o estudo.

Uma vez seleccionadas as melhores condigdes de reticulacdo das fibras de gelatina para cada um
dos métodos de reticulagdo em estudo, a morfologia das fibras apds reticulagdo e posterior imersdao em
meio de cultura durante 3 dias foi averiguada. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 5.18.
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Figura 5. 18 Imagens de MEV das matrizes de gelatina apés reticulagdo com a) GTA 2h, b) GTA 5h, ¢) DHT e d)
GEN. Imagens das mesmas matrizes ap6s imersdo em meio de cultura durante 3 dias: ) GTA 2h-MC, f) GTA 5h-
MC, g) DHT-MC e h) GEN (Ampliagdo x2000; Barra de escala = 10 pum).

Tendo em conta as matrizes reticuladas com vapor de GTA, as imagens da Figura 5.18 mostram
alguma fusdo das fibras nos seus pontos de intersec¢do, fendmeno também observado no trabalho de
outros autores e que normalmente é atribuido a presenca de vapor de &gua durante o processo de
reticulagdo [17, 82, 153]. O fendmeno é mais evidente na matriz reticulada durante 2 h, em principio
devido ao menor nimero de ligacOes estabelecidas neste tempo de exposi¢do, em compara¢do com a
reticulacdo de 5 h. Estes resultados indicam que durante a reticulagdo com o método GTA a morfologia
original das fibras se altera. O efeito de fusdo entre as fibras surge mais acentuado apds a exposicao a
meio de cultura enquanto a morfologia se apresenta menos alterada no caso da matriz reticulada durante
5h.

No que diz respeito a reticulacdo com a genipina, € evidente uma certa alteracdo na morfologia das
fibras, resultado também de alguma fusdo. Porém, esta mantém-se sem grandes alteragcdes apds imersdo
em meio de cultura. Na literatura encontra-se mencionada a estabilidade deste tipo de matrizes em meio
aquoso pelo menos durante 1 semana [153].

Finalmente, a reticulacdo com o processo DHT néo afecta a morfologia inicial das fibras (Figura
5.13 para comparagdo), um efeito também referido na literatura por outros autores [84, 157]. A situagdo
tende a alterar-se apds imerséao das fibras em meio de cultura. Neste caso a presenga de fibras deixa de ser
evidente na matriz, o que a aproxima de um suporte tipo filme. Uma possivel razdo para este efeito pode
ser a falta de fortes unides entre as fibras nos locais de intersec¢do o que permite uma compactacdo da
matriz quando seca. Nas imagens das matrizes reticuladas com GTA e genipina sdo evidentes fortes
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unides nos pontos de cruzamento, por isso a sua porosidade e estrutura continuam visiveis nas imagens de
MEV.

De forma a avaliar como 0s processos de electrofiacdo, reticulagdo e estabilidade em meio aquoso
afectam a estrutura primaria da gelatina, as matrizes foram analisadas por FTIR-ATR. Os resultados

mostram-se na Figura 5.19.
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Figura 5. 19 Espectros FTIR-ATR das matrizes de gelatina: a) ap6s electrofiacdo e ap0s reticulacdo e, b) apds
electrofiacdo e apos reticulacdo e posterior imersdo em meio de cultura durante 3 dias.
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Na Tabela 5.11 encontram-se resumidas as principais bandas de absorcdo do espectro da gelatina.

Tabela 5. 11 Principais bandas de absor¢do no 1V da Gelatina [153, 158].

Bandas de absor¢do (cm™)  Vibragdo Molecular / Ligacéo

3280 Estiramento N-H (amida A)

1640 Estiramento C=0 (amida I)

1530 Deformacdao angular N-H e estiramento C-N (amida I1)
1240 Deformacao angular N-H e estiramento C-N (amida I11)

Como se pode observar na Figura 5.19, os espectros das matrizes analisadas sdo semelhantes e
apresentam as bandas de absor¢do caracteristicas da gelatina. Isto significa que a estrutura quimica ndo é
significativamente afectada pelo processo de reticulagdo dado que ndo surgem no espectro de
infravermelho novos picos devidos a novas ligagdes quimicas formadas durante a reticulacdo. Esta técnica
também néo revelou indicios de degradacdo quimica estrutural devida a imersdo das fibras em meio de

cultura durante 3 dias.
As matrizes foram seguidamente caracterizadas quanto ao grau de inchamento, angulo de contacto,

porosidade e propriedades mecéanicas. Relativamente a capacidade de inchamento em agua, 0s principais

resultados resumem-se na Tabela 5.12.
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Tabela 5. 12 Matrizes de gelatina em AcOH 90% apds reticula¢do (AR) com GTA, DHT e GEN, e posterior imersdo
em agua durante 5 h (H20 5h) e 5 dias (H20 5d).

AR H20 5h H.0O 5d

GEL 25%
GTA 2h

GEL 25%
GTAbh

GEL 25%
DHT

GEL 18% GEN 2%
GEN
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Figura 5. 20 Variacdo das dimensdes das matrizes de gelatina, sujeitas a diferentes processos de reticulacdo, apds
imersas em &gua durante 5 horas e 5 dias. Resultados apresentados como [média + incerteza].

Do grafico da Figura 5.20 conclui-se que as matrizes reticuladas com vapor de GTA sdo as que
apresentam o maior grau de inchamento, chegando a atingir ca. de 50% para um tempo de exposicao a
agua de 5 h. O menor valor conseguido com GTA 2h em comparagdo com GTA 5h esta relacionado com
0 menor grau de reticulagdo estabelecido na matriz durante este periodo. Apesar da dissolucdo parcial das
fibras (Figura 5.15) 0 aumento da area superficial da amostra inerente a natureza hidrofilica do polimero é
evidente. Em ambas as situagdes a expansdo ocorre nas primeiras 5 h, ndo havendo alteracéo posterior da
dimensdo até ao 5° dia. J& no caso das matrizes reticuladas com o tratamento DHT, o grau de inchamento
aumenta com o tempo de permanéncia em agua até 25% ao 5° dia.

Relativamente as matrizes reticuladas com GEN, estas sdo as que apresentam a menor capacidade
de inchamento em agua. Este resultado evidencia que de todos os processos de reticulacdo estudados, foi
com a genipina que se estabeleceu uma maior densidade de liga¢fes cruzadas contribuindo assim para um
maior grau de reticulacéo.

As imagens na Tabela 5.12 permitem constatar ainda que somente as matrizes reticuladas por GTA

alteram o seu estado passando de opacas para transparentes.

No que diz respeito ao angulo de contacto, todas as matrizes apresentam um comportamento
hidrofilico. Nas matrizes reticuladas com GTA e DHT a gota demora entre 2 a 3 s a ser absorvida. A

reticulada com genipina é um pouco mais lenta, demorando cerca de 13 s a desaparecer, 0 que estd de
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acordo com a anélise anteriormente efectuada relativamente ao maior grau de reticulacdo e consequente

menor alteracdo da superficie em agua desta matriz.

Do ponto de vista da porosidade e propriedades mecanicas, os resultados apresentam-se na Tabela
5.13.

Tabela 5. 13 Porosidade e propriedades mecanicas das matrizes de gelatina apds reticulacdo via GTA, DHT e GEN.
Valores apresentados como média + desvio padrao.

Matriz/Reticulacéo Porosidade (%) E (MPa) or (MPa) er (%0)
GEL 25% / GTA 2h 87+3 30+4 0,8+0,2 8+3
GEL 25% /GTA 5h 78+ 10 162 + 96 2,2+0,6 9+5
GEL 25% /DHT 86+2 23+4 15+0,2 9+1
GEL 18% GEN 2% / GEN 50 £ 17 548 + 247 17+2 56+0,8

Relativamente a porosidade das matrizes de gelatina, os valores médios estimados situam-se entre
0s 60 e 0s 90%, valores considerados desejaveis para o tipo de aplicagdo em estudo [5], com excepgéo da
matriz de gelatina reticulada com genipina, cujo valor médio é menor.

As matrizes de gelatina reticuladas com GTA durante 5 h e com genipina sdo consideravelmente
mais rigidas como se depreende dos valores elevados do seu médulo de Young. O valor superior registado
na matriz reticulada com genipina indica ainda que se trata de uma matriz onde se estabeleceram um
maior numero de ligagdes cruzadas. Uma comparagdo com outros trabalhos em que a gelatina foi
reticulada por estes processos permite verificar que os resultados obtidos situam-se dentro da mesma
ordem de grandeza. Por exemplo, numa deposicdo efectuada com uma solucdo de GEL 23% em
AcOH 40% reticulada com GTA registaram-se 0s seguintes valores: E = (570 + 69) MPa, o= (6,0 +
0,2) MPa e ¢= (26 + 17)% [82]. J& numa deposicdo com uma solucdo de GEL 26% GEN 0,5% em
AcOH 60% os valores encontrados foram E = (990 + 40) MPa, ¢ = (20,9 £ 0,4) MPa e ¢ = (3,5 £ 0,2)%
[155].

No caso das matrizes preparadas com GTA 2 h, como o grau de reticulagdo ndo é tdo elevado,
ocorre uma menor interligacdo das cadeias poliméricas, facto que se reflecte numa menor rigidez da
matriz. Em todas as situacfes a deformagdo méaxima das matrizes é muito reduzida (< 11%), o que pode
limitar a sua aplicacdo enquanto substituto dérmico. No entanto nessa aplicacdo as matrizes estardo

hidratadas o que alterara o seu comportamento mecéanico.
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5.1.2 Testes in vitro

5.1.2.1 Cultura de Células 3T3

O estudo de viabilidade de células 3T3 nas matrizes unitarias teve como propoésito a escolha de uma
matriz de PCL e a selec¢do de um método de reticulacdo da GEL, para prosseguir para a proxima etapa,
ou seja, a cultura de fibroblastos dérmicos humanos com as células HFFF2,

Este estudo envolveu, numa primeira fase, a construcdo de uma curva de crescimento da populacéo
de células 3T3 em cada material testado, tendo-se utilizado como controlo células cultivadas no fundo dos
pocos da placa de cultura. As células foram monitorizadas ao 3°, 5° e 7° dias de cultura. A confluéncia
destas células estimou-se ocorrer com aproximadamente 300 000 células nos controlos ao 4° dia (area do
poco = 0,95 cm?). Ao 5°dia as células comecavam a destacar-se do controlo e portanto ndo foram
efectuadas mais medidas. A curva de calibracdo (Anexo ) estabelecida para o calculo do nimero de
células deixa de ser linear para valores superiores a 150 000 células, de modo que ndo se conseguiu obter
uma estimativa precisa do seu nimero com este método, quando proximo da confluéncia. Neste caso
apenas se fez uma subestimagdo do nudmero total de células, estando estas representadas com o simbolo
"#", que significa "> 150 000 células™ (o valor méximo do intervalo linear da curva de calibracéo).

O estudo foi complementado com a analise de imagens de MEV e/ou confocal das culturas ao 3° dia

de cultura.
5.1.2.1.1 Matrizes de PCL
A biocompatibilidade das fibras de PCL depositadas usando diferentes concentra¢fes de AcOH,

nomeadamente 100 e 90%, foi avaliada no que diz respeito a adesao e proliferacdo de células 3T3. As

curvas de crescimento obtidas encontram-se representadas na Figura 5.21.
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Figura 5. 21 Populagéo de células 3T3 no controlo e nas matrizes de PCL 23% em AcOH 90 e 100%, ao 3°, 5°e 7°
dias de cultura. A linha a tracejado indica que foram semeadas 2x10* células. Medidas apresentadas como média +
incerteza.

Como se observa na Figura 5.21, a proliferacdo de células 3T3 é significativamente mais lenta nas
matrizes de PCL face ao controlo. O nimero reduzido de células ao 3° dia pressupde uma inibig&o inicial
da adesdo e da proliferagdo celular consequéncia da PCL ser um polimero hidrofébico e com poucos
grupos funcionais reactivos a sua superficie, o que do ponto de vista de adesdo celular é frequentemente
referido como limitante [159]. A partir desse dia, o crescimento celular na matriz de PCL AcOH 100% é
aproximadamente linear, demonstrando que as células que conseguiram aderir nas primeiras horas de
cultura multiplicam-se.

No que diz respeito a matriz de PCL em AcOH 90% os resultados revelam uma fraca interacgéo
celular com este suporte, que se mantém com o tempo de cultura. Em termos de propriedades desta matriz,
destacam-se algumas diferengas face a anterior. O diametro médio das fibras é significativamente menor,
0 que do ponto de vista da adesdo das células é considerado um factor favoravel, é ligeiramente mais
hidrofébica e menos resistente a fractura. Nesse sentido, especula-se que a presenca de agua no solvente
actua durante a fase de processamento da matriz, no sentido de reduzir ainda mais os locais reactivos

disponiveis para interac¢do celular, ndo proporcionando condicGes para a sua proliferacéo.

Na Figura 5.22 apresentam-se as imagens de microscopia confocal registadas ao 3° dia de cultura.
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Figura 5. 22 Imagens de microscopia confocal de células 3T3 ao 3° dia de cultura fixadas e marcadas com ToPro no
ADN (magenta) e faloidina nos filamentos de actina do citoesqueleto (verde) em: a) controlo, b) PCL 23% em AcOH
100% e c) PCL 23% em AcOH 90%. (Barra de escala = 50 um)

Conforme se verifica na Figura 5.22 as células cultivadas sobre as matrizes de PCL em
AcOH 100% encontram-se, tal como no controlo, a aderir e a proliferar. A morfologia celular é
semelhante em ambos, sendo as células poligonais. No entanto nas fibras de PCL parece haver uma maior
tendéncia para as células se agruparem. Resultados semelhantes foram obtidos por Serrano et al. [160]. A
razdo para este efeito ndo se encontra bem fundamentada na literatura, pelo que especula-se que possa
resultar de uma fraca adesdo das células a matriz e por isso aderem umas as outras ou entdo células gue ja
se dividiram e ficaram juntas por dificuldade em migrar.

Uma situacdo oposta observa-se na matriz de PCL em AcOH 90% onde as células presentes séo
poucas e as existentes, apresentam sinais de apoptose: corpo celular arredondando e auséncia de
protrusd@es, e os nucleos fragmentados.

Mediante o estudo efectuado prosseguiu-se com a matriz de PCL em AcOH 100% para a fase

seguinte.

5.1.2.1.2 Matrizes de GEL

Tal como ja foi referido anteriormente uma das caracteristicas da gelatina utilizada neste trabalho é
a solubilidade em &gua & temperatura ambiente, sendo portanto necessaria a sua reticulacdo. Embora o
tratamento de reticulacdo aumente a resisténcia a dissolucdo e melhore as propriedades termo-mecanicas
[77], é importante que 0 mesmo ndo seja citotoxico para as células. Esta presente na literatura que uma
potencial fonte de citoxicidade dos biomateriais quimicamente reticulados pode advir de residuos de
agentes reticulantes que ndo reagiram e que sdo libertados & medida que o material se degrada ou que se

mantém activos, podendo reticular as proteinas presentes na membrana citoplasmatica das células [17,
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153]. Nesse sentido foi estudada a viabilidade de células 3T3 sobre as matrizes reticuladas com o0s trés
processos, glutaraldeido (GTA), processo desidrotérmico (DHT) e genipina (GEN), de forma a ser
possivel concluir acerca da biocompatibilidade das matrizes reticuladas e seleccionar um dos métodos

para prosseguir o estudo.

As curvas de crescimento obtidas em cada condigéo estudada apresentam-se na Figura 5.23.
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Figura 5. 23 Populacéo de células 3T3 no controlo e nas matrizes de GEL reticuladas com GTA, DHT e GEN ao 3°,
50 e 7 dias de cultura. A linha a tracejado indica que foram semeadas 2x10* células. O simbolo “#” presente ao 7° dia
nas matrizes de GTA e GEN representa uma subestimacdo do nimero total de células nesse dia. Resultados
apresentados como média + incerteza.

Como se observa na Figura 5.23, a proliferacdo de células 3T3 é significativamente mais lenta nas
matrizes reticuladas com DHT e GEN do que no controlo durante os trés primeiros dias de cultura. No
caso das matrizes reticuladas com vapor de GTA, a taxa média de proliferacdo aproxima-se da do controlo
embora seja estatisticamente inferior (p < 0,05). O nimero de células aumenta em todas as matrizes ao
5° dia de cultura, superando ao 7° dia as 150 000, excepto na matriz reticulada com o processo DHT que
nem mesmo chega a igualar o nimero de células do controlo ao 3° dia.

Relativamente a reticulagdo com o processo DHT encontram-se na bibliografia considerac@es que

destacam algumas implicagdes do processo ao nivel da energia superficial das nanofibras, nomeadamente
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0 aumento de regides hidrofdbicas, reflectindo-se numa menor adesdo celular [157]. No entanto, este é um
mecanismo que ainda ndo esta claro e que necessita de um estudo mais aprofundado.

No caso da reticulacdo com a GEN, o crescimento comegou por ser lento, recuperando ao 5° dia.
Um comportamento semelhante a este foi observado por J. H. Ko et al. [154], com a condicionante de que
a viabilidade celular é fortemente dependente da concentragdo de genipina usada, diminuindo com o
aumento da concentragdo desta. Embora este agente reticulante seja apresentado na literatura como
potencialmente menos toxico do que o GTA, o0s resultados obtidos ndo se dirigem nesse sentido. A
toxicidade da genipina é relatada por outros autores, que a consideram dependente do tipo de células a
estudar e dependente da dose [161, 162]. Note-se que a matriz escolhida para este estudo foi a que esteve
exposta mais tempo a actuacdo da genipina. Com o aumento do tempo de cultura os resultados sugerem

que o meio de cultura cancela o potencial citotdxico.

Nas Figuras 5.24 e 5.25 apresentam-se as imagens de MEV e confocal, respectivamente, das células
ao 3° dia de cultura.
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Figura 5. 24 Imagens de MEV da morfologia de células 3T3 ao 3° dia de cultura sobre a superficie de a) controlo e
matriz de GEL reticulada com b) GTA 2h, ¢c) GTA 5h, d) DHT e ¢) GEN. (Barra de escala = 10 pum).
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Figura 5. 25 Imagens de confocal de células 3T3 ao 3° dia de cultura fixadas e marcadas com ToPro no ADN
(magenta) e faloidina nos filamentos de actina do citoesqueleto (verde) em: a) controlo e matriz de GEL reticulada
com b) GTA 2h, ¢) GTA 5h, d) DHT e e) GEN (neste caso a genipina interfere com a marcacdo do ADN e o0s
nacleos ndo séo visiveis). Exemplos de figuras mitoticas (seta, a), filopodia (setas, b e ¢) e stress-fibers (setas, d e €)
(Barra de escala = 50 pum).

Tanto nas imagens de MEV (Figura 5.24), como nas imagens de confocal (Figura 5.25) observa-se
que as células estabelecem ligacdes e aderem a superficie dos diferentes substratos estudados. A
morfologia das células é a esperada, ou seja, apresentam uma forma poligonal.

Relativamente as imagens de confocal, foi efectuada para o 3° dia uma estimativa da area média de
cobertura celular e destacadas algumas caracteristicas das células 3T3, que se resumem na Tabela 5.14
onde também se apresentam os valores de percentagem relativa (ao controlo) de células vidveis. Os
valores de cobertura estimados indicam uma taxa de proliferacdo relativa ao controlo superior a 50%,

excepto na matriz reticulada por DHT.
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Tabela 5. 14 Area média de cobertura celular estimada a partir das imagens de microscopia confocal ao 3° dia de
cultura e principais caracteristicas dos fibroblastos 3T3 nas matrizes de gelatina tratadas com diferentes métodos de
reticulacdo. Comparagdo com os valores de percentagem relativa (ao controlo) de células viaveis. Valores
apresentados como média + desvio padréo.

0, A 0,
Método de vig)vg?sh:g; % S:Iz?;ura Quantidade Quantidade %o Figuras
Reticulacao ; < Filopodia®  Stress-fibers!  mitéticas
dia Area/Campo
Controlo (vidro) 100 75+ 10 2,6 0,7 2,3
GTA 2h 81 79+8 4,0 0,8 4,0
GTA5h 82 79+ 10 2,0 0,7 3,3
DHT 30 41+ 10 15 15 4,0
GEN 50 51+7 1,6 1,7 N/A?

1 O ntimero de filopodia ou stress fibers presente nas imagens foram contabilizadas como 0 para nenhuma presenca,
1 para poucas, 2 para algumas e 4 para muitas. Os valores apresentados sdo valores médios.
2 As fibras de genipina interferem com a marcacdo do ADN e portanto os nlicleos néo sdo visiveis.

A darea média de cobertura celular estimada a partir das imagens de confocal é coerente com a
percentagem de células vidveis, apresentando uma menor proliferagdo nas matrizes tratadas com GEN e
DHT. As células cultivadas nas matrizes reticuladas com GTA mostram uma area de cobertura
comparavel a dos controlos (p = 0,37 para GTA 2h e p = 0,41 para GTA 5h), salientando-se uma maior
presenca de filopodias (ver setas nas Figuras 5.25 b e c, respectivamente) relativamente as outras matrizes.
Este facto é indicador de um comportamento celular dindmico e, possivelmente, de comportamento
invasivo. O tempo de reticulacdo com GTA ndo parece causar diferencas na morfologia das células. Em
todas as situagBes as células encontram-se bem dispersas nas matrizes, sem polarizacdo e sem formarem
agregados.

Nas imagens de microscopia confocal também se observaram figuras mitéticas (exceptuando na
GEN, em que devido a coloracdo intensa e autofluorescéncia das fibras, ndo foi possivel observar nicleos
de forma distinta) indicando que as células estavam num estado de proliferacdo. Como se verifica na
Tabela 5.14, a identificacdo de figuras mitéticas, por si s6, ndo explica as diferencas obtidas entre as
culturas nas varias matrizes, o que indicia alguma discrepancia ao nivel das caracteristicas fisico-quimicas
dos substratos, nomeadamente com a capacidade das células aderirem e interagirem eficazmente com os
mesmos. No caso das matrizes reticuladas por DHT, as imagens de MEV apresentam uma reducdo da &rea
superficial de contacto disponivel para a ligagdo de células ap6s a imersdo em meio (Figura 5.24 d). De
acordo com o que j& foi mencionado anteriormente, o préprio processo de reticulagcdo envolve a remogao

de grupos OH o que pode traduzir-se numa reducdo do numero de locais disponiveis para interaccéo
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celular. Por outro lado € possivel que durante o periodo de cultura a superficie se torne menos estavel nao
permitindo uma adesdo celular eficaz. Ambos os fenémenos podem explicar a menor viabilidade e menor
contagem de filopodias acompanhada de uma menor area de cobertura de células em crescimento nesta
matriz (Figura 5.25d e Tabela 5.14).

Relativamente as matrizes reticuladas com GEN, o facto de se contabilizar uma menor propensao
para formar filopodia sugere que as células seriam menos moéveis. Esta inibicdo do movimento pode estar
associada a conjugacao de uma menor porosidade da matriz (50 + 17%), um elevado didmetro médio das
fibras produzidas (ca. de 3 um) e uma estrutura rigida (E = 548 + 247 MPa), fazendo as células responder
com adesBes mais fortes. O nimero de stress-fibers aumenta o que é consistente com esta Ultima
observacdo. Esta hipdtese, assim como alguma toxicidade induzida por este agente reticulante, podem
explicar o menor crescimento celular observado ao 3° dia de cultura.

Quanto as matrizes reticuladas com vapor de GTA, a observacdo de uma taxa de crescimento
celular semelhante a dos controlos mostra que a topografia destas matrizes e as propriedades fisicas das
fibras contribuem para uma superficie mais adequada para adesdo e crescimento de fibroblastos. Este
resultado sugere que este processo de reticulagdo ndo modifica a afinidade celular da proteina e que o
eventual potencial citotdxico dos residuos de GTA foi eficazmente cancelado.

Com base nos resultados obtidos concluiu-se que as matrizes reticuladas com vapor de GTA
oferecem as melhores condigdes para a adeséo e proliferagdo de células 3T3. O método DHT, embora
potencialmente menos tdxico, origina matrizes que sdo menos biocompativeis. No caso da GEN, o
crescimento celular ocorre a uma taxa menor, embora se observe recuperacéo ao 5° dia. Contudo, visando
0 tipo de aplicacdo que se pretende com estes materiais, considerou-se mais vantajosa uma proliferacdo
celular inicial mais rapida. Nesse sentido o processo de reticulacdo escolhido foi o vapor de GTA. No que

diz respeito a matriz de GEL seleccionou-se a condi¢do de reticulagdo GTA 5h.

5.1.2.2 Cultura de Células HFFF2

O estudo de viabilidade de células HFFF2 nas matrizes produzidas teve como objectivo
fundamental a validacdo bioldgica dos resultados com uma linha celular mais adequada, a linha de
fibroblastos dérmicos humanos HFFF2, visto serem células que representam mais fidedignamente as que
existem no tecido real. Além disso, um estudo mais aprofundado permite uma maior confian¢a nos
materiais produzidos antes de os aplicar na experimentacdo animal (in vivo).

A metodologia seguida na caracterizacdo das culturas com as células HFFF2 foi semelhante a

utilizada com as células 3T3, envolvendo a determinacdo de curvas de crescimento da populacdo destas
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células em cada material testado, tendo-se utilizado como controlo o fundo do poco da placa de 48 pogos.
As células foram monitorizadas ao 2°, 4°, 6°, 9°, 11° e 13° dias de cultura. A confluéncia destas células
estimou-se ocorrer com aproximadamente 150 000 células nos controlos (area do pogo = 0,95 cm?). No
entanto estas células continuam a proliferar lentamente apds atingirem a confluéncia, empurrando-se umas
as outras para terem espaco de adesdo, pelo que o valor da fluorescéncia do teste de viabilidade celular
apenas diminui a partir do 9° dia de cultura, indicando o inicio do destacamento. A curva de calibracdo
(Anexo |) estabelecida para o calculo do nimero de células deixa de ser linear para valores superiores a 70
000 células, de modo gue ndo se consegue obter uma estimativa precisa do nimero de células com este
método, quando préximo da confluéncia. Neste caso apenas se fez uma subestimacdo do nimero total de
células, estando estas representadas com o simbolo "#", que significa "> 70 000 células". O estudo termina
com a apresentacdo de imagens de microscopia confocal, ao 4° e 7° dias de cultura, para comparacéo.

As curvas de crescimento de células HFFF2 sobre as matrizes de fibras obtidas a partir de solugdes
de PCL 23% em 100% AcOH, de CS 2% PEO 0,25% em AcOH 90% e de GEL 25% em AcOH 90%
reticulada com vapor de GTA durante 5 h apresentam-se na Figura 5.26.
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Figura 5. 26 Representacdo grafica do crescimento das células HFFF2 no controlo e nas matrizes de PCL, CS e
GEL, reticulada com vapor de GTA durante 5 h, ao 2°, 4°, 6°, 9°, 11° e 13° dias de cultura. A linha a tracejado indica

que foram semeadas 2x10* células. O simbolo “#” representa apenas uma subestima¢io do ntiimero total de células
nesse dia. Medidas apresentadas como meédia + incerteza.

129



Desenvolvimento de matrizes biomiméticas como substitutos de pele destinados | 2013
ao tratamento de queimaduras

De acordo com a Figura 5.26 as células HFFF2 aderem e proliferam nos trés materiais embora a
uma taxa significativamente mais lenta do que no controlo. Ao 2° dia de cultura (48h ap6s a sementeira) o
numero de células aderidas nos diferentes materiais é semelhante entre si mas menor do que o nimero de
células semeadas. Este resultado sugere morte por apoptose das células que ndo conseguiram aderir aos
substratos. No caso da matriz de PCL a sua natureza hidrofébica e os poucos locais reactivos disponiveis a
superficie para interaccdo celular podem explicar este resultado. Pelo contrario, as propriedades
intrinsecas dos polimeros CS e GEL (estrutura semelhante aos glicosaminoglicanos e a presenca de
dominios RGD, respectivamente) sdo reconhecidas por favorecer a adeséo e proliferacdo celular. Nesse
sentido a fraca adesdo observada nos dois materiais devera estar relacionada com uma maior sensibilidade
destas células no que diz respeito a topografia e rigidez destes substratos.

O crescimento celular ocorre em todos os materiais até ao 9° dia de cultura mas somente na matriz
de GEL é que o valor se dirige para a confluéncia, a semelhanc¢a do controlo. A partir desse dia a cultura
tende para o estado estacionario na matriz de PCL (p > 0,05 entre os dias 9 a 13), enquanto na matriz de
CS, observa-se uma continua tendéncia de crescimento celular, embora ndo seja estatisticamente
significativa (p = 0,327 entre os dias 9 e 13 e p = 0,257 entre os dias 11 e 13). A matriz de GEL mantém-
se fora da regiéo de linearidade, mas os valores de fluorescéncia do teste de viabilidade celular comegam a
diminuir & semelhanca do controlo.

Das trés matrizes a de CS é a que apresenta menor afinidade celular. Fang et al. [163] observaram
uma maior adesdo de fibroblastos 3T3 em filmes de GEL face aos de CS apontando como razdo a
presenca de dominios RGD na gelatina como mediadores directos da ligagcdo entre as células e os
materiais, dominios esses que o CS ndo tem. Também Y. Huang et al. [164] descrevem uma baixa

proliferagdo celular em matrizes de CS como consequéncia de uma fraca aderéncia das células.

Na Figura 5.27 apresentam-se as imagens de microscopia confocal adquiridas ao 4° e 7° dias de
cultura.
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Figura 5. 27 Imagens de confocal das células HFFF2 ao 4° e 7° dias de cultura fixadas e marcadas com ToPro no
ADN (magenta) e faloidina nos filamentos de actina do citoesqueleto (verde) no controlo (a e b) e matrizes de PCL
(ced),de CS (eef)ede GEL (g e h). (Barra de escala = 50 um).

De acordo com as imagens da Figura 5.27 observa-se que as células HFFF2 estabelecem ligacdes e
aderem a superficie dos diferentes materiais. A morfologia é do tipo fusiforme, que é o fenétipo normal
dos fibroblastos, todavia a resposta celular depende do material em questéo.

Considerando o 4° dia de cultura observa-se que as células aderidas na matriz de PCL apresentam
protrusdes em multiplas direccBes o que indica que as células estdo a migrar mas ndo consistentemente na
mesma direccdo. Também € evidente a presenca de stress fibers, indicativo de fortes adesdes e forgas
aplicadas ao substrato.

No caso da matriz de CS as células tendem a formar aglomerados de células capazes estender
maltiplas protrusdes em todas as direcgdes, sugerindo que o aglomerado é constituido por células com
mobilidade. No entanto, a distribuicdo confinada a aglomerados sugere que neste tipo de matriz as celulas,
embora moveis, ndo sdo capazes de migrar livremente. S.C. Neves et al. [165] também observaram a
formacgédo de aglomerados nas suas matrizes de CS embora a causa ndo seja referida. A nossa hipotese é
que se deva a uma distribuicdo ndo uniforme de cargas a superficie deste material e que nessas regides
ocorram interacgOes electroestaticas que permitem as células manter a adesdo, mas dificultam o
movimento livre.

Na matriz de GEL as células encontram-se alinhadas & semelhanca do que acontece no controlo. Y.
Huang et al. [164] referem que a presenca de mdultiplos dominios de reconhecimento permite que as

células estabelecam pontos de ancoragem ao longo de uma direccéo.
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Com o tempo de cultura, em particular ao 7° dia, observa-se um aumento da densidade celular e as
células tendem a alinhar. No caso do CS as células deixam de adoptar a configuracdo de agregado
encontrando-se mais espalhadas. Relativamente a matriz de GEL, observou-se que o processo de fixacdo e
marcacdo causou 0 destacamento de algumas células em certas zonas da matriz, tendo-se por isso
escolhido uma dessas imagens como referéncia. Este fendmeno acontece essencialmente quando a adesdo
célula-substrato ou célula-célula ndo é muito forte.

Considerando ainda as imagens de confocal efectuou-se uma estimativa da area média de cobertura

celular, assim como o nimero de ndcleos por campo de visdo, 0s quais se apresentam na Tabela 5.15.

Tabela 5. 15 Area média de cobertura celular e nimero de nucleos/campo nas matrizes unitarias ao 4° e 7° dias de
cultura (a partir de imagens de confocal). Valores apresentados como média + desvio padréo.

% Cobertura % Cobertura Quantidade Quantidade
Substrato celular 4°D celular 7°D Nucleos/Campo  Nucleos/Campo
Area/Campo Area/Campo 4°D 7D
Controlo (vidro) 80+ 10 92+3 135+51 286 + 57
PCL 47 +11 93+3 90 + 27 226 + 34
CS 36+9 92+7 99+ 18 115+ 39
GEL 81+5 84+9 122 +19 180 £ 25

Os valores estimados ao 4° dia de cultura indicam uma cobertura celular inferior a 50% nas matrizes
de PCL e CS. No controlo e na matriz de GEL a area coberta é ca. de 80%. A contagem do nimero de
nicleos por campo de visdo encontra-se consistente com esta tendéncia. Ou seja os fibroblastos interagem
com 0s materiais a uma taxa mais lenta comparativamente com o controlo, o0 que esta de acordo com as
curvas de crescimento, excepto no caso da gelatina. Nesta ultima, a diferenca observada pode estar
relacionada com uma distribuicéo de células ndo homogénea ao longo da matriz.

Ao 7° dia de cultura observa-se um aumento da cobertura celular dos materiais, salvo na matriz de
GEL devido ao destacamento das celulas durante o processo de fixacdo e marcagdo. A contagem do
namero de ndcleos é consistente com o aumento da cobertura.

O numero de nucleos por campo de visdo determinados a partir das imagens de confocal segue a
mesma tendéncia da percentagem de células viaveis resultante das curvas de crescimento, revelando uma

menor proliferagdo celular na matriz de CS.

Por dltimo e de forma a inferir sobre a invasdo das células no interior das trés matrizes efectuou-se

um varrimento em profundidade ao 7° dia de cultura. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 5.28.
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A) PCL

B) CS

C) GEL

Figura 5. 28 Imagens 2D dos nicleos das células HFFF2 (magenta) ao 7° dia de cultura nas matrizes de PCL, de CS
e de GEL (corte em profundidade; barra de escala = 10 um).

Da andlise da figura anterior verifica-se que as células tendem a aderir sobre a superficie dos
diferentes suportes. No entanto, nas matrizes de PCL e de CS é possivel observar algumas células que
migraram por poros, permitindo a proliferacdo celular para o seu interior.

No caso da matriz de GEL nédo se encontraram evidéncias de que as células sdo capazes de invadir
as matrizes activamente. Embora seja uma matriz porosa (78 + 10 %) é a que apresenta 0 maior grau de
inchamento em meio aquoso. Esta caracteristica pode contribuir para uma reducéo da dimenséo dos poros,

condicionando deste modo a migracao destas células em profundidade.

5.1.3 Testes in vivo

5.1.3.1 Analise Macroscopica

A realizacdo de testes em ratos serve como modelo que permite antever a transposi¢cdo dos
resultados para seres humanos. A cicatrizacdo das feridas cuténeas infligidas aos animais foi seguida
macroscopicamente durante 4 semanas. Ao fim de 1, 2 e 4 semanas 0s animais foram fotografados para
registo da evolucdo da cicatrizagdo da ferida. A escolha destes periodos teve como critério as principais
fases do processo de implantacdo de um enxerto de pele em ambiente clinico:

- a 12 semana, o periodo onde se observa se o enxerto foi bem-sucedido e esta sobrevivente (“pega
do enxerto”);

- a 22 semana, um periodo de evolugdo e observacao da estabilidade da sobrevivéncia do enxerto;

- e a 4% semana, fase onde o enxerto esté totalmente vascularizado e integrado.
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Na Tabela 4.16 apresentam-se algumas imagens representativas da evolugdo das lesdes cobertas

com as matrizes de PCL, de CS e de GEL as quais se comparam com o controlo (feridas sem material).

Tabela 5. 16 Imagens representativas do aspecto macroscOpico das feridas apds a aplica¢do das matrizes de PCL, de
CS e de GEL no dia da operacéo (0d) e apds 1, 2 e 4 semanas. Resultados comparados com o controlo (sem
material). (Barra de escala =5 mm).

od 1 semana 2 semanas 4 semanas

Controlo

PCL

CS

GEL
GTA
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No que diz respeito a interaccdo do material com a ferida verificou-se que as matrizes de CS e de
GEL séo faceis de aplicar e apresentam boas propriedades de adesdo. J& com a matriz de PCL, que é uma
matriz hidrofobica e pouco flexivel, a adesdo ndo acontece espontaneamente, mesmo previamente
hidratada com soro fisioldgico, pelo que foi suturada aos bordos da ferida.

Em nenhum dos grupos analisados foi evidente um sinal de infeccdo durante a experimentacdo. No
entanto, destacaram-se algumas diferengas macroscépicas entre os diferentes grupos durante o processo de
regeneracao das feridas.

Uma semana ap6s a lesdo, todos os ensaios apresentaram a formacdo de uma crosta. No caso
particular em que foi utilizada a matriz de PCL, a ferida apresentou material exsicado (seco) cobrindo a
area da ferida, ndo permitindo a visualiza¢do do seu aspecto e demonstrando uma integracao dificil com a
mesma. Nas experiéncias com o0s restantes materiais, CS e GEL, assim como no controlo, as feridas
apresentaram sinais de cicatrizagdo por contracgao.

Na segunda semana as feridas continuaram a contrair, estando as feridas que foram cobertas com
CS e GEL praticamente encerradas. Relativamente aos ensaios com a PCL, a matriz mantém-se a cobrir a
ferida, no entanto ja sdo visiveis sinais de contracgao.

A quarta semana, as feridas encerraram em todos 0s grupos - excepto no da PCL - com visivel
alopecia (falta de pélo), tal como ocorre na clinica, no autoenxerto. A ferida do controlo converteu-se
numa cicatriz tipo linha consequéncia do fendmeno tipico de contracgdo da pele. Um resultado semelhante
foi observado utilizando a matriz de GEL, o que se interpreta por esta ser um material mais fragil. Embora
esta matriz, enquanto seca, possua um modulo de elasticidade elevado (E = 162 + 96 MPa) torna-se
bastante maleavel e fragil apos contacto com &gua. Desse modo, o balango entre as forgas tensoras da pele
e a propria matriz pende a favor da pele o que explica a evolugdo do processo de encerramento por
contracgdo da ferida semelhante ao controlo.

Nos ensaios com a matriz de PCL a cicatrizagdo assemelha-se a do controlo mas mais retardada.
Neste caso torna-se necessario mencionar que esta matriz apresenta 0 menor modulo de elasticidade (E =
6,7 £ 0,4 MPa) mas também ¢ a Unica hidrofdbica (6= 124 + 3 °). Esta Gltima caracteristica pode explicar
o facto de ndo se observar uma boa integracdo da matriz na ferida. A sua permanéncia sobre a ferida a 22
semana indicia um comportamento de barreira fisica a contraccdo retardando o processo de cicatrizagao.

No caso em que foi usada a matriz de CS observa-se a formagdo de uma cicatriz re-epitelizada, com
uma area de ca 15%, relativamente a dimensdo inicial. Relativamente as matrizes anteriores, esta
apresenta um maédulo de elasticidade em seca intermédio (E = 38 + 10 MPa) e é hidrofilica. A reduzida
percentagem de re-epitelizagdo pode ser interpretada atendendo ao facto da taxa de contraccdo cuténea

nestes animais ser muito elevada.
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Ainda relativamente a caracterizacdo macroscopica das feridas a taxa de encerramento das mesmas
foi igualmente avaliada durante os periodos de observacao (pelo racio das areas das feridas com matriz e

controlo para cada periodo), mostrando-se os resultados na Figura 5.29.
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Figura 5. 29 Taxa de encerramento das feridas em fungéo do tempo de cicatrizagdo (1, 2 e 4 semanas) no estudo
efectuado com as matrizes unitarias. Resultados comparados ao controlo. As linhas verticais representam o intervalo
[média £ incerteza].

De acordo com a Figura 5.29 observa-se, no geral, que a evolucdo do encerramento das feridas
ocorre de forma semelhante nas matrizes e no controlo, com excep¢do do grupo da PCL onde, em media,
0 encerramento das feridas € um pouco mais lento. A PCL é um polimero mais resistente & degradacéo,
ndo se integra tdo bem na ferida e a matriz demora algum tempo a destacar-se da regido lesada, o que faz
com que a ferida ndo feche tdo depressa.

Relativamente aos grupos CS e GEL o que os distingue é o tamanho da area re-epitelizada. No
grupo da GEL a cicatriz formada é do tipo linha como a do controlo. Este tipo de cicatriz é caracteristico
de um encerramento dominado pelo fendmeno de contraccdo, onde a produgdo de novo tecido conjuntivo
é minima. Ao invés, nos ensaios realizados com a matriz de CS, a regeneracdo ocorreu com producdo
mais evidente de tecido conjuntivo resultando numa area re-epitelizada um pouco maior. Este resultado
revela que o CS teve uma participacdo activa no processo de re-epitelizacdo, embora limitada devido a

elevada taxa de contrac¢do do modelo animal utilizado.
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5.1.3.2 Analise Histologica

Para finalizar o estudo in vivo das matrizes unitarias procedeu-se a analise histoldgica das biopsias
removidas nos trés periodos considerados. Na Figura 5.30 apresentam-se algumas imagens histologicas

representativas do grupo controlo, ou seja, 0 grupo onde néo foi aplicado qualquer material.
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Figura 5. 30 Imagens de histologia, do grupo controlo, representativas da lesdo infligida aos ratos & 12 semana: a)
transicdo Ulcera/pele normal, b) superficie da Ulcera acompanhada de processo inflamatério; a 2% semana: c)
superficie da Ulcera com formacdo de crosta e proliferagdo de capilares, d) ampliacdo da zona ulcerada ainda com
processo inflamatério e com proliferagdo de fibroblastos e 42 semana: e) transi¢do cicatriz re-epitelizada/pele normal,
f) tecido de cicatriz fibroso e epiderme intacta.

Na primeira semana ap0s a lesdo as imagens histolégicas do grupo controlo revelam uma
regido ulcerada ao nivel da derme total (Figura 5.30 a) acompanhada por um processo inflamatorio,
representado pelo aparecimento de um grande nimero de células inflamatérias (Figura 5.30 b).

Duas semanas depois, a ferida esta coberta por uma crosta e apresenta sinais de regeneracgao,
evidenciados pela proliferacdo de capilares e a presenca de fibroblastos. Nesta fase ainda se
observam células inflamatdrias (Figura 5.30 c e d).

Por fim, a quarta semana o tecido lesado é substituido por uma cicatriz fibrosa, sem anexos,

com pouca reacgdo inflamatéria e com a epiderme intacta (Figura 5.30 e e f).

O estudo seguinte consistiu na analise das experiéncias realizadas com a matriz de PCL. Os

principais resultados podem observar-se na Figura 5.31.
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Figura 5. 31 Imagens de histologia, do grupo da PCL, representativas da lesdo infligida aos ratos a 12 semana: a)
Ulcera constituida por trés camadas: 1- crosta com matriz de PCL, 2- neutrdfilos e detritos celulares 3- proliferacdo
fibroinflamatoria de tecido, b) crosta com fibras de PCL; & 22 semana: ¢) processo cicatricial da Ulcera mais avangado
apresentando as mesmas 3 camadas que em a), d) fibras de PCL na crosta e detritos celulares; e 42 semana: e) cicatriz
ndo re-epitelizada; fibras de PCL na base da Ulcera, f) matriz de PCL e células histiocitarias.
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No que diz respeito as experiéncias com a matriz de PCL a analise histoldgica realizada a primeira
semana mostra que a ferida esta coberta por uma crosta (fibrina) com matriz de PCL. Segue-se uma
camada intermédia composta por uma barreira de neutréfilos e detritos celulares e por fim uma camada
onde se destaca a proliferacdo de fibroblastos, capilares sanguineos e células inflamatdrias, a semelhanca
de um tecido de granulacdo (Figura 5.31 a e b).

Na segunda semana o0 processo de cicatrizacdo estd mais avancado, mantendo-se a proliferacéo
fibroinflamatoria de tecido, assim como a presenca da matriz de PCL na crosta (Figura 5.31 c e d).

A quarta semana, o tecido de cicatriz ainda ndo esta re-epitelizado (Figura 5.31 e). Para além disso,
observou-se a presenca de fibras de PCL na lesdo (Figura 5.31 f) ou por migracéo da crosta para a base
da Ulcera ou porque neste corte (ou rato) ocorreu alguma integracdo da matriz na ferida a qual permanece
a 4% semana devido a taxa de degradacdo da PCL ser muito lenta. O corpo reagiu com a invasdo de
macrofagos (histiocitos), muitos dos quais multinucleados, indicando uma reaccéo de corpo estranho.

O trabalho prosseguiu com a anéalise histoldgica das bidpsias das feridas onde foram aplicadas

matrizes de CS. Algumas das imagens consideradas representativas podem ser visualizadas na Figura
5.32.
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Figura 5. 32 Imagens de histologia, do grupo do CS, representativas da reparagdo da lesdo infligida aos ratos a 12
semana: a) regido ulcerada composta por crosta, camada granulocitaria e camada fibrohistiocitaria onde esta presente
a matriz de CS, b) fibras de CS na camada fibrohistiocitaria; a 22 semana: ¢) processo cicatricial mais avangado, com
mais proliferacdo fibroblastica e menos inflamatoria, d) epiderme em proliferagdo sobre o tecido de granulagéo e por
baixo da crosta a fechar a ferida; e 4% semana: e) transi¢éo cicatriz re-epitelizada/pele normal f) tecido conjuntivo
fibroso sem anexos e pouca reacgdo inflamatéria e epiderme intacta.
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Analisando as imagens a) e b) da Figura 5.32, relativas a experiéncia com o CS, verifica-se que uma
semana apoés o ferimento a regido lesada é composta por trés camadas: fibrina, camada granulocitaria e
camada fibrohistocitaria. A matriz de CS encontra-se bem integrada na camada fibrohistocitaria, sendo
evidente pela presenca de fibras (pequenos filamentos rosa vivo).

Na segunda semana observa-se um aumento da presenca de fibroblastos e uma reducdo do nimero
de células inflamatorias o que indica que a ferida esta a cicatrizar. O epitélio encontra-se em processo de
regeneracgdo (Figura 5.32 c e d).

Finalmente, a quarta semana o processo de reparacdo da pele encontra-se concluido mas sem

foliculos pilosos.

O estudo in vivo das matrizes unitarias finalizou com a aplicagdo de matrizes de GEL. Novamente

os trés periodos foram investigados e as imagens obtidas resumem-se na Figura 5.33.
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Figura 5. 33 Imagens de histologia, do grupo da GEL, representativas da lesédo infligida aos ratos a 12 semana: a)
regido ulcerada constituida por crosta, camada granulocitaria e camada fibrohistiocitaria, b) presenca de fibras de
GEL na camada fibrohistiocitaria; a 2% semana: c) transi¢do pele normal/cicatriz ainda com pequena Ulcera, d) fundo
da pequena Ulcera - fibroblastos e poucas células inflamatdrias; e 4% semana: €) area totalmente cicatrizada com
ligeiro infiltrado inflamatorio superficial, f) transi¢do tecido conjuntivo fibroso/derme normal.

Relativamente & experimentagdo com a matriz de GEL as imagens histoldgicas referentes a
primeira semana mostram igualmente uma regido ulcerada constituida por crosta, fibroblastos e
macrofagos que se encontram a digerir as fibras de GEL (Figura 5.31 a e b).

Na segunda semana, 0 processo de cicatrizagdo continua, a semelhanca do que acontece no
grupo controlo. O processo inflamatorio continua e a proliferagdo fibroblastica aumenta.

Por fim, a quarta semana, o tecido lesado encontra-se re-epitelizado, com pouca inflamacéo e

Sem anexos.

Em resumo, a analise macroscdpica e histolégica sdo complementares e permitiram estabelecer
algumas conclusfes acerca do desempenho destas matrizes in vivo. As principais diferencas a
destacar estdo relacionadas com a adesdao dos materiais a ferida e a dimensdo da area re-epitelizada
apds 4 semanas. Dos trés materiais, a matriz de PCL é a menos aderente, consequéncia da sua
natureza hidrofobica. Ao invés, as matrizes de CS e de GEL apresentam boas propriedades de
aderéncia. Estas ultimas evidenciaram ainda uma boa integracdo na ferida logo ap6s a primeira
semana da lesdo. A sua presenca deixa de ser evidente na segunda semana o que indica que foram
degradadas. Note-se que estes polimeros caracterizam-se por possuirem uma elevada taxa de degradagéo.

No estudo com a matriz de PCL a matriz ainda é visivel na cicatriz a 4 semana e encontra-se
acompanhada de processo inflamatdério com a presenca de macréfagos multinucleados, caracteristico de
uma reaccdo de corpo estranho dado que, na fase inicial da degradacdo, este polimero é degradado

lentamente por hidrolise ndo enzimatica.
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Apbs 4 semanas todas as feridas apresentaram uma cicatriz re-epitelizada, com excepcdo das
cobertas com a matriz de PCL. Em todos os grupos analisados o encerramento das lesGes é dominado
pelo fenémeno de contraccdo, em virtude da elevada taxa de contraccdo do modelo animal utilizado.
Apenas o grupo do CS apresentou indicios de promocao activa de re-epitelizacdo, revelada por uma

area de cicatriz maior (e ndo tipo linha).

5.2 Matrizes Binarias e Ternaria

5.2.1 Producéo e Caracterizagdo

O interesse em combinar polimeros de origem diferente vem extensamente referido na literatura
como uma possibilidade de se obterem novos biomateriais cujas propriedades permitem melhorar a
bioactividade, através do encontro sinergético entre topografia, nomeadamente didmetro das fibras,
propriedades mecanicas e sinais bioquimicos dos seus constituintes.

Embora a concepcdo deste tipo de matrizes seja considerada vantajosa, encontram-se registadas
varias limitagbes no que diz respeito & miscibilidade dos polimeros, sobretudo devido & sua distinta
natureza fisico-quimica (por exemplo: hidrofobica/hidrofilica, dissolugdo). Por isso, € muito frequente
encontrar trabalhos referindo a formacao de matrizes compositas porosas, com separa¢do ou segregacdo
de fases devido a uma fraca interac¢do molecular entre os seus constituintes, podendo deste modo néo ser
favoraveis em termos de aplicacéo [166, 167]. Por estes motivos é essencial encontrar um solvente comum

para assim preparar solu¢gbes homogéneas.

5.2.1.1 Matrizes de CS/PCL

A mistura de CS e PCL corresponde a situacdo em que a miscibilidade é um factor limitante pois
existem poucos solventes comuns [168-170]. Apesar desta limitacdo, a electrofiacdo desta mistura vem
descrita na literatura por alguns autores. Nomeadamente, foi reportada a formacdo de nanofibras
compdsitas usando como solvente a mistura de hexafluoro-2-propanol (HFIP), acido trifluoracético (TFA)
e diclorometano (DCM) [143], TFA/trifluoretanol (TFE) [171], &cido férmico/acetona [18, 170] e acido
acético/acido formico [172, 173]. Neste trabalho o solvente utilizado foi AcOH 90%.

Por forma a determinar a composicao 6ptima de CS/PCL foi realizado um estudo preliminar em que

se variou a concentracdo de CS desde 1,5% a 3% (m/m) para uma concentracdo de PCL de 2%, 5% e
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10% (m/m). A pouca afinidade destes polimeros foi evidenciada pela separa¢do de fases observada em
todas as solucBes preparadas. Conseguiu-se atenuar este efeito colocando as solucBes em banho de
ultrassons previamente a sua electrofiacdo, no entanto verificou-se que estas nao eram electrofiaveis.
Partindo entdo do facto da solugdo de composi¢do CS 2% PEO 0,25% ser electrofidvel neste solvente
(independentemente da utilizacdo do banho de ultrassons) considerou-se esta como base, a qual o PCL
seria adicionado. A concentracdo de PCL estabeleceu-se igual a de CS, ou seja 2%. As propriedades

fisicas desta solucdo de interesse para a electrofiacdo foram medidas e apresentam-se na Tabela 5.17.

Tabela 5. 17 Viscosidade (7), tensdo superficial (), e condutividade eléctrica (o) da solugdo CS 2% PCL 2%
PEO 0,25% em AcOH 90%. Para comparagdo apresentam-se as propriedades da solucdo CS 2% PEO 0,25%
preparada no mesmo solvente. Valores apresentados como média + desvio padréo.

Solugéo 77 (Pa.s) ¥ (MmN/m) o (uS/cm)
CS/PCL 8,46 30,2+0,4 234£6
CS 7,63 31,5+0,4 258 £3
AcOH 90% 0,002386° 29,1+£0,3 14+1

aValores extraidos das curvas de fluxo para uma taxa de corte de 0,5 s™.
bValor tabelado: Handbook of Chemistry and Physics, David R. Lide, 85" Edition, 2004-2005.

Como se verifica na Tabela 5.17, a adicdo da PCL & solucdo de CS reflectiu-se numa ligeira
variagdo das propriedades desta. A adi¢cdo de PCL 2% provocou um aumento da concentracéo total de
polimero na solugdo e, consequentemente, um aumento de viscosidade. Por outro lado, a condutividade
diminuiu, ou seja a concentragdo ou a mobilidade (ou ambos) dos portadores de carga diminuiu na
solucdo, 0 que sugere uma interaccdo entre os polimeros. A variacdo da tensdo superficial é pouco
significativa. Como a adi¢do da PCL nesta concentracdo ndo afectou significativamente as propriedades
da solucdo, esta foi fiada com os mesmos pardmetros usados para a solucdo de CS, ou seja, 18 kV, 25 cm
e 0,3 ml/h. Também se estabeleceu que as deposicBes seriam realizadas ao 2° dia apds a preparacao da
solucdo.

A Figura 5.34 apresenta imagens de MEV mostrando a morfologia das fibras depositadas com as
solucbes CS/PCL e de CS. A estabilidade das fibras CS/PCL em meio de cultura foi também avaliada.
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Figura 5. 34 Imagens de MEV das fibras depositadas com as solugdes de a) CS e b) CS/PCL. c¢) Didmetro médio das
fibras depositadas com estas solugBes. As linhas verticais representam o intervalo [média + desvio padrdo]. d)
Imagem de MEV das fibras de CS/PCL apds imersdo em meio de cultura durante 3 dias.

Tal como era esperado, a adi¢cdo da PCL a solugdo de CS aumenta o didmetro médio das fibras de
619 nm para 890 nm, resultado de um acréscimo da viscosidade causado por um aumento da concentracao
total de polimero na solugo.

Relativamente & estabilidade das fibras de CS/PCL em meio de cultura verifica-se que a morfologia

se mantém mesmo apos imersdo durante 3 dias no referido meio.

A presenca de CS e PCL na matriz compdsita foi avaliada por FTIR-ATR através da identificagéo
dos picos caracteristicos dos seus grupos funcionais. A Figura 5.35 apresenta os espectros adquiridos nas
trés matrizes, CS/PCL, CS e PCL 23% (PCL) apds electrofiacdo, e ainda o espectro da matriz de CS/PCL

apos imersao em meio de cultura durante 3 dias.
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Figura 5. 35 Espectros FTIR-ATR das matrizes de CS/PCL, CS e PCL ap0s electrofiacdo e da de CS/PCL apds
imersdo em meio de cultura durante 3 dias (CS/PCL - MC).

Na matriz CS/PCL sdo evidentes as principais bandas que caracterizam o CS e a PCL.:

o estiramento da ligacdo C=0 do grupo éster da PCL a 1724 cm?;

0s estiramentos assimétrico e simétrico da ligacdo C-O-C da PCL, localizados a 1240 cm™ e
1170 cm?, respectivamente;

a 3400 e 3100 cm™ a banda correspondente ao estiramento dos grupos OH e N-H do CS;

a 1680 cm™ o estiramento do C=0 (amida I) do CS;

a 1544 cm™ a deformagcdo da ligagdo N-H da amina primaria e a banda amida Il do CS;

as bandas de ressonancia entre 1150 e 1000 cm caracteristicas da estrutura sacaridea do CS.

Né&o foram observados outros picos para além dos caracteristicos da PCL e do CS, indicando que

ndo se estabeleceu uma ligagéo covalente nova entre os dois polimeros [171]. Em principio, permanecem

interacgdes fisicas, tais como ligagcdes por pontes de hidrogénio entre os grupos carbonilo da PCL e os

hidroxilos ou 0s grupos amina protonados do CS [171].

A etapa seguinte consistiu na determinagéo da capacidade de inchamento da matriz de CS/PCL em

agua. Os resultados obtidos mostram-se na Figura 5.36 e comparam-se com a matriz de CS.
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Figura 5. 36 Matriz de CS/PCL apds electrofiacdo (AE) e apds imersdo em &gua destilada durante 5 h (H,O 5h) e 5
dias (H20 5d) (a). Variagdo das dimensdes das matrizes de CS/PCL e CS em fungdo do tempo de permanéncia em
agua. As barras verticais representam o intervalo [valor médio * incerteza] (b).

Como se observa nas imagens da Figura 5.36 a matriz mantém-se opaca em agua, tal como sucede
com a matriz de PCL. Relativamente ao inchamento em agua verifica-se que a adi¢do da PCL a matriz de
CS reduz o seu grau de inchamento em cerca de 43%.

A matriz de CS/PCL foi ainda caracterizada quanto ao angulo de contacto, porosidade e
propriedades mecanicas em termos do modulo de Young (E), tensdo (or) e deformacao (er) a ruptura. Os
valores obtidos encontram-se resumidos na Tabela 5.18 juntamente com os valores obtidos na matriz CS e

na matriz de PCL 23% (PCL), com ambos os polimeros dissolvidos no solvente utilizado na matriz
compdsita.
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Tabela 5. 18 Angulo de contacto, porosidade e propriedades mecénicas determinados nas matrizes de CS/PCL, CS e
PCL. Valores apresentados como média + desvio padrao.

Matriz 0(°) Porosidade (%0) E (MPa) or (MPa) &r (%0)
CS/PCL 0 71+12 43+9 2,7+£0,8 22+3
CS 0 72+£3 38+ 10 45+18 28+6
PCL 132+4 88+2 7,1+05 32105 81+12

Da anélise da Tabela 5.18 verifica-se que as propriedades da matriz compdsita sdo fortemente
dominadas pela presenca de CS. A superficie da matriz de CS/PCL é hidrofilica, mostrando um angulo de
contacto de 0° (desaparecimento da gota em ca. de 4-5 s), tal como sucede na matriz de CS. Também a
porosidade e as propriedades mecénicas, sobretudo o modulo de Young e a deformacéo a ruptura, seguem

a mesma tendéncia.

Em suma, o estudo realizado com a matriz de CS/PCL permitiu concluir que ambos os polimeros,
CS e PCL, estdo presentes e coexistem na mistura. No que diz respeito a PCL, a presenga desta
componente € evidente na morfologia das fibras depositadas, originando fibras mais espessas, assim como
a opacidade e a menor taxa de inchamento que a matriz compdsita apresenta em agua. No entanto verifica-
se que as suas propriedades sdo fortemente dominadas pela fase do CS. Mediante estes resultados,
indicativos de um suporte com propriedades promissoras para a aplicacdo pretendida, prosseguiu-se com

esta matriz para os testes in vitro.

5.2.1.2 Matrizes de PCL/GEL

Considerando as caracteristicas semelhantes da GEL e do CS (hidrofilicos e polielectrélitos),
também os polimeros PCL e GEL sdo imisciveis [167]. Apesar das dificuldades que dai advém, a
electrofiacdo desta mistura encontra-se descrita na literatura, sendo o TFE o solvente mais utilizado. O
TFE é um solvente que dissolve os polimeros individualmente formando solugdes transparentes, mas a
mistura origina solu¢fes opacas com tendéncia para ocorrer separacdo de fases quando deixada em
repouso algumas horas [166, 167]. Outro solvente utilizado com esta caracteristica € a mistura
cloroférmio/metanol/acido acético [20]. No entanto nesse caso, as solucdes foram preparadas e

electrofiadas enquanto emulsdo e analisadas as suas propriedades (ignorando a separagdo de fases).
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A mistura PCL/GEL pode ser utilizada para tirar partido do facto da gelatina se dissolver em meio
aquoso permitindo a producéo de fibras porosas [167] ou aumentar a porosidade melhorando a migragéo
celular [145] ou para conjugar as propriedades de ambos os polimeros no sentido de melhorar a adesdo
celular e as propriedades mecénicas e diminuir a taxa de degradagédo das matrizes.

No trabalho que aqui se apresenta a PCL e a GEL foram dissolvidas num sistema de &cido
acetico/agua. Os polimeros foram misturados numa proporgéo 1:1, usando 10% (m/m) de cada um, uma
concentragdo frequentemente utilizada noutros trabalhos [5, 145, 167]. O racio do solvente foi
estabelecido num estudo preliminar em que se observou a deposi¢do de fibras mais uniformes e com um
menor namero de defeitos usando AcOH 95% / H,O 5%. Para esta observacao, foi determinante o facto de
se colocarem as solugcdes num banho de ultra-sons durante pelo menos 1h, pois permite uma melhor
homogeneizagdo da mistura. As solucdes formadas sdo opacas, conseguindo-se manter uma emulsdo
durante 2 horas (Figura 4.37 a), momento a partir do qual tem inicio a separacao de fases, sendo esta total
apos 6 h (Figura 5.37 b). Tal como nas restantes solugdes em estudo, também algumas das propriedades
fisicas da solucdo de PCL/GEL (antes de se observar a separacdo de fases) foram medidas encontrando-se
resumidas na Tabela 5.19.

i )
IPCL 10GEL

Figura 5. 37 Solucéo PCL 10% GEL 10% ap0s: a) agitacdo magnética e 1 h em ultrassons e b) deixada em repouso
6 h. Observa-se separagéo de fases: em cima PCL e em baixo GEL.
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Tabela 5. 19 Viscosidade (7), tensdo superficial (3), e condutividade eléctrica (o) da solugdo PCL 10% GEL 10%
em AcOH 95%. Para comparacdo apresentam-se as propriedades da solucdo de PCL 23% dissolvido no mesmo
solvente (a solugdo de GEL ndo foi estudada neste solvente). Valores apresentados como média + desvio padréo.

Solugéo n (Pa.s) 7 (mN/m) o (uS/cm)
PCL/GEL 1,3+£0,2 31,1+04 243 +3

PCL 46+0,5 326+0,3 0,50 £ 0,05

AcOH 95% 0,001813% 285104 2,45+ 0,04

aValor tabelado: Handbook of Chemistry and Physics, David R. Lide, 85" Edition, 2004-2005.

De notar que a solugdo de PCL apresentada na Tabela 5.19 foi preparada com 23%, uma
concentragdo superior a utilizada na mistura PCL/GEL. Em termos de viscosidade este facto resulta num
valor superior, mas em relacdo as restantes propriedades o impacto da diferente concentracdo de PCL é
pouco significativo. Nesse sentido, considerou-se adequada para comparacao.

Como se verifica pelos dados obtidos, a adicdo de GEL a solugdo de PCL afecta significativamente
a sua condutividade, o que seria de esperar atendendo ao caracter polielectrdlito deste polimero. Ja a
tensdo superficial praticamente ndo varia. Relativamente a viscosidade, é também esperado que aumente,
visto que a concentragdo total de polimero aumentou (ndo foram feitas medidas de viscosidade em
solugdes de PCL 10% ou GEL 10% para uma comparagdao directa).

Foram utilizadas as mesmas condi¢des de processamento da solugdo de CS, ou seja, 18 kV, 25 cm
e 0,3 ml/h. Estabeleceu-se também que as deposi¢Ges seriam realizadas ao 2° dia ap0s a preparacdo da
solucéo tal como aconteceu com as solugdes de CS. As deposi¢des obtidas ndo apresentavam defeitos nem
ao nivel macroscopico nem quando observadas ao microscopio optico.

A Figura 5.38 apresenta a morfologia das fibras depositadas com a solu¢do PCL/GEL. As solugdes
preparadas com PCL 10% ou GEL 10%, nédo sdo electrofidveis neste solvente, por serem pouco viscosas.
O aumento de concentracdo de polimero na solucéo origina uma solu¢do mais viscosa com a qual foi
possivel observar a deposi¢do de fibras. Nesta mesma figura encontra-se o didmetro medio das fibras
depositadas com esta solu¢do compdsita, o qual se compara aos obtidos com as solug¢fes de PCL 23% em
AcOH 95% e GEL 25% em AcOH 90%.
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Figura 5. 38 Imagem de MEV das fibras depositadas com a solugdo PCL/GEL (a). Comparacdo do diametro médio
das fibras depositadas com esta solucdo compésita e com as solugbes PCL 23% e GEL 25%. As linhas verticais
representam o intervalo [valor médio + desvio padrao]. (b).

A solugdo de PCL 10% GEL 10% produz fibras sem contas e de didmetros relativamente reduzidos,
ca. (454 + 229) nm, um valor significativamente menor do que usando os polimeros individualmente mas
com uma percentagem de polimero apenas ligeiramente superior. Numa publicagdo recente [166] em que
a mesma concentracdo de polimeros foi usada mas dissolvidos em TFE os autores verificaram que a
adicdo de uma pequena percentagem de AcOH a solucdo permitia electrofiar fibras com diametro médio
mais reduzido. Naquele caso a reducdo foi atribuida a alteracdo das propriedades da solucéo resultante da
presenca de AcOH. No caso particular deste trabalho a reducdo observada também devera estar associada
as propriedades da solucdo, nomeadamente & baixa viscosidade e a elevada condutividade, permitindo um
maior estiramento do jacto. Note-se que o valor da condutividade da solucdo de CS/PCL é semelhante a
este porém é uma solucdo mais viscosa, resultando por isso na deposicao de fibras mais grossas.

A presencga de PCL e de GEL na matriz composita foi avaliada por FTIR-ATR. Sendo a GEL um
polimero solGvel em agua, a estabilidade quimica das fibras compdsitas em agua foi também averiguada
por esta técnica. A Figura 5.39 apresenta os espectros de infravermelho das matrizes de PCL, GEL e
PCL/GEL ap0s electrofiacdo e ainda desta ltima ap6s imersdo em agua durante 1 dia.
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Figura 5. 39 Espectros de FTIR-ATR das matrizes de PCL/GEL, GEL e PCL apds electrofiacdo e da de PCL/GEL
apos imersdo em agua durante 1 dia (PCL/GEL — H20).

Na matriz de PCL/GEL as bandas caracteristicas da GEL e da PCL estdo presentes, ndo se
observando o aparecimento de outros picos, indicando, tal como na matriz de CS/PCL, para a ndo
formacdo de novas ligacGes covalentes.

A imersdo da matriz compdsita em agua mostra o desaparecimento da componente de gelatina,
reforcando a necessidade de reticulagdo da matriz. Esta observacdo contraria alguns comentarios
encontrados na literatura que referem a utilizagcdo de PCL como um método que evita a reticulacdo das
matrizes dada a sua tolerancia a solugdes aquosas [174].

Deste modo, a etapa seguinte consistiu na reticulacdo desta matriz em vapor de GTA. O tempo de
exposicao escolhido foi de 2 h, ou seja, o tempo de reticulagdo minimo necessario para reticular a matriz
de gelatina produzida neste trabalho. Na Figura 5.40 apresentam-se imagens de MEV de fibras de
PCL/GEL reticuladas por GTA antes e depois de imersas em meio de cultura durante 3 dias.
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Figura 5. 40 Imagens de MEV das fibras de PCL/GEL reticuladas com GTA durante 2 h a) ap6s o processo de
reticulacdo e b) apds imersdo em meio de cultura durante 3 dias.

De acordo com a imagem da Figura 5.40 a) o processo de reticulagdo ndo altera a morfologia das
fibras, que mantém sem variagdes significativas o valor do didmetro médio (Dmes = 424 + 177 nm). O
mesmo nao se observa na Figura 4.40 b) onde ocorre uma reducao do tamanho médio dos poros, causada
por alguma fuséo das fibras resultante do inchamento da gelatina ap6s imersdao em meio de cultura. No
entanto, é necessario salientar que esta figura ndo mostra a verdadeira morfologia das fibras e a estrutura
da matriz em meio de cultura mas sim apds secagem, o que pode alterar significativamente a matriz que
aparentemente assume uma estrutura muito mais compacta.

Com o intuito de inferir sobre uma eventual alteragdo quimica na estrutura da matriz compdsita
induzida pelo processo de reticulacdo e/ou imersdo em meio de cultura, as matrizes foram novamente

caracterizadas por FTIR-ATR. Os espectros obtidos apresentam-se na Figura 5.41.
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Figura 5. 41 Espectros FTIR-ATR das matrizes de PCL/GEL ap0s electrofiagdo (PCL/GEL - AE) e ap0s reticulagao
com GTA, antes e depois de imersas em meio de cultura durante 3 dias (PCL/GEL — GTA e PCL/GEL — GTA/MC,
respectivamente).

Como se observa, as principais bandas da PCL e da GEL continuam presentes na matriz compdsita
reticulada antes e apds imersdo em meio de cultura. Porém, ap6s imersdo em meio de cultura, 0s picos
caracteristicos da gelatina, a 1640 cm™ (estiramento C=0, amida ) e a 1530 cm™ (deformagcéo angular NH
e estiramento C-N, amida Il) diminuiram significativamente de intensidade face ao pico caracteristico da
PCL, a 1724 cm* (estiramento da ligagdo C=0 do grupo éster), o que indica que houve uma dissolugéo
parcial da GEL. O facto de ndo surgirem novos picos significa que ndo sdo estabelecidas novas ligacOes e

que ambos 0s processos ndo afectam a estrutura quimica da matriz, na gama do infravermelho.
O passo seguinte consistiu na analise da capacidade de inchamento da matriz PCL/GEL reticulada

por GTA durante 2 h em agua. Na Figura 5.42 podem ser visualizados os resultados obtidos, 0s quais se

comparam com os das matrizes de PCL e GEL reticulada nas mesmas condices.
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Figura 5. 42 Matriz de PCL/GEL ap0s reticulagdo em vapor de GTA durante 2 h (AR) e posterior imersdo em agua
destilada durante 5 h (H.O 5h) e 5 dias (H.O 5d) (a). Variacdo das dimensBes das matrizes de PCL/GEL e GEL,
ambas reticuladas em GTA durante 2 h, e da matriz de PCL em funcéo do tempo de permanéncia em agua. As barras
verticais representam o intervalo [valor médio + incerteza] (b).

Conforme se verifica na figura anterior, a opacidade desta matriz mantém-se em agua, revelando as
caracteristicas da PCL. No que diz respeito a capacidade de inchamento, a PCL tem um papel dominante

sendo responsavel por uma redugdo da taxa de inchamento da GEL em cerca de 73%.

Na continuidade do estudo realizado, a matriz compdsita reticulada foi caracterizada quanto ao
angulo de contacto, porosidade e propriedades mecéanicas em termos do médulo de Young (E), tenséo (or)
e deformacdo (er) a ruptura. Os valores medidos encontram-se resumidos na Tabela 5.20 e sdo
comparados com os das matrizes de PCL 23% em AcOH 95% e GEL 25% em AcOH 90% reticulada por
GTA durante 2 h.
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Tabela 5. 20 Angulo de contacto, porosidade e propriedades mecanicas determinados nas matrizes de PCL/GEL —
GTA, PCL e GEL - GTA. Valores apresentados como média + desvio padrao.

Matriz 6(°) Porosidade (%0) E (MPa) or (MPa) &r (%0)
PCL/GEL - GTA 58 +3 90+1 20+5 1,0£0,3 20+ 10
PCL 134 +2 84+5 54+08 * > 500
GEL - GTA 0 87+3 30+4 0,8+0,2 8+3

* As matrizes ndo partiram no percurso do aparelho.

Embora as matrizes de PCL e de GEL tenham sido processadas em condi¢des que nao sao
directamente comparaveis com as da matriz compdésita, os valores apresentados permitem concluir que
esta exibe propriedades intermédias entre os dois constituintes. Em termos de propriedades superficiais a
matriz de PCL/GEL é hidrofilica como a matriz de GEL, embora apresente um angulo de contacto
superior, ca. de (58 + 3) °. Trabalhos realizados por outros autores também mencionam o caracter
hidrofilico desta matriz, mas no seu caso mediram 0 ° [144, 145, 166]. A porosidade estimada também ¢ a
tipica da sua estrutura.

Em termos mecénicos é possivel verificar que a combinagdo de PCL com GEL ndo permitiu a
formacdo de um material tdo ductil quanto o PCL, mas também ndo tdo rigido quanto a GEL, tal como se
observa pelo valor do modulo de Young e deformacdo méaxima desta matriz. Outros grupos de
investigacdo referem a mesma tendéncia [144, 145] sugerindo que o pouco dominio da PCL nas
propriedades mecénicas dever-se-4& a fendmenos de imiscibilidade e separacdo de fases a nivel
micrométrico, resultando num menor entrelagamento e interacgbes fisicas fracas entre as cadeias

poliméricas [145].

Portanto, enquanto matriz compdsita, observou-se que a PCL e a GEL estdo presentes na matriz,
porém ndo ha indicacdo para a formacdo de novas ligagdes covalentes, sugerindo uma interacgdo mais
fraca, do tipo pontes de hidrogénio ou interaccBes de van der Walls, entre as cadeias poliméricas. As
propriedades da matriz reflectem a mistura das propriedades dos compostos originais. Esta matriz seguiu

para os testes in vitro para ser avaliada em termos de resposta biolégica.
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5.2.1.3 Matrizes de CS/GEL

O interesse em misturar dois polimeros naturais como o CS e a GEL advém da possibilidade de se
poder formar uma matriz com actividade bioldgica melhorada uma vez que combina propriedades
antimicrobiana e de facilitador da regeneracdo do CS com propriedades da GEL que promovem a adeséo e
migracdo celular, as quais, como ja anteriormente mencionado, sdo muito relevantes em termos de
aplicacdo como substitutos de pele [175]. Ambos os polimeros sdo polielectrélitos e podem formar um
complexo polielectrélito (PEC) através da interac¢cdo electroestatica entre 0s grupos amina protonados,
NHs*, do quitosano e os ides carboxilato, COO", da gelatina [19, 176, 177]. No entanto, o CS e a GEL séo
polimeros muito polares, sendo por isso pouco sollveis na maioria dos solventes organicos. Além disso, o
caracter polielectrdlito e a elevada condutividade torna dificil a sua electrofiagdo. A maioria dos autores
encontrou no TFA um bom co-solvente destes polimeros pois forma sais com os grupos amina [175, 176,
178]. A formacdo de sais destroi as interaccBes rigidas existentes entre as moléculas dos polimeros
permitindo a sua electrofiacdo. Acresce que a elevada volatilidade deste solvente permite uma rapida
solidificacdo das fibras [176]. Outro solvente referido com sucesso foi o &cido acético diluido (< 40%
AcOH) [19]. Em ambos os casos é possivel obter fibras uniformes e sem defeitos usando solugdes
preparadas com uma maior percentagem de GEL face a de CS [19, 175, 176].

Neste estudo o solvente adoptado foi AcOH 90%. A solucdo formada é homogénea, porém, em
termos de electrofiacdo, a adicdo de PEO revelou-se fundamental. Partindo do facto da solugdo de
composicdo CS 2% PEO 0,25% ser electrofidvel neste solvente, considerou-se esta como base, a qual a
GEL seria adicionada. A concentragdo de GEL estabeleceu-se igual a de CS, ou seja 2% (m/m). A solugdo
formada era muito viscosa e por isso reduziu-se a concentracdo de PEO para 0,15% (m/m). A semelhanca
do realizado com as solu¢BGes mencionadas nas secgdes anteriores, as propriedades fisicas de interesse para

a electrofiagdo desta solucdo foram medidas e encontram-se resumidas na Tabela 5.21.

Tabela 5. 21 Viscosidade (7), tensdo superficial (), e condutividade eléctrica (o) da solugdo CS 2% GEL 2% PEO
0,15% em AcOH 90% e da solucdo de CS 2% PEO 0,25% preparada no mesmo solvente. Valores apresentados
como média + desvio padréo.

Solucgéo 7 (Pa.s) ¥ (MN/m) o (uS/cm)
CS/GEL 14,96 329+0,9 290£3
CS 7,63 31,5+0,4 258 £3
90% AcOH 0,002386° 29,1+0,3 14+1

aValores extraidos das curvas de fluxo para uma taxa de corte de 0,5 s™.
®Valor tabelado: Handbook of Chemistry and Physics, David R. Lide, 85" Edition, 2004-2005.
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A adicéo de GEL a solucéo de CS reflectiu-se num aumento significativo da viscosidade, resultado
que se explica ndo s6 por um aumento da concentragdo total de polimero na solugdo, mas também pela
interacgcdo entre ambos os polimeros que conduz & formagdo de um complexo polielectrélito [176]. A
condutividade também aumenta ligeiramente, facto atribuido a formacéo de um sal [176, 178]. A tensdo
superficial mantém-se. Apesar das diferengas esta solucdo foi fiada com os mesmos pardmetros usados
para a solugdo de CS, ou seja, 18 kV, 25 cm e 0,3 ml/h. Também se estabeleceu que as deposi¢des seriam
realizadas ao 2° dia apos a preparagdo da solugéo.

A Figura 5.43 apresenta imagens de MEV mostrando a morfologia das fibras depositadas com as

solucbes de CS e CS/GEL assim como 0s respectivos didmetros médios.
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Figura 5. 43 Imagens de MEV das fibras depositadas com as solucfes de a) CS e b) CS/GEL. ¢) Diametro médio das
fibras depositadas com estas solugdes. As linhas verticais representam o intervalo [valor médio + desvio padrao].
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A introducdo de GEL na solu¢do de CS permitiu a deposi¢cdo de uma matriz com fibras sem
defeitos, mais regulares mas também mais espessas, aumentando o seu didmetro médio de 619 nm para
998 nm, facto que se explica pelo aumento de viscosidade da solucéo.

A presenca de CS e GEL na matriz que combina ambos os polimeros foi avaliada por FTIR-ATR.
Sendo a GEL um polimero solivel em &gua, a estabilidade quimica das fibras CS/GEL foi também sujeita
a avaliacdo. A Figura 5.44 apresenta os espectros de infravermelho das matrizes de CS, GEL e CS/GEL

apos electrofiacdo e ainda para esta Ultima apds imersdo em agua durante 1 dia.
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Figura 5. 44 Espectros FTIR-ATR das matrizes de CS/GEL, GEL e CS apds electrofiacdo e da de CS/GEL ap6s
imersdo em 4gua durante 1 dia (CS/GEL — H;0).

Dada a natureza do CS e da GEL, a maioria dos seus grupos funcionais sdo comuns, facto que
dificulta a interpretagcdo do espectro da matriz que combina os dois polimeros. Por exemplo, em ambos se
destaca a banda situada entre 3400 e 3100 cm™ devida ao estiramento das ligacdes NH e OH, o pico a
1640 cm* correspondente ao estiramento da ligagdo C=0 (banda amida I) e o pico localizado entre 1590 e
1530 cm? correspondente a deformagdo angular da ligagio NH e a banda amida Il. Todavia séo
observadas algumas diferencas, nomeadamente na intensidade dos dois Ultimos picos, 0s quais sdo mais
intensos no espectro da GEL. Além disso, o espectro do CS apresenta uma banda situada entre 1150 até
1000 cm* caracteristica da sua estrutura sacaridea, a qual ndo é visivel no espectro da GEL. A presenca

desta Ultima e a maior intensidade dos picos localizados a 1640 e a 1540 cm™ no espectro do CS/GEL

161



Desenvolvimento de matrizes biomiméticas como substitutos de pele destinados | 2013
ao tratamento de queimaduras

evidencia a presenca de ambos os polimeros na mistura. O ligeiro desvio no pico de absor¢do do grupo
carbonilo face ao correspondente no espectro da GEL pode sugerir a formacdo de alguma ligacdo por
pontes de hidrogénio entre os dois polimeros [178].

A imersdo da matriz que mistura os dois polimeros em &gua revela um espectro muito semelhante
ao do CS observando-se um decréscimo acentuado na intensidade dos picos situados a 1640 e a 1540 cm'!
em resultado da dissolugdo parcial da gelatina. Esta observagdo estd em conformidade com alguns
trabalhos encontrados na literatura que mencionam a necessidade de reticular estas matrizes [19, 176,
178]. Tal como sucedeu na matriz PCL/GEL, também esta matriz de CS/GEL foi reticulada com vapor de
GTA, usando um tempo de exposicdo de 2 h. Durante o processo de reticulagdo a matriz permanece
intacta e adquire uma cor amarelada, atribuida a formacéo da ligacdo aldimina, HC = N, entre os grupos
amina da gelatina e os grupos aldeido do GTA [176, 178]. Na Figura 5.45 é possivel visualizar as imagens
de MEV de fibras de CS/GEL reticuladas por GTA antes e depois de imersas em meio de cultura durante
3 dias.

CS/IGEL - GTA

/

Figura 5. 45Imagens de MEV das fibras de CS/GEL reticuladas com GTA durante 2 h a) ap6s o processo de
reticulacdo e b) depois de imersas em meio de cultura durante 3 dias.

De acordo com a imagem da Figura 5.45 a) observa-se que o processo de reticulacdo ndo altera
significativamente a morfologia das fibras, que manttm o valor do didmetro medio
(Dmed = 919 £ 230 nm). O mesmo ndo acontece na Figura 5.45 b) onde se observa fusdo entre as fibras
apos imersdao em meio de cultura. No caso particular desta matriz é de salientar que o vapor de GTA
reticula ndo sé a gelatina assim como o quitosano. Nesse sentido, a fusdo entre as fibras reflecte a
necessidade de optimizar o tempo de reticulacdo, de forma a aumentar o nimero de ligagdes entre 0s
polimeros. Por exemplo, Qian et al. descreveram a producdo de uma matriz de CS/GEL que mantém a
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estrutura preservada apos 4 dias imersa em agua, mas neste caso a reticulacdo demorou 3 dias em vapor de
GTA.

Dando continuidade ao trabalho as matrizes foram caracterizadas por FTIR-ATR para verificar uma
eventual alteracdo quimica na estrutura da matriz que combina os dois polimeros naturais induzida pelo
processo de reticulacdo e/ou imersdo no meio de cultura. Os espectros adquiridos apresentam-se na Figura
5.46.
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Figura 5. 46 Espectros FTIR-ATR das matrizes de CS/GEL ap0s electrofiacdo (CS/GEL — AE) e ap0s reticulagao
com GTA, antes e depois de colocadas em meio de cultura durante 3 dias (CS/GEL — GTA e CS/GEL — GTA/MC,
respectivamente).

Como se observa na Figura 5.47, as principais bandas do CS e GEL continuam presentes na matriz
reticulada que combina ambos os polimeros, antes e depois do meio de cultura, sobretudo no que diz
respeito a presenca bem definida dos picos localizados a 1640 e 1540 cm™. O estiramento da ligacéo
aldimina, HC = N, estabelecida entre o CS e GEL e 0 GTA nao é evidente no espectro pois situa-se entre
1640 e 1690 cm™, sobrepondo-se ao estiramento da ligagdo C=0 do grupo amida | de ambos os polimeros,
CS e GEL. Porém, a razdo entre os picos a 1640 e a 1540 aumenta com a reticulagdo, o que sugere a
contribuicdo do grupo aldimina para o pico a 1640 cm™. O aparecimento de um pequeno pico em 950 cm'?
na matriz reticulada antes e apds imersao no meio de cultura é tipico do estiramento da ligacdo =C=0. O
seu aparecimento vem na literatura atribuido a reac¢do entre os grupos hidroxilos, -OH, do CS e os grupos

carbonilos, =CO, do GTA, que conduzem a formacéo da estrutura R’-O-C-O-R’ (0 GTA pode reagir com
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0 CS através de reacgOes base de Schiff formando uma estrutura imina, C=N, ou por reaccles de

acetalizacdo, formando um acetal, R.C(OR”).. A reacgdo com a gelatina ocorre via base de Schiff) [178].

O comportamento da matriz de CS/GEL em agua foi também avaliado quanto ao grau de

inchamento. Os resultados foram comparados com os obtidos na matriz de CS e apresentam-se na Figura
5.47.
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Figura 5. 47 Matriz de CS/GEL ap06s reticulacdo em vapor de GTA durante 2 h (AR) e ap6s imersdo em agua
destilada durante 5 h (H2O 5h) e 5 dias (H20 5d) (a). Variagdo das dimensfes das matrizes de CS/GEL reticulada e

da de CS em func¢do do tempo de permanéncia em agua. As barras verticais representam o intervalo [valor médio +
incerteza] (b).

Conforme se verifica, 0 aspecto amarelado adquirido durante o processo de reticulacdo permanece
na matriz de CS/GEL em &gua, sendo também translicida, como acontece nas matrizes unitarias. A

introducdo de GEL na solucdo de CS contribuiu para aumentar em ca. de 50% a capacidade de
inchamento da matriz resultante.
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Tal como sucedeu com as matrizes preparadas anteriormente, procedeu-se a caracterizacdo da
matriz de CS/GEL reticulada em vapor de GTA durante 2 h quanto ao angulo de contacto, porosidade e
propriedades mecénicas em termos do médulo de Young (E), tensdo (or) € deformacdo (er) a ruptura. Os
valores obtidos encontram-se sumariados na Tabela 5.22 juntamente com os valores da matriz de CS e de
25% GEL reticulada com GTA durante 2 h (solu¢des também preparadas em AcOH 90%).

Tabela 5. 22 Angulo de contacto, porosidade e propriedades mecanicas determinados nas matrizes de CS/GEL —
GTA, CSe GEL - GTA. Valores apresentados como média + desvio padréo.

Matriz 0(°) Porosidade (%0) E (MPa) or (MPa) er (%0)
CSIGEL - GTA 0 84+9 22+9 3,1+09 31+6
CS 0 72+3 38+10 45+18 28+6

GEL - GTA 0 87+3 304 0,8+£0,2 813

De acordo com a Tabela 5.22 verifica-se que a matriz de CS/GEL é hidrofilica (a gota é absorvida
em 1-2 s), tal como sucede nas matrizes preparadas com os polimeros isoladamente, sugerindo que,
existindo a formacdo de um complexo polielectrolito, este ndo afecta esta propriedade. Quanto a
porosidade estd mais préxima do valor associado a componente GEL.

Em termos mecénicos a adicdo de GEL a solugdo de CS surtiu influéncia sobre as propriedades da
matriz de CS, tendo o médulo de Young diminuido para cerca de metade e a tensdo a ruptura diminuido

ligeiramente.

De um modo geral os resultados obtidos neste estudo parecem ir de encontro ao que se refere na
literatura, ou seja a tendéncia para a formagdo de um complexo polielectrélito, atendendo ao aumento
significativo observado na viscosidade da solugdo CS/GEL. A presenca dos dois polimeros foi
identificada por FTIR-ATR, sendo no entanto evidente ser necessario proceder a sua reticulagdo. As
propriedades analisadas sugerem que 0s compostos originais se misturam. A alteracdo da morfologia desta
matriz, ap6s contacto com o meio de cultura, indicia a necessidade de optimizar o tempo de reticulacéo.
Todavia esta matriz serd usada nos testes in vitro com o objectivo de analisar de que modo suporta a

adesdo e proliferacdo de fibroblastos.
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5.2.1.4 Matrizes de CS/PCL/GEL

O objectivo principal deste trabalho, em termos de producdo de um substituto dérmico, consistiu ha
obtencdo e caracterizacdo fisico-quimica de uma matriz constituida pela mistura dos trés polimeros em
estudo. Partindo do facto da solucdo de composicdo CS 2% GEL 2% PEO 0,15% ser electrofiavel em
AcOH 90% considerou-se esta como base, a qual o PCL seria adicionado. A concentracdo de PCL
estabeleceu-se igual a de CS e de GEL, ou seja 2% (m/m).

As propriedades fisicas desta solucdo foram medidas encontrando-se presentes na Tabela 5.23 em
conjunto com as das solugdes de CS 2% GEL 2% PEO 0,15%, CS 2% PCL 2% PEO 0,25% e CS 2%
PEO 0,25% preparadas com 0 mesmo solvente.

Tabela 5. 23 Viscosidade (7), tenséo superficial (), e condutividade eléctrica (o) da solugdo CS/PCL/GEL em
AcOH 90% e das solucbes CS/GEL, de CS/PCL e de CS preparadas com 0 mesmo solvente. Valores apresentados
como média + desvio padréo.

Solucéo 7 (Pa.s) 7 (MmN/m) o (uS/cm)
CS/PCL/GEL 18,99 34+1 255+3
CS/GEL 14,96 329+0,9 290+3
CS/PCL 8,46 30,2+£0,4 234 £ 6
CS 7,63 31,5+04 258 £3
90% AcOH 0,002386" 29,1+0,3 14+1

aValores extraidos das curvas de fluxo para uma taxa de corte de 0,5 s™.
bValor tabelado: Handbook of Chemistry and Physics, David R. Lide, 85" Edition, 2004-2005.

Como se verifica pela observagdo da Tabela 5.23 a adi¢do dos dois polimeros PCL e GEL a solucéo
de CS reflectiu-se num aumento da viscosidade para mais do dobro. Este resultado explica-se ndo s6 por
um aumento da concentragdo total de polimero na solu¢do, mas também pela interaccdo entre os
polimeros, mais evidente na solucdo de CS/GEL. Observou-se também um ligeiro aumento da tensdo
superficial. Relativamente a condutividade eléctrica verifica-se que esta se manteve semelhante a do CS,
pois 0 aumento introduzido pela GEL é contrabalancado pela baixa condutividade da PCL.

Apesar das diferencas observadas entre solugdes, a solucdo CS/PCL/GEL foi fiada com os mesmos
parametros usados para a electrofiacdo da solugdo de CS, ou seja, 18 kV, 25 cm e 0,3 ml/h. Do mesmo
modo, estabeleceu-se também que as deposicdes seriam realizadas ao 2° dia da solucdo. A Figura 5.48

mostra as imagens obtidas por MEV onde se evidencia a morfologia das fibras depositadas com as
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solugbes de CS, CS/PCL, CS/GEL e CS/PCL/GEL, assim como a variagdo dos respectivos diametros

CS/PCL

médios.
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Figura 5. 48 Imagens de MEV das fibras depositadas com as solucbes de a) CS, b) CS/PCL, ¢) CS/GEL e d)
CS/PCL/GEL. e) Diametro médio das fibras depositadas com estas solugdes. As linhas verticais representam o
intervalo [valor médio + desvio padréo].
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Do ponto de vista morfolégico, as fibras depositadas com a solucdo envolvendo a mistura dos trés
polimeros (Figura 5.48 d) sdo semelhantes as obtidas com a solugdo preparada com CS/GEL (Figura
5.48 c), observando-se fibras mais regulares - resultado da introducdo da GEL nas solu¢fes com CS - mas
mais grossas. O didmetro médio das fibras aumentou de 619 nm, na matriz de CS, para 1437 nm na matriz
ternaria, facto que se explica pelo aumento significativo da viscosidade, atendendo a que a condutividade

da solucdo se mantém constante.

A presenca dos trés polimeros CS, PCL e GEL na matriz ternaria foi avaliada por FTIR-ATR. A
Figura 5.49 apresenta 0s espectros das matrizes preparadas com os polimeros individualmente e na matriz

ternaria apos electrofiacao.
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Figura 5. 49 Espectros FTIR-ATR das matrizes de CS/PCL/GEL, CS e PCL ap0s electrofiagéo.

De acordo com a Figura 5.49 observa-se que 0s principais picos caracteristicos dos polimeros
individuais estdo presentes no espectro da matriz constituida pelos trés polimeros. Da PCL encontram-se 0
estiramento do grupo éster a 1724 cm™ e o estiramento assimétrico e simétrico da ligagdo C-O-C
localizados a 1240 cm™ e 1170 cm?, respectivamente. Do CS e da GEL observa-se a banda situada entre
3400 e 3100 cm™ devida ao estiramento das ligacdes NH e OH, a banda situada entre 1150 e 1000 cm*
caracteristica da estrutura sacaridea do CS, e os picos localizados a 1640 cm™ e 1530 cm* correspondentes

ao estiramento da ligacdo C=0 do grupo amida e a deformacédo angular da ligacdo NH e a banda amida II,
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respectivamente. Nenhum outro pico, sendo os caracteristicos da PCL, CS e GEL, foram observados no

espectro das fibras da matriz ternéria.

Visto que a composi¢do desta matriz envolve a presenca de gelatina, e tendo em conta os resultados
anteriores onde se observou a necessidade de reticulagdo, também esta foi reticulada com vapor de GTA,
usando um tempo de exposi¢do de 2 h. Na Figura 5.50 apresentam-se imagens MEV das fibras de

CS/PCL/GEL reticuladas por GTA antes e depois de imersas em meio de cultura durante 3 dias.

CS/PCL/GEL - GTA CS/PCL/GEL - GTA/ MC

Z8k U @ . BE 8 258332 pd m2.Baaa 18K m 2906206

Figura 5. 50 Imagens de MEV das fibras de CS/PCL/GEL reticuladas com GTA durante 2 h a) ap6s o processo de
reticulacdo e b) depois de imersas em meio de cultura durante 3 dias.

A observacdo da Figura 5.50 a) permite concluir que o processo de reticulacdo ndo altera
significativamente a morfologia das fibras e que estas mantém o valor de didmetro médio (Dmes = 1236 +
254 nm). No que diz respeito a Figura 5.50 b) verifica-se que ocorreu alguma fusdo entre as fibras apds
imersd@o em meio de cultura. No entanto, embora na imagem seja evidente alguma dissolugao e fuséo das
fibras, esta é menor em comparacdo com a matriz constituida por CS/GEL, mostrando a acgéo
fundamental da PCL na integridade estrutural.

A eventual alteragdo quimica na estrutura da matriz ternéria induzida pelo processo de reticulagdo
e/ou imersdo no meio de cultura, foi caracterizada por FTIR-ATR. Os espectros adquiridos apresentam-se

na Figura 5.51.
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Figura 5. 51 Espectros FTIR-ATR adquiridos nas matrizes de CS/PCL/GEL ap0s electrofiacdo e apds reticulagéo
com GTA, antes e depois de imersas em meio de cultura durante 3 dias (CS/PCL/GEL — GTA e CS/PCL/GEL —
GTA/MC).

Como se observa, 0s espectros obtidos sdo semelhantes e apresentam as bandas de absorgéo
caracteristicas da PCL, CS e GEL. Isto significa que a estrutura quimica, na gama do infravermelho, ndo é
afectada pelo processo de reticulagdo. Apds imersédo das fibras em meio de cultura durante 3 dias verifica-
se uma diminuicdo da intensidade dos picos caracteristicos da gelatina, a 1640 cm™ (estiramento C=0,
amida 1) e a 1530 (deformacdo angular NH e estiramento C-N, amida Il) relativamente ao pico
caracteristico da PCL, a 1724 cm™ (estiramento da ligacdo C=O do grupo éster), indicando uma

dissolucéo parcial da GEL.
Continuando o estudo com esta matriz constituida pelos trés polimeros seguiu-se a analise da sua

capacidade de inchamento em agua. Os resultados foram comparados com os das matrizes de CS, CS/PCL

e CS/GEL também reticulada com as mesmas condicdes, e mostram-se na figura seguinte.

170



Desenvolvimento de matrizes biomiméticas como substitutos de pele destinados | 2013

ao tratamento de queimaduras

A)

N
D

B)

N
o
-

;\o\ 16 lfw,,,,,,,,,,ﬁiiwi CS |
g 127| ]
E ]l ]
5 1] CS/PCL ]
c 84 ]
E ] / <4
4 'f CS/PCL/GEL - GTA ]

0

0 1 2 3 4 °

Tempo (dias)

Figura 5. 52 Matriz de CS/PCL/GEL apds reticulagcdo em vapor de GTA durante 2 h (AR) e apds imersdo em agua
destilada durante 5 h (H2O 5h) e 5 dias (H2O 5d) (a). Variacdo das dimensdes das matrizes de CS/PCL/GEL e
CS/GEL reticuladas nas mesmas condigdes e das de CS/PCL e CS em fungdo do tempo de permanéncia em &gua. ).

As barras verticais representam o intervalo [valor médio + incerteza] (b).

Da observacdo da Figura 5.52 verifica-se que a aparéncia, apds permanéncia em agua, da matriz de
CS/PCL/GEL reticulada em vapor de GTA durante 2 h é semelhante a de CS/GEL reticulada nas mesmas
condi¢des. No entanto, no que diz respeito a sua capacidade de absor¢do de agua € evidente a presenca e a
contribuicdo da PCL na matriz resultante. O facto de se observar a menor taxa de inchamento na matriz
ternaria, sobretudo face a composta por CS/PCL, sugere que este polimero sintético se encontra bem

distribuido entre os dois polimeros naturais.

Para concluir o estudo com esta matriz de CS/PCL/GEL, reticulada com vapor de GTA durante 2 h,
procedeu-se & sua caracterizagdo quanto ao angulo de contacto, porosidade e propriedades mecénicas em
termos do mddulo de Young (E), tensdo (or) e deformagdo (er) & ruptura. Os resultados encontram-se na
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Tabela 5.24, juntamente com o0s obtidos com as matrizes de CS/IGEL — GTA, CS/PCL e CS para

comparacéo.

Tabela 5. 24 Angulo de contacto, porosidade e propriedades mecénicas das matrizes de CS/PCL/GEL - GTA,
CS/GEL — GTA, CS/PCL e CS. Resultados apresentados como média + desvio padréo.

Matriz 6(°) Porosidade (%) E (MPa) or (MPa) &r (%0)
CS/PCL/GEL - GTA 0 90+4 48 + 10 38+0,5 18+3
CSIGEL - GTA 0 84+9 22+9 31+09 31+6
CS/PCL 0 71+12 48 +13 2,7+0,8 22+3

CS 0 72+3 38+10 45+18 28+6

Os resultados relativos as medidas do angulo de contacto permitem concluir que a matriz de
CS/PCL/GEL mantém-se hidrofilica (a gota de 4gua demora entre 1 a 2 s a desaparecer), uma propriedade
caracteristica dos polimeros naturais que a constituem. De salientar que, em todas as combinagdes
preparadas usando CS 2%, o &ngulo de contacto medido foi de 0°. Quanto & porosidade, o valor estimado
é proximo do obtido na matriz de CS/GEL, onde se destaca um maior impacto da GEL.

Em termos de propriedades mecanicas a matriz ternéria exibe um comportamento muito semelhante

a de CS/PCL que por sua vez € fortemente dominada pela presenca de CS.

Resumindo, pode afirmar-se que enquanto matriz foi possivel observar a presenca e a contribuicao
dos trés polimeros, CS, PCL e GEL. O facto de nédo se terem identificado novos picos no espectro FTIR-
ATR sugere que a interacgao entre os polimeros devera ocorrer, por pontes de hidrogénio e/ou interac¢fes
de van der Walls, e ndo atraves da formagao de novas ligacOes covalentes. Os resultados obtidos reflectem
a mistura das propriedades dos compostos originais, em particular na morfologia das fibras ap6s imersao
em meio de cultura e na reducdo da taxa de inchamento em agua, revelando o efeito significativo da PCL
na integridade estrutural. Mediante estes resultados foi dada continuidade ao estudo desta matriz com a

realizacéo de testes in vitro.

172



Desenvolvimento de matrizes biomiméticas como substitutos de pele destinados | 2013
ao tratamento de queimaduras

5.2.2 Testes in vitro

5.2.2.1 Cultura de Células HFFF2

Os testes in vitro realizados nas matrizes binarias e ternaria serviram para avaliar estes suportes em
termos de preservacdo da viabilidade celular. A contribuicdo de cada componente da matriz foi
considerada para explicar os resultados de adesdo e proliferacdo celular obtidos. A metodologia seguida
neste estudo foi idéntica a efectuada nas matrizes unitarias, ou seja, comegou pela determinacéo de curvas
de crescimento destas células, até ao 13° dia de cultura, em cada material testado, tendo-se utilizado como
controlo o fundo dos pogcos da placa de cultura. Complementou-se este trabalho com medidas de
microscopia confocal ao 4° e 7° dias de cultura.

As curvas de crescimento de células HFFF2 foram estabelecidas nas matrizes binarias CS/PCL,
PCL/GEL e CS/GEL e na matriz ternaria CS/PCL/GEL e encontram-se representadas na Figura 5.53.
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Figura 5. 53 Populacdo de células HFFF2 no controlo e nas matrizes CS/PCL, PCL/GEL, CS/GEL e CS/PCL/GEL.
A linha a tracejado indica que foram semeadas 2x10* células por pogo. O simbolo “#” representa uma subestimagao
do numero total de células nesse dia. As linhas verticais representam o intervalo [média * incerteza].
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De acordo com a Figura 5.53 as células HFFF2 aderem em todas as composicfes estudadas e
proliferam nas matrizes, embora a uma taxa mais lenta do que no controlo. Ao 2° dia de cultura (48h ap6s
a sementeira) o nimero de células aderidas nos diferentes substratos iguala ou supera o nimero de células
semeadas, excepto na matriz de CS/PCL onde o valor é menor.

Tal como aconteceu nas matrizes unitarias, o crescimento celular ocorre em todos os materiais até
ao 9° dia de cultura mas apenas na matriz CS/PCL/GEL é que o numero de células se dirige para a
confluéncia, a semelhancga do controlo. A partir desse dia a cultura tende para o estado estacionario em
todas as matrizes (p > 0,05 entre os dias 9 a 13), mesmo na matriz de ternaria, de acordo com os valores de

fluorescéncia medidos.

A etapa seguinte consistiu na observacdo, por microscopia confocal, da cultura ao 4° e 7° dias, de
forma a correlacionar e validar os dados resultantes das curvas de crescimento. Algumas imagens

consideradas representativas apresentam-se na Figura 5.54.

Controlo-7°D
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| Cs/PCL-7°D
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CS/PCL/GEL-T7°D

Figura 5. 54 Imagens de confocal das células ao 4° e 7° dias de cultura fixadas e marcadas com ToPro no ADN
(magenta) e faloidina nos filamentos de actina do citoesqueleto (verde) em: controlo (a e b) e matrizes de CS/PCL (c
e d), de PCL/GEL (e e f), de CS/GEL (g e h) e de CS/PCL/GEL (i e j). (Barra de escala = 50 um)

Conforme ilustra a Figura 5.54 as células HFFF2 estabelecem ligagcdes e aderem em todos os
substratos, mantendo o fendtipo comum de fibroblastos, isto €, a forma fusiforme. Contudo, observam-se
diferentes respostas celulares consoante o material.

No caso da matriz CS/PCL verifica-se a formacdo de agregados celulares, o que reflecte o dominio
da componente CS na matriz. Este comportamento era expectavel atendendo a que as suas propriedades
fisico-quimicas ja revelavam a influéncia deste polimero. Ao 7° dia de cultura, e tal como acontece na
matriz unitaria de CS, o aumento da densidade celular permite encontrar as células dispostas de uma
forma mais regular ao longo da matriz atenuando assim o efeito de agregados.

J& na matriz de PCL/GEL, as células encontram-se alinhadas, tal como sucede no controlo e na
matriz unitaria de GEL. Ao 7° dia de cultura observa-se um aumento da densidade celular, mantendo-se o
alinhamento caracteristico das células.

Quanto as matrizes de CS/GEL e CS/PCL/GEL a distribuicdo celular é predominantemente
homogénea, ndo se observando somente agregados nem as células se encontram dispostas de forma
alinhada. Esta constatacdo evidencia que ndo existe uma componente dominante a contribuir de forma
decisiva para a resposta bioldgica. Ao 7° dia de cultura o nimero de células aumenta em ambas as
matrizes, mantendo-se a disperséo celular.

Ainda de acordo com as imagens de confocal, estimou-se o nimero de nucleos por campo de visdo

ao 4° e 7° dias de cultura. O nimero de nucleos contabilizado nas matrizes foi normalizado ao controlo,
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para comparacdo com o nimero de células viaveis obtido na curva de crescimento. Também foi calculado
0 aumento relativo de células entre 0 4° e 7° dias para 0s Vvarios substratos. Os resultados resumem-se na
Tabela 5.25. A area média de cobertura celular ndo foi determinada devido a autofluorescéncia das fibras,
no c.d.o. da faloidina, observada em algumas imagens das matrizes reticuladas com GTA, inviabilizando

assim gualquer comparacao.

Tabela 5. 25 Estimativa do nimero de nicleos/campo nas matrizes bindrias e ternaria ao 4° e 7° dias de cultura (a
partir de imagens de confocal). Valores apresentados como média + desvio padrao.

Quantidade Quantidade % relativa ao % aumento
Substrato Nucleos/Campo  Nucleos/Campo controlo celular

4°D 7°D 4°De7°D 7°D-4°D
Controlo (vidro) 135+51 286 + 57 100 53
CS/PCL 39+ 17 110 £ 17 29/38 65
PCL/GEL 93+41 206 + 50 69/72 55
CS/GEL 89 + 42 219+ 72 66 /77 59
CS/PCL/GEL 108 +55 203 + 56 80/71 47

Conforme se constata da tabela anterior, os fibroblastos aderem ou proliferam nos materiais a uma
taxa mais reduzida do que no controlo, o que esta de acordo com as curvas de crescimento. A grande
diferenca estd na razdo entre o crescimento de células nas matrizes e no controlo, obtida com os dois
métodos. Nas curvas de crescimento verificou-se que a densidade de populacdo celular, nos varios
substratos, € semelhante entre si nos dois periodos em analise, observando-se ca. de 20% de confluéncia
ao 4° dia e um valor na ordem dos 40 - 50% de confluéncia ao 7° dia de cultura. Estima-se que a
confluéncia no controlo é atingida entre estes dias.

Com as imagens de confocal estimou-se, para ambos os periodos, um crescimento da populacdo
celular nas matrizes na ordem dos 70 a 80% do que ocorre no controlo. A (nica excepgao foi para a matriz
de CS/PCL cujos resultados estdo coerentes com os obtidos na curva de crescimento. Como hipétese para
explicar estas variacBes considera-se a distribuicdo ndo homogénea de células ao longo das matrizes,
como mostra a grande dispersdo de valores em torno do valor médio.

Porém, ambos os métodos apresentam um aumento relativo de ca. de 50% do namero células entre
0 4°e 7° dias de cultura.

Tal como sucedeu no estudo in vitro das matrizes unitarias, também as matrizes binarias e ternaria
foram analisadas quanto a migracdo celular em profundidade, ao 7° dia de cultura. Na Figura 5.55 podem

observar-se algumas reconstrucdes 3D (vista superior e vista em profundidade) das matrizes e células.
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Figura 5. 55 Reconstrugdes 3D (vista superior e vista em profundidade) de alguns campos representativos da cultura
de células HFFF2, ao 7° dia, nas matrizes de: a) CS/PCL, b) PCL/GEL, c) CS/GEL e d) CS/PCL/GEL. Células
marcadas no nicleo (magenta) e citoesqueleto (verde). Nanofibras também marcadas com a cor verde. As dimensdes
representam a profundidade da matriz analisada. No caso da matriz de PCL/GEL foi utilizada uma imagem 2D para
ilustrar a migrac&o celular em profundidade.
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De acordo com a Figura 5.55, foram encontradas evidéncias de processos de invasao celular em
todas as matrizes, excepto na matriz de PCL/GEL. Nesta Ultima apenas se observa uma camada de células,
embora algumas possam encontrar-se sobrepostas. Este resultado mantém a consisténcia sobre o dominio
da fase GEL na mistura, tendo em conta a semelhanca dos resultados obtidos com a matriz preparada
somente com GEL.

Relativamente a matriz de CS/PCL, a distribuicdo celular em forma de agregados mantém-se bem
evidente a sua superficie. Ja nas composi¢bes de CS/GEL e de CS/PCL/GEL as células encontram-se
distribuidas de forma aleatdria. Nos trés casos, a infiltracdo de algumas células em profundidade deve

ocorrer essencialmente pelos poros e ndo por digestdo da matriz.

5.2.2.2 Imunocitoquimica para Fibronectina e Colagénio Tipo | da matriz extracelular

No inicio deste trabalho considerou-se promissor, para o tipo de aplicacdo desejada, o
desenvolvimento de uma matriz que conjugasse as propriedades de trés polimeros: CS, PCL e GEL. Os
bons resultados da cultura celular obtidos com esta matriz compdsita de CS/PCL/GEL permitiram que
fosse seleccionada para observar se as células HFFF2 produzem e secretam moléculas da matriz
extracelular do tecido conjuntivo & semelhanca do que se passa in vivo. Nesse sentido, foram utilizados
dois anticorpos primarios especificos para a fibronectina (glicoproteina com fungdes especificas de
adesdo) e para o colagénio | (a proteina estrutural da matriz extracelular). As medidas por microscopia
confocal foram realizadas ao 4° e 7° dias de cultura e os resultados apresentam-se na Figura 5.56. O estudo

foi acompanhado por um controlo negativo cujo resultado ndo apresentou marcacao.
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Figura 5. 56 Imagens de microscopia de confocal das células ao 4° e 7° dias de cultura em matrizes de CS/PCL/GEL
fixadas e marcadas no ADN (vermelho), no citoesqueleto (verde) e nas moléculas de colagénio | e fibronectina
(azul). As fibras também estdo marcadas com a cor verde. (Barra de escala = 50 um)

De acordo com as imagens da Figura 5.56 verifica-se que ao 4° dia de cultura os fibroblastos
HFFF2 estdo a produzir e a sintetizar colagénio | (esta intra e extracelular) e a produzir fibronectina (esta
essencialmente intracelular), demonstrando que esta matriz ternaria possui caracteristicas fisico-quimicas
que permitem manter a capacidade fisiologica, de producdo e secrecdo de matriz extracelular, dos

fibroblastos.
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Ao 7° dia de cultura, a sintese e a secregdo de colagénio | continua e aumenta na matriz ternaria
assim como a producgdo de fibronectina, que permanece essencialmente intracelular. O facto de esta
glicoproteina continuar intracelular pode dever-se a uma questdo de dindmica das moléculas, e ser apenas
necessario mais tempo para as células a secretarem.

Portanto, estes resultados mostram que as células HFFF2 produzem e secretam moléculas da matriz

extracelular, o que evidencia um comportamento tipico do que seria esperado in vivo.

5.2.3 Testes in vivo

5.2.3.1 Analise Macroscépica

Tal como sucedeu nas matrizes unitarias, foi igualmente efectuado um estudo in vivo com as
matrizes binarias e ternéria.

Devido a limitagBes de tempo para executar todas as experiéncias, a investigacdo prosseguiu com a
reducdo do numero de réplicas para duas e a avaliacéo das feridas a 22 e 42 semanas.

A evolugdo da cicatrizagdo das feridas, apds a aplicagdo de matrizes binarias de CS/PCL, de
PCL/GEL, de CS/GEL e ternaria de CS/PCL/GEL, foi avaliada macroscopicamente a 22 e 42 semanas. Os
resultados obtidos apresentam-se na Tabela 5.26 e comparam-se com o grupo controlo (feridas sem

material).

Tabela 5. 26 Imagens representativas do aspecto macroscopico das feridas apds a aplicacdo das matrizes de CS/PCL,
de PCL/GEL, de CS/GEL e de CS/PCL/GEL no dia da operacdo (0d) e ap6s 2 e 4 semanas. Os resultados estdo
comparados com o controlo. A imagem a 2% semana foi observada ao microscépio Optico. As setas indicam pele
cicatrizada (brilhante e sem pélo) (Barra de escala =5 mm).

od 2 semanas 4 semanas

N A

AN

-5

Controlo
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Nos testes realizados com estas matrizes verificou-se que todas elas apresentaram boas propriedades
de adesdo e manuseamento, com excepcdo da matriz de PCL/GEL que é menos flexivel e menos
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hidrofilica (&ngulo de contacto igual a 58 + 3°. Tal como sucedeu nas matrizes unitérias, ndo foi
detectado, em nenhum dos grupos analisados, qualquer sinal de infeccéo das feridas.

A segunda semana todas as feridas apresentaram sinais de contrac¢io. No caso particular da matriz
de PCL/GEL a ferida continuava coberta com crosta, a semelhanca do que ocorreu nos ensaios com a
matriz de PCL. Nas experiéncias envolvendo as restantes matrizes, observou-se, em redor da regido
lesada, pele de aspecto brilhante e sem pélo (indicado por setas), tipico de uma cicatriz re-epitelizada.
Note-se que 0s grupos onde este fendmeno aconteceu apresentam CS na composi¢do da matriz, ou seja, 0
Unico material das matrizes unitarias onde se observou um grau de fibrose ligeiramente superior ao
controlo.

A quarta semana, a lesdo correspondente ao grupo CS/GEL encontrava-se totalmente encerrada.
Nas restantes matrizes o processo de reparagdo ainda permanece, sobretudo mais lento nas matrizes de
CS/PCL e PCL/GEL.

Analogamente ao que foi realizado nas matrizes unitérias, foi igualmente efectuado nestas matrizes
uma avaliacdo da taxa de encerramento das feridas (a partir da razao entre as areas das feridas com matriz

e controlo) durante os periodos de observacdo. Os resultados obtidos resumem-se na Figura 5.57.
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Figura 5. 57 Taxa de encerramento das feridas em funcdo do tempo de cicatrizacdo (2 e 4 semanas) no estudo
efectuado com as matrizes binarias e ternaria. Resultados comparados com o controlo. As linhas verticais
representam o intervalo [média + incerteza].
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Mais uma vez os ensaios realizados sugerem que a taxa de encerramento das feridas ndo difere da
matriz utilizada, assemelhando-se ao controlo. Apenas no grupo CS/GEL foi possivel observar uma area
de cicatriz re-epitelizada, ligeiramente superior ao controlo. Nos restantes grupos as feridas ainda se

encontram na fase da maturacéo.

5.2.3.2 Analise Histologica

O estudo in vivo das matrizes binarias e ternaria foi complementado com a analise histoldgica das
bidpsias removidas nos dois periodos escolhidos. Tal como sucedeu com as matrizes unitarias, tambem
este grupo de matrizes foi comparado com um grupo controlo (sem material). Do ponto de vista da analise
histoldgica, as imagens adquiridas e a informacéo recolhida foi semelhante a da Figura 5.30 pelo que ndo
serdo novamente apresentadas. Deste modo, a Figura 5.58 comeca por apresentar algumas imagens
histoldgicas representativas do grupo CS/PCL.
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Figura 5. 58 Imagens de histologia, do grupo CS/PCL, representativas da lesdo infligida aos ratos & 2% semana: a)
Ulcera com crosta, b) fibras de CS/PCL entre as células inflamatorias que sdo predominantemente histiécitos; a 42
semana: c) Ulcera mais fibroblastica, d) fibras de CS/PCL dentro de histiocitos multinucleados.

Como se verifica nas imagens da Figura 5.58 a) e b), a segunda semana a lesdo esta coberta por uma
crosta e num processo de proliferacéo fibroinflamatéria. O infiltrado é predominantemente histiocitario. O
material encontra-se entre as células inflamatorias e os histiécitos.

A quarta semana continuam a ndo existir evidéncias da presenca de epiderme, parecendo que a
matriz de CS/PCL retarda (ou diminui) a contrac¢do da ferida e por isso também o seu fecho por re-
epitelizacdo. A cicatriz & predominantemente fibroblastica e sem anexos. O material continua dentro de

histiocitos multinucleados (Figura 5.58 c e d).

O trabalho prosseguiu com a aquisi¢do das imagens histoldgicas referentes as experiéncias com a
matriz de PCL/GEL. Os principais resultados encontram-se representados na Figura 5.59.
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Figura 5. 59 Imagens de histologia, do grupo PCL/GEL, representativas da lesdo infligida aos ratos a 22 semana: a)
transicdo pele normal / Ulcera, b) proliferacdo fibroinflamatéria, predominantemente histiocitéria; a 4* semana: c)
cicatriz dérmica re-epitelizada, d) epitélio continuo.

No que diz respeito aos ensaios efectuados com a matriz de PCL/GEL, as imagens adquiridas na 22
semana apo6s a lesdo, revelam um processo inflamatério, onde é visivel a presenca significativa de
histiocitos em simultaneo com proliferacdo fibroblastica (Figura 5.59 a e b).

A quarta semana, o nimero de células inflamatérias ¢ reduzido e a lesdo esta coberta por um tecido
fibroso sem os tipicos organelos (pélos, glandulas) da pele e com o epitélio continuo como ilustram as
imagens da Figura 5.59 c e d).

O passo seguinte consistiu na analise dos resultados obtidos com a matriz de CS/GEL, os quais se
resumem na Figura 5.60.
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Figura 5. 60 Imagens de histologia, do grupo CS/GEL, representativas da lesdo infligida aos ratos a 2% semana: a)
Ulcera com reaccéo fibroinflamatéria e com fibras de CS/GEL, b) ampliacdo da superficie da UGlcera destacando o
material na crosta e em profundidade; a 4* semana: c) transicdo cicatriz re-epitelizada/pele normal, d) cicatriz
dérmica sem foliculos pilosos.

Como se observa nas imagens da Figura 5.60 a) e b), a segunda semana a ferida encontra-se
invadida de células inflamatorias, sobretudo histiécitos, de fibroblastos, e com especial destaque de matriz
de CS/GEL que se encontra distribuida quer a superficie quer em profundidade. Observam-se ainda
células inflamatorias junto da matriz.

Na guarta semana a ferida encontra-se regenerada, apresentando derme e epiderme intactas (Figura
5.60 c e d).
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O estudo in vivo destas matrizes finalizou com a analise da matriz ternaria CS/PCL/GEL. A Figura

5.61 mostra alguns dos resultados mais representativos obtidos com esta composi¢éo.

Figura 5. 61 Imagens de histologia, do grupo CS/PCL/GEL representativas da lesdo infligida aos ratos a 22 semana:
a) lesdio avancada na cicatrizagdo, b) presenca de matriz ternaria na crosta e em profundidade; a 4% semana: c)
transicao cicatriz re-epitelizada sem anexos/ pele normal, d) epiderme regenerada.

Relativamente aos resultados obtidos com a matriz ternaria, as imagens histologicas na
segunda semana ap6s a lesdo revelam uma cicatriz em boa progressdo. A matriz encontra-se
distribuida na crosta e em profundidade. Sdo também observadas algumas células inflamatorias a
fagocitar a matriz (Figura 5.61 a e b).

As quatro semanas observa-se uma reducdo significativa do processo inflamatério e a
densidade celular na pele normal e na cicatriz é semelhante o que indica que o processo reparativo
estd em fase final de resolucdo (Figura 5.61 c e d).
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Em suma, com a analise macroscépica e histologica foi possivel estabelecer algumas
diferencas importantes entre as quatro matrizes.

Dos quatro materiais, a matriz de PCL/GEL foi a menos aderente, resultado de uma natureza
menos hidrofilica. Também foi o Unico grupo onde ndo se verificou a migracdo de matriz para a
ferida. Em todos os outros foram identificadas fibras na Ulcera a segunda semana da lesdo. A sua
presenca deixa de observar-se nas matrizes de CS/GEL e de CS/PCL/GEL a quarta semana apds o
ferimento o que indica que foram degradadas, a semelhanca do que aconteceu nas matrizes unitarias
constituidas pelos polimeros naturais. O resultado da matriz ternaria mostra que os polimeros naturais sdo
dominantes no processo. Ja nos ensaios realizados com a matriz de CS/PCL mantém-se a presenca de
fibras a 4% semana, como na matriz de PCL, acompanhada de processo inflamatério. Neste caso, trata-se
de uma reaccdo tipica de corpo estranho e que estara a ser o responsavel pelo atraso na reparacao.

Apobs 4 semanas todos 0s grupos apresentaram uma cicatriz re-epitelizada, excepto o CS/PCL cuja

ferida ndo encerrou (sem epiderme).
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O objectivo principal do trabalho descrito nesta tese consistia no desenvolvimento e na
caracterizacao fisica, quimica e biolégica da componente dérmica de um substituto de pele destinado ao
tratamento de queimaduras extensas. A componente dérmica basear-se-ia numa matriz de nanofibras,
obtidas usando a técnica de electrofiacdo e integraria na sua composicdo polimeros biocompativeis e
biodegradaveis, escolhidos em fun¢do das suas propriedades favoraveis a regeneracdo da derme. Em face
deste objectivo, foram desenvolvidos trés tipos de matrizes: matrizes unitarias, matrizes binarias e uma
matriz ternaria. Os 3 polimeros usados na composi¢cdo destas matrizes foram a gelatina, 0 quitosano e a

policaprolactona. Como solvente comum foi usado o &cido acético.

No caso do sistema de matrizes unitérias, as solugdes de GEL foram as que permitiram a deposicdo
de fibras por electrofiagdo com diametros mais uniformes, com um didmetro médio de 858 nm, em
contraste com os das fibras de PCL, mais espessas, com um diametro médio de 1833 nm, e com os das
fibras de CS, mais finas, com um diametro médio de 619 nm, ambas com uma maior dispersdo nos
diametros das fibras. Em relacdo a necessidade de reticulagdo das matrizes de GEL, devido a sua
solubilidade em &gua, o método que revelou melhores resultados, em termos de adesdo e proliferacéo
celular, foi aquele onde se utilizou vapor de glutaraldeido tendo sido por isso utilizado também aquando
do desenvolvimento das matrizes binérias e ternaria com GEL.

No que diz respeito & caracterizagdo fisico-quimica das matrizes unitarias, verificou-se que as
matrizes de PCL apresentam um caréacter hidrofébico (angulo de contacto igual a (124 + 3) °) enquanto as
matrizes de CS e GEL sdo hidrofilicas (angulo de contacto igual a 0 °). Em termos de porosidade 0s
valores estimados para a PCL (85 + 2 %), 0 CS (72 + 3 %) e a GEL (78 + 10 %) situam-se dentro do
intervalo 60 a 90% considerado adequado para um substituto de pele.

Relativamente as propriedades mecanicas, e tal como seria esperado, a matriz de PCL é a mais
elastica (E = (6,7 + 0,4) MPa) e a que possui maior deformacao a ruptura (& = (587 + 162) %). Ja a de
GEL é a mais rigida (E = (162 + 96) MPa), consequéncia do processo de reticulagdo, e a que rompe mais
rapidamente (& = (9 £ 5) %). Por sua vez a matriz de CS exibe propriedades intermédias, ou seja um
maodulo de elasticidade E = (38 + 10) MPa e uma deformacéo a ruptura de (28 + 6) %.

Quanto aos testes in vitro os resultados permitiram concluir que as matrizes de PCL e CS sdo as
mais promissoras para serem utilizadas como substitutos de pele visto ter-se observado migracdo de
algumas células através dos seus poros, permitindo assim a proliferacdo celular para o seu interior. Em
termos de adesdo e proliferacdo celular, é de salientar o bom comportamento da matriz de GEL, tendo-se

observado uma elevada densidade de células alinhadas, ainda que somente a superficie, a semelhanca do
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gue aconteceu no controlo. Ja em relacdo a matriz de PCL foi observada uma boa adesdo, superior até a da
matriz de CS, o que constitui um resultado surpreendente atendendo a que se trata de um suporte
hidrofébico e sem dominios de reconhecimento bioldgico, enquanto a matriz de CS revelou formacéo de
agregados celulares sobre as suas fibras.

Por fim, os testes in vivo permitiram concluir que dos trés polimeros a PCL é a menos aderente e
a que apresenta a menor taxa de integracdao na ferida. Durante o periodo que permanece a cobrir a
lesdo funciona como uma barreira fisica que retarda a contracgdo mas no organismo actua como um
corpo estranho. Ambos os fenémenos contribuem para um encerramento da ferida mais lento. As
matrizes de CS e de GEL apresentaram uma boa integracdo na ferida e uma rapida degradacdo. No
final das 4 semanas ambas evidenciaram uma cicatriz re-epitelizada, a do CS ligeiramente superior
revelando indicios de promogdo activa de re-epitelizagcdo. Porém, em todos os grupos analisados o
encerramento das lesdes é fortemente dominado pelo fendmeno de contraccdo, dada a elevada taxa de

contraccao na derme do modelo animal utilizado.

No caso do sistema de matrizes binarias e ternaria, a técnica desenvolvida permitiu a deposicdo de
fibras de CS/PCL com um diametro médio de 890 nm, fibras de PCL/GEL com um didmetro médio de
454 nm, fibras de CS/GEL com um didmetro médio de 998 nm e fibras de CS/PCL/GEL com um diametro
médio de 1437 nm. E de salientar que a solucdo de PCL/GEL apenas € electrofiavel enquanto emulsio
durante 2h, pois os polimeros s&o imisciveis, e que a presenga de PEO permitiu a formacao, e consequente
electrofiacdo, de solugdes homogéneas onde estava presente o CS.

Relativamente a caracterizagdo fisico-quimica efectuada a estas matrizes, observou-se que a PCL
apenas projecta a sua hidrofobicidade na matriz de PCL/GEL (&ngulo de contacto igual a (58 + 3) ©). As
restantes matrizes sdo hidrofilicas (angulo de contacto igual a 0 ©). Tal como aconteceu com as matrizes
unitarias, os valores de porosidade estimados nas matrizes de CS/PCL (71 + 12 %), de PCL/GEL (90 +
1%), de CS/GEL (84 + 9 %) e de CS/PCL/GEL (90 + 4 %) situam-se dentro do intervalo 60 a 90%
considerado adequado para um substituto de pele. Em termos de composi¢do quimica, os resultados
sugerem gue nas quatro composicoes analisadas, os polimeros coexistem na mistura, ligando-se por pontes
de hidrogénio e interacgdes de van der Waals.

Relativamente as propriedades mecénicas, nomeadamente médulo de elasticidade e deformacédo
méaxima, observou-se um dominio da componente CS nas misturas preparadas com este polimero
(CS/PCL: E = (48 + 13) MPa e & = (22 + 3) %; CS/GEL: E = (22 £+ 9) MPae & = (31 £ 6) % e

193



Desenvolvimento de matrizes biomiméticas como substitutos de pele destinados | 2013
ao tratamento de queimaduras

CS/PCL/GEL: E = (48 + 10) MPa e & = (18 + 3) %). Na matriz de PCL/GEL os resultados obtidos, E =
(20 £ 5) MPa e & = (20 £ 10) %, reflectem a mistura de ambos 0s componentes.

Relativamente aos testes in vitro foram encontradas evidéncias de processos de invasdo celular em
todas as matrizes, excepto na matriz de PCL/GEL. Em termos combinados de adesdo e proliferacdo
celular os melhores resultados foram obtidos com a matriz terndria. Nas matrizes de CS/GEL e
CS/PCL/GEL a distribuigdo das células aconteceu de forma essencialmente aleatoria, reflectindo assim a
mistura dos componentes. Na matriz de CS/PCL as células crescem em agregados, evidenciando o
dominio da componente CS nas propriedades bioldgicas desta matriz. J4 na matriz de PCL/GEL o
crescimento celular ocorreu de forma alinhada, como na GEL.

Finalmente, em termos de testes in vivo, verificou-se que das quatro matrizes, a de PCL/GEL ¢é a
menos aderente e a Unica onde ndo se detectou a incorporacdo de material na ferida. Em todas as
outras foram identificadas fibras na Ulcera a segunda semana da lesdo. Apenas as matrizes de CS/GEL
e de CS/PCL/GEL apresentaram indicios de degradacdo, a semelhanga do que aconteceu nas matrizes
unitérias constituidas pelos polimeros naturais. Na matriz de CS/PCL a presenca de fibras na ulcera
manteve-se até a 42 semana, acompanhada de processo inflamatério, atrasando por este motivo o
encerramento da lesdo. Os restantes grupos apresentaram uma cicatriz re-epitelizada no final do periodo.
Também neste conjunto de matrizes se destaca um encerramento das lesdes fortemente dominado por
contraccao.

Em sintese, dos materiais testados apenas a PCL e o sistema CS/PCL retardam o processo de
encerramento das feridas. Em todos os outros grupos foi observada uma cicatriz re-epitelizada, fechada

em cerca de 90% por contrac¢do e o restante por formacao de cicatriz coberta de epiderme.

Em termos de perspectivas futuras e face ao objectivo inicial deste trabalho, os resultados aqui
apresentados, em termos de principais propriedades e potencialidades das matrizes obtidas, poderdo
constituir um bom ponto de partida para a optimizagcdo das mesmas matrizes tendo em vista ndo sé a sua
aplicacdo, como também a sua eventual comercializagdo. Entre alguns dos aspectos que podem ser
optimizados destacam-se a variacao da percentagem de cada polimero nas matrizes, sobretudo na ternaria,
visando uma melhor associacdo das propriedades dos seus constituintes, a optimizacdo do tempo de
reticulagdo, a produgdo de matrizes com tamanhos de poro maiores, um estudo detalhado sobre a
permeabilidade de gases, a determinacdo da taxa de degradacdo das matrizes e por fim a utilizacdo de um
animal com pele mais parecida com a humana, por exemplo um coelho ou um cobaio, e onde o fendmeno
de contracgdo ndo seja tdo acelerado, de forma a ser possivel observar com mais rigor a dimensdo da

cicatriz re-epitelizada.
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Anexo |



I.I Curva de Calibracédo das células 3T3

O numero total de células na confluéncia foi contado com um hemocitometro tendo-se encontrado
um ndmero de 300.000 células/poco (area do pogo = 0,95 cm?). O comportamento linear das células 3T3
ocorre dentro da gama 1600-150.000 células/pogo.

T T T T T
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Figura I. | Variagdo da absorvancia em funcéo do nimero de células 3T3.
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I.11 Curva de Calibracéo das células HFFF2

O numero total de células na confluéncia foi contado com um hemocitometro tendo-se encontrado
um ndmero préximo de 150.000 células/poco (area do pogo = 0,95 cm?). O comportamento linear das
células 3T3 ocorre dentro da gama 1100-70.000 células/poco.
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Figura I. Il Variagdo da fluorescéncia em funcéo do nimero de células HFFF2.
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