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Resumo

Zonas danificadas na pele resultantes de traumatismos, queimaduras ou feridas
diabéticas sdo usualmente reparadas recorrendo a utilizacao de enxertos de pele. Os problemas
associados a abordagem tradicional criaram a necessidade da pesquisa por novas alternativas.
Apesar de existirem diferentes materiais a ser desenvolvidos para esta finalidade, hd um
especial destaque para as matrizes fibrosas tridimensionais (scaffolds) biodegradaveis
produzidas por electrospinning. Estas possuem caracteristicas Unicas como a porosidade e
microestrutura necessarias para o crescimento de um novo tecido.

O objetivo da presente dissertacdo é a producdo de membranas fibrosas assimétricas
com uma camada externa composta por polimero sintético (policaprolactona) e uma camada
interna composta por polimeros naturais (gelatina e quitosano) e antibiotico moxifloxacina,
recorrendo a técnica electrospinning por blending. O scaffold resultante combina as
propriedades mecéanicas e hidrofébicas da PCL, necessarias para a protecdo da ferida, as
propriedades favoraveis a adesdo celular da gelatina e as propriedades antimicrobianas do
quitosano. A camada composta por polimeros naturais apresentam ainda elevada
biocompatibilidade e caracter hidrofilico. A adi¢do do antibidtico moxifloxacina auxilia na
protecdo da zona danificada de infecOes bacterianas.

De modo a aumentar a resisténcia mecéanica dos polimeros naturais e retardar dissolucao
da camada interna comecou-se pela realizacdo da reacdo de modificacdo da gelatina e do
quitosano, utilizando anidrido metacrilico. Desta reacdo resultam os polimeros modificados
(GelMA e QSMA), contendo o grupo metacrilamida na sua estrutura. E a introducéo deste
grupo que permite a reticulacdo da camada composta por GelMA e QSMA quando
mergulhada numa solucdo de Irgacure® 2959 e sujeita a radiacdo UV.

Apbds a obtencdo da GelMA e QSMA foram preparadas as solucBes a introduzir no
electrospinning. Foram produzidas membranas apenas com PCL, apenas com GelMA e
QSMA, membranas assimeétricas contendo as duas camadas (com e sem fotoreticulacdo), e
membranas assimétricas com moxifloxacina fotoreticuladas. Por fim foram realizados testes
de modo a estudar as propriedades fisico-quimicas, morfoldgicas, térmicas e bioldgicas das
matrizes desenvolvidas.

A analise de RMN permitiu verificar que ocorreu a reacdo de modificacdo tanto da
gelatina como do quitosano. Os espetros de FTIR-ATR comprovaram a presenca dos
diferentes polimeros usados na produgdo das membranas. Nas membranas assimetricas

reticuladas a identificagdo dos polimeros naturais ndo foi possivel devido & menor quantidade



presente apos o processo de reticulacdo, que é responsavel pela dissolugdo de parte desta
camada. As imagens de SEM permitiram observar a presenca de beads (“granulos”),
principalmente nas fibras de PCL, e concluir que o didmetro médio das fibras de PCL ¢
superior ao das fibras de GeIMA e QSMA.. Relativamente ao angulo de contacto dinamico,
confirmou a hidrofobicidade da membrana de PCL e a hidrofilicidade da membrana de
GelMA e QSMA. Os ensaios de perda de massa mostraram que a PCL néo sofre dissolucéo
em meio aquoso e que as membranas com GelMA e QSMA reticulados apresentam menor
percentagem de perda de massa que as mesmas membranas nao reticuladas, indicando que
ocorreu a reacdo de reticulacdo. Quanto a analise termogravimétrica, concluiu-se que as
membranas finais sdo termicamente estaveis, podendo ser sujeitas a elevadas temperaturas
sem comprometer as propriedades dos materiais. Os testes de biocompatibilidade mostraram
que os fibroblastos dermais proliferam quando em contacto com os materiais, mostrando que
estes sdo biocompativeis. Por fim, os ensaios de libertacdo da moxifloxacina indicaram uma
maior libertacdo nas primeiras 8h de contacto com o meio, sendo que a partir desse momento
a libertacéo se d& a uma taxa menor até ao décimo quarto dia.

Apesar de serem necessarios Varios ajustes e a otimizacdo de todos os parametros
envolvidos no processo, os resultados alcangados indicam que as membranas assimétricas de

PCL, GelIMA, QSMA e moxifloxacina tém potencial para a aplicacdo em feridas cutaneas.

PALAVRAS-CHAVE: Regeneracdo da pele, electrofiacdo, scaffolds, fibras,
policaprolactona, gelatina, quitosano, moxifloxacina, fotoreticulacdo, biodegradabilidade,

biocompatibilidade.



Abstract

Skin damaged areas, caused by traumatisms, skin burns or diabetic wounds are currently
treated using the graft technique. The problems associated to this traditional approach have
created the need of research for new alternatives. Despite the different materials that had been
developed to this application, there is a especial emphasis on biodegradable three-dimensional
fibrous matrices (scaffolds) produced by the electrospinning technique. These have unique
characteristics such as its porosity and microstructure required to the new tissue growing.

The aim of this work is the production of fibrous asymmetric membranes with an outer
layer composed by the synthetic polymer polycaprolactone and an inner layer composed by
natural polymers (gelatin and chitosan) and antibiotic moxifloxacin, using the blending
electrospinning technique. The resulting scaffold combines the mechanical and hydrophobic
properties of PCL, needed to the wound protection, gelatin cell adhesion properties and
chitosan antimicrobial properties. The layer composed by natural polymers also has excellent
biocompatibility and hydrophilic characteristics. The addition of moxifloxacin protects the
damaged area from bacterial infections.

In order to increase the mechanic resistance of the natural polymers and delay the
dissolution of que inner layer, was carried out the reaction of modification of gelatin and
chitosan using methacrylic anhydride. From this reaction resulted the modified polymers
(GelMA and QSMA), containing the methacrylic groups. The introduction of this group
allows the crosslinking reaction of the GelMA and QSMA layer, when immersed in an
Irgacure® 2959 solution and subjected to UV radiation.

After obtaining the GelMA and QSMA, the solutions were ready to be introduced in
electrospinning. There were produced PCL membranes, GelMA and Chitosan membranes,
asymmetric membranes containing the two layers (with and without photocrosslinking), and
photocrosslinked asymmetric membranes with moxifloxacin. Tests were carried out for all
membranes, in order to study their physical, chemical, morphological, thermal and biological
properties.

The NMR analysis showed that the reaction of modification of both gelatin and chitosan
occurred. The FTIR-ATR spectra confirmed the presence of the different polymers used to
produce the membranes. In crosslinked asymmetric membranes the identification of the
natural polymers was not possible due to the smaller amount present after the crosslinking
process, which is responsible for the dissolution of part of this layer. The SEM images allowed

to observe the presence of beads, mainly in the PCL fibers, and to conclude that the average



diameter of the PCL fibers is superior in the GelMA and QSMA fibers. The dynamic water
contact angle measurements confirmed the hydrophobicity of the PCL membrane and a
hydrophilicity of the GelMA and QSMA membrane. The weight loss study showed that PCL
does not dissolve in the aqueous medium and that the membranes with crosslinked GelIMA and
QSMA presented lower percentage of weight loss than their non-crosslinked counterparts,
proving that the crosslinking reaction occurred. The thermogravimetric analysis showed that
final membranes are thermally stable, allowing be subjected to high temperatures without
compromising the properties of the materials. The biocompatibility tests showed that dermal
fibroblasts proliferate when in contact with the materials, proving their biocompatibility.
Finally, the drug release study indicated a higher release in the first 8 hours of contact with the
medium, and a lower rate until the fourteenth day.

Although several adjustments and optimization of all parameters involved in the process
are required, the results indicate that asymmetric membranes of PCL, GelMA, QSMA and

moxifloxacin are suitable for application in skin wounds.

PALAVRAS-CHAVE: Skin regeneration, electrospinning, scaffolds, fibers,
polycaprolactone, gelatin, chitosan, moxifloxacin, photocrosslinking, biodegradability,
biocompatibility.






Vi



Indice

Motivacao, objetivos e estrutura da diSSErtaCao ..........cccvevvereerieerieieereerre e e e e e esee e 1
LOF o1 1 (1] (o TN 1011 7o [ ot T TSRS 3
1.1. Engenharia de tECIAOS. ......cccueiuiiieiieeie ettt enee 3
O YT ] 0 (= T LRSS 3
1.2.1. Polimeros biodegradAVeis..........ccviiiiiieieiiereiese e 5
I 0 I - (0] - VSRS 5
(C1-] P U - OSSR 6

QUITING € QUITOSANO. ......eeueeeteieite sttt 6

1.2.0.2. SINEELICOS . ..cveetietierieiesie sttt sttt sttt bbbt nees 7

o LR or= o] £ - Tox (0] - ) SO PS 8

1.3 ESHULUrA da PeIE.......oovieeieee bbb 9
1.4, SCAFOIAS ... e 10
1.4.1. Requisitos d0S SCAfOIUS. ........ccoiiiiiiiiicee e 10
1.4.2. Requisitos dos scaffolds para regeneragdo da pele..........cccooeveviieiiiiinenennn, 11
1.4.2.1. Membranas assimétricas como scaffolds para a regeneracao da pele ....... 12

1.4.2.2. Scaffolds para regeneracédo da pele produzidos por electrospinning com

INCOrporacao de FArMACOS .......ccveivieiiecie e 12

1.5, EIECLIrOSPINNING ....veiviiiiice ettt ane s 13
1.5.1. Tipos de eleCtroSPINNING ......coviiiieiieiie e 15
1.5.2. Efeito dos pardmetros no electroSPINNINg ..........ccccevveeeeveiieieese e 15
1.5.2.1. Efeito da voltagem aplicada...........ccccooeiiiiiiiininee e, 16
1.5.2.2. Efeito do caudal de SOIUGAD .........cceovvriiiiiiiiiiiieeee e, 16
1.5.2.3. Efeito da distancia entre agulha e coletor ...........ccoovviviiinciiiiiiccee, 16
1.5.2.4. Efeito da concentracdo de polimero e da viscosidade da solucéo ............. 17

Vii



1.5.2.5. Efeito da condutividade da SOIUGAOD ..........ccecvvviieiieie i 17

1.5.2.6. Papel do solvente no electroSpinning ..........ccccevveveeveiiesieese e 18
1.5.2.7. Efeito da humidade e da temperatura.............cccceevvvereiieseesesiie e see e 18
1.6. Libertag@o controlada de FArMACOS ..........ccoerriririiiiiie e 19
1.6.1. Técnicas para a incorporagao de fArmacoS ..........cocevevrereneienene e 20
1.6.1.1. MIStUra (BIENG) ...ccveeieiieiieieee e 20
1.6.1.2. Modificagdo da SUPErfiCIE.........ccurirririiiieere e, 21
1.6.1.3. Outras abordagens em electroSPiNNINg.........ccccoeveeveiiieiieesiecie e 21
1.6.2. Mecanismos de libertacdo controlada de farmacos ............cccccceeeeveeiveceinenen, 21
1.6.3. MOXITIOXACING. ......viviiiiiiiiecc e 23
Capitulo 2. Objetivos EXPEIIMENTAIS........ccueieerieiie e 24
Capitulo 3. MateriaiS € MELOAOS .......ccveeiiriiieiisie e 26
3L IVIBEEIIAIS ...ttt bbbt 26
3.2, PrOCEAIMENTO ..ottt ettt bbbt 28
3.2.1. Modificag8o da gelating............cooeiiiiiiiiee e 28
3.2.2. Modificagdo dO QUITOSANO .........cceeiiieiiiieiie et 29
3.2.3. Preparacdo soluctes para 0 electroSpinning.........cccccvevvevvereieeseese e 30
3.2.4. Preparacdo das membranas por electroSpinning ..........cccocveveeeeieeresieeseeseene 31
3.2.5. Fotoreticulacdo dos scaffolds..........cceviiieiieii i 31
TR R O 1 - Tox (=] 4= To%- o LSOO PP TSP PSPPI 32
3.3.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ..o 33
3.3.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflexo
Total Atenuada (FTIR-ATR)...ccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 33
3.3.3. Microscopia eletronica de varrimento (SEM) .......cocvvvivieneiiieniiiseseeee, 33
3.3.4. Determinacao de angulos de contacto diNAMICOS.........cceverereieieiieieieienn, 34

viii



3.3.5. EStud0S de Perda 0 MASSA ........ccverreerieiieiieeie e e e sie e ee e ens 34

3.3.6. Termogravimetria (TGA) ....cvcoeieeceee e 35
3.3.7. Biocompatibilidade...........c.ccoveiviiiiiiee e 35
3.3.7.1. Cultura celular de fibroblastos.............cccooiiiiiiiiiii e 36
3.3.7.2. Estudo da viabilidade CelUlar............coviiiiiiiiiiee e 36

3.3.8. Estudo da libertagdo do farmaco moXifloXacing ...........ccceceverevviviveiieiiciiennn, 37
Capitulo 4. ReSultad0s € JISCUSSAD ......c.ccuirueriruirieiieieiesie ettt 38
4.1. Analise RMN dos polimeros naturais antes e ap6s modificagdo ..............ccccveeenne. 38
4.2. Sintese dos SCAfOIAS. ..o 39
4.3. Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica dos scaffolds..........c.ccceeveiiinennne. 40
A.3.1 FTIR-ATR oottt ne e 40
A.3.2. SEM ..o et nee s 44

4.4. Angulos de CoNtacto diNAMICOS...........c..evueveeveererreireeeieeieeeeseesee s seseer e 48
4.5. EStudo de perda 08 MAaSSA..........ciureiirieiieienie sttt 49
4.6. ANAlise TermoOgraVimeALriCa.......cooeererieieeie ettt 50
4.7. BiocompatibDilidade ............coceiiiiiiiicccec e 55
4.7.1. Estudo da viabilidade celular...............cooiiiiiiiii e, 55

4.7. Estudo da libertacdo do farmaco moxifloxacina............cccccevevveieiiciecce e 57
Capitulo 5. Conclusdes e trabalno fUtUrO............coeiveiiii i 58
5.1, CONCIUSDES GEIAIS .....eeviiiieiieiieie ettt sttt b e bbbt 58
5.2 Trabalno FULUFO........ooviiiiice e 59
Referéncias BiDHOGIATICAS ........ccoiiiiiiiieciisee s 61
ANEXO A - PreparaGao de PBS ..ot a
Anexo B - Curva de calibragdo da MoxifloXacina.............ccoceviriiiniiiinenisesseeees b



indice de figuras

Figura 1-Formacdo da gelatina por hidrolise do colagénio. ..........ccccccvvevviieiiiece e, 6
Figura 2-EStrutura da qUITING. .......cccoveiiiicce et nne s 7
Figura 3-EStrutura do QUITOSANO0. ........ccueiieiieeieiee e eiesee st eee s ste e ste e re e sreesaeeneennes 7
Figura 4-Estrutura da policaprolaCtona. ...........ccceiveieiieii e 8

Figura 5-Esquema de um corte ao longo das vérias camadas da pele (Adaptado de [24]). .....9
Figura 6-Formacéo do cone de Taylor (adaptado de [28]). .....c.ccoovrerimieienenireseseeeee, 14
Figura 7-Representacdo do esquema de montagem do equipamento de electrospinning. .....14
Figura 8-Esquema de fibras obtidas por electrospinning coaxial e blending. .............cc....... 15

Figura 9-Perfil da concentracdo de farmaco no sangue para diferentes tipos de dosagem. ...19

Figura 10-1lustracdo dos mecanismos de biodegradacao superficial e na massa. .................. 22
Figura 11-Estrutura da moXiflOXaCina. ..........cccvevveiiiiiiii i 23
Figura 12-Representacdo esquematica da membrana assimétrica e sua aplicacéo................. 24

Figura 13-Esquema do procedimento seguido para a obtencdo da membrana assimétrica final

................................................................................................................................................ 25
Figura 14-Mecanismo de sintese de gelatina metacrilada (adaptado de [15]).......ccccccevereneen. 28
Figura 15-Esquema de montagem da lofiliZaGa0. ..........ccooooveviiiniiciicees 29
Figura 16-Mecanismo de sintese de quitosano modificado. ...........c.cccevverreiiieiiseiscee 29
Figura 17-Esquema de montagem do sistema de electrospinning...........ccccceeveieeveevieiiennnnn, 31

Figura 18-Reacédo de reticulacdo com Irgacure® 2959 e radiagédo UV (adaptado de [15]). ..32
Figura 19-Estruturas e espetros RMN da gelatina e gelatina modificada. ..............cccccvenin. 38
Figura 20-Estruturas e espetros RMN do quitosano e quitosano modificado. ..............c........ 38

Figura 21- Membranas produzidas por electrospinning: membrana de PCL (A) e membrana
assimétrica de PCL, GelMA, QSMA e MoxifloXacina (B).........ccccuvevereninenenineeieieienes 40

Figura 22-Espetros FTIR-ATR da gelatina, GelMA, quitosano e QSMA. .........cccceevvveiennn. 40


file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423846
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423847
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423848
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423849
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423850
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423851
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423852
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423853
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423854
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423855
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423856
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423857
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423858
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423858
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423859
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423860
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423861
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423862
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423863
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423864
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423865
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423866
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423866
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423867

Figura 23-Espetros FTIR-ATR da GelMA, QSMA e da membrana de GelMA e QSMA.

Figura 24-Espetros FTIR-ATR da membrana de PCL, membrana de GelMA e QSMA e
membrana de PCL, GEIMA € QSMAL. ..o e 42

Figura 25-Espetros FTIR-ATR da membrana de PCL, GelMA e QSMA antes e apés a
reticulagdo e da membrana de PCL, GelMA, QSMA e Moxifloxacina reticulada............ 44

Figura 26- Imagens da superficie da membrana de PCL obtidas por SEM a ampliagdes de
2 000x, 5 000x, 20 000x e 50 000 (A, B, C e D respetivamente) e histograma dos
diAMetros das fIDras (E). .....ccooivereiieieerie et eeenes 45

Figura 27-Imagens da superficie da membrana de polimeros naturais (ndo reticulada)
obtidas por SEM a ampliacGes de 2 000x, 5 000x, 20 000x e 50 000x (A, B, Ce D
respetivamente) e histograma dos didmetros das fibras (E)........c.cccocvvvvrieriviiniieniniiennn, 45

Figura 28-1magens da superficie da membrana de polimeros naturais (reticulada) obtidas
por SEM a ampliagdes de 2 000x, 5 000x, 20 000x e 50 000x (A, B, Ce D
respetivamente) e histograma dos didmetros das fibras (E)........c.cccocvrvviienivniniiinnicninnnn, 46

Figura 29-Angulos de contacto dindmicos das membranas produzidas por electrospinning.

............................................................................................................................................ 48
Figura 30-Curvas termogravimétricas e DTG para o quitosano e QSMA............ccccveu.e. 51
Figura 31-Curvas termogravimétricas e DTG para a gelatina e GelMA. .............c.c.c......... 51
Figura 32-Curvas termogravimétricas e DTG para a membrana de PCL, membrana de

GelMA e QSMA e membrana de PCL, GeIMA, QSMA. ... 52

Figura 33-Curva termogravimétricas e DTG para a membrana de PCL, GelMA e QSMA
reticulada e néo reticulada e membrana de PCL, GeIMA, QSMA e moxifloxacina
(= (oI T] - Lo - USSP SURPPRN 53

Figura 34-Percentagem de viabilidade celular dos fibroblastos apds 1, 3 e 7 dias de
contacto com as membranas assimétricas reticuladas com e sem farmaco. Controlo
negativo com células vivas (K-) e controlo positivo com células mortas (K+)................. 55

Figura 35-Imagens obtidas por microscopio 6tico das culturas celulares de fibroblastos
para as diferentes membranas estudadas e para o controlo negativo (K°) e positivo (K*) ao
L Lo L T T T A [T YT 56

Figura 36-Perfil de libertacdo da moxifloxacina contida na membrana assimétrica em
210 [0 - T8 0 111 SRR 57

Xi


file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423868
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423868
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423869
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423869
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423870
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423870
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423871
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423871
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423871
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423872
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423872
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423872
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423873
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423873
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423873
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423874
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423874
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423875
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423876
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423877
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423877
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423879
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423879
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423879
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423880
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423880
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423880
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423881
file:///C:/Users/USER/Dropbox/TESE/Tese_Marta%20Santos.docx%23_Toc493423881

indice de tabelas

Tabela 1-Resumo das membranas produzidas por electrospinning. .........ccccceeveveervenenne 25
Tabela 2- Lista de materiais, respetivas informacdes e aplicacdo a que se destinaram.....26

Tabela 3- Polimeros, solventes e condi¢des de operacdo utilizados em cada tipo de
0] [VoF: To I oo 110 T<T g or- VRS SPS 30

Tabela 4-Bandas caracteristicas da ligagdo amida num espetro obtido por FTIR-ATR

I OO 41
Tabela 5-Diametros médios das fibras que comp&em as membranas obtidas por

BIECLIOSPINNING. ...ttt e bbbttt 46
Tabela 6-Valores de percentagem de perda de massa obtidos para cada membrana......... 49

Tabela 7-Valores de temperatura de degradacéo inicial e final, percentagem de perda de
MASSA € DTG ..ttt e et e e e e b e e nen e e reeanne s 54

Xii



Lista de abreviaturas

AA- Acido acético

ADN- Acido desoxirribonucleico

DMEM-F12- Meio Eagle modificado por Dulbecco
DTG- Temperatura de degradacéo derivada

ECM- Matriz extracelular

ET- Engenharia de tecidos

FBS- Soro fetal bovino

FDA- Food and drug administration

FTIR-ATR- Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflex&o Total Atenuada
GAG- Glicosaminoglicanos

GelMA- Gelatina metacrilada

IPN- Instituto Pedro Nunes

Irg2959- Irgacure 2959

IV- Infravermelho

MAA- Anidrido metacrilico

MTS- 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium

MTS/PMS- 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium/phenazine methosulfate

NHDF- Fibroblastos normais dermais humanos
PBS- Tampéo fosfato salino

PCL- Poli (e-caprolactona)

PVD- Physical vapor deposition

QSMA- Quitosano metacrilado

RMN- Ressonancia magnética nuclear

SEM- Microscopia eletrénica de varrimento
SL.C- Sistemas de libertacdo controlada

Tt Temperatura de fusdo

TFE- Trifluoroetanol

xiii



Tg- Temperatura de transicdo vitrea
TGA- Analise termogravimétrica

UV- Ultravioleta

Xiv















Motivacao, objetivos e estrutura da dissertagao

A engenharia de tecidos tem vindo a evoluir e a ganhar cada vez mais expressao na
medicina, procurando solucionar diversos problemas de forma menos agressiva, mais rapida e
minimizando os riscos para 0 paciente. Uma das aplicacBes da engenharia de tecidos esta
relacionada com a utilizacdo de scaffolds (matrizes tridimensionais) que funcionam como
suporte para a regeneracdo da pele [1]. A pele possui um papel crucial na protecdo do corpo e
apesar de possuir a capacidade de se auto-regenerar, caso esse processo seja perturbado ou a
area da lesdo seja demasiado extensa, a regeneracao nao ocorre de forma eficaz. Neste sentido,
¢ vantajoso recorrer a scaffolds que suportam o crescimento do novo tecido. Desta forma é
reduzida a necessidade de recorrer a dadores de pele que, para além de insuficientes face as
necessidades, acarretam problemas adicionais como a possibilidade de rejeicdo por parte do
paciente [2]. Do ponto de vista estético, os scaffolds permitem ainda melhorar
significativamente o aspeto da area danificada, uma vez que reduzem substancialmente a
formacdo de cicatrizes [3].

A presente dissertagdo tem como objetivo a producdo de membranas assimétricas com
acdo farmacoldgica para regeneracdo da pele, utilizando a técnica de electrospinning. As
referidas membranas apresentam essencialmente trés funcdes: a protecao da area danificada de
agressdes externas e infecdes, 0 suporte para o crescimento de novo tecido e a aceleracdo da
regeneracdo desse mesmo tecido. Para tal, amembrana é constituida por duas camadas distintas:
a camada externa composta por policaprolactona (PCL) e a camada interna constituida por
gelatina, quitosano e o antibidtico moxifloxacina. A camada de PCL (polimero sintético), para
além possuir caracteristicas hidrofobicas que imitam a camada exterior da pele e evitam a
desidratacdo, confere resisténcia mecanica a membrana e permite proteger a zona da ferida de
agressoes externas. A camada interna do scaffold tem carater hidrofilico e contém gelatina e
quitosano (modificados), dois polimeros naturais que apresentam grande biocompatibilidade,
embora menor resisténcia mecanica que a PCL. Entre outras caracteristicas, a gelatina apresenta
propriedades favoraveis a adesao celular e o quitosano apresenta propriedades antimicrobianas.
Combinando os varios polimeros enunciados, conseguem-se otimizar as caracteristicas finais
da membrana, de modo a que esta possa ter a aplicagdo desejada. A adi¢cdo do antibidtico
moxifloxacina a camada interna da membrana ajuda a evitar a ocorréncia de infecdes
provocadas por bactérias durante o periodo de regeneracdo, melhorando assim o desempenho
do scaffold.

Ambas as camadas da membrana assimetrica sdo compostas por fibras, produzidas pela

técnica de electrospinning. As fibras conferem a membrana a estrutura porosa necessaria para



a adesdo e proliferacdo celular, sendo que a medida que se da o crescimento do novo tecido
cutdneo, a membrana vai biodegradando e sendo substituida pela pele recém-formada [4].

A presente dissertacdo encontra-se organizada em 5 capitulos principais. O Capitulo 1
contém uma introducéo tedrica, que visa fazer o enquadramento dos varios conceitos associados
ao tema, como a engenharia de tecidos, os biomateriais, a estrutura da pele, o principio de
funcionamento do electrospinning e a incorporacao de farmacos.

No Capitulo 2 sdo apresentados 0s objetivos experimentais e resumidas as etapas
percorridas até a obtencdo das membranas finais.

O Capitulo 3 incide sobre os materiais e métodos utilizados, sendo que € neste capitulo
que séo detalhados todos os procedimentos experimentais realizados tanto para a producao das
membranas, como para a sua caracterizacdo fisico-quimica, testes de biocompatibilidade e
estudos de libertacdo do farmaco.

O Capitulo 4 ¢ direcionado para a discussdo dos resultados obtidos a partir das técnicas
descritas no capitulo anterior e o Capitulo 5 para as conclusdes finais do trabalho e perspetivas

futuras.



Capitulo |. Introducao

|.1. Engenharia de tecidos

Doencas, lesdes e traumatismos podem conduzir a danos e degeneracdo de 6rgédos e
tecidos no corpo humano, que necessitam de tratamentos para facilitar a sua reparacéo,
substituicdo ou regeneracgéo [5]. O tratamento de lesdes graves na pele normalmente baseia-se
no transplante de pele de um local para outro no mesmo paciente (um autoenxerto) ou de um
individuo para outro (um aloenxerto). Embora estas abordagens tenham revolucionado a
problematica da regeneracdo de tecidos, existem algumas restricbes em ambas as técnicas. A
colheita de autoenxertos é dispendiosa, dolorosa e limitada por questdes anatomicas, infecdes
e hematomas. Os aloenxertos também apresentam problemas como a insuficiéncia de tecido a
aplicar em todos os pacientes, os riscos de rejeicao pelo sistema imunoldgico do paciente e a
possibilidade de infecdo ou transmissao de doencas do doador para o recetor [2].

A engenharia de tecidos (ET) é uma area interdisciplinar que oferece uma alternativa as
técnicas convencionais e tem como objetivo regenerar os tecidos danificados em vez de
substitui-los, desenvolvendo dispositivos ou sistemas bioldgicos que restauram, mantém ou
melhoram a funcdo do tecido original [1], [2]. Sendo uma area muito interdisciplinar, requer
conhecimentos provenientes de diversas areas como biotecnologia, engenharia quimica,
engenharia biomédica, biomateriais, fisica, quimica, biologia molecular, entre outras [5]. Deste
modo, desenvolvem-se substitutos para érgéos e tecidos doentes ou danificados e o seu sucesso
baseia-se essencialmente na matriz ideal que suporta adesdo e proliferacdo celular [2], [6].

Existem varias abordagens que tém sido usadas em engenharia de tecidos tais como a
utilizacdo de células isoladas (do paciente) para substituicdo de células danificadas; a utilizacéo
de substancias de inducdo como fatores de crescimento (que promovem adesao, proliferacéo,
migracdo e diferenciacdo celulares) ou ainda a utilizacdo de matrizes tridimensionais que
funcionam como suporte fisico para a adeséo e proliferacdo das células (scaffolds) [7], [5].

Existem diversos métodos de preparagdo destes scaffolds (filmes, géis, nanoparticulas,
fibras poliméricas). Um dos métodos mais promissores & a preparacdo de matrizes

tridimensionais formadas por fibras poliméricas produzidas pela técnica de electrospinning.

|.2. Biomateriais

Os materiais utilizados em engenharia de tecidos sdo denominados de biomateriais.
Define-se biomaterial como aquele que esta em contacto com fluidos ou tecidos biologicos e
que faz parte de uma estrutura viva ou um dispositivo médico. O uso de biomateriais tem o

objetivo de melhorar ou substituir uma funcdo natural de um sistema biologico. Aplicam-se
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biomateriais em areas como medicina e farmacia, sendo que uma das vertentes destes materiais
é a sua combinagdo com sistemas de libertacdo controlada de farmacos [2].

Para poderem ser utilizados como biomateriais, hd alguns requisitos que devem ser
cumpridos como a biocompatibilidade, a degradabilidade adequada a aplicacéo a que se destina
e a ndo toxicidade. Para além disso devem ser passiveis de ser esterilizados sem perderem as
propriedades originais [5], [8].

Os scaffolds utilizados como matrizes para regeneracao de tecidos podem ser fabricados
recorrendo a varios tipos de materiais: ceramicos, metalicos, poliméricos ou compdsitos.
Dependendo do tipo de aplicacéo, assim se determina a escolha do material [2]. Os ceramicos
e metélicos sdo indicados para tecidos duros; os poliméricos sdo utilizados maioritariamente
em aplicacOes para tecidos moles. Os materiais compositos sao constituidos por mais que um
tipo de material e tém a particularidade de combinar as propriedades de cada um de modo a
tirar partido das suas vantagens individuais e assim conseguirem caracteristicas que nao se
conseguiriam utilizando apenas um dos tipos de material [2].

Os materiais metalicos possuem elevada resisténcia mecanica, elevada condutividade
elétrica e térmica, e resistem a elevadas forcas de tensdo. No entanto, podem sofrer corroséo,
séo pouco biocompativeis, muito densos e dificeis de fabricar. Sdo utilizados maioritariamente
para fios de sutura, raizes de implantes dentarios, préteses de anca, joelho, vértebras, mandibula
e cranio [8], [9].

Os materiais ceramicos resistem a corrosdo, sdo inertes e possuem elevada
biocompatibilidade e dureza. A condutividade térmica destes materiais € inferior a dos metais
e sdo geralmente bons isolantes elétricos. Contudo sdo mais frageis, ndo resilientes (quebram
em vez de deformarem), pouco resistentes ao impacto, e exigem condi¢des de processamento
mais severas (elevadas pressdes e temperaturas). Estes materiais sdo aplicados em ortopedia,
dispositivos cardiovasculares, neuroestimulacéo e medicina dentaria [2], [8], [9].

Podem ser usados como biomateriais polimeros naturais ou polimeros sintéticos, quer
sejam biodegradaveis quer ndo biodegradaveis. De uma forma geral os materiais poliméricos
sdo facilmente produzidos e a menor custo, sdo resistentes, pouco densos, possuem elevada
resisténcia elétrica e podem ter caracteristicas como a elasticidade e flexibilidade. A principal
desvantagem é o facto de se deformarem ao longo do tempo, devido as suas fracas propriedades
mecanicas. Este tipo de materiais € usado em suturas, encaixes de quadril, stents vasculares,
ligamentos artificiais, e outras aplicacdes em tecidos moles [2], [5], [10].

Os materiais compoésitos combinam dois ou mais dos tipos de materiais referidos e
possuem propriedades intermeédias entre eles, sendo favoraveis na medida em que tiram partido

das vantagens de cada um. Estes materiais s@80 normalmente inertes, possuem boa
4



compatibilidade, resisténcia a corrosao e sdo produzidos a medida da aplicacdo. O seu dificil
processamento e elevado custo de producdo séo as principais desvantagens. Sdo usados em
aplicacBes como valvulas cardiacas artificiais, cimentos dentarios e 6sseos e implantes de
articulacoes [2], [8].

Na presente dissertacdo, os scaffolds produzidos para regeneracdo da pele sdo materiais
compdsitos, sendo que se conjugam diferentes polimeros (naturais e sintéticos) para produzir a
membrana final. Este tipo de materiais € usado uma vez que permite desenvolver mais
facilmente membranas com as caracteristicas 6timas para a aplicacdo pretendida, tais como a

resisténcia, porosidade e microestrutura [2], [8], [9].

|.2.1. Polimeros biodegradaveis

1.2.1.1. Naturais

Os polimeros naturais apresentam geralmente biocompatibilidade e propriedades
bioativas melhores do que os polimeros sintéticos. Estas caracteristicas devem-se ao facto de
serem semelhantes as macromoléculas com as quais 0 ambiente bioldgico estd preparado para
lidar metabolicamente. Este tipo de polimeros favorece a proliferacdo e diferenciacdo celular,
facilitando a regeneracdo dos tecidos. Para além disso, acarretam menos problemas a nivel de
toxicidade e reacdes inflamatdrias [5], [11].

Como desvantagem, os polimeros naturais sdo muito heterogéneos (dependentes das
condicBes e dos organismos onde se formaram), pelo que se torna dificil controlar o seu peso
molecular e ramificacdes. Para além disso tém de ser purificados de modo a evitar a transmisséo
de doencas, principalmente se forem de origem animal. Outra desvantagem dos polimeros
naturais prende-se com o facto de estes se degradarem a temperaturas inferiores ao seu ponto
de ebulicéo, dificultando a sua utilizacdo. Uma vez que apresentam algumas limitacdes como a
sua facil degradacdo enzimatica, facil hidrdlise das ligacdes entre mondémeros e fraca resisténcia
mecanica, recorre-se por vezes a sua reticulacao (crosslinking) ou combina¢do com polimeros
sintéticos. No caso da regeneracdo da pele, ao reticular e combinar polimeros naturais com
polimeros sintéticos, obtém-se um produto final com melhores propriedades mecanicas e por
isso mais adequado a aplicacdo em questédo [12].

Os polimeros naturais podem ser divididos em trés grandes grupos: as proteinas
(colagénio, gelatina, elastina, queratina, fibrina, etc.), os polissacarideos (acido hialurénico,
celulose, amido, agarose, quitosano, etc.) e os polinucleotidos (acido desoxirribonucleico e

acido ribonucleico) [5]. Os monomeros que constituem as proteinas sdo 0s aminoacidos. No



caso dos polissacarideos, as unidades de repeticdio sdo 0Ss monossacarideos e nos

polinucledtidos séo os nucledtidos.

Gelatina

A gelatina é uma biomacromolécula obtida como produto da hidrélise da proteina mais

abundante na pele, o colagénio (Figura 1) [13].

H.O

Gelatina

Colagénio

Figura 1-Formagdo da gelatina por hidrdlise do colagénio.

Existem vérios tipos de colagénio, no entanto, a gelatina deriva apenas do colagénio do
tipo I, que pode ser proveniente de duas fontes distintas: bovina ou suina. Dependendo das
condicdes de processamento do colagénio (temperatura, pH e duracdo do processo), a gelatina
pode ter diferentes caracteristicas. No caso da gelatina do tipo A, as condi¢des de pré-tratamento
sdo 4cidas, enquanto a gelatina do tipo B provém de um pré-tratamento alcalino. Uma vez que
0 ponto isoelétrico da gelatina do tipo A é mais proximo do pH do organismo (entre 7 e 9), esta
é usada preferencialmente em engenharia de tecidos [14].

A gelatina € uma proteina sollvel em agua, exibe boa biocompatibilidade, baixa
imunogenicidade e permite um elevado crescimento celular, pelo que é usada em aplicagdes
biomédicas e farmacéuticas [5]. A limitacdo da gelatina para este tipo de aplicacfes consiste no
facto de esta se dissolver facilmente a temperatura fisioldgica (aproximadamente 37 °C). Para
colmatar esta desvantagem procede-se frequentemente a sua reticulacao, o que melhora também

as propriedades mecéanicas, sem comprometer a biocompatibilidade [15].

Quitina e quitosano

A quitina e 0 quitosano sdo copolimeros constituidos por unidades de 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas .
Estes polissacarideos sédo biocompativeis, biodegradaveis e os seus produtos de degradacédo séo
inofensivos. A quitina é o segundo polimero mais abundante na natureza e tem origem
essencialmente no exosqueleto dos crustaceos. A sua estrutura esta representada na Figura 2
[11], [16].



O quitosano é obtido por desacetilagdo acida ou alcalina do grupo acetamida da quitina,
sendo que quanto maior o grau de desacetilacdo (que raramente é completa), maior a
biocompatibilidade. Apesar de a desacetilacdo poder ocorrer em meio &cido, esta hipotese ndo
é muito utilizada devido a suscetibilidade das ligacdes glicosidicas a hidrdlise acida [17], [18].

A estrutura do quitosano encontra-se representada na Figura 3.

CH, — _
0 HO
HO NH.
NH 0
N © ) OH OH OH
OH o
o NH
INH 2 Ho
HO | i
. , ,
| CH3 4 Figura 3-Estrutura do quitosano.

Figura 2-Estrutura da quitina.

Ao contrario do quitosano, que é solivel em solucGes aquosas diluidas de acidos
organicos e inorganicos (devido a predominancia das unidades de 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose), a quitina € insollivel na maior parte dos solventes (predominancia de unidades
de 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose) [17], [4].

O quitosano apresenta caracter cationico, o que lhe confere a capacidade de interagdo com
moléculas carregadas negativamente como é o caso dos glicosaminoglicanos da matriz
extracelular. O facto de ter grupos polares (NH>) torna este polimero capaz de se ligar a outros
polimeros por meio de ligagOes de hidrogénio [17], [18].

Quanto a degradacdo do quitosano, esta pode ser levada a cabo por enzimas existentes no
corpo (como a lisozima) e € tanto mais rapida quanto maior o grau de desacetilacdo [16].

Uma vez que o quitosano é mais soltvel (principalmente se for quitosano modificado), e
é relativamente facil de obter e ndo implica elevados custos, este €, por norma, usado em
detrimento da quitina. Para além disso, promove a regeneracdo de varios tecidos (pele, tecido
0sseo, etc.) e possui propriedades antimicrobianas, antitrombogénicas, antioxidantes e de

bioaderéncia, 0 que é relevante para aplicacdes na area da engenharia de tecidos [16], [19].

1.2.1.2. Sintéticos

Para além dos polimeros existentes na natureza, existem ainda os polimeros sintéticos,
que sdo produzidos de forma artificial. Uma vez que sdo sintetizados pelo homem, podem ser

adaptadas a finalidade a que se destinam [5], [20].



As suas boas propriedades mecanicas, facil processamento e estabilidade tornam estes
polimeros apelativos do ponto de vista da engenharia de tecidos [5].

Grande parte dos polimeros de origem sintética apenas sofre degradagdo por hidrolise
quimica e é resistente a hidrdlise enzimatica, pelo que € mais facil controlar a sua degradacéo
comparativamente aos polimeros naturais [20].

Dentro dos polimeros sintéticos, os mais utilizados neste tipo de aplicacdes sdo 0s
poliésteres, que sdo polimeros que contém o grupo funcional éster. Os poliésteres podem ser
alifaticos, aromaticos ou ndo aromaticos. Os alifaticos sdo os mais indicados para a area
biomédica devido a facilidade de ocorréncia da reacdo de hidrolise quando em contacto com

fluidos corporais [21].

Poli (e-caprolactona)

A poli (g-caprolactona) (PCL) é um poliéster alifatico linear semicristalino ja aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) [4]. Relativamente as caracteristicas fisico-
quimicas, a PCL tem uma temperatura de transi¢do vitrea (Tq) de -60 °C e uma temperatura de
fusdo (Tr) situada entre 55 e 60 °C. Estas caracteristicas devem-se ao facto de o polimero possuir
cadeias de carbono muito extensas e com reduzida mobilidade, o que lhe confere boas

propriedades mecanicas e carater hidrofébico [22]. A estrutura da PCL encontra-se ilustrada na

{O\N\)O&

Figura 4-Estrutura da policaprolactona.

Figura 4.

O tempo de degradacdo da PCL € entre 2 a 3 anos, pelo que pode ser usada para aplicacfes
em que é necessaria uma maior durabilidade do material. O processo de degradacdo consiste
em trés passos: a quebra da cadeia polimeérica por hidrdlise, formagéo de cadeias mais curtas
(oligbmeros) e fagocitose pelos macréfagos [21].

A sua bioestabilidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, solubilidade em diversos
solventes organicos, capacidade de ser processado a baixas temperaturas e boas propriedades
mecanicas, permitem que este polimero seja utilizado em scaffolds para engenharia de tecidos.
Uma vez que é um polimero hidrofébico, a sua capacidade de inchaco e degradacdo hidrolitica
sdo menores face a outros polimeros biodegradaveis. Esta caracteristica pode ser vantajosa para

inimeras aplicagdes, no entanto acarreta a desvantagem da adesdo celular ndo ser muito



elevada, devido a sua reduzida bioatividade. Quando pretendida uma maior adesdo celular €

usual proceder-se & sua mistura com polimeros naturais [18], [21].

|.3. Estrutura da Pele

A pele é o 6rgdo de maior tamanho e peso do corpo humano e exerce diversas fungdes
como a funcdo sensorial, regulacdo térmica, defesa, controlo do fluxo sanguineo, protecdo
contra agentes externos e manutenc¢éo da hidratacdo do corpo [4], [23].

A pele é constituida por véarias camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme. A epiderme
é a camada mais externa da pele e é composta por queratindcitos (responsaveis pela producao
de queratina), melandcitos (responsaveis pela producdo de melanina, pigmento que da cor a
pele; e pela protecdo contra os raios UV), células de Langerhans (responsaveis pela defesa
imunoldégica) e células de Merkel (com funcdo sensorial) [4]. A epiderme esta ligada a derme
através da membrana basal, local onde sdo produzidos os queratindcitos. Esta juncdo dermo-
epidérmica forma cristas que aumentam a superficie de contacto entre as duas camadas, o que
facilita a passagem de nutrientes [23].

A derme € responsavel pela resisténcia, hidratacdo e elasticidade da pele (devido ao
colagénio, elastina e fibrilina) e é constituida por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e
linfaticos, glandulas sudoriparas, foliculos pilosos e células nervosas [4].

A camada mais interna da pele é denominada de hipoderme ou tecido celular subcutaneo.
Esta é constituida essencialmente por tecido conjuntivo posicionado em torno dos adipécitos
(células que armazenam gordura). A hipoderme fornece protecdo contra traumas e choques
mecanicos e funciona como isolante (devido ao armazenamento de energia) [4].

Na Figura 5 encontra-se uma esgquematizacdo de um corte ao longo das trés camadas da

pele: epiderme, derme e hipoderme [4], [24].

Pélo -epidérmica
- . j :. '
Artérias e velas <=~ a Derme
Glandula sebacea - ﬂ 4
Foliculo piloso — ' i
Hipoderme
Artérias e veias <=
Glandula sudoripara —

Figura 5-Esquema de um corte ao longo das vdrias camadas da pele (Adaptado de [24]).



|.4. Scaffolds

Como anteriormente referido, os scaffods sdo matrizes tridimensionais que servem de
suporte para o crescimento de tecidos. Estas matrizes podem ser sintéticas ou bioldgicas,
degradaveis ou ndo degradaveis, dependendo da finalidade a que se destinam [10].

Para que possa ocorrer o crescimento de novos tecidos, a matriz tem de permitir a adeséo,
proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celulares. Nos scaffolds destinados a engenharia de
tecidos, a estrutura porosa e a funcao biologica sdo extremamente importantes, de modo a imitar
ao maximo a matriz extracelular (ECM) [4], [5], [6].

A ECM é uma entidade estrutural natural do corpo que serve de suporte celular e é
constituida por trés tipos de biomoléculas: as proteinas estruturais (colagénio e elastina), as
proteinas especializadas (fibrina, fibronectina e laminina) e os proteoglicanos. O colagénio
fornece resisténcia e a elastina promove a flexibilidade. A fibrina é constituida por fibras
elasticas encontradas no tecido conjuntivo, a fibronectina é responsavel pela ligacdo entre as
superficies celulares e as células e a laminina auxilia na diferenciacdo, migracdo e adesdo
celulares. Os proteoglicanos sdao compostos por um ndcleo proteico ligado covalentemente a
cadeias de glicosaminoglicanos (GAG). Os GAG contém dissacarideos carregados
negativamente, pelo que se ligam facilmente (de modo néo-especifico) a moléculas com carga
elétrica oposta (incluindo fatores de crescimento). Para além disso, atraem catides que carregam
agua, pelo que ajudam a manter a hidratacdo da matriz [4], [7].

Os scaffolds atuam entdo como uma ECM temporaria de modo a guiar a formacdo de
tecidos [4]. Podem ser aplicados tanto em tecidos moles como em tecidos duros, sendo que 0
objetivo € a substituicdo da zona danificada por uma matriz, permitindo o crescimento e

desenvolvimento do novo tecido, com func@es e propriedades semelhantes as do tecido vizinho.

I.4.1. Requisitos dos scaffolds

Para que possam ser utilizadas como scaffolds para regeneracao de tecidos, as matrizes
devem ter determinadas propriedades:
= Biocompatibilidade e ndo toxicidade, de modo a evitar respostas inflamatorias.
Os produtos de degradacdo do material usado devem ser também néo toxicos
e metabolizaveis pelo organismo [2];
= Ser ndo-cancerigenas [5];
= Mimetizar o mais possivel a matriz extracelular (ECM) [5];

= Suportar a adesdo e proliferagdo celular [5];
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= Propriedades mecanicas semelhantes as do tecido original e que permitam o seu
manuseamento aquando da implantagéo no paciente [2];

» Resisténcia a tracdo ou compressdo a que serdo sujeitos depois de aplicados, de modo
a garantir a protecdo das células aderidas;

= Porosidade elevada (usualmente acima de 90%) e interconectividade entre poros de
forma a permitir a difusdo de nutrientes, transporte de gases, crescimento celular e
vascularizagdo do tecido recém-formado [5];

= Adequada morfologia de superficie de maneira a que a matriz possua permeabilidade,
rugosidade e porosidade, 0 que aumenta a sua area especifica e consequentemente a
adeséo celular [2];

» Biodegradabilidade apropriada, isto é, a matriz deve degradar-se a uma velocidade

semelhante a da formac&o do novo tecido [2]; [5].

As caracteristicas finais dos scaffolds dependem fortemente quer dos materiais quer da
técnica usada no seu fabrico. Quer uns quer outra tém assim de ser escolhidos e ajustados de

forma a adequar as propriedades finais da matriz as exigéncias da aplicacdo pretendida [2].

|.4.2. Requisitos dos scaffolds para regeneragao da pele

Perante uma situacdo de dano na pele ou outros tecidos moles, a utilizacdo dos métodos
cirrgicos convencionais ndo resolve completamente o problema da cicatrizacdo e acarreta
inimeros problemas, como referido no capitulo 1.1.

Os fatores mais importantes a ter em conta e que influenciam o processo de regeneracao
sdo a degeneracdo tecidual, o dano oxidativo, o desequilibrio de humidade na ferida, as infecdes
e outras complicacdes na area da ferida cirdrgica, trauma ou queimadura.

A cicatrizacdo de uma ferida é um processo que compreende Varias etapas sequenciais
destinadas a restaurar a estrutura e a funcdo das células e tecidos danificados [25]. A sequéncia
de eventos inclui a hemostasia, inflamacdo, migracdo, proliferacdo e remodelacdo. A
hemostasia € a etapa durante o qual as plaquetas sofrem desagregacdo de modo a libertar os
fatores de crescimento necessarios para o processo de inflamacdo. Estes desencadeiam a
cicatrizacao atraves da atracao e ativacdo de fibroblastos, células endoteliais e macrofagos [4],
[23].

A fase de inflamacdo ocorre em simultaneo e consiste na penetragdo de neutrofilos e
fagocitos dentro das células mortas [23], [26].

Na migracao ocorre a deslocacdo de novas células epiteliais para a area onde é necessario

substituir as células mortas. A etapa de proliferagdo consiste em cobrir toda a area da ferida
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com ceélulas epiteliais e fibroblastos, sendo que em simultaneo ocorre a vascularizacao e a
contragéo da ferida [27].

Por fim, da-se a etapa de remodela¢do ou maturacdo. Nesta fase os fibroblastos cobrem
toda a superficie danificada formando uma nova camada de pele [23]. Esta sequéncia de eventos
é controlada por varios fatores, moléculas de sinalizacéo e celulas [28].

O curativo ideal para feridas na pele deve proporcionar troca gasosa e humidade
necessaria para uma regeneracdo completa. O material deve também ser flexivel e fécil de
manusear, de modo a poder ser adaptado a diferentes conformacdes e tamanhos de feridas. Para
além disso deve evitar infecGes causadas pela penetracdo de agentes patogénicos estranhos. A
incubacdo dos agentes patogénicos locais também deve ser evitada, sendo que para isso 0
curativo deve assegurar uma eficaz remocéo do exsudato (fluido inflamatério extravascular

com elevada concentracao de proteinas e fragmentos celulares [29].

|.4.2.1. Membranas assimétricas como scaffolds para a regeneragao

da pele

Para curativos direcionados para a regeneracao da pele, as membranas assimétricas sdo
extremamente atrativas uma vez que se podem ter, em cada uma das camadas que a constituem,
as caracteristicas mais adequadas. Assim, para a camada exterior, pretende-se uma membrana
resistente para proteger a ferida de danos fisicos e da penetracdo de agentes patogénicos. Deve
ainda ser hidrofobica para evitar a perda de agua e consequente desidratacdo da pele. Ja a
camada interior, que fica em contacto com a pele danificada, deve ser porosa e hidrofilica para
permitir a absorcdo dos exsudatos, mantendo o ambiente hidratado necessario para a
regeneracdo eficaz da pele [4], [12]. A hidrofilicidade desta camada € essencial uma vez que
contacta diretamente com células e fluidos bioldgicos [4].

Uma solugdo possivel é usar um polimero sintético hidrofébico como a PCL na camada
exterior e polimeros naturais hidrofilicos como a gelatina e/ou 0 quitosano na camada interior
[30], [31].

1.4.2.2. Scaffolds para regeneracao da pele produzidos por
electrospinning com incorporagao de farmacos

Uma das técnicas mais promissoras para producdo de scaffolds para regeneracdo da pele
é a técnica de electrospinning (ou eletrofiagdo), uma vez que proporciona numerosas vantagens
relativamente a outros métodos usados [28]. Os fundamentos desta técnica serdo detalhados no
capitulo 1.5.
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Os curativos para feridas, principalmente nos casos em que 0 processo de cicatrizacédo €
prolongado, devem conter um agente bioativo, normalmente um antibiético local. Estes pensos
bioativos tém sido desenvolvidos com base em filmes, hidrogeéis, esponjas e espumas.
Recentemente, as fibras obtidas por electrospinning tém recebido grande atencao devido as suas
caracteristicas especiais. As caracteristicas mais diferenciadoras das fibras poliméricas
relativamente aos outros sistemas sdo a sua elevada area superficial e a elevada porosidade. A
area de superficie extremamente elevada permite que as fibras removam eficientemente
exsudatos e ajustem a humidade da ferida. A elevada porosidade da membrana contribui para a
permeabilidade ao ar e a agua, troca de nutrientes e metabolitos e, como tamanho de poro é
relativamente pequeno, preserva a ferida de infecdes bacterianas [4], [32]. A hemostasia
(conjunto de mecanismos pelos quais se mantém o sangue dos vasos, sem que ocorra
coagulacdo ou hemorragia) é melhorada e consegue-se um material com maior flexibilidade,
caracteristica necessaria para cobrir completamente feridas mais complicadas. Para além disso
existem grandes possibilidades de funcionalizacdo com vérias moléculas bioativas. Finalmente,
do ponto de vista estético, as fibras oferecem vantagem na medida em que permitem uma
reducdo na formacédo de cicatrizes, uma vez que conduzem a proliferacdo normal das células da
pele [3].

A elevada area superficial das fibras assim como a estrutura porosa aberta tridimensional
ajudam na difusdo de farmacos, resultando num sistema de libertacdo mais eficiente. Além
disso, a administracdo local de farmaco utilizando fibras pode diminuir a dosagem minima
requerida, o que conduz a uma menor absorcdo sistémica, reduzindo os efeitos secundarios
indesejados [33]. A libertacdo controlada de farmacos sera abordada com mais detalhe no
capitulo 1.6.

|.5. Electrospinning

Como anteriormente referido, para obtencdo de materiais poliméricos com alta
porosidade e area superficial, pode recorrer-se ao método de electrospinning. Os materiais
porosos baseados em fibras processadas por electrospinning sdo de grande interesse para a
engenharia de tecidos, uma vez que as suas propriedades contribuem para uma melhor adesao,
proliferacdo, migracdo e diferenciagéo celulares. O electrospinning pode ser considerado como
uma técnica simples, de baixo custo e versatil para a preparacao de fibras de polimero de poucos
nanometros a micrometros de didmetro, dependendo das condi¢cfes de processamento [4], [5],
[10].
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Este método recorre a uma alta tensdo para criar um jato eletricamente carregado de
solucdo de polimero, levando a formacdo de fibras. Os scaffolds de fibras obtidas por
electrospinning podem ser obtidos tanto a partir de polimeros biodegradaveis (colagénio,
elastina, fibrinogénio, fibrina, policaprolactona, gelatina, etc.) como ndo biodegradaveis
(politereftalato de etileno, poliuretano, é&cido poliglicolico, polietileno, poliamidas,

politetrafluoretileno e misturas destes) [3].

O electrospinning inicia-se carregando a S - Tk)*’
seringa  com uma solucdo polimérica . + + *
/ + |+ + Ty
. . +/ \ +\_’ s +\\/ w/+
previamente preparada. De seguida, uma |ﬁ, . AN AL o
bomba injetora forca a passagem da solugéo \< e + :"‘w":

contida na seringa através de um capilar de "

pequeno diametro, formando assim uma gota Figura 6-Formagéo do cone de Taylor (adaptado de [28]).
pendente na ponta da agulha. Aplica-se uma tensdo na agulha e como resultado acumulam-se
as cargas elétricas na superficie da goticula de solucdo [33]. A uma certa tensdo critica, a
repulsdo de Coulomb das cargas supera a tensdo de superficie da gota, e forma-se o cone de
Taylor que da posteriormente origem a um jato de fibra que é ejetado da ponta da seringa
(Figura 6). No trajeto do jato de solucdo desde a ponta da agulha até ao coletor de carga oposta
(onde sdo recolhidas continuamente as fibras) o solvente evapora, resultando fibras solidas
compostas apenas pelo polimero [3], [33]. A superficie coletora pode ter varias morfologias
(plana, cilindro rotativo, etc.) e o jato formado desloca-se na sua dire¢do, levando a formacao
de uma estrutura membranosa através da deposi¢do continua de fibras poliméricas [33]. A

Figura 7 ilustra esquematicamente o esquema de montagem do processo de electrospinning.

Figura 7-Representagdo do esquema de montagem do equipamento de electrospinning.

A instalacdo basica de eletrofiagdo compreende entdo quatro partes principais: a seringa
(a), a agulha metalica (b), a fonte de alimentacéo (c) e o coletor metalico (d).

14



[.5.1. Tipos de electrospinning

A técnica de electrospinning permite ajustar as caracteristicas das fibras formadas e o
formato da matriz final tendo por base a variacdo dos parametros e o uso de diferentes tipos de
coletor.

A forma cléssica de fazer fibras por electrospinning consiste em preparar uma solucao
polimérica na qual se dissolvem os agentes bioativos que se queiram incorporar na matriz. Esta
solucdo é colocada na seringa e da-se inicio ao processo - chama-se electrospinning por
blending.

Quando o agente bioativo ndo é soltivel no mesmo solvente que o polimero pode-se obter
uma emulséo e fazer o electrospinning a partir desta emulsdo (emulsion electrospinning).

Quando se pretendem fazer fibras com mais do que um agente ativo podem-se dissolver
ambos no mesmo solvente e continuar a fazer-se um electrospinning por blending. No entanto
pode ser mais conveniente dissolver os agentes bioativos em polimeros diferentes para obter
taxas de libertacdo diferentes e controladas independentemente. Uma forma de o fazer é
produzir uma membrana com varias camadas, cada uma com um polimero e condi¢bes
experimentais diferentes. Outra forma é recorrer ao chamado electrospinning coaxial, em que
se usam duas agulhas concéntricas, cada uma ligada a uma seringa e a uma bomba injetora,
permitindo fazer fibras poliméricas com uma estrutura core-shell [3], [34]. Na Figura 8 estdo

representados esquematicamente os dois tipos de electrospinning mencionados.

—

+ ——
o +
I
— % -y e
Coaxial Blending

Figura 8-Esquema de fibras obtidas por electrospinning coaxial e blending.

Na presente tese € utilizado o electrospinning por blending. Neste tipo de configuracao
também se podem combinar varios polimeros mas desta vez numa Unica solucdo, em que estes

se encontram misturados [3], [34].

1.5.2. Efeito dos parametros no electrospinning

Existem varios fatores com influéncia no processo electrospinning. Estes fatores sdo
classificados como parametros de electrospinning, parametros de solugdo e parédmetros

ambientais. Os parametros de electrospinning incluem a voltagem aplicada, a distancia entre a
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agulha e o coletor, o caudal de solucdo polimérica e o didametro da agulha. Os pardmetros da
solucdo dizem respeito ao solvente, & concentracdo de polimero, a viscosidade e a
condutividade da solugéo. Por fim, os parametros ambientais compreendem a humidade relativa
e a temperatura de operacgéo. Todos estes parametros podem perturbar a producao de fibras lisas
e sem beads, pelo que para otimizar o fabrico de fibras poliméricas € essencial compreender os

efeitos dos parametros nas mesmas [28].

|.5.2.1. Efeito da voltagem aplicada

O fluxo de corrente gerado a partir de uma fonte de alimentacédo de alta tensdo para uma
solucdo atraves de uma agulha metalica faz com que a gota esférica se deforme e origine o cone
de Taylor, formando uma fibra quando é atingida uma tensdo critica (que varia consoante 0
polimero). Deste modo, abaixo desse limite, ndo ha a formacéo de fibras mas sim de gotas de
solucdo que caem da ponta da agulha [28], [34].

Aumentando a voltagem para além do valor critico, formam-se fibras mais longas e de
menor didmetro devido ao maior alongamento da solucdo de polimero provocado pela repulséo
de carga dentro do jato polimérico. No entanto, um aumento na tenséo para além do valor limite

resulta na pulverizacdo da amostra, deixando de se verificar a formacao de fibras [28], [34].

|.5.2.2. Efeito do caudal de solucao

O fluxo da solugdo polimérica através da ponta metélica da agulha determina a morfologia
das fibras de electrospinning. Conseguem-se obter fibras de superficie lisa através da operacéo
a um caudal critico que é 6timo para uma determinada solucéo polimérica. No entanto este valor
varia com o sistema polimérico utilizado [28], [34].

Aumentar o caudal para além do valor 6timo néo so leva ao aumento do tamanho de poro
e do diametro da fibra, como também a formacao de beads (devido a secagem incompleta do
jato de fibras durante o percurso entre a ponta da agulha e o coletor metalico). E entdo usada
preferencialmente a taxa de fluxo minima que permite manter um equilibrio entre a solucéo
polimérica que sai da agulha e a substituicdo dessa solu¢do por uma nova durante a formacéo

de jato (sem que haja interrupcéao) [28], [34].

1.5.2.3. Efeito da distancia entre agulha e coletor

A distancia compreendida entre a ponta da agulha metalica e o coletor é uma variavel

essencial na determinacdo da morfologia das fibras de electrospinning. Tal como o campo
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elétrico, a viscosidade e o caudal aplicados, este parametro também varia com o sistema
polimérico utilizado.

A morfologia das fibras € influenciada por esta distancia, visto que depende do tempo de
deposicdo, da taxa de evaporacdo do solvente e do intervalo de instabilidade. Numerosos grupos
de pesquisa estudaram o efeito da distancia entre a ponta da agulha e o coletor e concluiram
que, usando distancias reduzidas, hd um menor alongamento do jato de solucéo e as fibras
resultantes sdo tendencialmente defeituosas e de grande didmetro. Para além disso, para
distancias muito pequenas, o solvente ndo evapora completamente [28], [34].

Quando é aumentada a distancia, o diametro da nanofibra diminui (jato mais alongado).
No entanto, ndo é vantajoso aumentar demasiado essa distancia, de modo a manter a formacéo
de fibras continuas e sem beads. E entfo crucial manter uma distancia 6tima para preparar fibras

de electrospinning lisas, uniformes e com o diametro desejado [28], [34].

[.5.2.4. Efeito da concentragao de polimero e da viscosidade da

solugao

O processo de electrospinning baseia-se no fenémeno do alongamento uniaxial de um
jato de solucdo carregada na seringa, sendo que esse alongamento € significativamente afetado
pela alteracdo da concentracdo da solucdo polimérica. Quando a concentracdo da solucao
polimérica é demasiado baixa, verifica-se o fendbmeno de electrospray, que consiste na
dispersdo das particulas poliméricas em pequenas gotas (sem formacéo de fibras). Quando a
concentracdo da solucdo é demasiado elevada (e consequentemente maior a viscosidade),
ocorre a formacdo de beads e de pequenas gotas solidificadas ao longo das fibras. Valores de
concentracdo superiores ao valor critico dificultam ainda o fluxo da solucéo, podendo fazer com
que esta seque na ponta da agulha metalica, bloqueando-a. Dentro da gama de viscosidades que
permite a obtencgéo de fibras lisas e sem defeitos, quanto menor a viscosidade, menor o diametro
das fibras [28], [34].

Por conseguinte, conclui-se que, para além dos parametros de electrospinning ja
referidos, também a determinacdo do valor critico da concentracdo de solugdo polimérica (e
consequentemente de viscosidade) é essencial para a obtencéo de fibras uniformes [28], [34].

1.5.2.5. Efeito da condutividade da solugao

A condutividade da solucdo polimérica carregada na agulha néo so afeta a formacéo do
cone de Taylor, como também ajuda no controlo do didmetro das fibras.
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A formacdo do cone de Taylor € provocada pela forca eletrostatica das cargas de
superficie criadas pelo campo elétrico externo aplicado. Quando a solucdo apresenta baixa
condutividade, a superficie da gota ndo tem carga suficiente para que haja a formagdo do cone
de Taylor, o que impede totalmente a utilizacdo da técnica de electrospinning. Para um valor
critico de condutividade da solucdo, aumenta a carga na superficie da gota (forma-se o cone de
Taylor), e diminui o didmetro da fibra. No entanto, se a condutividade apresentar um valor
muito acima critico, ird novamente impedir a formacao de cone de Taylor e consequentemente

a utilizacdo da técnica [28], [34].

1.5.2.6. Papel do solvente no electrospinning

A selecdo do solvente é um dos fatores-chave para a formacdo de fibras de
electrospinning de qualidade. E necessario ter em conta que os solventes ideais para o processo
de electrospinning sdo aqueles nos quais os polimeros sdo completamente soltveis. Outro fator
importante é o ponto de ebuli¢do do solvente, que deve ter um valor intermédio. Os solventes
muito volateis tém elevadas taxas de evaporacdo o que facilita a volatilizacdo dos mesmos
durante o percurso da fibra desde a ponta da agulha até ao coletor. No entanto, os solventes
altamente volateis sdo geralmente evitados visto que taxa de evaporacdo demasiado elevada
provoca a secagem do jato na ponta da agulha. Da mesma forma, também os solventes pouco
volateis sdo evitados, uma vez que os seus pontos de ebulicdo elevados impedem a sua secagem
durante o tempo do trajeto das fibras. A deposicédo de fibras com solvente ainda presente leva a
formacéo de nervuras, ou a dissolucdo das fibras ja depositadas na zona que entra em contacto
com o solvente ndo evaporado [28], [34].

1.5.2.7. Efeito da humidade e da temperatura

Além dos pardmetros de electrospinning e de solucdo, também os fatores ambientais
(como humidade relativa e temperatura) afetam o didametro e a morfologia das fibras. A
humidade causa mudancas no didmetro das fibras, uma vez que tem influéncia no processo de
solidificacdo do jato. Este fenomeno é também dependente da natureza quimica do polimero.

A temperatura apresenta dois efeitos: por um lado aumenta a taxa de evaporagdo do
solvente e por outro lado diminui a viscosidade da solu¢do. Ambos os efeitos conduzem a uma
diminuigdo no diametro médio das fibras [28], [34].

Apesar de estes dois fatores influenciarem a qualidade das membranas obtidas, sdo
também os mais dificeis de regular, uma vez que geralmente se aplica a técnica em ambientes

que ndo tém atmosfera controlada nem condigdes constantes ao longo do tempo.
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|.6. Libertacao controlada de farmacos

De modo a melhorar a forma de administrar farmacos sdo usados, cada vez mais,
sistemas de libertacdo controlada. Esta necessidade surgiu uma vez que a administracdo de
determinado farmaco se destina a um tecido-alvo, mas apenas uma fracdo da dose aplicada
atinge esse mesmo tecido. Tal acontece uma vez que o farmaco € distribuido por véarios tecidos
ou sofre metabolizacao e/ou excrecdo antes de chegar ao local desejado. A administracdo pode
ser realizada por via sistémica ou por via local, sendo que a ultima aumenta a eficacia do
tratamento, uma vez que a concentracdo de fa&rmaco que atinge o tecido onde a sua funcdo é
requerida € superior. No caso da administracdo sistémica, o f&rmaco é transportado na corrente
sanguinea e a sua atuacao é menos localizada e acarreta mais efeitos secundarios [35].

Como se observa no grafico da Figura 9, para uma dosagem apenas, da-se um aumento
da concentracdo de farmaco até um valor maximo, sendo que a partir desse pico, a concentracdo
de farmaco no sangue diminui até zero. A desvantagem deste tipo de administracdo consiste na
dificuldade em manter a concentracdo num determinado valor indicado para o tratamento em
questdo (dose terapéutica), sendo que este deve ser superior ao limite inferior de eficéacia, e ndo

deve ultrapassar o limite superior a partir do qual exibe toxicidade.

Dose Unica

CONCENTRACAO DE

Mudltiplas doses

FARMACO

— Libertacdo controlada

-------- limite inferior

' ====|imite superior

TEMPO

Figura 9-Perfil da concentragéo de farmaco no sangue para diferentes tipos de dosagem.

De forma a colmatar este obstaculo administram-se varias doses menores ao longo do
tempo de tratamento. Ainda assim, apesar de a concentracdo de farmaco se situar dentro dos
limites, esta ndo apresenta um valor constante. Para obter um nivel de concentracédo
aproximadamente constante, € necessario recorrer a sistemas de libertagdo controlada (SLC)
nos quais o farmaco € libertado continuamente ao longo do tempo e préximo do local-alvo
(controlo temporal e espacial). Na Figura 9 encontram-se os perfis de concentragdo de farmaco

ao longo do tempo, para os diferentes tipos de dosagem referidos.
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Os SLC conseguem controlar a libertacdo dos farmacos devido as interagdes fisico-
quimicas entre estes e 0 material no qual estdo incorporados. Estes sistemas tém a capacidade
de regular a taxa a que se liberta a substancia ativa e/ou transportar essa substancia até ao local
de atuacdo. Para desenvolver um SLC é importante compreender as propriedades fisico-
quimicas do farmaco, bem como a sua farmacocinética (efeitos do organismo sobre o farmaco)
e farmacodinamica (mecanismo de acéo do fArmaco no organismo); as propriedades do material
no qual vai ser incorporada a substancia ativa; o método de producgdo do SLC e as barreiras

fisioldgicas e bioquimicas a que o farmaco € sujeito até ser absorvido [35].

|.6.1. Técnicas para a incorporacao de farmacos

.6.1.1. Mistura (Blend)

Existem varios métodos desenvolvidos para incorporar farmacos em fibras, no entanto a
mistura do agente terapéutico com solugdes poliméricas é o mais usado. Neste caso, o farmaco
é dissolvido ou disperso na solucéo de polimero para se conseguir que este fique aprisionado
nas fibras produzidas por electrospinning. Para obter os resultados desejados, tém de ser
cumpridos alguns requisitos visto que o comportamento de libertagdo de farmaco é altamente
dependente da distribuicdo das moléculas de farmaco nas fibras, assim como da morfologia das
mesmas. Tém de se ter em conta as propriedades fisico-quimicas dos polimeros, bem como a
sua interacdo com moléculas de farmaco, uma vez que sdo pardmetros que afetam
significativamente a eficiéncia da encapsulacdo, a distribuicdo do farmaco dentro das fibras e a
cinética de libertagdo do mesmo [3].

Caso a solubilidade do farmaco na solucédo de polimero seja reduzida, da-se apenas uma
dispersdo do farmaco dentro da solucdo. Durante o processo de electrospinning utilizando as
referidas dispersGes, as moléculas de farmaco podem migrar para perto das superficies das
fibras, ndo havendo uma distribui¢do uniforme. Como resultado pode ocorrer a libertacdo de
grande quantidade de fairmaco num curto espago de tempo (a denominada “explosdo” de
farmaco), o que néo é desejavel [3].

No caso de o farmaco e o polimero serem soltveis no mesmo solvente, o farmaco pode
ser dissolvido diretamente na solucdo de polimero. No caso de o fA&rmaco e o polimero nédo
serem sollveis no mesmo solvente, o farmaco pode ser solubilizado numa pequena quantidade
de outro solvente e depois adicionado a solucéo de polimero. Desta forma o agente terapéutico
¢ incorporado nas fibras de forma uniforme.

Quando o farmaco e o polimero ndo sdo solGveis num solvente comum, o farmaco pode

ainda ser dissolvido noutro solvente (imiscivel com aquele em que o polimero esta dissolvido)
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e as duas solugbes podem ser misturadas, resultando uma emulséo que também pode ser sujeita

a electrospinning. Neste caso, o farmaco fica encapsulado na matriz polimérica [35].

[.6.1.2. Modificagao da superficie

A modificacéo superficial de fibras com biomoléculas é outro método promissor para
introduzir biofuncionalidade. Utilizando esta técnica, o agente terapéutico é ligado ou
conjugado as superficies das fibras, tornando-o estrutural e bioguimicamente semelhante ao
tecido nativo. Utilizando este método, a libertacdo do farmaco € atenuada e a funcionalidade
das biomoléculas imobilizadas na superficie pode ser preservada. Esta estratégia € usualmente
aplicada para resolver o problema da libertagdo de “explosao” inicial, prolongando também o
tempo de libertacdo. Quando a biomolécula alvo € quimicamente imobilizada na superficie, €
mais dificil ser libertada, pelo que esta técnica € vantajosa principalmente para a libertacdo de

genes ou fatores de crescimento, onde € desejavel uma libertacdo lenta e prolongada do farmaco

[3].

[.6.1.3. Outras abordagens em electrospinning

Um dos avancos recentes no desenvolvimento de sistemas de administragdo de farmacos
mais eficientes tem sido incluir terapias de combinacdo, isto €, administracdo de varios
farmacos com os mesmos ou diferentes efeitos terapéuticos visando melhorar os resultados do
tratamento. O fator mais importante nos sistemas de multifarmacos € a libertacdo controlada
independente de farmacos, particularmente no cancro ou outras doencas complexas, de modo a
evitar a resisténcia aos agentes terapéuticos. Contudo, a libertacdo controlada independente de
cada farmaco é um obstaculo dificil de contornar. A incorporacdo de diferentes farmacos no
mesmo transportador proporciona a mesma via de difusao e taxa de degradacdo da matriz e, por
conseguinte, é dificil otimizar a taxa de libertagcdo de farmaco individual. Neste contexto, pode
recorrer-se a um processo de electrospinning sequencial em que se produzem membranas com
multicamadas ou a membranas compostas por fibras coaxiais contendo diferentes farmacos nas
diversas camadas. Neste tipo de sistemas, o tamanho de fibra e a espessura de cada camada sdo

variaveis muito importantes no controlo da taxa de libertagéo [34].

[.6.2. Mecanismos de libertacao controlada de farmacos

Em SLC de base polimérica a libertacdo do farmaco pode ser controlada por diferentes
mecanismos. No caso de o polimero em questdo ser biodegradavel, a degradacdo das cadeias

poliméricas, por a hidrolise ou catalise enzimatica, pode controlar a libertacdo do farmaco. A
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degradacdo € normalmente classificada por: a degradacdo superficial (em que a degradacao
ocorre a superficie do material e este vai reduzindo de tamanho) ou degradagdo na massa (em
que a degradacdo se da na totalidade da matriz polimérica e, apesar de manter as suas dimensdes
iniciais, vai perdendo gradualmente densidade até desaparecer). Estes dois mecanismos

encontram-se ilustrados na Figura 10.

Superficial Na massa

tempo

Figura 10-llustragdo dos mecanismos de biodegradagdo superficial e na massa.

A medida que se da a degradacdo do material de base polimérica, da-se simultaneamente
a libertacdo do farmaco presente no mesmo. Como jéa foi referido, para além da degradacao da
matriz polimérica, existem outros mecanismos segundo os quais pode ocorrer o fendmeno de
libertacgdo:

A libertacdo controlada pelo solvente envolve sistemas de libertagdo controlados pela
absorcdo de &gua, e sistemas controlados por pressdo osmética. No primeiro caso, a absorcao
de agua por parte da matriz polimérica aumenta a mobilidade das cadeias, permitindo a
libertacdo do farmaco por difusdo. No segundo caso, a passagem de solvente devido a diferenca
de concentragOes de fa&rmaco no interior e no exterior de membrana polimérica, forca a saida
da solucdo saturada de farmaco presente no interior da matriz [36].

A libertacdo controlada por fendmenos quimicos pode ocorrer devido a sistemas de cadeia
pendente e sistemas monoliticos. No caso dos sistemas de cadeia pendente, a libertacdo do
farmaco da-se devido a hidrolise da ligacdo covalente entre o farmaco e o polimero. Nos
sistemas monoliticos, o farmaco (disperso no material) € libertado pela biodegradacdo ou
bioerosdo do polimero [36].

A libertacdo controlada por difusdo pode dividir-se em sistemas monoliticos e sistemas
de reservatorio. Nos sistemas monoliticos o farmaco liberta-se devido a difusdo do mesmo ao
longo da matriz polimérica. Nos sistemas de reservatorio, o farmaco encontra-se encapsulado
por uma membrana de material ndo biodegradavel. Neste caso, o farmaco é difundido
lentamente através da membrana [36].
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No caso do material preparado no &mbito desta dissertacéo, ocorre a dissolucao das fibras

dos polimeros naturais que contém o farmaco, potenciando a sua libertagédo por difuséo.

|.6.3. Moxifloxacina

A moxifloxacina ¢ um antibidtico que integra o grupo das fluoroquinolonas, do qual
também fazem parte a ciprofloxacina e a levofloxacina. A sua funcéo é a inibigdo das enzimas
responsaveis pela replicacdo do ADN das bactérias (ADN gyrase, topoisomerase tipo Il e
topoisomerase 1V), afetando assim o seu crescimento celular [37], [38]. A estrutura da

moxifloxacina encontra-se na Figura 11.

!
O ©

Figura 11-Estrutura da moxifloxacina.

Este farmaco é usado em inumeras aplicac@es, sendo eficiente nomeadamente contra 0s
agentes patogénicos das feridas na pele, atuando de modo a impedir a infecdo dermatoldgica
durante o processo de cicatrizagao.

A aplicacdo topica de antibidticos constitui uma vantagem na regeneracao da pele face
aos agentes sistémicos, visto que os Ultimos apresentam baixa penetracdo nos tecidos e mais
efeitos secundarios, uma vez que vao para a corrente sanguinea. Como referido no capitulo 1.6,
no caso da aplicacdo tdpica essas desvantagens sao reduzidas e ha uma maior concentracdo de
farmaco no local-alvo, pelo que o tratamento se torna mais eficaz e mais direcionado para o
local onde é desejado o seu efeito [38].
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Capitulo 2. Objetivos experimentais

A presente dissertacdo tem como objetivo a producdo de membranas poliméricas usando
a técnica de electrospinning. As membranas produzidas sdo formadas por duas camadas
(membranas assimétricas) sendo uma de policaprolactona (PCL) e outra de polimeros naturais
(gelatina e quitosano) com incorporacdo de um farmaco (moxifloxacina). O objetivo destes
scaffolds € serem usados como auxiliares na regeneracao da pele.

Na Figura 12 mostra-se um esquema ilustrando a estrutura destas fibras poliméricas e a
forma de aplicacdo pretendida.

Fibras de GelMA + QSMA + Moxxﬂoxacma

Pele

Figura 12-Representagdo esquemdtica da membrana assimétrica e sua aplicagdo.

A escolha da policaprolactona deveu-se essencialmente as suas boas propriedades
mecénicas, que permitem a obtencdo de fibras muito resistentes e elasticas, e a sua
hidrofobicidade, adequada para a parte exterior da membrana para proteger a area danificada
de agressOes externas e manter a hidratacdo necessaria. Para a segunda camada escolheu-se uma
combinacdo de quitosano com gelatina - 0 quitosano por possuir propriedades antimicrobianas
e a gelatina porque auxilia na adesdo celular. Sendo ambos polimeros naturais, a sua
biocompatibilidade € elevada. Para além disso, o seu carater hidrofilico é importante ja que sera
esta a camada fibrosa que ficara diretamente em contacto com as células e os fluidos bioldgicos
[39]. A incorporacdo do antibiético moxifloxacina tem como finalidade prevenir infecdes
dermatologicas.

A metodologia seguida para a obtengdo das membranas assimétricas encontra-se

esquematizada na Figura 13.
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Gelatina (tipo A)
_'.
anidrido metacrilico

Quitosano
.'_
anidrido metacrilico

IModificacdo Modificagdo
{1h,50°C) {1h,50%C)
GelMA aQsMA

Didlise (3 dias) e
liofilizagdo (3 dias)

Didlise (3 dias) e
liofilizagdo (3 dias)

GelMA purificada Moxifloxacina QSMA purificado PCL

Salventes:

TFE & AA Salvente:

dcetona

Electrospinning por Electrospinning por
blending blending

4h 4h

Membrana de
GelMA e QSMA
com Moxifloxacina

Membrana de PCL

Membrana de GelMA + QsSMA
+ Moxifloxacina

Membrana de PCL

Figura 13-Esquema do procedimento seguido para a obtengdo da membrana assimétrica final

Ao todo foram produzidos cinco tipos de membranas: duas amostras de controlo (uma
apenas de PCL e outra apenas de GelMA e QSMA) e trés de membranas assimétricas,
englobando amostras contendo PCL, GeIMA e QSMA com e sem farmaco, reticuladas e néo
reticuladas. Na Tabela 1 encontra-se o resumo de todas membranas produzidas e respetiva

reticulacéo.

Tabela 1-Resumo das membranas produzidas por electrospinning.

Fotoreticulacdo

Membrana PCL GelMA  QSMA  Moxifloxacina
com lrgacure

1 X

2 X X

3 X X X

4 X X X X
5 X X X X X
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Capitulo 3. Materiais e métodos

3.1. Materiais

Os materiais utilizados durante o processo de fabrico e caracterizacdo dos scaffolds para

regeneracgdo da pele encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2- Lista de materiais, respetivas informagdes e aplicagio a que se destinaram.

Material

Distribuidor

Informacao

adicional

Aplicacgédo

Policaprolactona (PCL)

Gelatina tipo A

Quitosano

Dihidrogenofosfato de
potassio (KH2PO,)

Hidrogenofosfato
disodico dihidratado
(NazPO4*2H20)

Cloreto de sodio (NaCl)

Cloreto de potéssio
(KCI)

Anidrido metacrilico
(MAA)

Sigma-Aldrich ®
(Sintra, Portugal)

Sigma-Aldrich ®
(Sintra, Portugal)

Sigma-Aldrich ®
(Sintra, Portugal)

Sigma-Aldrich ®
(Sintra, Portugal)

Sigma-Aldrich ®
(Sintra, Portugal)

Panreac

Panreac

Alfa Aesar

(Karlsruhe, Alemanha)

Proveniente de

pele suina

Baixa

viscosidade

99%pureza

98% pureza

99,5% pureza

99,5% pureza

94% pureza

Polimero para solucéo

polimérica

Polimero para solucéo

polimérica

Polimero para solucéo

polimérica

Solugéo de PBS

Solucéo de PBS

Solugdo de PBS

Solucédo de PBS

Modificacdo da gelatina

e do quitosano
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Tabela 2 (continuacéao)

Acido acético glacial

2,2,2-Trifluoroetanol
(TFE)

2-hidroxi-1[4-(2-
hidroxietoxi)fenil]-2-

metil-1-propanona

(Irgacure ®2959)

Moxifloxacina
(hydrochloride)

Oxido de deutério
(D20)

Meio Eagle modificado
por Dulbecco
(DMEM-F12)

3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-
2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium
(MTS)

Fibroblastos normais
dermais humanos
(NHDF)

Fisher Scientific
(EUA)

Fisher Scientific
(EUA)

BASF
(Alemanha)

Oftalder
(Oeiras, Lishoa)

Euriso-top
(Saint-Aubin,
Franca)

Sigma-Aldrich ®
(Sintra, Portugal)

Promega
(Canada, EUA)

PromoCell

(Barcelona, Spain)

99,7% pureza

99% pureza

97-99% pureza

99,9% pureza

Solvente para solucédo

polimérica

Solvente para solucédo

polimérica

Fotoiniciador

Farmaco

Solvente para RMN

Ensaios de

biocompatibilidade

Ensaios de

biocompatibilidade

Ensaios de

biocompatibilidade
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3.2. Procedimento

3.2.1. Modificagao da gelatina

A primeira etapa do processo consistiu em proceder a modificacdo da gelatina do tipo A.
Para isso, fez-se reagir a gelatina com anidrido metacrilico (MAA), o que resultou na sua
funcionalizacdo com grupos laterais de metacrilamida. A gelatina modificada obtida apos a
reacdo designa-se por GelMA.

O procedimento iniciou-se com a preparacdo de uma solucdo tampéo fosfato (PBS) de
pH 7,4 que mimetiza o pH dos fluidos corporais, conforme descrito no anexo A.

Depois de preparada a solucdo tampéao, procedeu-se a dissolucéo de 10 g de gelatina em
100 mL da mesma, agitando durante cerca de 20 minutos num banho de agua a 50 °C. De
seguida, adicionou-se 1 mL de anidrido metacrilico e deixou-se reagir durante 1 h no banho de
agua a 50 °C [40]. O anidrido metacrilico reagiu com as aminas da gelatina segundo o esquema

reacional da Figura 14.

O
NH /
%-\’ Anidrido metacrilico
¢ »

Py
50°C
2 3
')
(0]
v v
3 S NH<=
Gelatina Gelatina metacrilada

Figura 14-Mecanismo de sintese de gelatina metacrilada (adaptado de [15]).

Ap0s 1 hora de reacdo, procedeu-se a purificacdo da gelatina modificada através de um
processo de dialise. Para isso, foram utilizadas membranas previamente hidratadas (com um
cut-off de 12 000 Dalton) nas quais se inseriu a gelatina metacrilada. Apos preenchidas as
membranas, estas foram colocadas num recipiente com agua destilada durante 3 dias (mudando
a agua 2 vezes por dia). E assim removido o subproduto da reacdo (acido metacrilico), as
impurezas e o anidrido metacrilico ndo reagido. Desta forma os produtos potencialmente
citotoxicos sao eliminados e ¢é garantida a seguranga da utilizacdo de GelMA em scaffolds para

engenharia de tecidos [40].
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Depois de realizada a dialise retirou-se a gelatina
modificada das membranas e colocou-se em tubos Falcon,
que se reservaram no congelador.

Por fim, liofilizou-se a gelatina durante 3 dias de
modo a remover a 4gua presente na mesma. O
equipamento utilizado para este processo encontra-se na
Figura 15. Para manter as amostras congeladas durante a

fase inicial, colocou-se gelo em torno dos tubos durante a

liofilizac&o.
Figura 15-Esquema de montagem da liofilizagdo.

3.2.2. Modificagao do quitosano

De forma analoga a modificacdo da gelatina, procedeu-se a modificacdo do quitosano.
Primeiramente preparou-se uma solugdo aquosa de 2% de acido acético e dissolveram-se 5 g
de quitosano em 200 mL dessa solucdo, agitando numa placa. Seguidamente, adicionou-se 1
mL de anidrido metacrilico e deixou-se reagir durante 1 h num banho de agua a 50 °C. O
esquema reacional encontra-se ilustrado na Figura 16 e mostra a substituicdo do grupo amina

do quitosano pelo grupo metacrilato do anidrido metacrilico.

CH,

[ 17 CHy ] 0 Ho 0 HO
0 NH
Ho NH Q N % o o) °
N 0] OH 17 or 1 veh
on YOO HO~ § NH °
o Anidrido metacrilico 2 HO NH
O
NH, HO
- n m HyC™ CH,
| J. L J.L _
Quitosano Quitosano modificado

Figura 16-Mecanismo de sintese de quitosano modificado.

Também a purificacdo do quitosano metacrilado (QSMA) foi feita através de dialise. O

quitosano foi colocado em membranas que foram seguidamente inseridas num recipiente com

agua destilada durante 3 dias, sendo a &gua mudada 2 vezes por dia.

Depois de realizada a dialise, 0 QSMA foi transferido para tubos Falcon, que foram

colocados no congelador. A liofilizagdo do quitosano modificado apos a congelacdo foi

realizada durante 3 dias de modo a remover toda a dgua presente.
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3.2.3. Preparagao solugoes para o electrospinning

Antes do processo de producdo de fibras por electrospinning foi necessario preparar as
solugdes poliméricas a inserir na seringa. Apesar de terem sido produzidos 5 tipos de
membranas, utilizaram-se apenas 3 solucdes poliméricas distintas.

Para a membrana de PCL e camada exterior das membranas assimétricas, preparou-se
uma solugdo com uma concentracdo de 15% em acetona (1,8 g de PCL e 12 mL de acetona).
Para a membrana de GelMA e QSMA e segunda camada das membranas assimétricas,
preparou-se uma solucdo composta por 9 mL de uma solucédo de gelatina modificada e 1 mL de
uma solucdo de quitosano modificado. A solucdo de gelatina foi previamente preparada
adicionando 8 mL de TFE e 2 mL de &cido acético a 1,2 g de GelMA. Para solugdo de quitosano,
utilizaram-se 10 mL de uma solucédo de 2% de acido acético e 0,2 g de quitosano modificado.

Nas membranas em que foi colocado o farmaco moxifloxacina, este foi adicionado na
quantidade de 10% face a massa de polimero presente na solucdo de GeIMA e QSMA. Uma
vez que a massa total de polimeros naturais modificados na solugdo foi de 1,1g, foram
adicionados 110 mg de farmaco.

Na Tabela 3 encontram-se resumidos os polimeros, solventes e condi¢Ges de operacao
(voltagem, caudal, distancia da agulha ao coletor, humidade e temperatura) usados em cada tipo
de solugéo polimérica.

Tabela 3- Polimeros, solventes e condigbes de operagdo utilizados em cada tipo de solugéo polimérica.

Massa de polimeros  Volume de  Voltagem Caudal Distancia T Humidade

Membrana )
e farmaco solventes (kV) (mL/h) (cm) (°C) (%)
PCL 1,89 PCL 12 mL Acetona 20 3 10-20 19 44-67
7,2 mL TFE
GelMA + 1,08 g GelMA
1,82 mL AA 18,4 1,3 10-20 22 37
QSMA 0,02 g QSMA i
0,98 mL Agua
GelMA + 1,08 g GelMA 7,2mL TFE
QSMA+ 0,02 g QSMA 1,82 mL AA 20 1,3 10-20 21 26-50

Moxifloxacina 0,11 g Moxifloxacina 0,98 mL Agua
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3.2.4. Preparagao das membranas por electrospinning

Para a preparacdo das membranas comecou-se por inserir a solucdo polimérica numa
seringa de plastico de diametro interno de 15,8 mm. Esta foi posteriormente ligada ao capilar
que por sua vez se ligou a agulha metélica por onde sai a solu¢do. Encaixou-se a seringa na
bomba doseadora e colocou-se a agulha na dire¢do do coletor (coberto com papel de aluminio).
Ao ser aplicada uma voltagem a agulha, ocorreu a formacao de um jato de solucdo polimérica.
Ao evaporar o solvente da referida solucdo, originaram-se fibras solidas de polimero, que se

depositaram no coletor. O esquema de montagem utilizado encontra-se na Figura 17.

Figura 17-Esquema de montagem do sistema de electrospinning.

Ao contrario do que acontece na configuracdo mais comum, o coletor foi colocado
horizontalmente relativamente & agulha. E usual que ocorra a queda de gotas de solucdo da
ponta da agulha e desta forma é minimizada a quantidade de gotas que caem sobre a matriz
fibrosa, melhorando assim a qualidade da membrana final.

Foram preparadas membranas simples apenas com GelMA e QSMA e apenas com PCL.
As membranas assimétricas foram obtidas através da sobreposicdo de membranas de GelMA e
QSMA e de membranas de GeIMA, QSMA com moxifloxacina, as membranas de PCL

previamente produzidas.

3.2.5. Fotoreticulagao dos scaffolds

Apesar das inimeras vantagens da gelatina para aplicacfes biomédicas, as suas fracas
propriedades mecanicas e sensibilidade a dgua limitam as aplicacfes da mesma. Para aumentar
a resisténcia deste material e retardar a sua dissolucdo em solugdes aquosas, recorreu-se a
reticulagdo dos scaffolds [13]. Tanto a GelMA como 0 QSMA presentes nas membranas
sofreram o processo de reticulacéo, devido a ligacdo dos grupos metacrilamida resultantes da
modificag&o.

Apds o processo de electrospinning, submeteram-se parte das membranas de PCL,
GelMA e QSMA e todas as membranas de PCL, GeIMA, QSMA e moxifloxacina a um
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processo de reticulagcdo com radiacdo ultravioleta. Para isso, utilizou-se um fotoiniciador com
baixa citotoxicidade, o Irgacure® 2959 [41]. No caso das membranas com antibi6tico, optou-
se por reticular sempre uma vez que, de outra forma, o fArmaco presente seria libertado mais
rapidamente quando em contacto com fluidos, devido a dissolucdo da camada de polimeros
naturais. Fazendo a reticulacéo este fica aprisionado na matriz de fibras e a libertacdo sera mais

prolongada ao longo do tempo.

Cortaram-se membranas a reticular e mergulharam-se durante 10 min numa porc¢éo de
uma solucdo previamente preparada de 100 mg de fotoiniciador dissolvidas em 10 mL de etanol
e 90 mL de &gua destilada. Seguidamente as amostras foram expostas a radiacdo UV (254-365
nm) durante 10 min de cada face da membrana, utilizando uma lampada UV modelo UVGL-
48, Multiband UV, da Mineral light® Lamp.

A reticulagdo acontece uma vez que o Irgacure® 2959 forma radicais ao ser sujeito a
radiacdo UV. Os radicais formados reagem com as ligacdes duplas da GelMA e do QSMA e
inicia-se a polimerizagdo dos residuos metacrilamida das cadeias de gelatina e quitosano. Deste

modo as varias cadeias ficam ligadas entre si como mostra a Figura 18.
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Figura 18-Reagdo de reticulagdo com Irgacure® 2959 e radiagdo UV (adaptado de [15]).

Por fim, colocaram-se as amostras numa estufa a vacuo a temperatura ambiente durante

dois dias de modo a remover a agua presente.

3.3. Caracterizacao

Apbs a producdo das membranas por electrospinning, € fundamental proceder a
caracterizacdo das mesmas (bem como dos materiais base utilizados) de modo a estudar a sua
composicdo e verificar se as suas propriedades cumprem 0s requisitos necessarios para a

aplicacdo desejada.
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3.3.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear é uma técnica que mede a absor¢cdo da radiacdo
eletromagnética na regido de frequéncia de 4 a 900 MHz (radiofrequéncia), permitindo
determinar a composi¢ao e estrutura quimica de uma vasta gama de moléculas [42].

Fora submetidas a ressonancia magnética nuclear de protdo (*H-RMN), amostras de
gelatina, GelMA, quitosano e QSMA. O *H-RMN consiste na aplicacdo da técnica RMN em
relacdo aos nucleos de hidrogénio [37]. A analise foi realizada num espetrofotometro de 9.4
Tesla, com uma sonda TXI de 5mm. As amostras de gelatina e GeIMA foram preparadas
utilizando &gua deuterada (D20). As amostras de quitosano e QSMA, para além de D20 foi
adicionado acido acético de modo a auxiliar na dissolu¢do. A analise foi realizada no
Laboratorio de Ressondncia Magnética Nuclear situado no Departamento de Quimica da

Universidade de Coimbra.

3.3.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com
Reflexao Total Atenuada (FTIR-ATR)

A técnica de espectroscopia FTIR permite caracterizar compostos quimicos,
possibilitando fazer uma andlise qualitativa das ligagdes quimicas ou estruturas moleculares
presentes nas amostras tendo por base frequéncias especificas para as quais ocorre a sua
vibracdo, em niveis de energia bem definidos [43].

Para proceder a analise por FTIR-ATR utilizou-se um espetrofotometro Frontier da
PerkinElmer equipado com um ATR (Diamond crystal 45°), e detetor FR-DTGS (Temperature-
stabilized fast recovery deuterated triglycine sulfate). Na obtencdo dos espetros foram
efetuados 64 scans com uma resolucéo de 400 cm™, & temperatura ambiente.

As amostras sujeitas a esta analise incluiram, para além de todas as membranas
produzidas por electrospinning, os materiais de base utilizados (gelatina, quitosano, GelMA e
QSMA). Para a obtencéo de filmes dos materiais de base foram preparadas solu¢des em agua
destilada de 5% (no caso da gelatina e GelMA) e de 2% (no caso do quitosano e QSMA) com
5 mg do fotoiniciador Irgacure. Estas solugdes foram espalhadas em pequenos vidros de modo
a formar uma camada fina e colocadas sob radiacdo UV até reticularem e formarem filmes

passiveis de serem analisados pela técnica indicada.

3.3.3. Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

A microscopia eletronica de varrimento (SEM) é utilizada para a analise microestrutural

de materiais solidos de varias naturezas. Recorrendo a esta técnica obtém-se as imagens
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topograficas dos varios scaffolds produzidos, de forma a observar as diferencas na morfologia
e didmetro das fibras presentes [44].

A microscopia eletrénica de varrimento foi executada no Instituto Pedro Nunes (IPN),
recorrendo a um microscopio eletronico de varrimento de alta resolucao Zeiss Merlin equipado
com uma coluna de microscopia Gemini’2. Antes da analise as amostras foram cobertas com
ouro utilizando um sistema de PVD (physical vapor deposition).

Foram capturadas imagens a duas ampliagfes mais baixas de modo a observar o aspeto
geral da malha de fibras (2 000x e 5 000x), a uma ampliacdo média para proceder a analise dos
didmetros das fibras (20 000x) e, por ultimo, a uma ampliacéo elevada (50 000x), de modo a

observar a morfologia da superficie das fibras individuais.

3.3.4. Determinagao de angulos de contacto dindmicos

A determinagdo de angulos de contacto tem como finalidade avaliar a hidrofobicidade ou
hidrofilicidade da superficie de determinado material. Uma vez que os scaffolds se destinam a
aplicacGes biomédicas, € importante analisar a molhabilidade dos mesmos, visto que é uma
propriedade que influencia a adesdo e proliferacédo celular.

Para angulos de contacto superiores a 90°, o material é hidrofobico, sendo que a partir de
150°C é considerado superhidrofébico. Quando o angulo de contacto verificado é inferior a
90°, o material diz-se hidrofilico [45].

Para a determinacdo dos angulos de contacto das diferentes membranas, a quantidade de
agua dispensada pela seringa em cada gota foi de 10 pL. As gravac@es iniciadas ap6s a queda
da gota na superficie da amostra tiveram a duracdo de 20 segundos (com 5 frames por segundo).
Com base no video criado, o software calculou do angulo de contacto (ao longo do tempo)
formado entre a linha da superficie do material e a gota depositada. O equipamento utilizado

para esta anélise foi 0 OCA 20, da Dataphysics.

3.3.5. Estudos de perda de massa

De forma a avaliar indiretamente a eficacia do processo de reticulagdo realizam-se
estudos de perda de massa das membranas. Quanto mais eficaz o fendmeno de reticulagéo,
menor serd a perda de massa verificada. Isto é, se as amostras estiverem devidamente
reticuladas a sua perda de massa sera menor, uma vez que as cadeias estdo ligadas entre si,
diminuindo o fenémeno de dissolucéo.

O procedimento realizado para determinar a perda de massa das membranas consistiu em

colocar todas as amostras em agua miliQ numa estufa a temperatura de 37 °C (condicdes
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semelhantes as do corpo humano) durante 3 dias, sendo seguidamente lavadas com agua
destilada e secas sob vacuo a temperatura ambiente até o valor da massa ser constante. Por fim,
comparou-se 0 peso antes e apos 0 processo de modo a avaliar a perda de massa pela seguinte
equacao:
i — My * 100

my
A varidvel m; representa a massa de amostra em anéalise antes do procedimento descrito e

Perda de massa (%) =

ms representa a massa da amostra depois de todo o processo.

3.3.6. Termogravimetria (TGA)

De modo a estudar a estabilidade térmica das membranas produzidas e dos materiais de
base que as compbem, recorre-se a técnica analise termogravimétrica (TGA). A
termogravimetria permite determinar a perda de massa da amostra em estudo apds esta ser
sujeita a um aumento gradual de temperatura.

Para proceder ao teste de TGA foram submetidas as amostras (de massa entre 5 e 10 mg)
a um aumento de 10 °C por minuto até aos 600 °C. O procedimento foi realizado num
equipamento TGA Q500 da Thermal Analysis (TA) Instruments. Deste estudo obtiveram-se 0s
perfis de degradacdo de cada material recorrendo ao software da TA Instruments (Universal
Analysis 2000), podendo fazer-se a comparag&o entre as varias membranas obtidas e polimeros
usados [46].

Foram sujeitas a esta técnica todas as membranas e materiais de base utilizados (gelatina,
quitosano, GelIMA e QSMA), sendo que os ultimos foram preparados em filmes tal como

descrito no capitulo 3.3.2 para a analise de FTIR-ATR.

3.3.7. Biocompatibilidade

Um material biocompativel pressup8e poder ser utilizado em aplicacdes biomédicas, sem
causar reacOes adversas no hospedeiro, ndo podendo ser toxico, nem cancerigeno. No caso dos
scaffolds para regeneracéo da pele este requisito é fundamental, uma vez que a membrana estara
em contacto direto com fluidos corporais e, portanto, ndo pode desencadear reacOes
indesejaveis.

A parte 5 da norma 1SO 10993 apresenta um modelo para proceder a uma avaliagéo
bioldgica no sentido de garantir a biocompatibilidade do material. A avaliacdo da atividade
metabolica € realizada a partir do teste calorimétrico MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) [46].
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3.3.7.1. Cultura celular de fibroblastos

Uma vez que as membranas produzidas sdo destinadas a aplicacdo em engenharia de
tecidos para a regeneracdo da pele, é fundamental proceder a ensaios de cultura celular na
presenca dos scaffolds. As culturas de fibroblastos sdo faceis de obter e apresentam uma rapida
proliferacdo celular (sem ter de recorrer a fatores de crescimento), pelo que se utiliza este tipo
de células para o estudo em questao.

Os fibroblastos estdo envolvidos no processo de cicatrizacdo atraves da formacdo de
fibras, promovendo a regeneracao dos tecidos (como referido no capitulo 1.4.2).

A cultura celular foi realizada nos laboratérios da Universidade da Beira Interior (UBI).
Para esta analise foram utilizados fibroblastos normais dermais humanos (NHDF), cultivados
em meio DMEM-F12 (Meio Eagle modificado por Dulbecco) contendo 10% (v/v) de soro fetal
bovino (FBS) ativado, gentamicina (100 ug/mL) e anfotericina B (100 pg/mL). As culturas
foram mantidas sob atmosfera himida com 5% de CO> a temperatura de 37°C, até se verificar
um crescimento celular significativo.

Ap0s a incubacdo das amostras, a avaliacdo da biocompatibilidade baseou-se na adeséo
e proliferacdo das células nos scaffolds quando em contacto direto com os materiais

desenvolvidos.

3.3.7.2. Estudo da viabilidade celular

Para estudar o perfil citotoxico dos scaffolds produzidos, procede-se ao teste MTS
descrito pela norma 1SO10993-5 [46], [47].

O estudo da viabilidade celular foi também realizado nos laboratérios da UBI. O
procedimento utilizado encontra-se descrito de seguida.

Primeiramente colocaram-se as membranas huma placa de 96 pocos (nimero de réplicas:
n=5)), sendo esta posteriormente sujeita a radiacdo ultravioleta UV. Apds 1h de irradiacao,
foram adicionadas as células (densidade de 1x10* células por pogo) e incubadas durante 1, 3 e
7 dias. Decorrido cada tempo de incubacéo, o meio de cultura foi removido e substituido por
100 pL de novo meio e 20 uLL de MTS/PMS.

Seguidamente incubaram-se as células a 37°C e sob atmosfera hiumida com 5% de CO-
durante 4 horas. As células viaveis metabolizam o MTS (devido as enzimas mitocondriais),
formando o produto formazon e obtendo-se assim uma solu¢do purpura. Medindo as
absorvancias das solugdes de cada pogo através de um espectrofotometro de microplacas

(Biorad Microplate Benchmark) a um comprimento de onda de 492 nm, consegue-se
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determinar a quantidade de células viaveis (sendo que quanto maior a absorvancia, maior o
namero de células).

Como controlo negativo, prepararam-se amostras apenas com células vivas, sem a
presenca das membranas. Como controlo positivo, foi adicionado etanol (96%) a cultura,
provocando assim a morte celular. O procedimento foi realizado numa camara de fluxo laminar,

de modo a garantir um ambiente estéril.

3.3.8. Estudo da libertacao do farmaco moxifloxacina

O antibidtico moxifloxacina foi incorporado nas fibras de GeIMA e QSMA, misturando-
-0 diretamente na solucdo polimérica a injetar na etapa de electrospinning. A concentracdo de
farmaco utilizada foi de 10% (m/m) em relacdo a massa total dos polimeros. Como a massa
total de GelMA e QSMA perfez 1,1 g, a massa de moxifloxacina a adicionar foi de 110 mg.

Para avaliar o perfil de libertagdo de farmaco contido na membrana reticulada de PCL,
GelMA, QSMA e moxifloxacina, foram cortadas duas porcdes de 16 cm?. Para funcionar como
amostra de controlo, cortaram-se também duas amostras da membrana de PCL, GelMA e
QSMA reticulada (sem farmaco). Ambas as membranas foram enroladas, colocadas em tubos
de Falcon e incubadas a 37°C em 3 mL de PBS (preparado pela metodologia indicada no Anexo
A). De modo a acompanhar a libertacdo ao longo do tempo, foi analisado o meio em diferentes
tempos durante 15 dias. Entre analises, o meio foi substituido totalmente por PBS limpo.
Medindo a absorvancia de cada amostra de meio (a 320 nm num espetrofotometro UV-Vis Jasco
V-550) determinou-se a quantidade de moxifloxacina libertada em cada tempo. Para se
conseguir quantificar a libertacdo do farmaco em questdo, foi necessario elaborar previamente
a curva de calibracdo para a qual se usaram solucdes com concentracGes conhecidas e se

mediram as respetivas absorvancias (Anexo B).
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Capitulo 4. Resultados e discussao

4.1. Analise RMN dos polimeros naturais antes e apds modificagao

De modo a confirmar que a reacdo de modificacdo da gelatina e do quitosano ocorreu
eficazmente, procedeu-se a analise RMN destes materiais. Desta forma foi possivel comparar
0s espetros das amostras antes e apds a modificagdo com anidrido metacrilico.

A partir dos espetros das Figuras 19 e 20 é possivel observar os picos (a e b)
correspondentes aos hidrogénios das ligacdes duplas dos grupos metacrilato resultantes da
reacdo de modificacdo, tanto na GelMA (a 5,4 e 5,6 ppm) como na QSMA (a 5,6 e 6 ppm).
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No espetro da gelatina modificada é possivel verificar a existéncia de um pico a 2,15 ppm
(c), atribuido aos hidrogénios do grupo metilo do metacrilato. No espetro do quitosano
modificado observa-se um pico a 1,9 ppm (c) relacionado com os hidrogénios do metilo dos
grupos acetil e metacrilato. Este pico ja se encontrava no espetro respeitante ao quitosano ndo
modificado, devido aos grupos acetil presentes no polimero base [16], [48].

A partir destes resultados, e tendo em conta que os picos identificados nédo estdo presentes
nos espetros correspondentes aos polimeros antes da modificacdo pode concluir-se que ocorreu
a reacao de modificacéo.

Quanto a determinacdo do grau de modificacdo através da area de integracao dos picos,
ndo foi possivel quantificar. Essa impossibilidade deveu-se ao facto de as anélises terem sido
realizadas utilizando agua deuterada. Este solvente apresenta interacbes como ligagcdes de
hidrogénio que originam um espetro em que 0s picos ndo estdo bem definidos, dificultando

assim a sua analise para efeitos de determinacdo do grau de substituicao.

4.2. Sintese dos scaffolds

Como anteriormente referido, recorrendo a técnica de electrospinning foram obtidos
cinco tipo de membranas: membranas de PCL, membranas de GelMA e QSMA, membranas de
assimétricas de PCL, GelMA e QSMA (reticuladas e néo reticuladas) e membranas assimétricas
de PCL, GelMA, QSMA e moxifloxacina reticuladas.

A maior dificuldade ocorreu na fase de producdo das membranas com o farmaco
moxifloxacina. Apesar de este ser completamente sollvel na solucdo polimérica de GelMA e
QSMA previamente preparada, quando a mesma foi sujeita ao processo, verificou-se a
formacéo de pequenos defeitos na superficie do material depositado, ndo permitindo a obtencéo
de membranas lisas como nos restantes casos (Figura 21). Aparentemente ndo ocorreu a
evaporacao total do solvente antes de atingir o coletor, provocando a dissolu¢do da matriz ja
depositada. Tal pode ser atribuido ao facto de a adicdo de antibidtico destabilizar o meio,
alterando as caracteristicas da solugdo polimérica.

Todas as membranas ndo reticuladas apresentaram cor branca. Nas membranas
reticuladas foi notdria uma mudanga de cor para um tom mais amarelado. A cor amarela foi
ainda mais evidente nas membranas com farmaco, devido a presenga da moxifloxacina (Figura
21).
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Figura 21- Membranas produzidas por electrospinning: membrana de PCL (A) e membrana assimétrica de PCL, GelMA,
QSMA e Moxifloxacina (B).

4.3. Caracterizagao fisico-quimica e morfologica dos scaffolds

4.3.1. FTIR-ATR

De modo a determinar 0s grupos quimicos que caracterizam os polimeros utilizados para
produzir as membranas (PCL, GelMA e QSMA\) recorreu-se a técnica FTIR-ATR.

Para além das membranas finais, foram ainda submetidas a analise, amostras de gelatina
e quitosano ndo metacrilados, de modo a comprar 0s espetros antes e apos a modificacdo. Esta
analise néo foi conclusiva, uma vez que as diferencas entre os espetros de transmitancia obtidos
sdo impercetiveis devido a sobreposicao dos picos resultantes da modificagdo com os existentes
nos polimeros base (Figura 22).
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Quitosano
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Figura 22-Espetros FTIR-ATR da gelatina, GelMA, quitosano e QSMA.
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Relativamente a gelatina, as suas unidades de repeticdo sdo unidas por ligacdes amida
(caracteristicas das proteinas). Este tipo de ligacfes apresenta cinco bandas de absor¢éo, que se

encontram enunciadas na Tabela 4.

Tabela 4-Bandas caracteristicas da ligagdo amida num espetro obtido por FTIR-ATR [49].

Banda Ne° de onda (cm™) Tipo de ligacéo
Amida A 3300 NH stretching
Amida B 3100 NH stretching
Amida | 1600-1690 C=0 stretching
Amida Il 1480-1575 CN stretching, NH bending
Amida Il 1229-1301 CN stretching, NH bending

Tendo em atencdo os valores da Tabela 4, podem analisar-se 0s espetros obtidos tanto
para a gelatina como para a gelatina modificada (Figura 22) e confirmar a existéncia das bandas
caracteristicas deste polimero natural. Os picos dos espetros da gelatina e GeIMA situados a
3300 e 3080 cm® correspondem ao stretching da ligagdo N-H (amida A e B respetivamente).
A 1631, 1538 e 1237 cm? encontram-se as bandas denominadas de amidas I, Il e I,
respetivamente. A amida | diz respeito ao stretching da ligagdo C=0 (grupo carbonilo), e as
amidas Il e 111 & bending da ligacdo N-H combinada com o stretching da ligagéo C-N.

No espetro relativo ao quitosano, também se podem observar as suas bandas mais
caracteristicas. A 3244 cm encontra-se uma banda correspondente ao stretching da ligagdo OH
juntamente com o stretching simétrico da ligagdo N-H. Na zona dos 1637 cm™ esta presente a
banda respeitante & amida I e nos 1544 cm™ a da amida I1. Os picos relacionados com a bending
das ligacdes OH e CHs encontram-se respetivamente a 1409 e 1373 cm™. A 1245 cm™ pode
observar-se o stretching simétrico da ligagdo CHs e a 1152 cm™ o stretching assimétrico das
ligagbes C=0 resultantes da desacetilacio. O pico a 1066 cm™ é determinado pelo stretching
da ligacdo C=0 provocado pelas ligagdes C-O-H, C-O-C e CH2CO. Por fim, o wagging da
ligacdo C-H da estrutura do polissacarideo encontra-se a 892 cm™ [50], [51].

Na Figura 23 pode ver-se a comparagéo entre os espetros da GelMA, do QSMA e da
membrana composta por estes dois materiais. Apesar de ndo serem evidentes diferencas
relevantes entre o espetro da GelMA e o espetro da membrana de GelMA e QSMA devido a
reduzida quantidade de QSMA presente na membrana e devido a sobreposi¢cdo dos picos
referentes aos dois componentes, na banda situada entre 2800 e 3670 cm™ da membrana é

percetivel a conjugacdo dos espetros dos componentes individuais.
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Figura 23-Espetros FTIR-ATR da GelMA, QSMA e da membrana de GelMA e QSMA.

Na Figura 24 encontram-se 0s espetros de transmitancia correspondentes a membrana de
PCL, a membrana de GelMA e QSMA e a membrana assimétrica de PCL, GelMA e QSMA.

Membrana PCL
2948
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Figura 24-Espetros FTIR-ATR da membrana de PCL, membrana de GelMA e QSMA e membrana de PCL, GelMA e QSMA.

Relativamente ao espetro da PCL, podem observar-se as bandas tipicas do stretching
assimétrico da ligagdo CH, a 2948 cm™ e do stretching simétrico a 2870 cm™. A banda
caracteristica do grupo carbonilo (C=0) encontra-se a 1721 cm™ e o pico correspondente ao
stretching das ligagbes C-O e C-C encontra-se a 1293 cm™. Por fim, a 1237 e 1163 cm™ séo
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visiveis, os picos relativos ao stretching das ligacdes C-O-C (assimétrico e simetrico
respetivamente) [52].

Relativamente aos scaffolds compostos por PCL, GelMA e QSMA, pode observar-se
que os espetros obtidos apresentam 0s picos mais caracteristicos de cada polimero presente. A
ligacdo C=0 caracteristica dos ésteres indica a presenca de PCL e situa-se num pequeno pico a
1721 cm™. A 2948 cm™ e 2870 cm™ encontram-se os picos relativos ao stretching simétrico e
assimétrico dos grupos CH2 da PCL. A 1163 cm™ encontra-se a banda correspondente ao
stretching simétrico da ligacdo C-O-C da PCL. Alguns dos restantes picos da PCL também séo
visiveis, embora menos evidentes.

A 1631 cm™ observa-se a banda correspondente ao stretching da ligagdo C=0, referente
aamida | presente na gelatina e no quitosano modificados. Na regido dos 1535 cm™ verifica-se
a existéncia de bandas correspondentes a amida Il também presente na GeIMA e QSMA. O
pico relativo a amida Il da GelMA encontra-se sobreposto a banda do stretching assimétrico
da ligacdo C-O-C da PCL, a 1237 cm™. Relativamente as amidas A e B da GelMA, estéo
presentes a 3292 e 3080 cm™ respetivamente.

Na Figura 25, encontram-se 0s espetros de transmitancia referentes a membrana de PCL,
GelMA e QSMA antes e ap0s a reticulacdo, bem como o espetro da membrana com adicdo de
farmaco, apds reticulacdo. Foram analisadas as duas camadas das membranas assimétricas. Na
Figura 25 s&o apresentados os espetros da camada de GeIMA e QSMA das trés membranas. Os
espetros relativos a camada de PCL sdo iguais ao obtido para a membrana de PCL (previamente

apresentado na Figura 24).
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Membrana PCL+GelMA e QSMA

Membrana PCL+GelMA e QSMA reticulada

i

Membrana PCL+GelMA, QSMA e Moxifloxacina reticulada

o
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Figura 25-Espetros FTIR-ATR da membrana de PCL, GelMA e QSMA antes e apds a reticulagdo e da membrana de PCL,
GelMA, QSMA e Moxifloxacina reticulada.

Observando os espetros da Figura 25 verifica-se que nas membranas reticuladas ndo sdo
visiveis picos referentes aos polimeros naturais, sendo que 0s espetros sao idénticos ao da PCL.
Tais resultados podem atribuir-se a ocorréncia de dissolucdo total ou parcial da camada de
GelMA e QSMA aquando da imersdo das matrizes na solucdo de Irgacure® 2959. Nesse caso
as membranas analisadas seriam essencialmente constituidas por PCL, ou teriam uma
quantidade bastante inferior de polimeros naturais face a quantidade de PCL, sendo assim

impercetiveis nesta andlise.

4.3.2. SEM

De modo a analisar a morfologia das diferentes membranas obtidas, estas foram sujeitas
a técnica de microscopia eletronica de varrimento (SEM). Os resultados das imagens da
superficie das membranas permitem ter uma nocao da morfologia e distribuicdo de diametros
das fibras que compdem as mesmas.

Nas Figuras 26, 27 e 28 sdo apresentadas as imagens de SEM obtidas para as diferentes
matrizes em 4 ampliacgOes distintas. As membranas analisadas englobaram: membrana de PCL,
membrana de GeIMA e QSMA reticulada e membrana de GeIMA e QSMA néo reticulada. Nas
referidas figuras podem analisar-se ainda os histogramas que d&do uma estimativa da distribuicédo

dos diametros das fibras em cada membrana.
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Na Tabela 5 encontram-se resumidos os diametros médios das fibras presentes em cada

matriz.

Frequéneia

Diametro (nm)

Figura 26- Imagens da superficie da membrana de PCL obtidas por SEM a ampliagées de 2 000x, 5 000x, 20 000x e 50 000
(A, B, C e D respetivamente) e histograma dos diGmetros das fibras (E).

Frequéncia

20 40 60 80 100 120 140 160

Diametro (nm)

Figura 27-Imagens da superficie da membrana de polimeros naturais (ndo reticulada) obtidas por SEM a ampliagdes de
2 000x, 5 000x, 20 000x e 50 000x (A, B, C e D respetivamente) e histograma dos didmetros das fibras (E).
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Figura 28-Imagens da superficie da membrana de polimeros naturais (reticulada) obtidas por SEM a ampliagdes de 2 000x,
5000x, 20 000x e 50 000x (A, B, C e D respetivamente) e histograma dos didmetros das fibras (E).

Tabela 5-Didmetros médios das fibras que compéem as membranas obtidas por electrospinning.

Membrana Diametro (nm)
PCL 262,7£104,7
GelMA + QSMA 68,1 + 25,7
GelMA + QSMA reticulada 241,9£129,8

Atraveés da analise das Figuras 26, 27 e 28 é bastante notéria a desorganizacao das fibras
que constituem as membranas. Tal j& era esperado, uma vez que a deposi¢do das fibras no
coletor durante o processo de electrospinning é completamente aleatoria.

As fibras de PCL presentes na Figura 26 apresentam um diametro médio superior ao
verificado nas membranas constituidas por GeIMA e QSMA nas Figuras 27 e 28 (valores na
Tabela 5). O maior didametro das fibras de PCL pode ser atribuido ao maior caudal aplicado
aquando da sua producéo (3 mL/h) em comparacdo com o caudal usado na preparacdo das
membranas de GeIMA e QSMA (1,3 mL/h). Havendo um caudal maior para uma tensao
semelhante, a fibra € menos alongada, e consequentemente o diametro é maior [40].

Quanto a distribuicdo de diametros, todas as amostras analisadas apresentaram uma gama
de valores alargada, resultando em elevados valores de desvio padréo (Tabela 5). No entanto, a
membrana de GelMA e QSMA ndo reticulada, apresenta menor dispersao que as restantes.
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Relativamente ao aspeto geral da matriz de PCL, é possivel observar uma rede de fibras
com presenca de beads (“granulos”). Apesar de também se verificar a formacédo de beads nas
membranas de GelMA e QSMA, este fendmeno foi mais visivel na membrana de PCL. A menor
viscosidade da solucdo polimérica de PCL dificulta a formacdo do cone de Taylor e
consequentemente resulta na ejecdo de gotas (em vez de fibras) que formam beads ao serem
depositadas na matriz [50]. Para além disso, a baixa condutividade do solvente usado na
preparacdo das membranas de PCL (acetona) também afeta a formacdo do cone de Taylor.
Outro fator a ter em consideracdo € a humidade da atmosfera envolvente. Durante a producao
das membranas de PCL este parametro variou entre os 44 e os 67%, afetando a taxa de
evaporacdo do solvente e levando a unido das fibras (efeito de “teia”). Na preparacdo das
membranas compostas por polimeros naturais a humidade verificada foi inferior (37%), pelo
que a evaporacao do solvente néo tera sido tdo problematica.

Quanto a comparacdo das fibras de GeIMA e QSMA reticuladas e ndo reticuladas,
verifica-se que o diametro é superior no caso das membranas reticuladas. Apesar de a
conformacdo mais estavel da gelatina ser a forma helicoidal, quando esta é submetida ao
processo de electrospinning as forcas eletrostaticas fazem com que haja o alongamento das
cadeias de polimero. No entanto, durante a imersdo das membranas na solucédo de Irgacure ®,
as cadeias de gelatina tém tendéncia a retomar a sua conformacgdo mais estavel. O rearranjo das
cadeias na forma de hélice resulta no encolhimento das fibras, fazendo com que o didametro seja
superior nas fibras sujeitas a reticulacéo [31]. Antes da reticulacdo, as fibras apresentam valores
de diametro bastante inferiores a 100 nm, podendo ser consideradas nanofibras.

Relativamente a morfologia de superficie das fibras individuais ndo é possivel tirar
conclusdes significativas, uma vez que a textura observada nas mesmas se deve essencialmente
ao revestimento de ouro e ndo a fibra em si. Uma vez que as membranas produzidas sao
materiais extremamente porosos, foi necessario fazer um revestimento com maior quantidade
de ouro de maneira a conseguir imagens com a ampliacdo e resolugdo desejadas. Desta forma,
para melhorar a qualidade das imagens obtidas, comprometeu-se a fiabilidade da analise da

morfologia de superficie das matrizes.
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4.4. Angulos de contacto dinimicos

Da determinacdo dos angulos de contacto dindmicos das membranas produzidas,

resultaram os perfis da Figura 29.
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Figura 29-Angulos de contacto dinémicos das membranas produzidas por electrospinning.

Relativamente a membrana composta apenas por fibras de PCL, o angulo de contacto
médio é de 119,55°. Sendo um valor superior a 90°, significa que o espalhamento da gota
dispensada sobre a superficie da matriz foi reduzido, pelo que se confirma a sua
hidrofobicidade.

A membrana de GelMA e QSMA apresenta valores de angulo de contacto muito
inferiores aos obtidos para a PCL (valor médio de 50,89°), uma vez que ocorre o espalhamento
da gota na superficie. Os valores obtidos indicam que, tal como esperado, a matriz é hidrofilica.

Como as membranas assimétricas sdo constituidas por camadas de materiais diferentes,
também o angulo de contacto sera diferente em cada uma das faces. A camada correspondente
a PCL apresenta um angulo de contacto de 125,75°, enquanto a camada de GeIMA e QSMA
apresenta um angulo de 53,66°. Estes valores sdo semelhantes aos obtidos para as membranas
simples, sendo que a diferenca observada se encontra dentro do erro experimental associado a
medicéo.

A conjugacéo das propriedades de molhabilidade de cada material permitem obter o
comportamento desejado na membrana final. E importante que a camada de PCL tenha
molhabilidade reduzida, uma vez que estard em contacto com o ambiente exterior e tem a

funcéo de evitar a desidratacdo da ferida. Por outro lado, a camada interior apresenta caracter
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hidrofilico, fator necessario visto que estara contacto direto com os fluidos bioldgicos e tem de

possibilitar a adesdo e proliferacéo celular.

4.5. Estudo de perda de massa

Amostras de cada uma das membranas foram mergulhadas em agua miliQ e colocadas
numa estufa a 37 °C durante 3 dias, tendo sido posteriormente secas até remo¢do completa da
agua. Através dos valores de massa obtidos antes e ap0s o processo, foram calculadas

percentagens de perda de massa, que se encontram resumidas na Tabela 6.

Tabela 6-Valores de percentagem de perda de massa obtidos para cada membrana.

Membrana Perda de massa (%)
PCL 0,12+0,21
GelMA + QSMA 100,00 + 0,00
PCL + GeIMA + QSMA 4,95+ 0,89
PCL + GelMA + QSMA reticulada 2,43 +1,27
PCL + GelMA + QSMA + Moxifloxacina reticulada 3,38 + 0,68

Analisando os valores obtidos, confirma-se que a membrana de PCL é a que apresenta
menor percentagem de perda de massa ap6s os 3 dias (0,12%). Este valor indica que o polimero
ndo sofre dissolucdo quando colocado em contacto com agua.

A membrana de GelMA e QSMA dissolve tal como esperado, uma vez que é composta
por polimeros naturais, suscetiveis a degradacdo hidrolitica. Neste caso a matriz é totalmente
dissolvida na 4gua miliQ ao longo dos 3 dias de ensaio.

Nas membranas assimétricas reticuladas verifica-se uma perda de massa bastante
superior a verificada para a PCL. Este facto elimina a possibilidade apontada na discussdo dos
espetros obtidos pela técnica FTIR-ATR de a camada formada por GeIMA e QSMA ter
dissolvido totalmente no processo de fotoreticulagdo. Uma vez que a PCL ndo sofre perda de
massa significativa, a degradacdo verificada nas membranas que contém as duas camadas €é
atribuida essencialmente a camada de polimeros naturais. Deste modo, se a referida camada
dissolvesse totalmente quando mergulhada na solucéo de fotoiniciador, os resultados de perda
de massa da membrana seriam mais proximos aos da PCL, pelo que o valor de percentagem
perdida seria minimo. Tal ndo se verificou, pelo que se pode concluir que a camada de GelMA
e QSMA néo sofreu dissolucéo total. Ainda que tenha ocorrido dissolugdo, hd uma pequena

por¢édo dessa camada que permanece na membrana e sofre posteriormente reticulacéo.
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Relativamente a comparacdo entre as membranas assimetricas de PCL, GelMA e
QSMA reticuladas e ndo reticuladas é notoria a diminui¢do da perda de massa no caso da
membrana reticulada (2,43% face aos 4,95% da membrana n&o reticulada). Esta pode indicar
que o processo de modificacdo dos polimeros naturais (gelatina e quitosano) e posterior
fotoreticulagdo ocorreram eficazmente. Os grupos metacrilados da GeIMA e QSMA ligam-se
entre si quando sujeitos a radiacdo UV, aumentando a estabilidade das fibras e diminuindo a
sua dissolugdo. No entanto, esta diminuicdo da percentagem de perda de massa pode ser
também uma consequéncia da menor quantidade de GelMA e QSMA presente na membrana
assimétrica face a quantidade de PCL (devido ao referido fendbmeno de dissolucdo dos
polimeros naturais que ocorre durante o processo de reticulacdo). Se a massa total da membrana
pesada inicialmente tem maior percentagem de PCL do que a membrana ap06s a reticulagéo, e
uma vez que a perda de massa da PCL é praticamente nula, é de esperar que a percentagem de
perda de massa das membranas assimétricas reticuladas seja menor.

Por fim, a membrana assimétrica reticulada contendo o antibiotico moxifloxacina
apresenta uma perda de massa de 3,38 %. O valor € um pouco superior ao obtido para a
membrana reticulada sem farmaco, sendo que a diferenca verificada pode estar relacionada com
a libertacdo do farmaco aprisionado nas fibras.

Com esta analise conclui-se que a adicdo do polimero sintético PCL aumenta a
estabilidade das membranas em ambiente aquoso, o que se traduz numa grande vantagem para
a aplicacdo em scaffolds para a regeneracdo da pele. Quanto a reticulacdo, embora os resultados
indiquem que ocorreu eficazmente, ndo € possivel retirar conclusdes fiaveis, uma vez que néo

é 0 Unico fendmeno com influéncia no célculo em quest&o.

4.6. Analise Termogravimétrica

De modo a testar a estabilidade térmica das matrizes poliméricas, estas foram sujeitas a
técnica de TGA. A partir dos resultados obtidos, determinaram-se as temperaturas de
degradacéo iniciais e finais para cada membrana, a percentagem de perda de massa e a
temperatura correspondente a 50% de perda de massa (temperatura de degradacgéo derivada -
DTG). Esta analise serve também (de forma indireta) para verificar a presenca dos diversos

materiais nas membranas produzidas, através dos respetivos perfis de degradacéo.
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Nas Figuras 30 e 31 podem observar-se os graficos onde se encontram as curvas
termogravimétricas e DTG respeitantes ao quitosano e QSMA e a gelatina e GelMA.
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Figura 30-Curvas termogravimétricas e DTG para o quitosano e QSMA.
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Figura 31-Curvas termogravimétricas e DTG para a gelatina e GelMA.

51



Os graficos que comparam os perfis do quitosano e da gelatina antes e apds a reacao de
modificacdo indicam que esse processo ndo afetou significativamente a estabilidade térmica
dos materiais. Estes polimeros apresentam um primeiro estagio corresponde a perda de agua
residual (até aos 100°C) e um segundo respeitante a degradacdo do polimero. A referida perda
de &gua é caracteristica nas curvas termogravimétricas dos polimeros naturais devido ao facto
de a &gua se apresentar naturalmente ligada a estrutura dos mesmos. No caso da curva
termogravimétrica do quitosano modificado pode observar-se um pequeno degrau, que origina
um pico na curva DTG. Esse “artefacto” ndo descreve o comportamento da amostra, refletindo
apenas a sensibilidade do aparelho utilizado face a perturbacdes externas a analise.

No caso do quitosano é visivel um pico DTG situado entre os 100 e os 250 °C que indica
mais um patamar de degradacédo. Este patamar deve-se ao facto de o quitosano ser um polimero
natural que ndo é homogéneo e que pode conter impurezas. Para além disso, uma vez que
provém da desacetilacdo da quitina, e visto que esta reacdo nunca é completa, é plausivel que
existam dois patamares de degradacao.

A Figura 32 apresenta os perfis de degradagcdo da membrana composta apenas por PCL,
da membrana de GelMA e QSMA e da membrana assimétrica de PCL, GelMA e QSMA.

100 — —_— 25

2.0
80—

F1.5

60

1.0

40

Perda de Massa (%)

0.5

Derivada Perda de Massa (%/°C)

____________ )‘ o
204 _ . It
S e == s |- 0.0
¥
]
Membrana PCL, GeIMA e QSMA !
————Membrana GeIMA e QSMA - L
0 E— IMemIbranal\ PCL ‘ ‘ i ‘ ‘ ‘ i ‘ : ‘ ‘ ‘ ‘ ———— 05
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 32-Curvas termogravimétricas e DTG para a membrana de PCL, membrana de GelMA e QSMA e membrana de PCL,
GelMA, QSMA.

Ao contrario dos polimeros naturais, a PCL apresenta apenas um estagio de degradacao,
uma vez que nao absorve agua (caracter hidrofébico). Relativamente a membrana de GelMA e

QSMA, esta apresenta um perfil semelhante ao da GelMA, tal como seria de esperar devido a
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predominancia deste componente face ao QSMA (1,08 g para 0,02g). Apesar de a PCL degradar
a temperaturas mais elevadas do que o quitosano e a gelatina, estes dois polimeros naturais
apresentam menor percentagem de perda de massa final.

A membrana assimétrica composta por uma camada de PCL e outra de GeIMA e QSMA
apresenta um perfil mais proximo da PCL (presente em maior quantidade). No entanto é visivel
um segundo estagio coincidente com o perfil dos polimeros naturais presentes. Observando 0s
perfis de degradacdo das diferentes membranas € notdrio que as matrizes que contém PCL s&o
mais estaveis do que a composta apenas por GelMA e QSMA. Este facto veio confirmar que a
adicdo do polimero sintético aos polimeros naturais aumentou a resisténcia a temperatura nas
membranas finais.

Os perfis da Figura 33 englobam as membranas de PCL, GelMA e QSMA produzidas

antes e apos a fotoreticulacdo, e a membrana com moxifloxacina reticulada.
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Figura 33-Curva termogravimétricas e DTG para a membrana de PCL, GelIMA e QSMA reticulada e néo reticulada e
membrana de PCL, GelMA, QSMA e moxifloxacina reticulada.

A curva respeitante a matriz ndo reticulada apresenta dois estagios de degradacdo
enquanto as matrizes reticuladas apresentam apenas um (semelhante ao da PCL). Esta
aproximacdo do perfil das membranas reticuladas ao perfil da PCL é atribuida a ja referida
dissolucdo de parte da camada de GeIMA e QSMA aquando da imersdo das membranas na
solucéo de fotoiniciador. Tal como foi anteriormente mencionado, este fendmeno faz com que

a quantidade de polimeros naturais presentes seja menor em comparacao com a quantidade de
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PCL, o que leva a que as propriedades da membrana final se assemelhem mais as do polimero
sintético.

Na Tabela 7, estdo condensados os valores de temperatura de degradagéo dos diferentes
materiais analisados, a percentagem de perda de massa e a temperatura de degradacéo derivada.
Os dois valores de Tp retirados dos perfis correspondem a temperatura em que comeca a haver
perda de massa (T, iniciat) € @ temperatura para a qual a perda de massa estabiliza (Tp, fina). OS
valores de DTG dizem respeito as temperaturas obtidas a partir dos picos das derivadas das

curvas (correspondente a 50% da perda de massa).

Tabela 7-Valores de temperatura de degradagdo inicial e final, percentagem de perda de massa e DTG.

Material To,iniciai  To,fina  Perdade DTG
(°C) (°C)  massa (%) (°C)
Gelatina 201 483 63 325
GelMA 203 466 58 322
Quitosano 121 461 55 177 284
QSMA 139 476 56 172 275
Memb. PCL 333 446 93 407
Memb. GeIMA + QSMA 199 449 66 328
Memb. PCL+ GelMA + QSMA 281 441 96 328 407
Memb. PCL+ GelMA + QSMA reticulada 347 449 97 406
Memb. PCL+ GelMA + QSMA + 336 447 95 401

Moxifloxacina reticulada

Ao analisar a Tabela 7 pode constatar-se a elevada estabilidade térmica das membranas
assimétricas fotoreticuladas. Estas apresentam resisténcia até temperaturas superiores a 330 °C,
0 que permite que sejam sujeitas a processos a elevadas temperaturas.

54



4.7. Biocompatibilidade

4.7.1. Estudo da viabilidade celular

De forma a avaliar a adesdo e crescimento de fibroblastos humanos quando em contacto
direto com as matrizes produzidas, realizou-se na UBI um estudo in vitro da citotoxicidade das
mesmas.
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Figura 34-Percentagem de viabilidade celular dos fibroblastos apds 1, 3 e 7 dias de contacto com as membranas
assimétricas reticuladas com e sem farmaco. Controlo negativo com células vivas (K-) e controlo positivo com células
mortas (K+).

Os fibroblastos foram cultivados e incubados por periodos de 1, 3 e 7 dias e na Figura
34 encontra-se a resposta fisioldgica das células a presenca das membranas assimétricas
reticuladas com e sem farmaco.

Analisando as percentagens obtidas para os scaffolds desenvolvidos, observa-se que a
viabilidade celular é elevada em todos casos (sempre superior a 80%), sendo que no periodo de
incubacéo de 7 dias atinge os 100% (valores semelhantes aos obtidos para o controlo negativo:
K"). Conclui-se que os materiais desenvolvidos ndo apresentam toxicidade significativa e
promovem a ades&o e proliferagdo celulares, sendo portanto biocompativeis.

Os resultados obtidos para as duas membranas analisadas indicam que nos periodos de
incubacéo de 1 e 7 dias a percentagem de viabilidade celular ¢ ligeiramente superior na amostra
sem farmaco. No periodo de 3 dias, a maior percentagem verifica-se para a membrana com
farmaco. Estas pequenas diferencgas ndo sdo significativas e podem atribuir-se ao erro associado

ao estudo realizado.
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Seguidamente (Figura 35) sdo apresentadas as imagens captadas através de um
microscopio 6tico para cada uma das membranas sujeitas ao estudo, para os diferentes periodos
de incubacao.
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Figura 35-Imagens obtidas por microscopio dtico das culturas celulares de fibroblastos para as diferentes membranas
estudadas e para o controlo negativo (K°) e positivo (K*) ao fim de 1, 3 e 7 dias.

Através das imagens da Figura 35 é possivel observar que as células presentes nas duas
membranas sujeitas a analise adotaram uma estrutura fusiforme ao fim de 7 dias de cultura. O
mesmo acontece no controlo negativo (K*) composto por células vivas. No caso do controlo positivo

(K™) os fibroblastos apresentam forma esférica uma vez que sdo células mortas.
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4.7. Estudo da libertacao do farmaco moxifloxacina

Uma vez que foi inserido o antibidtico moxifloxacina nas membranas assimétricas, €
importante avaliar o perfil de libertacdo ao longo do tempo, neste caso, 14 dias. O gréafico
construido através dos dados resultantes da medicéo da absorvancia (a 321 nm) em diferentes

momentos, encontra-se na Figura 36.

15,00% - 14,08%
14 dias

14,00%

13,00%

12,00%
12,11%
11,00% 8h

Libertagdo acumulada (%)

10,00%

9,00% T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (h)

Figura 36-Perfil de libertagcdo da moxifloxacina contida na membrana assimétrica em dgua miliQ.

Como é evidente no perfil da Figura 36 a libertagdo da moxifloxacina da-se
essencialmente nas primeiras 8 horas de contacto da membrana com o meio (PBS). A partir
desse momento, o valor continua a aumentar mas em menor percentagem.

Ao fim dos 14 dias, o total de moxifloxacina libertada constituiu cerca de 14% da
quantidade tedrica inicialmente presente na membrana. E importante referir que, uma vez que
parte da camada de GelMA, QSMA e moxifloxacina dissolve no processo de reticulacdo, a
guantidade de farmaco que teoricamente estaria presente na porcdo da membrana que foi
utilizada no ensaio de libertacdo € muito superior a quantidade real. Deste modo, parte da
moxifloxacina contida nas fibras ja teria sido libertada para a solucéo de Irgacure ®.

Quanto a rapidez da libertacdo do antibidtico, prende-se com o facto de este estar
presente na camada composta por polimeros naturais. Apesar da reticulacdo retardar a
dissolucdo da GeIMA e QSMA, estes polimeros dissolvem mais rapidamente que a PCL, logo
a libertacdo da moxifloxacina também serd mais rapida. Uma possivel solucdo seria a
incorporagdo do farmaco também na camada de PCL.

Apesar de ser desejavel uma libertacdo mais prolongada ao longo do tempo, 0s
resultados obtidos indicam que é possivel a incorporacéo e libertagdo de farmacos através deste

tipo de materiais.
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Capitulo 5. Conclusoes e trabalho futuro

5.1. Conclusoes gerais

Neste projeto foram produzidas membranas assimétricas para a regeneracdo da pele
compostas por uma camada de PCL e uma camada de gelatina metacrilada (GelMA), quitosano
metacrilado (QSMA) e antibiético moxifloxacina.

A gelatina e o quitosano metacrilados foram obtidos a partir da funcionalizacdo da
gelatina e do quitosano com anidrido metacrilico. Para a preparacdo das duas camadas de
matrizes fibrosas foi utilizada a técnica electrospinning por bending, sendo que na camada de
GelMA e QSMA foi adicionado o farmaco diretamente a solucéo a injetar.

De modo a avaliar as propriedades de cada camada foram também preparadas membranas
simples. Procedeu-se, ainda, a reticulacdo de algumas das matrizes obtidas com o fotoiniciador
Irgacure® 2959 e radiacdo UV.

Todas as matrizes foram produzidas conforme previsto inicialmente, pelo que se pode
concluir que a técnica utilizada é adequada para a obtencdo de materiais desta natureza.
Visualmente, todas as membranas apresentaram cor branca e superficie lisa a exce¢do da
membrana com moxifloxacina, que devido a presenca do farmaco apresenta um tom amarelado.
Nesta Gltima membrana, observou-se ainda a presenca de pequenos defeitos a superficie, ndo
tendo ficado tdo uniforme como as restantes. As membranas sujeitas ao processo de
fotoreticulacdo apresentaram uma cor mais amarelada quando comparadas com as mesmas
membranas ndo reticuladas.

A partir dos espetros de RMN concluiu-se que ocorreu a rea¢dao de modificagéo, tanto da
gelatina como do quitosano, devido a presenca dos picos respeitantes a metacrilamida.

Os espetros de FTIR confirmaram a presenca dos materiais poliméricos utilizados em
cada camada da membrana, a partir da comparacdo dos picos das membranas assimétricas com
os das membranas simples e com os da literatura. Nas membranas reticuladas néo foi possivel
identificar os picos atribuidos a gelatina e quitosano devido a perda de parte dessa camada
aquando da imersdo das membranas na solucgéo de Irgacure®.

Através das imagens de SEM foi possivel observar o aspeto das matrizes e retirar algumas
conclusdes relativamente a influéncia dos parametros de electrospinning no resultado final.
Apesar de em todas as membranas analisadas se ter verificado a formacéo de fibras, foi notéria
a presenca de beads, principalmente nas membranas de PCL. As imagens de SEM permitiram
ainda determinar o diametro médio das fibras. Verificou-se que o diametro médio das fibras de

PCL é superior ao das fibras de polimeros naturais.
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Os resultados obtidos para os angulos de contacto dindmicos mostraram que a camada de
PCL tem carécter hidrofobico, enquanto a camada constituida por GelMA e QSMA apresenta
caracter hidrofilico.

O estudo de perda de massa indicou que o processo de fotoreticulacdo permite retardar a
dissolucdo das membranas diminuindo, assim, a perda de massa nas membranas finais quando
em contacto com meio aquoso.

A andlise termogravimétrica comprovou que, apesar de a GelMA e 0 QSMA serem menos
resistentes a temperatura do que a PCL, os materiais finais sao termicamente estaveis, podendo
ser sujeitos a processos de esterilizacéo a elevadas temperaturas sem sofrerem degradacéo.

Relativamente ao antibi6tico incorporado na membrana, verificou-se uma maior
libertagdo nas primeiras 8h de contacto com o meio, sendo que a partir desse momento até ao
dia 14, a quantidade dispersada foi muito reduzida.

Os resultados obtidos indicam que os scaffolds produzidos apresentam caracteristicas
promissoras na area da regeneracdo da pele, confirmando mais uma vez que a conjugacdo de
materiais de diferentes naturezas (neste caso, polimeros naturais e sintéticos) permitem obter
um produto final de melhor qualidade, e mais adequado a aplicacdo para a qual foi concebido.
No entanto, muitos fatores teriam de ser otimizados até obter a membrana ideal para o efeito

desejado.

5.2 Trabalho futuro

Apesar de ter sido cumprido o objetivo do projeto: obtencdo de membranas assimétricas
com libertacdo farmacolOgica com vista a regeneracdo da pele existem alguns aspetos a
melhorar e a analisar futuramente.

Como foi possivel concluir, os parametros de electrospinning tém elevada influéncia no
resultado obtido, pelo que o estudo de todas as varidveis é essencial para obter o resultado
pretendido. Nesse sentido, o primeiro passo seria a otimizacao das condi¢Ges do electrospinning
para todas as membranas produzidas, tentando deste modo eliminar a formagéo de beads e
melhorar morfologia de superficie das membranas com farmaco.

Testes as propriedades mecéanicas das amostras, tais como a resisténcia a tracdo e ao
alongamento ndo foram realizados, pelo que esse seria um ponto importante a estudar, tendo
em conta a aplicagdo dos scaffolds. E crucial que as membranas tenham capacidade para
suportar o manuseamento aquando da aplicacdo e que ndo sofram rutura apds serem aplicadas.

Apesar da impossibilidade de realizagdo de testes de hemocompatibilidade

(trombogenicidade e indice hemolitico), estes s@o essenciais para avaliar o comportamento das
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matrizes quando em contacto com sangue. Deste modo, deveriam ser realizados os referidos
testes, tanto in vitro como in vivo (huma fase posterior).

Seria também vantajoso proceder a repeticdo de alguns dos testes realizados no ambito
do projeto (como biocompatibilidade in vitro, perda de massa e estudo da libertacdo da
moxifloxacina), de forma a tornar os resultados mais fiaveis e reprodutiveis.

A realizacgdo de testes de biocompatibilidade in vivo seria fundamental para garantir que
0s materiais produzidos ndo apresentam qualquer perigo para a salde dos pacientes nos quais
estes seriam aplicados (como respostas inflamatdrias ou reacdes alérgicas). Os testes in vitro
ddo uma indicacéo acerca deste aspeto, no entanto seriam necessarios resultados mais fiaveis.

Dado que o farmaco utilizado é um antibiotico, as membranas deveriam ser submetidas a
ensaios com cultura bacteriana de modo a avaliar o comportamento dos materiais quando em
contacto com este tipo de células.

Outro aspeto a estudar futuramente seria a incorporacdo do fotoiniciador Irgacure®
diretamente na solugdo polimérica que é sujeita ao processo de electrospinning. Deste modo
seria evitada a perda por dissolucdo de parte da camada composta por polimeros naturais
guando as membranas sdo mergulhadas na solucdo de Irgacure®. Também poderia proceder-
-se a reticulacdo usando outro tipo de reticulante, como é o caso do glutaraldeido.

Poderiam ainda ser testadas diferentes quantidades de farmaco a incorporar na camada de
GelMA e QSMA, e os perfis de libertacdo para as diferentes concentraces de moxifloxacina.
As proporcdes dos diferentes polimeros poderiam ser estudadas, de forma a otimizar a
performance do scaffold a nivel de propriedades, degradacdo e sistema de libertagdo. Também
poderia ser estudada a incorporacgdo de farmaco nas duas camadas da membrana assimétrica ou
a introducdo do farmaco por modificacdo da superficie na membrana, em vez da dissolucéo do
mesmo na solucdo polimérica.

Por fim, uma vez garantida a biocompatibilidade, hemocompatibilidade e a otimizagéo
dos materiais, poderiam ser realizados testes in vivo de forma a estudar eficacia dos scaffolds
na regeneracdo da pele. Deste modo seria possivel perceber se o tempo de degradacdo das
membranas e a libertagdo do farmaco séo suficientes para auxiliar no crescimento de um novo

tecido e evitar a ocorréncia de infegdes bacterianas.
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Anexo A - Preparacao de PBS

Para preparar a solugdo de PBS misturaram-se 3,81 g de fosfato de potassio monobasico
(KH2PO.), 12,64 g de fosfato de sddio dihidratado dibasico (NazHPO4.2H,0), 0,2 g de cloreto
de potassio (KCI) e 8,0 g de cloreto de sodio (NaCl) em 1L de agua miliQ (agua ultrapura e
sem sais).

O KH2PO4 é a componente &cida e 0 Na2HPO4.2H20 a componente basica, sendo que sao
estes dois reagentes que permitem obter o pH de 7,4, semelhante ao do organismo. Os sais KCI

e NaCl servem para mimetizar a forca idnica existente nos fluidos corporais.



Anexo B - Curva de calibracao da Moxifloxacina

De modo a poder aferir as concentragdes de moxifloxacina no meio aquando do estudo
da libertacdo do farmaco, € necessario proceder a elaboracdo de uma curva de calibragédo, que
relaciona a concentracdo, com a variavel a medir no espetrofotdmetro: a absorvéancia.

Através da preparacdo de solucdes de moxifloxacina de concentrages conhecidas e da
medicdo da absorvancia dessas mesmas solucgdes, elabora-se um grafico que da a indicacdo da
relacdo entre as duas variaveis. Desta forma, para as amostras relativas a libertacdo do farmaco,
e cuja concentracdo € desconhecida, é possivel determinar a partir da absorvancia medida, a
quantidade de moxifloxacina no meio (recorrendo & curva previamente elaborada).

O perfil obtido e respetiva reta de ajuste encontram-se na Figura B.
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Figura B- Reta de calibragdo da moxifloxacina e respetivo ajuste.



