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RESUMO

A engenharia tecidual utiliza técnicas para manipular materiais e culturas de células, buscando
substituir/curar tecidos danificados usando materiais sintéticos ou bioldgicos. O uso de
polimeros naturais na producéo de estruturas usadas para estimular o desenvolvimento celular
e a regeneracao tecidual é uma estratégia promissora na medicina regenerativa. Dessa forma,
buscou-se desenvolver scaffolds de polimeros naturais e sintéticos, sendo eles produzidos por
eletrofiacdo e filme, avaliar sua influéncia na viabilidade de queratindcitos humanos entre
essas duas formas de deposicdo do material e compara-los com alguns materiais sintéticos
comercialmente disponiveis. Foram preparadas as seguintes solu¢Bes: 1% de quitosana em
acido aceético 80%; 24% de policaprolactona (PCL) em acido acético 80% e 1% de quitosana
com 24% de PCL em 4cido acético 80%. Os mesmos polimeros e solventes supracitados
foram usados para eletrofiacdo; exceto com a quitosana, onde foi usado o 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HPF) como solvente. Os substitutos dérmicos utilizados neste projeto
foram: Integra™, Matriderm™ e Pelnac™. As células da linhagem de queratinocitos
imortalizados (HaCat) foram semeadas a uma densidade de 50.000 células/poco, diretamente
nas placas de cultura (TCPs) ou sobre os scaffolds. A viabilidade celular foi avaliada com
base nos ensaios Cell Counting Kit-8 (CCK-8), Live/Dead e DAPI ap6s cinco dias de cultivo.
Os resultados da viabilidade por CCK-8 foram expressos como a média normalizada da
absorbancia em comparacdo com a TCPs (controle) e erro padrédo. A comparacdo dos filmes
mostrou que apenas 0 PCL 24% apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle
(<0,05), mostrando uma diminuicdo na viabilidade celular. Comparando os scaffolds
eletrofiados com o controle, nenhum grupo apresentou diferenca estatistica, indicando que a
viabilidade celular foi mantida. Comparando substitutos dérmicos com o grupo controle,
todos mostraram uma diminuicdo estatisticamente significativa na viabilidade celular. Isso
significa que, apesar do sucesso dos materiais comercialmente disponiveis para auxiliar na
cicatrizacdo dérmica, eles diminuem a viabilidade dos queratindcitos in vitro.

Palavras-chave: Medicina Regenerativa. Engenharia Tecidual. Biomateriais. Scaffolds.



ABSTRACT

Tissue engineering uses techniques to manipulate materials and cell cultures, seeking to
replace/cure damaged tissue using synthetic or biological materials. The use of the natural and
synthetics polymers in the production of structures used to stimulate cell development and
tissue regeneration is a promising strategy in regenerative medicine. Thus, it was sought to
develop scaffolds of natural and synthetic polymers, as they are produced by electrospinning
and film, to evaluate their influence on the viability of human keratinocytes between these
two forms of material deposition and to compare them with some commercially available
synthetic materials. The following solutions were prepared: chitosan 1% in acetic acid 80%;
polycaprolactone (PCL) 24% in acetic acid 80% e chitosan 1% with PCL 24% in acetic acid
80%. These films were kept in an oven at 37°C until completely dry. The same polymers and
solvents mentioned above were used for electrospinning; except for Chi, 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HPF) was used as a solvent. The dermal substitutes used in these
projects were: Integra™, Matriderm™ and Pelnac™. Cells of the immortalized keratinocyte
lineage (HaCat) were seeded at a density of 50,000 cells/well, directly in TCPs or over
scaffolds. Cell viability was evaluated based on the Cell Counting Kit-8 (CCK-8), Live/Dead
and DAPI assays after five days of cultivation. The viability results by CCK-8 were expressed
as the normalized mean and the mean standard error values obtained from the absorbance
scaffolds compared to TCP (control). The comparison of the films showed that only PCL 24%
showed a statistical difference compared to the control (<0.05), showing a decrease in cell
viability. Comparing the electrospun scaffolds with the control, no group showed statistical
difference, indicating that cell viability was maintained. Comparing dermal substitutes with
the control group, all showed a statistically significant decrease in cell viability. This means
that despite the success of commercially available materials to aid in dermal healing, they
decrease the viability of keratinocytes in vitro.

Keywords: Regenerative Medicine. Tissue Engineering. Biomaterials. Scaffolds.
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1. INTRODUCAO

A lesdo no tecido cutaneo por queimadura acomete milhares de pessoas anualmente,
sendo considerado um problema de satde publica. Queimaduras podem levar a morte, direta
ou indiretamente, uma vez que o tecido lesionado se torna um ambiente favoravel a infecgdes,
pois faz com que a eficacia da protecdo cutanea seja comprometida, podendo colocar em risco
a vida do individuo afetado (GIORDANI et al., 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2018), estima-se que ocorram cerca de 180
mil mortes anualmente por queimaduras. No caso de sobrevivéncia, a lesdo por queimadura é
considerada a maior causa de morbidades, incluindo hospitalizagcdo prolongada, desfiguragéo
e incapacidade, geralmente com o estigma e rejeicdo resultantes.

No tratamento de pacientes acometidos por queimaduras, 0 mais usual é a utilizacdo
de curativos, e em casos mais graves, uso de suturas. Porém, o uso destes curativos acaba por
irritar a pele, uma vez que devem ser trocados com frequéncia. Com isso, € crescente a busca
por novos materiais que possam atender a necessidade do tecido lesado, que seja resistente a
infeccdes e proporcione maior conforto ao paciente (HENRIQUE et al., 2020). Devido a isso,
diversos pesquisadores tém investigado materiais que sejam: 1) Biocompativeis, evitando a
rejeicdo pelo receptor; 2) Capazes de mimetizar a matriz extracelular, fornecendo suporte
mecanico/fisico para crescimento celular; 3) Biodegradaveis, possibilitando a degradacédo
natural pelo organismo; 4) Atoxicos, evitando alergias e complica¢cfes; 5) Funcionais €; 6)
Bioativos, trazendo beneficios ao tecido que o recebe. Essas caracteristicas sdo estudadas,
podendo ser advindos de materiais naturais ou sintéticos (STEFFENS et al., 2018).

Muitos autores desenvolvem biomateriais poliméricos a serem aplicados na
engenharia tecidual, com finalidade de regeneracdo tecidual por meio do uso de suportes para
crescimento celular, os chamados scaffolds (CARVALHO, 2018; SILVA et al., 2019; JAIN;
SHETTY; YADAYV, 2020).

Polimeros sdo estruturas moleculares extensas, compostos por repeticdes de unidades
pequenas de baixo peso molecular, chamadas de monémeros. O processo de unido destas
repeticbes de mondmeros para a formacdo dos polimeros € chamado de polimeriza¢do. O
nimero de repeticdes de mondmeros e seus arranjos influenciardo diretamente no peso
molecular do polimero e nas suas caracteristicas (NUNES, 2012).

Os materiais compativeis com o organismo humano, chamados de biomateriais,
também podem ser incorporados a materiais bioativos para melhorar/acelerar o processo de

recuperacdo do tecido lesado (SHARIF et al., 2018). Um exemplo de biomaterial é o alginato,
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um polissacarideo derivado da alga marrom e também produzido por bactérias, capaz de
formar solugdes viscosas, granulos, esponjas e microfibras, capazes de auxiliar na
regeneracdo tecidual, além de poder carregar moléculas ativas para auxiliar o tratamento.
Além do alginato, pode-se citar o poli (D, L-lactideo-co-glicolideo) (PLGA), um copolimero
sintético biocompativel, muito utilizado nas ciéncias biomédicas na entrega de farmacos, e
para uso na engenharia tecidual, devido as suas propriedades mecanicas e biodragradabilidade
(MAURMANN; SPERLING, PRANKE, 2018).

Um polimero que também se destaca em pesquisas na area da medicina regenerativa €
0 acido polilatico (PLA), um biomaterial que pode ser biologicamente ou quimicamente
sintetizado, derivado de recursos naturais e renovaveis, aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) e ja utilizado em curativos, devido a suas propriedades mecanicas e
durabilidade (MACEDO, 2018). Rahmani et al. (2020) incorporaram PLA a poli(sebacato de
manitol), a fim de melhorar as propriedades da solucédo e possibilitar a formacao de nanofibras
no processo de eletrofiacdo, obtendo resultados satisfatorios na regeneracao de pele.

A policaprolactona (PCL) é um polimero sintético, derivado do petréleo, aprovado
pela FDA, amplamente utilizado na area médica, devido as suas propriedades de
biocompatibilidade e biodegradabilidade lenta, além de ter uma 6tima resisténcia mecéanica
(MOCHANE et al., 2019). Sharif et al. (2018) fabricaram scaffolds eletrofiados de PCL para
aplicacdo na regeneracdo de pele, cultivados com células-tronco endoteliais humanas, e
obtiveram resultados semelhantes ao controle.

A quitosana € um polimero natural muito utilizado em pesquisas de diversas areas,
sendo ela sozinha ou em combinacdo com outros polimeros naturais e/ou sintéticos, com
objetivo de melhorar a estabilidade da solucdo, buscando avaliar a melhor composicao
polimérica que traga boa regeneracdo do tecido alvo (CRUZ et al.,, 2016; ORYAN;
SAHVIEH, 2017; GARCIA et al., 2018).

Além disso, por ser um polimero natural de caracteristicas variaveis, tendo sua
caracterizacdo ndo padronizada, a reprodutibilidade dos experimentos € um problema. O
produto final de quitosana ird variar conforme sua fonte, método de extragcdo, grau de
desacetilagdo, massa molecular, pureza, entre outros. Além da alta variabilidade das
caracteristicas da quitosana serem um problema, estas informagfes sdo amplamente
negligenciadas nos artigos, o que dificulta a discussao de resultados, principalmente quando
conflitantes (MARQUES et al., 2020).

A quitosana apresenta propriedades antibacterianas e antifingicas, € biocompativel e

biodegradavel, podendo ser facilmente degradada in vivo, por enzimas como a lisozima, por
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exemplo, a oligossacarideos atoxicos, podendo ser excretada pelo organismo de uma forma
ndo prejudicial. Também é um polimero com propriedades antioxidantes, de baixo custo e
renovavel (BAKSHI et al., 2020).

A quitosana pode ser extraida do exoesqueleto de crustaceos, um importante produto
alimenticio da aquicultura brasileira, a qual representou um volume de mais de 15 mil
toneladas no ano de 2017, contribuindo significativamente com a economia do pais. Desta
classe de animais marinhos, cabeca, patas e carapaca sdo residuos sélidos gerados, onde este
ultimo representa cerca de 10% do peso do animal (XIMENES; VIDAL, 2018). Portanto, ha
uma grande biodisponibilidade de matéria prima para extracdo deste biopolimero, além do
interesse ambiental no seu reaproveitamento.

A quitosana por si s6 tem baixa solubilidade em solucdes fisiologicas, tendo de sofrer
manipulacdes processuais para aumentad-la (BAKSHI et al., 2020). Outra caracteristica
desfavoravel é quanto a manipulacdo deste biopolimero, devido a sua alta viscosidade, pois
solugdes mais concentradas muitas vezes sdo impossiveis de formular. Por este motivo, a
quitosana € restrita ao uso na forma ndo modificada para aplicacGes biomédicas, mas devido a
grande quantidade de grupos reacionais proporcionado pelos seus grupamentos amino, €
amplamente estudada nesta area de atuacao (ALI; AHMED, 2018).

Para avaliar a possibilidade de substituicdo de polimeros sintéticos derivados de fontes
ndo renovaveis (petrdleo) por polimeros de origem natural, renovével e biodegradavel, capaz
de ser absorvido pelo organismo de forma atoxica, foi selecionado o polimero sintético
policaprolactona (PCL), devido a resultados prévios obtidos por ensaios in vitro satisfatorios
realizados pelas pesquisadoras, sendo este o parametro controle para comparacao.

Para o desenvolvimento do scaffold, também se deve escolher o melhor modo de
deposicdo polimérica, sendo este capaz de mimetizar a matriz extracelular, estabelecendo um
ambiente favoravel ao crescimento celular (LUO et al., 2019). Com isso, ha grande interesse
em buscar biomateriais que sejam bioativos, atoxicos, de origem preferencial natural e
renovavel, além de determinar qual o melhor método de producéo do scaffold para auxiliar na
adesdo e crescimento celular, podendo assim ser aplicado na engenharia tecidual.

Sendo assim, neste trabalho foram produzidos scaffolds de PCL, quitosana e suas
misturas, para determinar a viabilidade celular de queratindcitos imortais (HaCat),
comparando as solucdes poliméricas e também as formas de deposicdo, sendo eles

eletrofiadas ou por deposicdo manual (solvent casting).
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1.1. OBJETIVOS

Os objetivos gerais e especificos desta pesquisa estdo dispostos nos proximos itens.

1.1.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho de conclusdo de curso é produzir scaffolds por
eletrofiacdo e deposicdo manual a partir de polimeros naturais e sintéticos, comparando-0s
entre si e com alguns substitutos dérmicos comerciais. Para comparacdo destes materiais,

serdo utilizados testes de viabilidade, adeséo e proliferacéo celular.

1.1.2. Objetivos especificos

Sé&o objetivos especificos desta pesquisa:

1) Produzir scaffolds do polimero sintético policaprolactona (PCL), e do polimero natural
quitosana e mistura de ambos;

2) Utilizar dois métodos de producdo dos scaffolds: deposi¢cdo polimérica manual e
eletrofiacdo;

3) Caracterizar os scaffolds produzidos, quanto a sua morfologia, topografia da superficie
e secOes transversais por microscopia eletrénica de varredura (MEV);

4) Comparar o0 polimero natural quitosana, o sintético PCL e a mistura de ambos,
utilizados como suporte celular, quanto a adesdo, proliferacdo e viabilidade celular;

5) Comparar os método de obtencdo dos scaffolds (deposicdo manual e eletrofiacdo),
utilizados como suporte celular, quanto a adeséo, proliferacéo e viabilidade celular;

6) Comparar os scaffolds produzidos com os substitutos dérmicos existentes no mercado

quanto a adeséo, proliferacéo e viabilidade celular.
1.2. JUSTIFICATIVA
O uso de scaffolds de natureza polimérica para aplicacdo em substitutos dérmicos com

0 objetivo de acelerar a regeneracdo do tecido cutdneo tém se destacado na medicina

regenerativa, por oferecer um melhor resultados na adeséo e proliferacdo celular (WU et al.,
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2020), quando comparado aos métodos convencionais, como a terapia topica, enxertia
autologa, entre outros (PINHO et al., 2016).

Ha no mercado diversas opgOes de substitutos dérmicos sintéticos acelulares que
demonstram eficiéncia no tratamento de pele lesionada, porém, ha um alto custo de mercado
agregado. Além da necessidade de encontrar uma alternativa economicamente viavel a este
material, também é importante buscar uma matéria prima funcional e renovével, visando
substituir materiais derivados de petroleo, uma fonte de recurso finita e ndo renovavel.

Em busca de alternativas econdmica e sustentavelmente viaveis, este trabalho de
conclusdo de curso propGe comparar o polimero sintético PCL, derivado de petréleo, com o
polimero natural quitosana, e com substitutos dérmicos sintéticos comerciais ja utilizados no
tratamento de lesbes de pele. Para isto, serdo produzidos scaffolds dos referidos polimeros e

suas misturas, bem como a analise da melhor forma de deposicao no processo de fabricacéo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo serd apresentada uma revisao da literatura abordando os principais temas

do trabalho proposto.

21. APELE

A pele é o 6rgdo com maior area de superficie do corpo humano, sendo constituido
por, aproximadamente, 16% do peso corporal. Sua principal funcdo é proteger o corpo contra
agentes externos, por meio do seu revestimento. Também é capaz de fornecer a troca gasosa
entre o sistema interno e externo, uma funcdo essencial para o bom funcionamento das
reacOes bioquimicas que ocorrem internamente, contribuindo para a homeostase do organismo
(JOODAKI; PANZER, 2018).

Também chamada de tegumento, a pele (figura 1) é composta por um grupo de tecidos
que funcionam em harmonia: a epiderme (camada mais externa), seguida da derme e
hipoderme (camada mais interna), juntamente das estruturas anexas, que estdo presentes entre
os tecidos, sendo elas o sistema vascular, pélos, poros, glandulas sebaceas e sudoriparas
(BOHJANEN, 2015).

Figura 1 - Estrutura da pele.
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Fonte: Bohjanen (2015).
A hipoderme, camada mais interna da pele, € rica em tecido adiposo, que auxilia na
diminuicdo da perda de calor pelo corpo e reserva energética (gordura). Esta possibilita a

unido da derme aos tecidos e 6rgaos subjacentes (CARLSON, 2014).
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Sobre a hipoderme estd a derme, responsavel pelas propriedades elasticas e de
sustentacdo da pele, oportunizada pelo grande numero de fibras colagenas e elasticas.
Também abrigam vasos sanguineos, glandulas sebaceas e sudoriparas, foliculos pilosos, além
de nervos, sendo estes responsaveis pela sensibilidade ao tato, temperatura, dor e pressdo
(SHIER; BUTLER; LEWIS, 2016).

Acima da derme encontra-se a epiderme, camada mais externa da pele. Esta é
composta por uma membrana basal de células-tronco, diretamente em contato com a derme,
que se diferenciam em células importantes para a estrutura da camada externa da pele, como
queratinocitos (produtores de queratina — impermeabilizantes da pele), melandcitos
(produtores de melanina — pigmentam a pele), células tateis (sensibilidade da pele) e células
de Langerhans (fagocitam microorganismos estranhos — ativadoras do sistema imunoldgico).
Com excecdo desta ultima, as células da epiderme sofrem mitoses constantes para repor as
células mortas da superficie da pele, que sdo as células achatadas, compactas e sobrepostas
que se desprendem a cada 26 a 28 dias, proporcionando a renovacdo celular (BOHJANEN,
2015).

Além da epiderme, a camada externa da pele conta com uma fina capa protetora,
composta de suor e sebo, fornecido pelas glandulas sudoriparas e sebaceas, respectivamente.
Esta camada mantém a pele saudavel, conservando-a lubrificada e hidratada, impedindo a
perda excessiva de liquidos (BOHJANEN, 2015).

O comprometimento desse 6rgdo decai sua capacidade de proteger 0os componentes
internos do corpo humano, deixando-o suscetivel a invasdo por patdgenos, alterando
negativamente suas atividades bioldgicas. Este rompimento pode-se dar por lesdes na pele
causadas por agentes quimicos, térmicos, elétricos ou radioativos, resultando em queimaduras
ou rompimentos na pele (GIORDANI et al., 2016).

2.2. LESAO DO TECIDO CUTANEO — QUEIMADURA

A lesdo no tecido cutaneo por queimadura, que acomete milhares de pessoas
anualmente, é considerada um problema de saude publica. Queimaduras podem levar a morte,
direta ou indiretamente, uma vez que o tecido lesionado tem sua protecdo cutanea
comprometida, podendo colocar em risco a vida do individuo afetado (GIORDANI et al.,
2016).

As lesdes do tecido cutdneo por queimadura sdo categorizadas conforme a sua

gravidade, sendo a profundidade do tecido alcancado pelo trauma o agravante, podendo ser de



19

primeiro, segundo ou terceiro grau, e subdivididas entre superficiais e profundas
(DRIGALLA; GEMMILL, 2013).

A figura 2 demonstra como a queimadura € classificada, conforme a profundidade em
que a queimadura acomete a pele.

Figura 2 - Categorizacéo da lesdo do tecido cutaneo por queimadura.

3° grau
» 2° profundo
2° médio
L——» 2° superficial
»1° grau

Fonte: Vana (2017).
Na extrema esquerda da figura 2, encontra-se a superficie de uma pele sadia. No

segundo bloco retangular, € representada uma pele com uma queimadura de primeiro grau, a
qual atinge apenas a superficie da pele (epiderme). Este tipo de lesdo é capaz de se regenerar
espontaneamente, entre 5 a 10 dias, com auséncia de cicatrizagdo. Os trés blocos seguintes da
figura 2 exemplificam queimaduras de segundo grau, as quais atingem a epiderme e derme,
sendo a pele regenerada espontaneamente no periodo de 10 a 60 dias, dependendo da
profundidade atingida (DRIGALLA; GEMMILL, 2013).

As queimaduras de terceiro grau, como ilustrado na figura 2 pelo bloco retangular da
extrema direita, s&0 mais agressivas e profundas, lesando totalmente a epiderme e derme,
podendo também atingir a hipoderme, causando perda da sensibilidade na regido atingida por
acometer as terminacBes nervosas. Para o tratamento deste Ultimo caso, é necessaria
intervencg&o clinica, sendo utilizadas técnicas como o autoenxerto, onde o tecido cutaneo é
coletado de uma parte sadia do corpo do proprio ferido (“padrao ouro”, por eliminar riscos de
rejeicdo imunologica); o aloenxerto, que utiliza tecido cutaneo da mesma espécie, mas de
outro individuo, e; com menos frequéncia, o xenoenxerto, que utiliza tecido cutaneo de outra
especie. Com uso destas técnicas de enxertia, seja ela qual for, ha diversas desvantagens,
como morbidades locais no doador e escassez de material bioldgico, além de riscos de
infeccdo (FERRIGNO et al., 2020).
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Dependendo da gravidade e do local do tecido lesado, ha possibilidade da
permanéncia de sequelas, comprometendo a estética da pele, podendo causar desconforto e
constrangimento do acometido frente a sua nova aparéncia, uma vez que estas sequelas
podem estar associadas a amputacgdes e deformidades (CAETANO; CABANA; LIMA, 2017).
Visto isto, é de suma importancia considerar o acompanhamento psicolégico aos pacientes
para minimizar estes danos e evitar que o paciente entre em um quadro psicoldgico depressivo
(GIORDANI et al., 2016).

Ademais, muitos pacientes necessitam de fisioterapia como tratamento de reabilitacao
para evitar contraturas musculares e de cicatriz, lesdes hipertroficas, entre outros. Sendo
assim, para que o paciente retorne a sua funcionalidade, pode-se considerar que o tratamento
completo de um paciente que sofreu queimaduras é de ordem multidisciplinar, envolvendo
diversas areas da salde para que se possa obter um resultado satisfatério (SOUZA et al.,
2019).

Com isto, substitutos dérmicos sintéticos podem ser empregados, pois sdo passiveis de

esterilizacdo sem danificar o material, diminuindo assim o indice de infeccdo/rejeicao.

2.3.  SUBSTITUTOS DERMICOS

Para queimaduras mais agressivas, como as de segundo grau profundo e terceiro grau,
utiliza-se técnicas de enxertia, necessitando o uso de curativos aliados a antibidticos, que
sejam capazes de conter as possiveis contaminagcfes por agentes patégenos externos, uma vez
que a camada externa de protecéo (pele) foi comprometida pela lesdo (CALONGE, 2018).

Curativos convencionais, como ataduras elasticas e compressas de algoddo, podem
lesar tecidos recem-formados durante as trocas de curativos, além de possibilitar o contato
repentino ao ambiente externo, possibilitando a contaminacdo do ferimento (CALONGE,
2018). Com isso, substitutos dérmicos sintéticos se sobressaem, tanto por proporcionar uma
melhor protecdo a ferida, quanto por ndo haver necessidade de troca frequente do curativo.
Além disso, feridas crbnicas geralmente ndo sdo curadas com uso de tratamento topico
convencional, o qual acaba por ser complementado com uso de substitutos dérmicos
(AGENCY FOR HEALTHCARE RESEARCH AND QUALITY, 2020).

Segundo Ferreira et al. (2011), os substitutos dérmicos sintéticos séo confeccionados a
partir de manipulacGes de materiais com uso de técnicas de engenharia tecidual, com
configuragdes estruturais dependentes do tipo e extensdo de ferimento. Complementa ainda,

que oS substitutos dérmicos podem ser denominados como “um grupo heterogéneo de
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elementos bioldgicos e/ou sintéticos que possibilitam a oclusdo temporéria ou permanente das
feridas”. Salienta que a classificagdo de substituto dérmico pode abranger xenoenxertos,
aloenxertos e combinagdes com queratindcitos aos curativos sintéticos, sempre em busca da
maior semelhanca possivel com a estrutura e condi¢des fisiologicas da pele do paciente.

Segundo Nathoo, Howe e Cohen (2014), um substituto dérmico ideal deve “ser
durdvel, totalmente aut6logo, endotelializado e conter estruturas anexiais e células-tronco
adultas”, além de proteger o tecido de infecgdes e da perda de liquidos e ter uma relagao
custo/beneficio positiva. Os autores salientam que esta idealidade € ainda inexistente, e que
estas matrizes deérmicas sdo utilizadas como complemento a tratamentos, visando a
maximizagdo de sucesso na cura do tecido lesado. Acrescentam, ainda, que 0s substitutos
dérmicos sdo capazes de oferecer “clementos de matriz, fatores de crescimento e funcdes de
sinalizagdo paracrinas que favorecem um estado de cura”.

Outras caracteristicas esperadas em um substituto dérmico de sucesso é que ele seja
biocompativel, biodegradavel, capaz de promover a vascularizacdo e ser atéxico, visando,
assim, evitar reacdes alérgicas e cirurgias posteriores. Um bom substituto dérmico também
precisa apresentar um facil manuseio e resisténcia para resistir as forcas de cisalhamento
resultantes da sua aplicacdo sobre a area afetada, principalmente em locais de dobras. Além
disso, também deve permitir o fluxo de células formadoras das camadas que constituem
aquela area afetada (AGENCY FOR HEALTHCARE RESEARCH AND QUALITY, 2020).

Com base nas caracteristicas estudadas para a melhoria nos resultados de recuperagédo
de pele lesada, ha diversas opcBes de substitutos dérmicos acelulares no mercado, conforme
demonstrado no quadro 1.

Quadro 1- Exemplo de substitutos dérmicos disponiveis no mercado.

Marca Caracteristica Composicgéo bésica Fonte

Alloderm Camada Unica: matriz Derme liofilizada de cadaver. https://hcp.alloderm.com/

Select™ (RTM) | dérmica. Sem reticulagdo quimica.

Integra™ Matriz dupla: uma Coléageno bovino+ http://www.ilstraining.com/
porosa (colageno) e glicosaminoglicano + BMWD/brochures/ER3798
uma de silicone. condroitina-6-sulfato derivado 02_10_IBWM_TreatGuideB

de tubarao, e silicone. ooklet.pdf
Reticulado quimicamente.

DermaMatrix™ | Camada Unica: matriz Derme liofilizada de cadaver. http://synthes.vo.lInwd.net/o

(Synthes, West | dérmica. Sem reticulagdo quimica. 16/LLNWMB8/US%20Mob

Chester, Pa.). ile/Synthes%20North%20A

merica/Product%20Support
%20Materials/Brochures/M
XBRODermaMatrixAcellula

rJ7237F.pdf
Permacol™ Camada Unica: matriz Colageno suino. Reticulado https://www.medtronic.com/
(Tissue Science | dérmica. quimicamente. covidien/en-

Laboratories, us/products/hernia-
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Hampshire, repair/permacol-surgical-
Reino Unido) implant.html

Matriderm™ Camada Unica: matriz Colageno bovino e elastina. https://medskin-

(Skin & Health | dérmica. Sem reticulagéo quimica. suwelack.com/matriderm-
Care, Alemania) dermal-matrix

Pelnac™ Matriz dupla: uma Coléageno suino e silicone. Sem | https://www.gunze.co.jp/e/m
(Gunze Corp., porosa (colageno) e reticulacdo quimica. edical/products/pdf/pelnac_c
Japén) uma de silicone. atalog.pdf

Entre os substitutos dérmicos explicitados no quadro 1, pode-se notar que ha derivados
de cadaveres humanos e de animais. Aqueles derivados de cadaveres humanos séo,
geralmente, liofilizados, sendo desprovidos de reticulagdo quimica. A reticulacdo quimica em
substitutos dérmicos tem sido menosprezada em aplicagdes no tratamento de pele, pois
demonstram interferéncia negativa na regeneracdo de tecidos moles. Os substitutos de dupla
camada oferecem maior protecdo aos ferimentos, uma vez que sdo capazes de isolar com
melhor eficiéncia o ambiente externo do interno com a fina camada de silicone, além de
serem capazes de controlar a perda de liquidos e gases (NATHOO; HOWE; COHEN, 2014).

Além dos substitutos dérmicos acelulares, é promissor o uso de células pré-cultivadas
do préprio paciente sobre as matrizes dérmicas. Um exemplo disso é o substituto dérmico
TransCyte™ , composto por uma matriz dupla, sendo uma porosa de poli(acido latico-co-
acido glicolico) (PLGA) e outra de nailon, com a mesma funcionalidade daquelas silicone
citadas anteriormente. Neste, os fibroblastos sdo previamente cultivados in vitro e o substituto
dérmico celular é implantado sobre a lesdo. Em comparacdo aos aloenxertos e curativos
acelulares, o substituto cutaneo celularizado destaca-se com resultados superiores de cura
(UNITEDHEALTHCARE, 2020). Segundo Debels et al. (2015), este scaffold torna-se, em
média, quinze vezes mais caro que o substituto Biobrana™, que é basicamente o TransCyte™,
sO que acelular. Além do fator econdmico, acrescenta que, por conter nailon na composicéo,
ndo € apropriado para aplicacdo em pele.

Apesar de serem efetivos no auxilio ao tratamento de recuperacdo de pele lesada por
queimadura, diminuindo o tempo de regeneracdo do tecido e as infec¢Oes (comparando a
utilizacdo de retalhos livres), melhorando a estética da cicatriz, entre outros, os substitutos
dérmicos sintéticos acelulares hoje comercializados sdo de dificil acesso, devido seu alto
custo (NATHOO; HOWE; COHEN, 2014). Visto isto, hd necessidade de desenvolver
materiais que tenham uma melhor relacéo custo beneficio e de igual ou superior eficiéncia.

Com isso, surgem as técnicas de engenharia tecidual, buscando materiais que superem

as limitagdes dos substitutos dérmicos sintéticos disponibilizados no mercado.
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2.4. ENGENHARIA TECIDUAL

A engenharia tecidual € um ramo da medicina regenerativa que busca o
desenvolvimento de biomateriais celulares, capazes de recuperar, reparar ou melhorar o tecido
lesionado ou um 6rgéo inteiro. A escolha do tipo celular a ser implantado neste biomaterial é
essencial para que o tratamento obtenha sucesso, sendo as células-tronco as mais utilizadas
em diversos estudos (GUADIX; ZUGAZA; GALVEZ-MARTIN, 2017).

Segundo Galvez-Martin, Ruiz e Clares (2018), a engenharia tecidual visa utilizar
“células-tronco, celulas especializadas e seus componentes extracelulares; além de fatores que
aceleram a proliferagdo ou a diferenciacdo celular, sobre uma matriz de suporte, com o
objetivo de reproduzir uma estrutura 3D funcional e similar ao tecido ou 6rgdo danificado”.

O suporte supracitado é comumente chamado de scaffold. A construcdo estrutural dos
scaffolds busca mimetizar a matriz extracelular, visando proporcionar um ambiente mais
proximo do natural para a adeséo e proliferacdo celular, obtendo assim melhores resultados de
adesdo e viabilidade celular, quando comparado ao controle (semeadura direto no poco da
Tissue Culture Plate - TCP), sem o uso do scaffold) (MAURMANN; SPERLING; PRANKE,
2018).

Para que haja uma boa resposta ao scaffold, as células previamente cultivadas devem
adaptar-se ao sistema a elas oferecido. Com isso, o biomaterial deve atender as necessidades
das células, tendo caracteristicas como uma estrutura 3D capaz de mimetizar a matriz
extracelular, propriedades mecanicas que possibilitem o desenvolvimento bioldgico daquelas
células, preservando assim sua estabilidade fenotipica. Providas de um ambiente apropriado,
as células sdo capazes de aderir e proliferar naquele scaffold, tendo assim a capacidade de
auxiliar positivamente a regeneracao tecidual in vivo (FANG; WANG; LIN, 2011).

Sendo assim, um scaffold apropriado (figura 3) deve ter um alto grau de porosidade,
uma boa distribuicdo no tamanho dos poros e uma grande &rea superficial disponivel.
Também deve ser biodegradavel, tendo uma boa taxa de degradacdo e formacdo de novo
tecido. Deve ter propriedades mecéanicas capazes de suportar os poros, impedindo sua ruptura
quando houver a formagéo do novo tecido. Por ultimo, o scaffold deve ser atdxico, tendo uma
boa interacdo com as células, sendo capaz de promover a adesdo e subsequente proliferacéo
celular, além de propiciar a diferenciagdo celular. A adigdo de sinalizadores ao scaffold, como
fatores de crescimento, propicia a melhora das condices de regeneracdo tecidual
(MAURMANN et al., 2017; FANG; WANG; LIN, 2011).
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Figura 3 - Caracteristicas necessarias para um scaffold ser utilizado na Engenharia Tecidual.
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Fonte: Adaptado de Maurmann et al., (2017).

Portanto, pode-se concluir que a engenharia tecidual (figura 4) utiliza da multiplicacéo
celular do préprio doador (1 e 2) sob condicBes controladas in vitro, para posterior cultivo
sobre os scaffolds, com ou sem a adicdo de fatores de crescimento (3 e 4). Apds a
identificacdo de uma boa adesdo e crescimento celular, este scaffold bioativo pode ser
implantado no tecido lesado (5), buscando auxiliar a regeneracdo tecidual.

Figura 4 - Producéo de biomateriais para uso na Engenharia de Tecidos.

=

Fonte: Nobre, (2016).
25. POLIMEROS

Polimeros sdo macromoléculas constituidas pela ligacdo quimica entre os mondmeros,
que sdo pequenas estruturas de baixo peso molecular. Quando um mondmero se liga a outro
mondmero, passam a ser chamado de meros, 0 que caracteriza 0 home polimero (do Grego,
poli = muito; mero = parte) (NUNES, 2012).

A figura 5 representa um monbémero e seu respectivo polimero, neste caso, 0
polietileno.
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Figura 5 - Representacdo de um polimero.
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Fonte: Nunes, (2012).

Segundo Nunes (2012), a partir de um monémero de baixo peso molecular o polimero
pode formar-se por meio de reagcdes em cadeia ou por reacdes de polimerizagédo de adigcdo ou
condensacdo. As ligacGes formadas podem ser reversiveis ou irreversiveis, de maneira natural
ou induzida (usando calor ou reagentes).

Ap0s o tratamento de polimerizagdo, o “n” subscrito na figura 5 representa o nUmero
de repeticdes de monémeros. O comprimento, isto é, quantos mondmeros ha em um polimero,
é chamado de Grau de Polimerizacdo (GP). O Grau de Polimerizacdo influencia diretamente
no peso molecular do polimero, que pode ser calculado a partir da multiplicacdo da massa
molecular do mondmero pelo seu nimero de repetices (n); e em suas caracteristicas, como
viscosidade, espalhamento da luz polarizada, entre outros (PAVANATI, 2015).

Polimeros podem ser constituidos por um Gnico tipo de monémero, chamados de
homopolimero, ou por mais de um tipo de mondémero, chamado de copolimero. Um exemplo
desta classificacdo é o polipropileno (PP), que pode ser um homopolimero, quando
polimerizado a partir de monémeros de propeno, ou entdo um copolimero, quando
polimerizado a partir combinagdes de mondmeros de propeno e eteno (PAVANATI, 2015).

Os polimeros podem ser classificados conforme sua origem, podendo ser naturais ou
sintéticos. Os polimeros naturais sdo aqueles extraidos da natureza, sem alteracdes em sua
estrutura, podendo ser de origem vegetal, animal e mineral (BRAVO; TAMAYO; LINARES,
2018). Além destes, também ha polimeros que se originam do metabolismo de fungos e
bactérias (os biopolimeros), tendo como vantagem a degradacdo natural no decorrer de um
tempo ndo muito longo (MANO; MENDES, 2013). Polimeros sintéticos sdo aqueles que sdo
produzidos artificialmente em laboratdrio, geralmente proveniente de material fossil, isto e,
ndo renovavel, sendo muitas vezes estruturalmente parecidos com o0s naturais. Estes surgiram
para superar certas limitagcbes do uso dos polimeros naturais, como propriedades mecanicas e
térmicas, mas tém degradacdo geralmente mais lenta, podendo assim ser um problema
ambiental (BRAVO; TAMAYO; LINARES, 2018).
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Uma propriedade muito importante dos materiais poliméricos é a degradabilidade, isto
é, que sejam capazes de se degradar na natureza (GEORGE; SHAH; SHRIVASTAYV, 2019).
O conceito de biodegradabilidade de um polimero é aplicado aquele de origem natural ou
artificial, sem ramificacGes ou contido de grupos funcionais éster, amida ou acetal, podendo
assim ser degradado no meio ambiente. Polimeros de origem natural tem a vantagem sobre 0s
sintéticos no que tange a emissdo de CO,, uma vez que sdo capazes de emiti-lo de forma
neutra ao final de seu ciclo de vida, ndo causando nenhum dano aos seres vivos (THOLIBON
etal., 2019).

Na engenharia tecidual, ha grande interesse na busca de biomateriais com capacidade
de serem metabolizados e degradados pelo organismo receptor no processo de regeneragao
tecidual, evitando que haja necessidade da retirada destes implantes. Além disso, também é
almejado que o biomaterial seja bioativo, trazendo algum beneficio adicional ao receptor
(FABBRI et al., 2017; TOMAZ et al., 2018; RAHMANI et al., 2020).

Nos préximos subitens, serdo detalhados os polimeros abordados neste estudo.

2.5.1. Policaprolactona - PCL

O polimero policaprolactona [poli(e-caprolactona)] (PCL) pertence a familia dos
poliésteres alifaticos sintéticos, derivado de petroleo, tendo como diferencial positivo a sua
biodegradabilidade. Este polimero é amplamente utilizado em materiais cirlrgicos e em
matrizes carregadoras de compostos ativos, na area farmacéutica, devido as suas propriedades
absorviveis e baixa toxicidade em condi¢des biologicas (DWIVEDI et al., 2020).

A sintese da PCL (figura 7) pode ser realizada a partir da abertura do anel de e-
caprolactona e polimerizacdo, com uso de catalisadores anidbnicos e catibnicos
(JANMOHAMMADI; NOURBAKHSH, 2018).

Figura 6 - Sintese da poli(e-caprolactona) — PCL.
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Catalizadores

e-caprolactona Policaprolactona
Fonte: Gomes, (2017)

A PCL é considerada um polimero termoplastico de cadeia linear, semicristalino e

hidrofébico, sendo compativel com diversos solventes orgéanicos. Devido a presenca de
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grupos éster facilmente hidrolisaveis, que irdo gerar e-hidroxil ap6s completar a degradacao
de &cido acético biodegradavel, conferem boa biocompatibilidade, degradabilidade e baixa
toxicidade aos produtos gerados a partir deste polimero (SHAO et al., 2020).

A PCL possui a capacidade de formar blendas poliméricas com diversos biopolimeros,
como a quitosana, PLA, entre outros. Assim como o PLA, a PCL é aprovada pela Food and
Drug Administration (FDA) e pela European Medicine Agency (EMA). Devido a isso, €
grande o interesse cientifico e industrial neste material. Porém, por ser derivado de uma fonte
ndo renovavel e finita, é de interesse cientifico e ambiental que sejam buscadas alternativas ao
uso deste polimero (MAURMANN et al., 2017).

2.5.2. Quitosana

Um dos polimeros amplamente utilizados em pesquisas relacionadas a ciéncias
biomédicas e engenharia de tecidos é a quitosana, sendo ela sozinha ou em uma mistura
polimérica, com o objetivo de melhorar a estabilidade da solucdo, buscando avaliar a melhor
composicdo polimérica que traga melhorias na regeneracdo do tecido alvo (ORYAN;
SAHVIEH, 2017; GARCIA et al., 2018).

O motivo pelo qual a quitosana é amplamente utilizada em pesquisas é por ter
propriedades  antibacterianas e  antifingicas, = mucoadesivas, analgésicas, de
biocompatibilidade e biodegradabilidade, ser atoxica e antioxidante, ter capacidade
hemostatica, acelerar a regeneracdo e reepitelizacdo dérmica (SANTOS et al., 2019; SILVA
etal., 2019).

A quitosana pode ser degradada in vivo por vérias enzimas produzidas pelos seres
humanos, resultando em oligossacarideos atoxicos, que podem ser excretados ou incorporados
a glicosaminoglicanos e glicoproteinas (SANTOS et al., 2019).

E um polissacarideo facilmente processado, sendo obtido pela desacetilacio da
quitina, o segundo polimero natural mais abundante (sendo o primeiro a celulose), encontrado
principalmente no exoesqueleto de artropodes, mas também em paredes celulares de fungos.
Tem baixo custo e é renovavel, uma vez que pode ser extraida principalmente da carapaca de
crustaceos, um residuo abundante na industria pesqueira (GARCIA et al., 2018).

A partir da N-desacetilagdo da quitina por hidrélise alcalina em um processo
termoquimico, forma-se a quitosana, que é um copolimero linear estruturado por ligacGes
glicosidicas randémicas B-(1—4), que unem as unidades monoméricas 2-desoxi-N-acetil-D-

glucosamina a 2-desoxi-D-glucosamina (figura 8). O grau de desacetilagdo da quitina
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interfere linearmente nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas da quitosana, uma vez
que expressa o conteido médio de residuos acetilados presentes nas cadeias deste biopolimero
(ALI; AHMED, 2018).

Figura 7 - Desacetilacdo do polimero natural quitina para a formacéo de quitosana.

NaOH

desacetilagéo

quitina

+ n CH,COONa

quitosana
Fonte: Weber, 2016.

A quitosana tem um grupo funcional amino (posigdo C-2) e dois grupos hidroxila
(posicbes C-3 e C-6), conferindo versatilidade as modificacdes quimicas a cada repeticao
destes. Por ter grupos funcionais amino (-NH,), a quitosana é um polissacarideo soltuvel em
solvente organico em meio &cido quando tém seu grau de desacetilacdo superior a 50%,
possibilitando a protonacdo do seu grupamento amino (-NH®*"). Com isso, é possivel conferir
maior estabilidade aos materiais por meio da rede de liga¢bes de hidrogénio em meio sélido,
proporcionando boas propriedades mecanicas sob forma de materiais de filme ou fibra
(AHMED et al., 2018).

Devido as caracteristicas supracitadas, a quitosana tem sido amplamente estudada,
buscando sempre a melhora da estabilidade das solu¢des poliméricas. Ha grande destaque na
industria, sendo utilizada na area da salde, em matrizes carregadoras de compostos ativos,
podendo ser utilizada em formato de capsulas de gel, nanoparticulas e fibras eletrofiadas ou
filme, em curativos no auxilio a cicatrizacdo de pele, em tratamentos estéticos, entre outros, e
também na area de alimentos, como suplemento alimentar, embalagens ecoldgicas, entre
outras aplicacdes (ALI; AHMED, 2018).

2.6. METODOS DE FABRICAGAO DOS SCAFFOLDS

A forma de producdo pode afetar o sucesso do scaffold em relagdo as propriedades

estruturais, influenciando na adesdo e proliferacdo celular. Portanto, faz-se necessario
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escolher um método de deposicdo a ser aplicado, buscando oferecer um ambiente mais
préximo possivel a matriz de origem da célula (LUO et al., 2019).

Scaffolds do tipo filmes, fabricados por deposicdo da solucdo de forma manual, sdo
compostos de finas camadas de material que podem ser utilizados para cobrir, separar ou
embalar produtos e superficies. S&8o capazes de criar uma barreira a invasdo de
microrganismos, permitindo a troca de gases, além de reduzir a perda de agua. A espessura do
filme influencia nas propriedades mecénicas e na permeabilidade do filme (SUHAG et al.,
2020).

A técnica de eletrofiagdo pode proporcionar ao scaffold caracteristicas favoraveis para
0 uso em condigdes fisioldgicas, uma vez que permite total evaporacdo do solvente durante o
processamento da solucdo, alta porosidade e area por unidade de massa, proporcionando um
bom ambiente para diferenciacdo celular. Além disso, diversas caracteristicas do scaffold
podem ser ajustadas, como modificar as tensdes aplicadas, a densidade da solucdo, utilizando
solventes de diferentes capacidades condutivas, velocidade de bombeamento, entre outros
(MOGHADAM et al., 2016).

Nos subitens seguintes, serdo exemplificadas as técnicas que foram estudadas nesta

pesquisa, sendo elas a eletrofiagcdo e a deposi¢ao manual.

2.6.1. Técnica de Eletrofiacdo

Em 1914, Zeleny estudou o comportamento de fluidos sendo dispersados de um tubo
metélico por inducdo de forcas eletrostaticas. Em 1969 o estudioso Geoffrey Ingram Taylor
descreveu o comportamento do cone produzido pela goticula formada na ponta de uma agulha
ao induzir um campo elétrico, onde conseguiu modela-la matematicamente, nomeando-a de
“Cone de Taylor” (figura 9). A partir destas constatagdes, o pesquisador Rayleigh, seguido
por Morton e Cooley, patenteou, em 1987, o método de dispersdo de fluidos com uso de
forcas eletrostaticas, denominado de eletrofiacio (MOHAMMADZADEHMOGHADAM et
al., 2016).

A técnica de eletrofiacdo, ilustrada pela figura 9, consiste basicamente em trés
componentes principais: i) uma seringa com a solugéo polimérica, ii) um coletor metalico e
iii) uma fonte de alimentacdo de alta tensdo entre a ponta da agulha e o coletor metalico
(MAURMANN; SPERLING; PRANKE, 2018).
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Figura 8- (a) Técnicas de eletrofiacdo e (b) formacdo do Cone de Taylor.
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Fonte: Adaptado de Maurmann et al., 2019.

Inicialmente, a solucdo polimérica é bombeada para a ponta da agulha a uma
velocidade ajustavel e constante. O diferencial de tensdo gerado pela fonte fard com que a
superficie da solucdo seja eletrificada na ponta da agulha, deformando-a em forma conica,
possibilitando assim a formacéo do cone de Taylor. Quando a tensdo gerada atinge um ponto
critico, as forcas de repulsdo eletrostatica prevalecem, superando a tensdo superficial da
solucgéo, fazendo com que esta seja ejetada de forma linear e constante, sendo depositada sob
o suporte coletor (MOHAMMADZADEHMOGHADAM et al., 2016).

Por mais que o meétodo de eletrofiacdo pareca facil de ser operado, ha muitos
pardmetros que influenciam no resultado. Este método envolve trés pardmetros distintos: a
solugdo, o processamento e o ambiente. Estes trés pardmetros influenciam no didmetro da
nanofibra, morfologia do scaffold, propriedades mecanicas da estrutura 3D e na porosidade,
assim como no tamanho dos poros (KITSARA et al., 2017).

Em relacdo a solucdo, para que ela seja eletrofiavel!, deve-se considerar sua
viscosidade, concentracdo, peso molecular, tensdo superficial e condutividade elétrica, e cada

variavel tem uma resposta na solucdo (COSTA et al., 2012).

! Solucdo estavel, capaz de gerar nanofibras continuas, pelo método de eletrofiacéo.
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A viscosidade da solugdo pode ser ajustada a partir de alteragfes na concentracdo do
polimero, sendo diretamente proporcional a viscosidade da solugdo. O peso molecular
também influencia na viscosidade, uma vez que uma molécula “mais pesada”, isto ¢, de maior
massa molecular, resultard em uma solucdo mais densa. Para que a solucdo seja capaz de
gerar fibras continuas, precisa ter uma viscosidade consideravel, mas também ndo pode ser
viscosa ao ponto de ndo ser possivel ejeta-la pela ponta da agulha no processo de eletrofiacéo.
Com isso, faz-se necessario considerar uma concentracdo limite para se obter a viscosidade
desejada (KISHAN; COSGRIFF-HERNANDEZ, 2017).

A concentracdo interfere, também, no didmetro da fibra, de modo que quanto maior a
concentracdo da solucdo, mais viscosa serd, € maior o didametro da fibra. Uma solucdo com
alta viscosidade diminui a probabilidade da formacdo de beads® poros e microporos na
superficie do biomaterial. Em contrapartida, uma solucdo muito diluida pode resultar em
fibras combinadas com beads e particulas. Portanto, para gerar uma fibra uniforme e sem
beads, é importante encontrar a concentracdo ideal para o peso molecular do polimero
utilizado na solucao (KISHAN; COSGRIFF-HERNANDEZ, 2017).

Além de influenciar na concentracdo da solucdo, o peso molecular dos polimeros
também influencia na morfologia da fibra, bem como nas propriedades elétricas e fisicas da
solugdo, incluindo condutividade elétrica, viscosidade, resisténcia dielétrica, tenséo
superficial e nUmero de entrecruzamentos poliméricos na solugcdo. Uma solucdo cujo peso
molecular é alto gera fibras com didametros maiores, enquanto que solu¢cdes com baixo peso
molecular levam a fibras com poros e beads (MOHAMMADZADEHMOGHADAM et al.,
2016).

A condutividade elétrica da solucdo é um pardmetro muito importante, uma vez que €
por meio desta que havera a dispersao de cargas dentro da solucdo, possibilitando que o fluido
possa ser transportado pela agulha até o prato coletor. Esta caracteristica é empregada a
solugdo pela natureza do solvente e do soluto. Solugdes com condutividades elétricas altas
resultam em fibras com didmetros reduzidos, podendo haver rompimentos na continuidade
das fibras (RODRIGUEZ-TOBIAS; MORALES; GRANDE, 2019).

Os parametros que interferem no processamento envolvem o fluxo da solugéo, a forca
do campo elétrico, a distancia entre a placa coletora e a ponta da agulha, o formato da ponta
da agulha, a composicdo da solugdo e a geometria do  coletor
(MOHAMMADZADEHMOGHADAM et al., 2016).

2 . x . . .
Defeitos na formag&o das fibras, em formas circulares em pontos da fibra.
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A tensdo superficial é neutralizada por forcas repulsivas eletrostaticas aplicadas por
meio de uma tensdo de alta poténcia durante o processo de eletrofiagdo. Uma baixa tenséo
superficial gera menor probabilidade de formar beads. Ja a condutividade elétrica da solucéo
influencia na formacdo e estrutura da fibra, que varia conforme as caracteristicas das solugdes
(tipo de polimero, solvente e presenca de sais ionizaveis) (KISHAN; COSGRIFF-
HERNANDEZ, 2017).

O diametro do filete de solucdo ejetada varia inversamente com a raiz cubica da
condutividade elétrica da solu¢do. Condutividades mais elevadas induzem ao afinamento das
micro e nanofibras e diminuem a probabilidade do surgimento de beads, mas quando séo
muito elevadas, hd um desgaste tangencial do campo elétrico ao longo da superficie das
goticulas do fluido, impedindo a formacdo de Cone de Taylor. Por outro lado, condutividades
muito baixas ndo podem ser eletrofiadas, pois ndo ha carga elétrica suficiente na superficie
das goticulas do fluido para formar o Cone de Taylor. Portanto, em uma eletrofiagdo bem
sucedida, a constante dielétrica da solucdo deve ser alta o suficiente para obter a espessura
fina necessaria para a formacdo das fioras (MOHAMMADZADEHMOGHADAM et al.,
2016).

A velocidade do jato e a taxa de fluxo de material sdo afetadas pela vazéo da solugéo
polimérica, contribuindo para o didmetro e morfologia da fibra. E necessaria uma vazéo
minima para a fabricacdo de nanofibras, pois se a vazdo for muito baixa pode impedir a
eletrofiacdo. A taxa de fluxo deve ser suficientemente baixa para garantir que o solvente
evapore no caminho entre a ponta da agulha e o prato coletor. A taxa de alimentacdo deve
corresponder a taxa de remocdo de solucdo da ponta da agulha, caso contrario, pode haver a
formacdo de beads ou deposicdo de nanofibras imidas de solvente na placa coletora, pois o
tempo para que o solvente evapore pode ser insuficiente (RODRIGUEZ-TOBIAS;
MORALES; GRANDE, 2019).

A distancia entre a ponta da agulha e o prato coletor, ou distancia de folga
(RENEKER; YARIN, 2008), também influencia nos resultados da formacdo do scaffold,
afetando principalmente o tempo de evaporacdo do solvente e o didmetro das nanofibras
(ISLAM et al., 2019). Esta distancia depende muito de cada solucdo, mas geralmente esta
altura entre a ponta da agulha e a placa coletora é de 8 a 15 cm. Além disso, o design, a
geometria e a posicéo da ponta da agulha também influenciam na morfologia e no didmetro da
fiora (MOHAMMADZADEHMOGHADAM et al., 2016).

Condic¢des ambientais como temperatura, umidade e fluxo de ar também interferem

na producdo dos scaffolds por eletrofiagdo. Por mais que existam equipamentos especificos de
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eletrofiagdo capazes de controlar temperatura e umidade, ndo sdo abundantes nas pesquisas
devido ao seu elevado custo, fazendo com que a maioria dos processos sejam realizados sob
condi¢des ambientais (RAY et al., 2016).

O aumento da temperatura da solucdo pode reduzir significativamente os diametros
médios das fibras, o que pode ser atribuido ao seu efeito indireto na taxa de evaporacdo do
solvente e na viscosidade da solucdo. Este aumento de temperatura também pode favorecer a
formacdo de beads. Ja a reducdo da temperatura, dependendo do polimero utilizado, pode
fazer com que a solucdo endureca e venha a entupir a agulha, interrompendo o processo de
eletrofiagéo (RAY et al., 2016; MOGHADAM et al., 2016).

O fator umidade depende da composicao da solucéo. Independentemente da absorcéo
de umidade dos polimeros, a alta umidade pode diminuir ou aumentar o diametro da fibra. Na
maioria dos casos, em uma baixa umidade, o solvente pode ser evaporado mais rapido do que
o normal, invalidando a mistura correta da solucéo e a eletrofiacdo. A alta umidade relativa do
ar, favorece a formacdo de pequenos poros na superficie dos scaffolds (RAY et al., 2016).

A partir do uso da técnica de eletrofiacdo, a forca eletrostatica gerada pela diferenca de
tensdo faz com que seja possivel criar superficies fibrosas orientadas ou desordenadas de
diferentes didametros e comprimento, cascas porosas com nucleo oco, estruturas tubulares ou
em formatos de corddo de gotas (MAURMANN; SPERLING; PRANKE, 2018).

A eletrofiagdo é muito estudada devido as caracteristicas que essa técnica pode
oferecer ao biomaterial, como uma alta area por unidade de massa (1 a 100m2/qg), alta
porosidade (até 90%), onde estes poros podem ter seu tamanho ajustado, oferecendo ao
biomaterial flexibilidade, resisténcia mecénica e permeabilidade. Além disso, esta técnica
proporciona um biomaterial livre de solvente (MOGHADAM et al., 2016), capaz de ser
utilizado no encapsulamento, sequestro e protecdo de particulas, moléculas, reagentes,
farmacos, entre outros, realizando sua liberacdo por meio da dissolu¢do da nanofibra, ou
usada in situ, na cultura de células, por exemplo (RENEKER; YARIN, 2008).

Apesar de ser uma técnica muito estudada por suas vantagens, como baixo custo e
simplicidade na aplicagdo da técnica, ndo sendo necessario profissional especializado nem
infraestrutura complexa, a eletrofiacdo tem uma produtividade baixa, de até 300mg/h.
Também se desprende atencdo em relacdo a toxicidade dos solventes utilizados, pois estes
podem intoxicar os manipuladores ao evaporarem, tendo assim a preocupagao com 0 uso de
mascaras  respiratorias com filtro, bem como o0 seu bom funcionamento
(MOHAMMADZADEHMOGHADAM et al., 2016; KITSARA et al., 2017).
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2.6.2. Técnica de deposi¢cdo manual ou solvente casting

Dentre as técnicas existentes para producao de filmes poliméricos, sera abordada a
técnica de deposicdo manual, ou solvent casting (evaporacao de solvente) (figura 10). Essa
técnica tem uma forma simples de ser executada, consistindo na solubilizagéo do polimero em
um solvente volétil apropriado, objetivando uma solugdo viscosa. Esta solucdo € entdo
depositada em uma superficie plana, podendo ser chamada de molde do filme, a qual fica em
repouso o tempo suficiente para que ocorra a evaporacao total do solvente, podendo ser a
temperatura ambiente ou controlada (estufa). Apos total evaporacéo do solvente, o filme seco
pode ser facilmente removido da superficie a qual foi depositado (LUO et al., 2019).

Figura 9 - Técnica solvent casting.

e e e

Fonte: Adaptado de SUHAG et al., 2020.

O tamanho do poro gerado ira direcionar a utilidade daquele biomaterial. Filmes com
macro e microporos sdo aplicados como membranas filtrantes para uso na purificacdo de agua
ou residuos. Ja os filmes com nanoporos sdo utilizados para troca e permeacdo de gases,
liberacdo de drogas, peliculas para revestimento de alimentos e embalagens (OSHIRO
JUNIOR; SHIOTA; CHIAVACCI, 2014).

Peliculas densas tém sido aplicadas na regeneracdo de tecidos, principalmente em
curativos, uma vez que costumam ser transparentes, podendo acompanhar o progresso da
ferida sem a necessidade de retira-lo, além de ndo ter limite de extensdo (OSHIRO JUNIOR,;
SHIOTA; CHIAVACCI, 2014).

A técnica solvent casting € facil e pratica de ser aplicada, sem necessidade de
equipamentos sofisticados ou profissionais especializados. Sua aplicabilidade tem um baixo
custo de execucdo, por ser necessario apenas um molde adequado e um solvente que
solubilize o polimero e volatil. Porém, ha um grande emprego de tempo para que o solvente
seja totalmente evaporado (LUO et al., 2019; SUHAG et al., 2020).

Tanto para a técnica de eletrofiacdo quanto deposi¢cdo manual, ou solvent casting, sdo

formadas cadeias poliméricas lineares continuas, camada por camada. Dependendo do
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polimero, para que o scaffold cumpra seu papel de sustentacdo mecénica ao mimetizar a
matriz extracelular, faz-se necesséria a formagdo de inter e intraligacGes entre as cadeias
poliméricas, resultando em redes tridimensionais (KRISHNAKUMAR et al., 2019).

2.6.3. Reticulagdo

O processo de formacdo de inter e intraligagdes entre as cadeias poliméricas nos
filmes sdo chamados de reticulagdo, ou crosslink. Além de melhorar as propriedades
mecanicas, como resisténcia a for¢a, tracdo, estabilidade térmica, entre outros, o processo de
reticulacdo permite que as moléculas bioativas venham a ser adicionadas ao filme para
auxiliar na cicatrizacdo, como proteinas, medicamentos, entre outros, possam ser absorvidas
de forma gradativa, aumentando assim seu tempo de vida util (ALI; AHMED, 2018).

Filmes de polimeros naturais, como a quitosana, apresentam menor resisténcia
mecanica e maior solubilidade em agua, quando comparados a filmes de polimeros sintéticos.
Para que esta diferenca seja superada, a reticulacdo se torna uma importante ferramenta, pois
possibilita a formacdo de ligacdes covalentes entre as cadeias poliméricas e melhora
propriedades mecanicas na estrutura do biomaterial. Além disso, a reticulacdo também reduz
a molhabilidade do biomaterial, possibilitando maior resisténcia a agua e garantindo assim a
integridade do material (KRISHNAKUMAR et al., 2019).

O processo de formacdo de ligacGes cruzadas no scaffold ocorre com o uso de um
agente reticulante, podendo ser quimico ou fisico, capaz de reagir com as cadeias poliméricas
e estabelecer ligacGes intermoleculares covalentes e/ou i0nicas, para agentes reticulantes
quimicos; e ligacdes de hidrogénio e/ou de Van der Waals, para agentes reticulantes fisicos
(AZEREDO; WALDRON, 2016).

O tamanho molecular do agente reticulante influencia na velocidade de reticulacédo, de
forma que, quanto menor o seu tamanho, mais rapido sera o processo de reticulagdo, uma vez
que a sua difusdo € mais rapida. Também se deve atentar ao tempo de exposi¢do do material
polimérico ao agente reticulante conforme o proposito do material, pois quanto mais
reticulado o material, menos permeavel e mais rigido ele fica. Dependendo do agente
reticulante, também pode haver a mudanca de coloragcdo do material polimérico
(GARAVAND et al., 2017).

2.7. TESTESINVITRO
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Visando analisar o comportamento das células fora do organismo e em um ambiente
controlado, o cultivo celular € uma importante ferramenta em diversas pesquisas, utilizado em
muitos laboratérios ao redor do mundo (MORALES-SANCHEZ et al., 2019).

A cultura celular pode ser estabelecida a partir de um fragmento de tecido ou 6rgao
que estejam isolados do organismo de origem, em que estas células isoladas sdo cultivadas em
um ambiente propicio para o desenvolvimento celular, contendo uma matriz bidimensional ou
tridimensional, que busca mimetizar as condi¢cdes de origem daquele tipo celular, nutrientes
requisitados, controle de temperatura, umidade, CO, e em condicdes assépticas. O cultivo
celular in vitro é uma importante alternativa para entender o comportamento celular de
diversas células, além de proporcionar o conhecimento sobre o0 comportamento de farmacos,
biomateriais, citotoxicidade, entre outros (GIL-LOYZAGA, 2011).

Por mais que seja um modelo muito utilizado, os protocolos estabelecidos in vitro
diferem dos modelos in vivo. Um exemplo é a adesdo estabelecida entre célula-célula e célula-
matriz, que é reduzida consideravelmente no cultivo in vitro, uma vez que ndo detém da
estrutura e heterogeneidade estabelecidas in vivo, além do meio de cultivo conter nutrientes e
horménios que diferem do ambiente natural de crescimento celular, alterando assim as
respostas celulares. Por mais que existam diferencas, o cultivo celular in vitro tem vantagens
em relagdo aos testes in vivo, por ter a possibilidade de controlar o ambiente do experimento,
induzir a diferenciacdo celular a partir da suplementacdo, além do custo agregado ser muito
menor quando relacionado aos testes in vivo. Portanto, antes de investir em um modelo vivo, é
muito importante e corriqueiro realizar testes com células (MCKEE; CHAUDHRY, 2017).

As culturas de células utilizadas para a realizacdo dos experimentos deste trabalho de
conclusdo de curso consideram o tecido a ser estudado. Como o presente estudo é sobre
regeneracdo de pele, foi selecionada uma linhagem de queratinécitos.

Queratindcitos sdo os principais tipos celulares da pele, presentes em todas as camadas
da epiderme, compondo o tecido epitelial e invaginagdes da epiderme para a derme (unhas,
pelos cabelos), responsaveis pela producdo de queratina, uma proteina fibrosa protetora,
impermeabilizante e fortalecedora da pele (LOS; SKUBIS; GHAVAMI, 2019).



37

3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Hematologia e Células-Tronco
da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTIC), a Financiadora de Estudos e Projetos
(FINEP), o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e o
Instituto de Pesquisa com Células-Tronco (IPCT) foram os 6rgaos fomentadores do trabalho.

A metodologia desenvolvida na realizacdo deste projeto sera descrita nos proximos

itens desta secéo.

3.1. MATERIAIS

Para o preparo das solugdes, foram utilizadas ampolas de 5mL com suas respectivas
tampas, buscando diminuir a evaporagdo do solvente enquanto a solugdo foi homogeneizada.
Também foram utilizados equipamentos como balanca analitica, pHmetro, equipamento de
eletrofiacdo (Electrospinning), agitadores magnéticos, espectrofotdmetro UV-Vis, entre
outros. Além disso, todas as solu¢Bes foram preparadas precisamente e utilizando-se todos 0s
equipamentos de protecdo individual (EPI) necessarios, depois de realizados os célculos e
pesquisas adequados para cada reagente.

Na elaboracdo das solucdes poliméricas, foram utilizados os solventes 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HFP), acido acético e agua ultrapura, e os polimeros policaprolactona
(PCL) e quitosana. A quitosana utilizada é de alto peso molecular, ~ 360 kDa, viscosidade de
460 mPa.s, desacetilacio de 91%, produzida pelo Laboratério de Avaliacdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO, recebida de doacéo.

Para o cultivo de células, foram utilizadas TCP (Tissue Culture Plate) de 24 pocos,
o’rings de silicone (anéis de silicone flexiveis, para manter os scaffolds no fundo do poco),

centrifuga, capela de fluxo laminar com esterilizagcdo UV prévia, micropipetas, entre outros.

3.2.  SOLUCOES POLIMERICAS

Os polimeros e suas misturas foram solubilizados em solventes compativeis, conforme
suas particularidades, respeitando afinidades e interagdes intermoleculares. O intuito foi
proporcionar similaridade entre as diluigOes e porcentagens de massa/volume, oportunizando

a comparacéo dos resultados de forma mais fidedigna possivel na producdo dos scaffolds por
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eletrofiacdo e deposicdo manual, podendo assim determinar o melhor método de deposicao
polimérica para o desenvolvimento celular eficiente, além da comparagéo entre os polimeros e
suas formas de deposicéo.

Para a dissolucéo polimérica, foram realizados testes com diferentes solventes para 0s
diferentes polimeros e suas misturas, bem como os métodos de deposicao, além de levar em
conta a variacao das concentrag@es dos polimeros.

O solvente que melhor se comporta na solubilizacdo dos polimeros, para a finalidade
desejada, é o 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HPF). Porém, este solvente é muito caro,
podendo custar em torno de R$ 450,00 por 59 (MERK, 2021a). Além disso, é um solvente
volatil perigoso, classificado como toxico a reproducdo e a 6rgaos especificos por exposicao
repetida ou prolongada (categoria 2) (SIGMA-ALDRICH, 2021a), o que faz necessario 0 uso
de equipamentos de protecdo individual especiais para qguem 0 manuseia, e para todos que
estejam no mesmo ambiente a qual ocorre o teste.

Um solvente que foi utilizado em alguns ensaios para tentar substituir o HPF foi o
acido acético, o qual possibilitou sua substituicdo em todas as solugdes, com excecao da
solucdo eletrofidvel de quitosana 1%. O &cido acético é um solvente mais acessivel, custando
em torno de R$ 96,00 o litro (MERK, 2021b), além de ndo haver indicacdo de toxicidade a
reproducao e 6érgdos especificos (SIGMA-ALDRICH, 2021b).

Para homogeneizacdo total da solucdo, foi utilizado um agitador magnético a
velocidade constante, overnight, mantendo o frasco fechado para evitar perda de volume de

solvente.

3.3. CONFECCAO DOS SCAFFOLDS

Para testar a aplicabilidade dos materiais poliméricos, foram realizadas duas formas de
fabricacdo dos scaffolds: por eletrofiacdo e por deposicdo manual do polimero.

Foram confeccionados biomateriais de quitosana e PCL, além de realizar testes com
misturas de ambos, visando melhorar a estabilidade da solucéo.

A composicdo da solucdo dos diferentes materiais poliméricos foi a mesma para 0s
dois métodos de producdo dos scaffolds (eletrofiagdo e deposicdo manual).

Para todos os testes, foi utilizada uma TCP de 24 pocos, onde cada ensaio foi feito em
triplicata. Para 0s pogos testes, ou seja, aqueles que receberem os scaffolds anteriormente ao
cultivo celular, foram colocados laminulas de vidro antes de acomoda-los para garantir que 0s

resultados de ades&o e proliferacdo celular sejam atribuidos somente a interacdo das células
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com os biomateriais, uma vez que o fundo da TCP recebe um tratamento especial pelo
fabricante, a qual promete promover adesdo celular. Os pogos controle ndo receberam
laminulas. Todos os pocos, incluindo os pocos controle, foram adicionados 0s aneéis o rings.

Depois de acomodados no fundo do poco e fixados com os anéis o rings, todos 0s
scaffolds (deposicdo manual e eletrofiagdo) receberam o tratamento de reticulagdo com
glutaraldeido 0,5% por 2 horas, sendo posteriormente lavados com Milli-Q® e colocados em
estufa a 37°C por 24h.

Com os biomateriais reticulados e secos foram realizada a esterilizacdo dos mesmos
com UV por 1 hora em capela de fluxo laminar, tomando todos os cuidados de esterilizag&o.
Apos esterilizacdo, foi realizado o cultivo celular sobre os scaffolds, utilizando a linhagem
celular de queratindcitos imortalizados (HaCat) na densidade de 50.000 células/pogo. O
cultivo foi realizado por cinco dias, realizando a troca diaria com o meio de cultivo de Eagle
Modificado por (DMEM) com alta glicose (4.500 mg/L de glicose), suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 1% de estreptomicina e penicilina.

Para os substitutos dérmicos, apenas ndo foi realizada a etapa de reticulacdo das

cadeias poliméricas, uma vez que 0 mesmo ja vem reticulado.

3.3.1. Confeccdo dos filmes poliméricos por deposicdo manual

Para a preparacdo de filmes poliméricos, foi utilizada a técnica de deposicdo manual,
ou solvente casting, conforme detalhado no item 2.6.2.

Foram preparadas trés solucdes: (1) quitosana 1% em acido acético 80%, (2) PCL 24%
em acido acético 80%, e (3) quitosana 1% com PCL 24% em &cido acético 80%. A mistura de
PCL/quitosana resultou em uma proporcdo de 96:4. Todas foram deixadas em agitacdo
magnética por 24h.

Apos totalmente solubilizadas, as solu¢fes foram acomodadas no fundo do poco da
TCP no volume de 30uL/pocgo, com o auxilio de uma seringa sem agulha. Foi utilizada uma
seringa para deposicdo das solugbes, pois na técnica de eletrofiagdo se faz necessario o uso,
entdo, buscou-se utilizar o mesmo tipo de material para buscar tratar ambos 0s experimentos
de forma similar, objetivando a diminuicédo de erros experimentais.

Apos a deposicdo uniforme da solucéo polimérica, a TCP foi submetida a estufa 37°C,

por 24 horas, a fim de eliminar totalmente o solvente da solugéo por evaporacao.
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3.3.2. Confeccgéo dos scaffolds por eletrofiacéao

Para a preparacdo dos scaffolds por eletrofiacdo, a técnica foi desenvolvida conforme
explanado no item 2.6.1.

A placa coletora foi revestida com papel aluminio. Sobre o papel aluminio, foram
colocadas laminulas de vidro, para que o scaffold fosse depositado sobre ambos (figura 12a),
podendo ser destacado ap0s a eletrofiacdo no formato circular do poco de cultivo de células.

Foram preparadas trés solugdes: (1) quitosana 1% em HPF, (2) PCL 24% em &cido
acético 80% e (3) a mistura de PCL 24% e quitosana 1% (96:4) em &cido acético 80%, todos
no volume de 30puL/poco, deixando-as em agitacdo magnética por 24h, mantendo os frascos
fechados para evitar perda de volume de solvente por evaporacao.

Com as solugbes homogéneas, foram carregadas em uma seringa e posteriormente, foi
posicionada a seringa uma agulha 23G (0,65mm x 1 1/2' 38mm), tendo sua ponta lixada até
que ficasse plana para permitir a formagcdo do Cone de Taylor durante a eletrofiacdo, e
posicionadas no equipamento (figura 12b), tendo a distancia de folga de 15 cm (entre a ponta
da agulha e a placa coletora).

Cada solucdo foi submetida a um diferencial de tensdo, com auxilio de um controlador
(figura 12c). Conforme a solucdo foi sendo pulsionada pela bomba peristaltica para fora da
seringa, a diferenca de tenséo entre a ponta da seringa e a placa coletora faz com que as fibras
sejam depositadas de forma randomizada, livre do solvente, uma vez que 0 mesmo vem a
evaporar no caminho entre a ponta da agulha até a placa coletora. As tensdes e velocidades
utilizadas durante a eletrofiagdo estdo descritas no quadro 2.

Quadro 2— Parametros da eletrofiacdo a suas respectivas solug¢fes poliméricas.

Solugéo Solvente Tenséo (KV) | Velocidade (mL/h)
Quitosana 1% HPF +14e-1 0,643
PCL 24% Acido acético 80% | +24 e -2 0,049
PCL 24% + Quitosana 1% | Acido acético 80% | +24 e -2 0,049

Fonte: Autora, 2021. PCL = policaprolactona.

Ao término da eletrofiagdo (figura 12d), o scaffold foi destacado do papel aluminio,
mantendo a laminula de vidro (figura 12e). Estas laminulas contendo as fibras randomizadas
foram depositada no fundo dos pogos da TCP e acomodada sobre eles os anéis o 'ring (figura
12f).
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Figura 10 - Técnica de Eletrofiacdo — aplicacdo experimental.

Fonte: Autoras (2019).

3.3.3. Preparo dos substitutos dérmicos comerciais para o ensaio com células

Os substitutos dérmicos utilizados nesta pesquisa foram os da marca Integra™,
Matriderm™ e Pelnac™, gentilmente cedidas pelo do colaborador do Laboratério de
Hematologia e Células-tronco da UFRGS, o médico Bruno José da Costa Alcantara.

As referidas amostras de substitutos dérmicos comerciais foram cortadas com uma
tesoura no didametro aproximado de 13mm e esterilizadas com radiacdo UV em capela de
fluxo laminar por 1h. Ainda na capela de fluxo laminar, as amostras foram posicionadas no

fundo do poco da TCP e fixadas com o ring.

3.4. CARACTERIZAGCAO DOS SCAFFOLDS

Para avaliar a morfologia dos scaffolds, foi utilizado o ensaio de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) para visualizar o comportamento tridimensional dos
scaffolds. O ensaio foi realizado no Centro de Microscopia e Microanalise, da unidade
universitaria da UFRGS, Campus do Vale.

Para que o material possa passar por MEV, ele precisa ser desidratado e colado em

“stubs” com fita de carbono. Para isso, as amostras foram submetidas a lavagem com alcool,



42

sendo utilizadas as concentragcdes de 25%, 40%, 55%, 70%, 85%, 100% e 100%, onde cada
concentracdo foi deixada em contato com o scaffold por 5min. Apds, foram deixadas em

estufa 37°C, overnight.

35. AVALIACAO DA ADESAO E VIABILIDADE CELULAR

Os testes com celulas foram realizados no Laboratério de Hematologia e Células-
tronco, na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

A linhagem celular comercial de queratindcitos utilizada para este trabalho séo as
HaCat, aneuploides imortais.

O processo de plagueamento foi realizado conforme protocolo comum para cultura
celular, onde foram cultivadas em uma garrafa de cultivo com meio DMEM, alta glicose,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de estreptomicina e penicilina. Este meio foi
retirado e as células foram soltas da garrafa com o auxilio de uma enzima proteolitica, a
tripsina, a qual permite a passagem das células em suspenséao para novas garrafas de cultivo.
Apds separacdo das células do meio de cultivo por centrifugacdo, as mesmas foram semeadas
nas TCPs, com e sem os scaffolds, com e sem substitutos dérmicos, acrescidos de aneis
o’ring, para analise e comparacao dos resultados.

Para analisar a viabilidade celular das células expostas aos procedimentos, 0s pogos
das TCPs foram submetidos aos seguintes testes colorimétricos, apds cinco dias de cultivo:

(1) Kit CCK-8: “Cell Counting Kit-8”, utiliza 0 reagente WST-8 (2- (2-metoxi-4-
nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazdlio, sal monossddico), e
por este motivo também ¢ conhecido por “teste WST-8”. O reagente ¢ capaz de
produzir um corante de formazan sollvel em agua apds biorreducéo na presenca de
um transportador de elétrons, o 1-Metoxi PMS. Esta solucdo é entdo colocada
diretamente em contato com as células, onde as desidrogenases celulares reduzem
0 WST-8 a formazan, solivel em meio de cultura. O resultado do teste se da por
meio da leitura em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 450nm, onde a
quantidade de formazan produzida é diretamente proporcional a quantidade de
células vivas. A solucdo do kit CCK-8 e estavel e possui baixa citotoxidade,
portanto, possibilita a incubacdo prolongada, de 24h a 48h. Foi preparada uma
solugéo de 5% de WST-8 por poco em meio de cultura suplementada (diluigdo de
1:20), para o cultivo de células de 5 dias. Retirou-se o meio de cultivo de cada

poco, tendo cuidado para ndo danificar o tapete de celulas aderidas ao fundo. Sob
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abrigo da luz, foi adicionado o volume de 250puL em cada poco, além de trés pocos
brancos, isto é, sem células. A TCP foi entdo incubada por 4h e posteriormente
colocada no espectrofotdmetro, selecionando o protocolo WST-8, o qual realiza a
leitura de absorbancia no comprimento de onda de 450nm.

(2) DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol): DAPI é um marcador fluorescente que se liga
fortemente a regides do DNA ricas em adenina-timina, emitindo coloragdo azul
quando submetido a microscopia de fluorescéncia. A metodologia desta técnica
segue Maurmann et al. (2017). As células foram fixadas em tampéo
paraformaldeido 4% por 20 min e enxaguadas em tampdo PBS. Feito isto, foram
lavadas com PBS e tiveram o nucleo corado de azul com 0,5ug/ml de DAPI, por 1
min. As amostras foram submetidas a microscopia de fluorescéncia no
equipamento Leica DMi8 (Leica Microsystems).

(3) Coloracdo com diacetato de fluoresceina (FDA) e iodeto de propidio (IP) -
Live/Dead: ambos reagentes penetram nas células, tanto vivas quanto mortas. O
FDA é incorporado ao citoplasma das células vivas, e ao ser clivado por lipases,
emite uma fluorescéncia de coloracdo verde. Ja o IP, é absorvido pelas células
vivas e rapidamente expelido, ao contrario daquelas que estiverem mortas, que
acaba marcando-as com uma fluorescéncia de coloragdo vermelha. Sendo assim, as
células vivas sdo marcadas de verde (excitacdo em 494nm e emissdo 517nm), e
aquelas mortas sdo marcadas de vermelho (excitacdo em 528nm e emissdo
617nm). A visualizacdo e andlise foram realizadas por microscopia de
fluorescéncia. Para aplicacdo desta técnica, as células previamente lavadas com
PBS foram submetidas a 10pg/mL FDA e 5ug/mL de Pl em PBS por 7 min,
descrito em Vieira (2020). A leitura da fluorescéncia foi realizada em um
microscopio de fluorescéncia Leica DMi8 (Leica Microsystems).

Os dados do CCK-8 foram expressos como média relacionada a placa de pogo

(considerada 100%). Para todos os testes foi utilizada a significancia estatistica definida para

valores de “p” inferiores a 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos nesta pesquisa estdo dispostos nesta sessao, trazendo discussdes

pertinentes sobre o que eles representam para a pesquisa.

4.1. SCAFFOLDS PRODUZIDOS PELA TECNICA DE DEPOSICAO MANUAL

Os filmes produzidos por deposicdo manual foram confeccionados, de forma que
obtiveram uma superficie visualmente lisa e livre de solvente.

Por terem sido cultivados sobre o fundo do pogo sem o uso da laminula, ndo foi
possivel coloca-los nos stubs sem perder o material, impossibilitando, portanto, a realizacdo
da analise por MEV. Para que seja possivel realizar a analise por MEV em filmes
confeccionados por solvente casting, é necessario utilizar a laminula de vidro no fundo do
poco, para que seja possivel retirar o filme sem danifica-lo.

Os resultados da viabilidade de HaCat por CCK-8 (grafico 1) foram expressos como a
média normalizada, e os valores de erro padrdo médios obtidos dos scaffolds de absorbancia
em comparacao com o controle (células cultivadas no fundo do poco com o ring da TCP, sem
biomateriais). A significancia estatistica foi com valores de p < 0,01, utilizando o Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS).

Gréfico 1 - Viabilidade celular de HaCat sobre filmes poliméricos, em relacdo ao controle.
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Fonte: Autoras, 2019. ** indicap <0,01.
Para consolidar as respostas obtidas pelo ensaio de viabilidade celular por absorbancia
obtido pelo teste CCK-8, foram realizados os testes Live/Dead, e visualizados por
microscopia de fluorescéncia no equipamento Leica Microsystems (Leica DMi8), onde as

laminas foram varridas, e fotografadas as areas que representaram o todo.
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Figura 11— Ensaio Live/Dead para testes com scaffolds por deposi¢do manual.

Controle Quitosana 1% PCL 24% PCL 24% + QT 1%
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Fonte Autoras, 2019. PCL = policaprolactona. QT = quitosana. Imagens obtidas por microscopia de

fluorescéncia.
A figura 11 é qualitativa e ilustrativa, sem ter levado em consideracdo testes

guantitativos, onde foi possivel observar células vivas (verdes) em todos os materiais, e
auséncia de células mortas (vermelhas). Os pontos vermelhos observados em PCL 24% e na
mistura de PCL/Quitosana parecem ser interferentes, e nao células.

Os dados apresentados no grafico 1, as solu¢fes de quitosana 1% e a mistura de PCL
24% com quitosana 1% ndo demonstraram diferenca com o controle, sugerindo que a
viabilidade celular foi mantida. J& o filme de PCL apresentou diferenca em relacdo ao
controle (<0,05), mostrando uma diminuicéo na viabilidade celular.

N&o foi possivel realizar o ensaio de DAPI com os biomateriais produzidos por
deposicdo manual, pois devido a espessura e densidade do filme, a imagem ficou de dificil
visualizagdo no microscopio de fluorescéncia.

Tayebi et al. (2021) fabricaram filmes de quitosana misturadas com PCL em
diferentes proporcdes e suplementaram com nanoparticulas de quitosana para aplicacdo em
tecido endotelial da cornea e constataram que a viabilidade celular foi mantida. Além disso,
apos trés dias de cultivo houve o aumento da viabilidade celular em relacdo ao controle,

considerando a proporc¢éo de quitosana/PCL de 50:25.
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Wang et al. (2012) também testaram diferentes concentrac@es de quitosana/PCL para
aplicacdo em tecido endotelial da cdrnea, encontrando a melhor combinagéo na proporcéo de
75:25. Este autor informa que o grau de desacetilacdo da quitosana utilizada é de 85%, da
mesma forma que Tayebi et al. (2021).

Pode-se perceber que a quitosana melhorou as condi¢des do scaffold de PCL em
relacdo & adesédo e proliferacdo celular, pois adicionando uma pequena por¢do de quitosana,
como feito neste estudo (PCL/quitosana 96:4), houve a melhora na viabilidade celular em

relacdo ao scaffold de PCL puro in vitro.

4.2. SCAFFOLDS PRODUZIDOS PELA TECNICA DE ELETROFIACAO

Para avaliar a morfologia e dimensionamento dos scaffolds eletrofiados, foi utilizado o

ensaio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para visualizar seu comportamento

tridimensional, conforme a figura 12.
Figura 12 - MEV dos scaffolds eletrofiados.

Fonte: Autoras, 2019. As imagens representam os scaffolds de quitosana 1% (& esquerda),
policaprolactona (PCL) 24% (ao centro) e a mistura de PCL 24% e quitosana 1% (a direita). Imagens
obtidas por microscopia eletrénica de varredura.

Por meio da MEV representada pela figura 12, é possivel perceber que, para as
condicBes empregadas, a eletrofiacdo gerou fibras finas e continuas mas com alguns beads.

A formacdo de beads pode ser ocasionada por diversos fatores, como estabilidade
insuficiente na solucéo, tensdo inapropriada (RENEKER; YARIN, 2008), taxa de fluxo maior

do que a solugéo necessitaria para formar fibras continuas, a distancia entre a ponta da agulha
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inadequada, a temperatura durante o experimento poderia estar abaixo do ideal para
eletrofiacdo daquela solugcdo (GHOSAL et al., 2018), entre outros ja citados no item 2.6.1.

E muito importante a auséncia ou pouca incidéncia de beads na matriz eletrofiada,
pois um scaffold uniforme auxilia no aumento do crescimento, comunicacao e diferenciacao
celular (BALAGANGADHARAN; SELVAMURUGAN, 2016).

Os resultados da viabilidade de HaCat por CCK-8 (grafico 2) do cultivo celular sobre
os scaffolds eletrofiados foram expressos como a média normalizada, e os valores de erro
padrdo médios em comparacdo com o controle (células cultivadas no fundo do pogo com
o’ring da TCP, sem biomateriais). A significancia estatistica foi com valores de p < 0,01,
utilizando o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).

Gréfico 2 - Viabilidade celular de HaCat sobre eletrofiados poliméricos, em rela¢do ao

controle.
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Fonte: Autoras 2019. ** indica p < 0,01. PCL = policaprolactona. QT = quitosana.

Comparando os scaffolds eletrofiados com o controle (TCP), como se pode perceber
no grafico 2, nenhum grupo apresentou diferenca estatistica, indicando que a viabilidade
celular foi mantida.

Para consolidar as respostas obtidas pelo ensaio de viabilidade celular por absorbancia
obtido pelo teste CCK-8, foram realizados os testes Live/Dead e DAPI, e visualizados por
microscopia de fluorescéncia, onde as laminas foram varridas e fotografadas as areas que

representaram o todo, conforme a figura 13.
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Figura 13 - Ensaio Live/Dead e DAPI para testes com eletrofiados poliméricos.

Quitosana 1% PCL 24% PCL 24%+ Qt 1%

Fonte: Autoras, 2019. PCL = policaprolactona. QT = quitosana. Imagens obtidas por microscopia de
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fluorescéncia.
As imagens da figura 13 produzidas pelo ensaio Live/Dead apresentaram algumas

células mortas para a amostra de PCL 24% e basicamente auséncia de células mortas para as
demais amostras. Ja para o ensaio DAPI, para todas as amostras, foi possivel perceber
visualmente que houve adesdo celular satisfatoria.

Semnani et al. (2016) fabricaram scaffolds de PCL/quitosana na proporgdo 70:30,
obtendo resultados de viabilidade celular de 89,9% em relagdo ao controle. Comparando com
a solucdo testada pelas autoras, o resultado para a proporgdo de 96:4 foi muito semelhante,
tendo a viabilidade celular de 89,8%.

Sabe-se que, no caso da quitosana, por ser um polimero natural, cada lote de producao
pode apresentar diferencas na sua composi¢do, 0 que resultara em solugdes com
caracteristicas diferentes ou até semelhantes, mas nunca iguais. A Unica informacdo da

quitosana utilizada por Semnani et al. (2016) é seu peso molecular e sua procedéncia, a qual
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tem 1.000 kDa, da Sigma-Aldrich (Alemanha), enquanto este estudo utilizou uma quitosana
de 360 kDa, produzida pelo CERTBIO.

Conforme afirmado por Marques et al. (2020), a falta de informacdes quanto fonte de
extracdo e caracterizacdo da quitosana dificulta a discussdo de resultados, uma vez que
caracteristicas como tipo de matéria prima, forma de extracdo, grau de desacetilacdo, massa
molecular e pureza alteram as caracteristicas da quitosana resultante, bem como a interagdo
celular com o scaffold.

A alteracdo no peso molecular por meio da modificacdo na desacetilacdo da quitosana
é uma das maneiras para obter diferentes propriedades fisiomecénicas. Esta diferenca entre as
massas moleculares dos dois experimentos pode ser o motivo pelo qual as respostas de
viabilidade celular tornaram-se parecidas, uma vez que quanto maior for o grau de
desacetilacdo, e consequentemente o peso molecular, maior a probabilidade de formacdo de
ligagGes de hidrogénio internas, o que deixaria 0 material menos poroso, e, portanto, menos
favorével a adesdo e crescimento celular (PERIAYAH; HALIM; SAAD, 2016).

Por outro lado, Nair e Laurencin (2007) afirmam que a “taxa de degradagdo da
quitosana depende inversamente do grau de acetilagdo e cristalinidade do polimero”, onde
valores altos de desacetilagdo (>85%) podem diminuir a taxa de degradacdo do referido
polimero, podendo demorar alguns meses para ser bioabsorvido in vivo.

Todavia, Periayah, Halim e Saad (2016) afirmam que a carga elétrica positiva da
quitosana atrai moléculas carregadas negativamente, que é o que ocorre quando ha um
ferimento, onde a barreira positiva é rompida, expondo as cargas negativas do interior das
matrizes celulares. Com isso, quando ha maior desacetilacdo, fato que é proporcionado pelo
grau de desacetilacdo superior a 50%, possibilita a protonacdo do grupamento amino da
quitosana, aumentando assim a carga positiva do biomaterial (AHMED et al., 2018), o que
proporcionaria 0 aumento da atracdo elétrica do biomaterial ao ferimento, havendo assim
melhor interacdo entre ambos, uma vez que é pretendido que o material seja bioabsorvido
pelo paciente conforme a cicatrizacdo avanca, evitando que seja necessaria a troca de
curativo, diminuindo o mal estar ao paciente e contribuindo positivamente na regeneragao
tecidual.

Como este estudo ndo possibilitou estudos in vivo, 0 debate entre ambos os trabalhos

nédo pode ser realizado quanto a este quesito.

4.3. SUBSTITUTOS DERMICOS
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Para avaliar a morfologia e dimensionamento dos substitutos dérmicos, foi utilizado o
ensaio de MEV para visualizar seu comportamento tridimensional (figura 14).

Figura 14 — MEV dos substitutos dérmicos: Integra™, Matriderm™ e Pelnac™.

Fonte: Autoras 2019. Imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura.

Na figura 14 podemos observar que o0s substitutos dérmicos possuem alta porosidade,
mas de forma desuniforme, havendo falhas circulares, similares a buracos ou perfuragdes,
sendo o Matriderm™ o visualmente menos poroso, o qual parece ser mais denso e
compactado, com poucas perfuragdes em sua estrutura.

Os resultados da viabilidade de HaCat por CCK-8 (grafico 3) do cultivo celular sobre
0s substitutos dérmicos foram expressos como a média normalizada, e os valores de erro
padrdo medios em comparacdo com a TCP (usando-a como um grupo de controle). A
significancia estatistica foi com valores de p < 0,01, utilizando o Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS).

Gréfico 3 - Viabilidade celular de HaCat sobre substitutos dérmicos, em relagdo ao controle.
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Fonte: Autoras 2019. ** indicap <0,01.
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Comparando os substitutos dérmicos com o grupo controle, todos mostraram uma
diminuicdo estatisticamente significativa na viabilidade celular. Isso sugere que o0s substitutos
dérmicos diminuem a viabilidade dos queratindcitos in vitro.

Para consolidar as respostas obtidas pelo ensaio de viabilidade celular por absorbancia
obtido pelo teste CCK-8, foram realizados os testes Live/Dead e DAPI, e visualizados por
microscopia de fluorescéncia, onde as laminas foram varridas e fotografadas nas areas que
representaram o todo, conforme a figura 15.

Figura 15 — Ensaio Live/Dead e DAPI para testes com substitutos dérmicos comerciais.

Integra™ Matriderm™ Pelnac™

Fonte: Autoras, 2019. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia.
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O ensaio Live/Dead apresentado pela figura 15 ficou de dificil identificagdo, uma vez
que a matriz é espessa, sendo de dificil visualizacdo por este método. O mesmo aconteceu no
ensaio DAPI. Alem disso, o teste ndo foi apresentado de forma quantitativa, sendo adicionado

ao estudo apenas em carater visual.
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Francesco et al. (2020) realizaram testes in vitro e in vivo com os substitutos dérmicos
Integra™ e Pelnac™, onde constataram que ambos apresentaram viabilidade celular e
eficiéncia na cicatrizacdo das feridas semelhantes, 0 que corrobora com o resultado obtidos
neste estudo, uma vez que a viabilidade celular dos substitutos dérmicos sdo similares entre si.
Porém, Francesco et al. (2020) ndo apresentaram dados de controle, o que ndo pode-se
comparar, portanto, a sua eficiéncia quanto a viabilidade celular em relagéo a uma situagéo
favoravel ao crescimento celular.

Os substitutos dermicos comercialmente disponiveis sdo 0s principais materiais
utilizados como alternativa ao enxerto, por serem produziveis em grandes quantidades, por
terem facil armazenamento e manuseio. Além disso, sdo projetados para proteger a lesdo do
ambiente externo e auxiliar na cicatrizagdo, uma vez que detém de uma matriz porosa,
construida para induzir a migracdo celular e acelerar o processo de cicatrizacdo (Hori et al.,
2017).

Hori et al. (2017) utilizaram o0s substitutos Terudermis™, Pelnac™, e Integra™, onde
a porosidade destes variavam de 2 mm a 200um. Para que haja uma boa migra¢do e
crescimento celular no scaffold, o didametro médio adequado varia entre 20 e 120um
(YANNAS et al., 2010). Sendo assim, a falta de uniformidade e a alta variabilidade no
tamanho dos poros dos substitutos dérmicos comerciais, fugindo um pouco dos valores
6timos para migracdo e crescimento celular, podem ser as causas que prejudiquem a

viabilidade celular in vitro.

4.4. COMPARACOES ENTRE O CONTROLE, DIFERENTES SCAFFOLDS E
SUBSTITUTOS DERMICOS ESTUDADOS

A comparacdo da viabilidade celular de HaCat entre as diferentes matrizes pode ser

observada no gréfico 4.
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Gréfico 4 - Viabilidade celular de HaCat sobre as diversas matrizes testadas in vitro.
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Fonte: Autoras 2019. ** indica p < 0,01. ES = scaffolds produzidos por eletrofiagcdo. Filme = scaffolds
produzidos por deposi¢do manual. PCL = policaprolactona. QT = quitosana.

Dentre as formas de deposicdo polimérica testadas, a que melhor propiciou o
crescimento celular foi aquelas eletrofiadas, onde todas as amostras mostraram-se similares ao
grupo controle, ndo resultando em diferenca estatistica significativa, o que sugere que a
viabilidade celular foi mantida. Este resultado corrobora com o estudo realizado por Ahmed et
al. (2018), a qual afirma que scaffolds de nanofibras sdo morfologicamente similares a matriz
extracelular natural da pele.

No caso dos scaffolds produzidos por deposicdo manual, 0 Unico que apresentou
diferenca estatistica com o controle foi aquele composto por PCL 24%, demonstrando a
diminuicdo da viabilidade celular. Porém quando acrescido de 1% de quitosana, o resultado
melhora, demonstrando-se estatisticamente similar ao controle. O scaffold composto apenas
por quitosana 1% também ndo demonstrou diferenca estatistica com o controle, sugerindo que
a viabilidade celular foi mantida. Sendo assim, pode-se considerar que a quitosana
proporcionou um ambiente mais vantajoso para a adesdo e proliferacdo celular.

Dentre as matrizes dérmicas testadas, os modelos comerciais Integra™, Matriderm™ e
Pelnac™ demonstraram comportamento similares entre si. J4 em relacdo ao controle,
apresentaram resultados de diminuicdo da viabilidade celular in vitro, sugerindo que néo

puderam promover a adeséo e proliferacdo celular adequada. Quando comparados aos demais



54

scaffolds, estes se sobressaem negativamente, sugerindo ser a pior matriz dérmica no que
tange a viabilidade celular in vitro.

Substitutos dérmicos foram projetos para resolver o problema da falta de tecido na
pratica do autoenxerto, tendo de ser capaz de cobrir e proteger o tecido lesado, fornecer uma
melhor qualidade de cicatrizagdo e propiciar a producdo de matriz extracelular, por meio da
promogdo da migragdo e crescimento celular (HORI et al., 2017; EHRENREICH;
RUSZCZAK, 2006).

Sendo assim, para 0 propdsito do material, 0 mesmo atende as expectativas, porém, é
possivel observar que ha algumas propriedades que ndo propiciam o ambiente mais proximo
do ideal para a préatica da regeneracdo tecidual, onde os scaffolds produzidos por este estudo
parecem suprir estas necessidades. Contudo, € preciso realizar testes in vivo para poder avaliar
melhor os resultados, podendo comparar os substitutos dérmicos e os scaffolds com e sem
células, para determinar qual melhor se comportaria na regeneragdo tecidual. O grupo
controle deste estudo poderia ser a lesdo sem curativo.
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5. CONCLUSOES

Por meio deste projeto de pesquisa, foi possivel confeccionar scaffolds pelas técnicas
de deposicdo manual (solvent casting) e eletrofiacdo, utilizando os polimeros PCL, quitosana
e suas misturas. Além disso, foi possivel compara-los com substitutos dérmicos comerciais.

Por meio de comparacdes estatisticas de viabilidade celular in vitro da semeadura de
HaCat sobre os scaffolds produzidos pelas técnicas deposicdo manual e eletrofiacdo, apenas o
scaffold de PCL 24% feito por deposicdo manual demonstrou diminuicdo da viabilidade
celular em relagdo ao controle, sugerindo que este polimero sozinho ndo propicia um
ambiente favoravel para adesdo e proliferacdo celular.

Além disso, quando adicionado quitosana 1% ao scaffold de PCL 24%, a viabilidade
celular melhorou em relagdo a PCL sozinho, uma vez que ndo demonstrou diferenca
estatistica com o controle, sugerindo similaridade. Sendo assim, pode-se considerar que a
quitosana melhorou as propriedades do scaffold, no que tange a viabilidade celular.

Com estes resultados, pode-se considerar a mistura da quitosana ao PCL, buscando
diminuir a proporcao do uso deste polimero derivado de fontes ndo renovaveis e objetivando a
regeneracdo de pele € uma op¢do promissora.

Comparando substitutos dérmicos comerciais com o grupo controle, todos mostraram
uma diminuicdo estatisticamente significativa na viabilidade celular em relagdo ao controle.
Isso significa que, apesar do sucesso dos materiais comercialmente disponiveis para auxiliar

na cicatrizacdo dérmica, eles diminuem a viabilidade dos queratindcitos in vitro.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Alguns objetivos especificos mencionados no Trabalho de Conclusdo de Curso 1
(TCC 1) apresentados ao final do ano de 2020 ndo puderam ser executados, uma vez que a
UFRGS ndo liberou o acesso de pesquisadores de nivel de graduacdo ao laboratorio durante
todo o ano de 2020 e 2021, devido a pandemia do novo coronavirus.

Referente aos testes de caracterizacdo dos biomateriais, ndo foi possivel realizar a
molhabilidade, propriedades mecéanicas, viscosidade e espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR).

Além disso, ndo foi possivel testar o polimero &cido polilatico (PLA), por se tratar de
um experimento que havia sido projetado para ser incluido no referido projeto de conclusao
de curso.

Caso os testes sejam retomados assim que as diretrizes da UFRGS permitam, deverao
ser repetidas as confeccOes de todos os biomateriais, bem como métodos de caracterizagao e
viabilidade celular.

Ademais, o filme de PCL (técnica de deposicdo manual) demonstrou diminuicdo da
viabilidade celular, e este poderia ser usado como controle negativo ou até mesmo retirado do
estudo.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que os scaffolds de PCL/quitosana
apresentam resultados satisfatorios quanto a viabilidade celular in vitro.

Para que seja possivel determinar a efetiva habilidade de regeneracdo de pele dos
scaffolds de PCL/quitosana, se faz necesséria a realizacdo de estudos in vivo. Poderiam ser
comparadas lesdes tratadas com scaffolds de PCL/quitosana, PCL, quitosana, substitutos
dérmicos comerciais com e sem células, determinando assim qual a interferéncia do uso de
cada matriz dérmica e o uso de células na regeneracéo de pele.

Como citado por Marques et al. (2020), é importante para o quesito reprodutibilidade
que a quitosana utilizada seja caracterizada quanto a sua massa molecular (por exemplo, por
cromatografia de exclusdo de tamanho), viscosidade (por exemplo, por viscosimetria capilar),
grau de desacetilacdo (por exemplo, por ressondncia magnética nuclear) e quantificar o
conteudo de endotoxinas (por exemplo, por teste de Lisado de Amebacito de Limulus).

Para garantir que outros autores possam reproduzir este estudo, todas estas
informagdes devem estar dispostas nos trabalhos futuros, além de buscar incentivar os leitores

a também partilhar mais informagdes sobre polimeros naturais.
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