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Resumo 

A oxigenação define-se como o processo através do qual os organismos aeróbios 

têm acesso ao oxigénio molecular, O2, em sistemas biológicos. Este elemento é importante 

no microambiente celular in vivo, em sistemas de culturas celulares in vitro e ex vivo, e em 

sistemas para aplicações em Engenharia de Tecidos. Este elemento desempenha um papel 

fundamental em diferentes processos biológicos, como, por exemplo, aceitador final de 

eletrões no processo de respiração oxidativa, para obtenção de ATP, e como molécula 

sinalizadora e reguladora do processo de diferenciação celular. Uma das problemáticas 

transversais aos atuais sistemas utilizados para mimetizar as condições das células em 

ambiente fisiológico, e nos scaffolds desenvolvidos para aplicações em Engenharia de 

Tecidos, é a oxigenação insuficiente do meio, que pode originar situações de hipoxia que 

culminam na morte celular. No entanto, apesar de já existirem moléculas/materiais 

transportadores e/ou geradores artificiais de oxigénio, estes ainda apresentam limitações no 

que diz respeito à estabilidade, toxicidade e modulação da libertação de O2 no tempo, para 

que desempenhem a função pretendida de forma eficiente. 

Neste trabalho propõe-se a preparação de um sistema inovador baseado em 

nanocápsulas de sílica, contendo no seu interior um líquido iónico (LI) que possui 

capacidade para absorver, reter e/ou libertar quantidades apreciáveis de oxigénio, mantendo 

a sua estabilidade química e mecânica. O LI escolhido é da família dos fosfónios 

(trihexil(tetradecil) fosfónio bis(trifluorometilsulfonil)imida, [P6,6,6,14][NTf2]. 

As nanocápsulas de sílica do tipo core/shell (nc/Si-LI) foram desenvolvidas por 

combinação de técnicas de microemulsão e método sol-gel em meio aquoso. Paralelamente, 

foram desenvolvidos scaffolds do tipo polimérico, à base de colagénio e ácido hialurónico, 

como estrutura para incorporação das nc/Si-LI sintetizadas e de suporte ao crescimento, 

proliferação e diferenciação celular.  

Para a preparação das microemulsões, começou-se por determinar a concentração 

micelar crítica (CMC) pelo método do anel de du Noüy para cinco diferentes sistemas de 

surfactantes, tendo-se optado por aquele que apresentava características mais adequadas 

tendo em vista a aplicação pretendida. Seguiu-se o desenvolvimento de duas formulações 

de emulsões que diferiam na proporção LI/surfactantes, por forma a determinar qual seria 

a mais estável para usar na síntese de nc/Si-LI. Esta fase envolveu o estudo dos diâmetros 
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hidrodinâmicos e das cinéticas de formação e degradação das emulsões obtidas por 

emulsificação do LI disperso.  

Para a preparação das nc/Si-LI foram estudadas as condições experimentais da 

hidrólise e de condensação da sílica a partir de um precursor de alcoxi-silano 

(tetraetilortosilicato, TEOS), as condições de processamento, lavagem/remoção e 

armazenamento das nc/Si-LI formadas foram otimizadas. Foram sintetizadas nc/Si-LI para 

as duas formulações de emulsão desenvolvidas, com duas razões LI/surfactantes distintas 

uma vez que ambas as emulsões desenvolvidas apresentaram propriedades promissoras. 

Para a preparação dos scaffolds, os polímeros escolhidos são caracterizados por 

estimularem a migração e divisão celular, e por possuírem excelente biocompatibilidade, 

imunoneutralidade e biodegradabilidade controlável. Por forma a estabilizar a estrutura 

destes polímeros, o scaffold foi reticulado com N-(3-dimetilaminopropil)-N’-

etilcarbodiimida hidroclorídico (EDC) e sal de sódio N-hidroxisulfosuccinamida (sulfo-

NHS), através do estabelecimento de ligações entre os grupos carboxilo de ácido 

hialurónico e grupos amina do colagénio. As condições de síntese, processamento e 

lavagem das matrizes foram otimizadas por forma a obter scaffolds com características 

adequadas ao objetivo do trabalho. 

Todos os materiais preparados foram caracterizados por diferentes técnicas. Os 

diâmetros hidrodinâmicos das emulsões de LI e das nc/Si-LI formadas foram avaliados 

através do estudo da Dispersão Dinâmica da Luz (DLS), sendo que o diâmetro das nc/Si-

LI foi também determinado por microscopia de varrimento eletrónico (SEM) e microscopia 

de varrimento por transmissão eletrónica (STEM). A carga à superfície das nc/Si-LI foi 

aferida por medidas de potencial zeta, a composição química das nc/Si-LI foi identificada 

por espectroscopia de infravermelhos por Transformada de Fourier (FTIR) e os 

rendimentos das reações foram estimados por análise termogravimétrica (TGA).  

Os ensaios de citotoxicidade, LDH e WST-1, para as células Balb/3T3, foram 

realizados para todos os materiais desenvolvidos, tendo sido testadas diferentes 

concentrações e formulações de nc/Si-LI (com e sem líquido iónico no interior), LI puro 

(diferentes concentrações e formas de contacto com as células), scaffolds desenvolvidos, 

com e sem nc/Si-LI incorporadas, e nanopartículas de sílica mesoporosa, como controlo. 

As condições experimentais para realização dos ensaios foram sendo otimizadas para cada 

material testado e tendo em consideração os resultados obtidos. Finalmente, os materiais 

desenvolvidos foram sujeitos a testes para avaliar a sua capacidade de absorver/libertar 

oxigénio. Estes ensaios permitiram estudar a evolução da concentração de O2 no meio 
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aquoso onde as amostras são adicionadas. O ensaio de oxigenação pretendeu analisar a 

difusão do O2 do interior das amostras a testar para o meio envolvente. Por sua vez, o ensaio 

de desoxigenação teve como objetivo a quantificação da capacidade de absorção de O2, 

proveniente da água saturada, para cada uma das amostras em estudo, sendo que a 

concentração testada foi igual à do ensaio de oxigenação. Após obtenção de resultados, 

procedeu-se à quantificação da difusão de O2 pelo LI, a partir da determinação do 

coeficiente de transferência de oxigénio (𝐾𝐿𝑎), por análise dos perfis de sorção/libertação 

de O2 medidos. 

De forma resumida, os principais resultados obtidos ao longo deste trabalho 

permitiram concluir que as emulsões de LI para o tempo de sonicação de 25 minutos 

permanecem estáveis até 72 horas após a sua formação e um diâmetro hidrodinâmico de 

aproximadamente 262,2 nm. As nc/Si-LI obtidas apresentam dimensões numa gama 

adequada à sua utilização para oxigenação de meios de cultura de células e scaffolds para 

Engenharia de Tecidos (50-300 nm) e que a sua superfície é carregada negativamente (< -

18 mV). A análise de TGA permitiu calcular eficazmente a quantidade de LI e de sílica 

presente em cada amostra. Os valores de percentagem de LI incorporada nas nc/Si-LI foi 

de 43,14% (formulação A) e 54,68% (formulação B) e de sílica foi de 52,60% (formulação 

A) e 50,01% (formulação), sendo ainda possível concluir que os rendimentos estimados 

não foram afetados pelo tipo de processamento a que as nanocápsulas foram sujeitas. Os 

ensaios de absorção e libertação de O2 permitiram concluir que as nc/Si-LI, as emulsões de 

LI e os scaffolds, sem e com incorporação de nc/Si-LI, são capazes de consumir e de libertar 

O2, o que é de elevada importância para a sua utilização como scaffold para oxigenação, 

pois permite aumentar a quantidade de O2 presente no local de aplicação, aumentando a 

viabilidade e proliferação celular. Os valores de 𝐾𝐿𝑎1 obtidos para sorção de O2 foram de 

-3,03 para a emulsão de LI, -4,28 para as nc/Si-LI e de -4,50 para os scaffolds com nc/Si-

LI incorporadas. Por sua vez, os valores obtidos para a libertação de O2 foram de 1,62, 1,17 

e 1,50, respetivamente. 

Apesar de os resultados respeitantes aos ensaios de citotoxicidade não terem sido 

muito positivos, uma vez que foi provado que o LI utilizado neste trabalho é citotóxico, é 

possível contornar-se esta situação procedendo a alterações no sistema, como, por exemplo, 

escolher outro LI hidrofóbico menos citotóxico (p.e., da família das colinas ou imidazólios, 

ou então proceder-se à troca do anião por outro menos hidrofóbico, sem que a 

hidrofobicidade do LI seja comprometida) ou proceder-se à otimização do revestimento de 

sílica, por forma a que não ocorra lixiviação do LI no meio em que é administrado (p.e., 
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aumento da espessura, diminuição da porosidade). De qualquer forma, o sistema 

desenvolvido neste trabalho pode ser usado para outros processos que não envolvam o 

contacto com células (p.e., sistemas para separação de gases para a indústria). 

Com este trabalho fica demonstrado que é possível encapsular um LI hidrofóbico 

em nanocápsulas de sílica, usando técnicas de microemulsão com sistemas de surfactantes 

adequados, combinadas com métodos de sol-gel em meio aquoso. Foi também 

demonstrado que as nanocápsulas e os scaffolds com nc/Si-LI incorporadas apresentavam 

caraterísticas favoráveis para a sua aplicação em sistemas de oxigenação para meio de 

cultura celular ou para suporte polimérico em Engenharia de Tecidos. No futuro próximo 

espera-se que a otimização das nanocápsulas torne o sistema desenvolvido útil para o 

proposto definido. 
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Abstract 

Oxygenation is defined as the process by which all the living organisms receive 

molecular oxygen, O2, in biological systems. O2 is a key element in the in vivo 

microenvironment and in in vitro and ex vivo systems with applications in Tissue 

Engineering. This element plays a major role in a variety of biological processes, such as 

final electrons acceptor in oxidative phosphorylation, the process by which the cells is able 

to obtain ATP. Furthermore, it also plays an important role in the process of signaling and 

regulating cell is differentiation. One of the main problems of the present systems that 

mimic the cell is conditions and environment in the physiological context, as well as in the 

scaffolds developed for Tissue Engineering applications, lies in the lack of oxygenation in 

the medium, leading to hypoxia and culminating with cell dead. To overcome this problem, 

molecules/materials that can act as artificial carriers and/or generators of O2 were 

developed. However, the proposed alternatives still present limitations in what regards to 

its stability, toxicity, and modulation of the O2 release over time, for them to play their 

role/function in a proper and efficient way. 

In this work it is proposed an innovative system that comprises silica nanocapsules, 

with an ionic liquid (IL) in its core that has a high capacity to absorb, retain and release 

considerable amounts of O2, without having it affecting its mechanical and chemical 

stability. The selected IL belongs to the phosphonium family, (trihexyl(tetradecyl) 

phosphonium bis(triphluorometylsulfonyl)imide, [P6,6,6,14][NTf2]. 

The core/shell silica nanocapsules (nc/Si-IL) were obtained through the 

combination of microemulsion and sol-gel techniques in aqueous medium. At the same 

time, polymeric scaffolds from hyaluronic acid and collagen were developed, as structures 

for the incorporation of the synthetized nanocapsules and as cell growth, proliferation and 

differentiation support. 

For the preparation of the emulsions, the first step was to determine the critical 

micellar concentration (CMC) by the ring of du Noüy method for five different surfactants 

systems. The one that presented more suitable characteristics was chosen for the proposed 

application. Subsequently, two emulsions formulations were developed, that differed in the 

IL/surfactants proportion. The purpose was to determine which one would be more stable 

for the synthesis of the nanocapsules. In this step, the hydrodynamic diameter and the 
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kinetics of formation and degradation of emulsions was studied, by Dynamic Light 

Scattering (DLS) technique. 

For the preparation of the core/shell silica nanocapsules (nc/Si-IL) the conditions of 

silica is hydrolysis and condensation, from the alcoxi-silane precursor 

(tetraetylorthosilicate, TEOS), and the conditions of processing, washing, removing and 

storage were studied. Two formulations of nc/Si-IL were synthetized from the developed 

emulsions, with different IL/surfactants proportions, since both presented promising 

properties. 

For the preparation of the scaffolds the chosen polymers are known for stimulating 

cell migration and proliferation, whilst presenting high levels of biocompatibility, 

immunoneutrality and controllable biodegradability. To stabilize the structure of these 

polymers, N-(3-dimetylaminopropyl)-N’-etylcarbodyimide hydrochloride (EDC) and N-

hydroxysulfosuccynamide sodium salt (sulfo-NHS) were used as crosslinking agents, 

through the bonds established between the carboxylic groups from the hyaluronic acid and 

amine groups from the collagen. Synthesis, processing and washing conditions of the 

scaffolds were optimized, in order to obtain scaffolds with the desired characteristics for 

the pretended application.  

All the prepared materials were subjected to different characterization techniques. 

The hydrodynamic diameters of the IL emulsion and nc/Si-IL were evaluated by DLS, also 

the nc/Si-IL diameter was obtained from Scanning Electron Microscopy (SEM) and 

Scanning Transmission Electron Microscopy (STEM). The charge on the surface of the 

nc/Si-IL was measured by Zeta Potential, the nc/Si-IL chemical composition was given by 

Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR), and the reaction yield calculated from 

the data of the thermogravimetric analysis (TGA).  

The cytotoxicity assays LDH and WST-1 were performed for all the materials using 

Balb/3T3 cells. Different concentrations of nc/Si-IL (with and without IL), pure IL 

(different concentrations and methods of contact with the cells), scaffolds with and without 

nc/Si-IL, and mesoporous silica nanoparticles, as control, were tested. The experimental 

conditions to perform the cytotoxicity assays were optimized considering the results 

obtained for each one of the tested materials. 

Finally, the developed materials were submitted to O2 sorption/release tests, in order 

to evaluate their capability to absorb/release oxygen. These assays allowed the study of the 

O2 concentration evolution in the aqueous medium were the samples were added. The 

oxygenation assay gives information on the O2 diffusion from the core of the samples to 
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the surrounding environment. In turn, the deoxygenation assay aims to quantify the O2 

sorption capability of the sample, that is present in the saturated aqueous medium. After 

data collection, the O2 diffusion by IL was determined from de oxygen transference 

coefficient (𝐾𝐿𝑎), by analysis of the O2 sorption/release profiles obtained. 

Briefly, the data collected over this work allowed to conclude that the IL emulsion 

obtained for 25 minutes of sonication remains stable for at least 72 hours after formation 

and that the micelles present a hydrodynamic diameter of 262,2 nm, approximately. The 

nc/Si-IL dimensions varies in a range that is appropriate to their application for cell culture 

mediums and tissue engineering scaffolds oxygenation (50-300 nm), also their surface is 

negatively charged (<-18 mV), for both samples. The information given by TGA enabled 

the IL and silica percentages calculation in each analysed sample. The IL incorporated in 

the nc/Si-IL percentage was of 43,1% (formulation A) and 54,7% (formulation B), and the 

silica percentage was of 50,1% (formulation B). Also concluded that the type of processing 

to which the nc/Si-IL were submitted did not affect the reaction rates. The O2 sorption and 

release assays provided valuable information about the capacity of all the samples to 

capture and release O2, IL emulsion, nc/Si-IL and scaffolds with and without nc/Si-IL. This 

as to be the main feature of the material, since the goal is to raise the levels of O2 at the 

implantation site, hence improving the cell viability and proliferation. The 𝐾𝐿𝑎1 values for 

O2 sorption were of -3,03 for the IL emulsion, -4,28 for the nc/Si-IL and of -4,50 for the 

scaffolds with nc/Si-IL incorporated. In turn, the values for O2 release were of 1,62, 1,17 

and 1,50, respectively. 

Although the cytotoxicity assays results were not extremely positive, it was proved 

that the IL used in the present work is cytotoxic, it is possible turn the situation around by 

making alterations in the developed systems. For example, to choose another hydrophobic 

IL less cytotoxic (i.e., cations from the choline and imidazolium families, or to change the 

anion for another one less hydrophobic, without compromising the overall hydrophobicity). 

Another possible option is to optimize the features of silica shell (i.e., thickness, porosity), 

this way the lixiviation of IL to the medium can be avoided. Otherwise, the system wherein 

proposed can be applied in other processes that do not implies the contact with cells (i.e., 

system for gas separation for industry). 

In this work the hydrophobic IL was successfully encapsulated in silica 

nanocapsules, by applying microemulsion and sol-gel techniques to surfactants systems 

suitable for the purpose. Moreover, it was demonstrated that the nanocapsules and the 

scaffolds with nanocapsules have favourable features for future application in systems for 
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cell culture oxygenation, as well as, for polymeric support for Tissue Engineering. In the 

future, its intended to improve this nanocapsules system in order to make it viable and 

useful for the desired purpose. 
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Motivações e objetivos 

O oxigénio molecular, O2, é uma molécula essencial à vida de todos os organismos 

aeróbios, em sistemas biológicos, nomeadamente de aceitador final de eletrões para 

produção de ATP, no processo conhecido por fosforilação oxidativa e molécula 

sinalizadora de diferentes vias metabólicas. Em condições de hipoxia, baixas concentrações 

de O2 em meio fisiológico ou in vitro, as células entram em stress oxidativo, o metabolismo 

anaeróbico tem como produto ácido láctico que, quando acumulado nos tecidos, apresenta 

efeito tóxico, ocorrendo morte celular, e estimulando a expressão de determinadas proteínas 

presentes em quadros patológicos, por exemplo, do fator de crescimento do endotélio 

vascular (VEGF) e do fator indutor de hipoxia 1α (HIF-1α), característicos da doença 

cancro. 

Nas culturas celulares in vitro e em estruturas de suporte para aplicações de 

Engenharia de Tecidos, o acesso ao O2 é limitado e demorado, devido ao processo de 

difusão inerente, comprometendo a viabilidade celular. Ao longo dos anos, várias 

estratégias têm sido propostas para facilitar o transporte de oxigénio e aumentar a taxa de 

sobrevivência das células, nomeadamente através do uso de transportadores artificiais de 

O2 e aplicação in vivo/in situ de biomateriais geradores de oxigénio. São exemplos destes: 

a hemoglobina livre, que atua como a hemoglobina presentas nas hemácias; os 

perfluorocarbonetos (PFCs), que são líquidos com elevada capacidade para absorver, reter 

e libertar gases, e os peróxidos que são compostos capazes de produzir oxigénio in situ por 

reação com a água. No entanto, apesar das potencialidades já identificadas para estes 

sistemas, há ainda aspetos que carecem de otimização, por forma a viabilizar a sua 

comercialização e utilização em sistemas biológicos. Estas alternativas têm como 

principais desvantagens a sua baixa estabilidade ao longo do tempo, potencial citotóxico 

(quer pelo produto em si, quer pelos produtos da sua degradação), o facto de serem 

facilmente eliminados pelo organismo e não permitirem uma libertação controlada de O2 

num determinado período de tempo, comprometendo a viabilidade celular. 

Nesta dissertação é apresentada uma nova abordagem que consiste no 

desenvolvimento de uma formulação de nanocápsulas de sílica do tipo core/shell à base de 

sílica (shell) e líquido iónico (LI) (core), mais estável, biocompatível e não tóxica, 

incorporada numa matriz polimérica biocompatível para aplicações em meio de cultura de 

células in vitro e em Engenharia de Tecidos. O LI usado neste trabalho, o [P6,6,6,14][NTf2], 
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foi escolhido pela elevada capacidade de absorção, retenção e libertação de gases, 

nomeadamente de O2 e CO2, do meio circundante, estimulando consequentemente o 

crescimento, proliferação e diferenciação celular. Para produção das nanocápsulas foi 

criada uma microemulsão estabilizada por um sistema de surfactantes inovador, seguida de 

método sol-gel. As matrizes poliméricas conjugam dois polímeros naturais, ácido 

hialurónico e colagénio, sendo estes biocompatíveis e biodegradáveis que atuam como 

agentes estimuladores da adesão e proliferação celular.  

Adicionalmente, pretende-se caracterizar química, física e morfologicamente os 

materiais obtidos e, numa fase posterior, realizar ensaios de citotoxicidade e de 

quantificação da absorção/libertação de O2 pelos mesmos. Estes têm por objetivo 

determinar se o sistema proposto neste trabalho, para oxigenação de culturas de células in 

vitro e para aplicações em Engenharia de Tecidos, reúne as propriedades e, 

consequentemente, se apresenta potencial para, no futuro, ser considerado como alternativa 

viável para substituição dos atuais materiais utilizados como transportadores e/ou geradores 

artificias de oxigénio in vitro e in vivo. 
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1. Papel da oxigenação em sistemas biológicos e 

em aplicações farmacêuticas e biomédicas 

O oxigénio molecular, O2, é uma molécula essencial a todos os organismos vivos 

aeróbios e um elemento importante no microambiente celular in vivo e em sistemas de 

culturas celulares in vitro e ex vivo. O oxigénio molecular é o aceitador final de eletrões no 

processo de fosforilação oxidativa, que resulta na produção de ATP nas mitocôndrias, num 

processo conhecido por respiração aeróbia. Além disso, atua também como molécula 

sinalizadora e reguladora do processo de diferenciação celular, nomeadamente de células 

estaminais cardíacas, musculares e embrionárias, devido aos gradientes de concentração 

gerados por esta molécula 1. 

Desta forma, é clara a importância e relevância do desenvolvimento de novos 

materiais e sistemas que permitam uma oxigenação melhorada das culturas celulares para 

vários fins (p.e., biorreactores para síntese de fármacos, biorreatores para regeneração de 

tecidos, estudos de patologias e modelos de doenças) e dos scaffolds utilizados para 

aplicações em Engenharia de Tecidos (ET). Idealmente, quando se cultivam células em 

ambiente laboratorial e em biorreatores, as condições devem mimetizar o mais possível as 

condições in vivo, por forma a que os resultados obtidos in vitro possam ser preditivos 

daqueles obtidos em contexto fisiológico. Para tal, podem ser monitorizados e manipulados 

uma variedade de parâmetros (p.e., concentração de O2, temperatura, pH, força iónica, tipo 

e concentração de outras moléculas existentes em contexto fisiológico), uma vez que a 

manutenção da viabilidade, diferenciação e função celular requerem que estas condições 

químicas e físicas do meio sejam rigorosamente controladas, podendo estas variar 

consideravelmente com o tipo celular ou tecido 1. Do mesmo modo, os scaffolds para ET 

devem também mimetizar os microambientes presentes in vivo e as respetivas matrizes 

extracelulares. Nestes, e devido à natureza tridimensional dos tecidos que se pretendem 

substituir, o oxigénio tem de se difundir através de múltiplas camadas de células e do 

material constituinte do scaffold para que alcance as regiões mais internas da matriz 

polimérica. Este facto, quando combinado com as elevadas taxas de consumo de oxigénio 

que são inerentes a certos tecidos (p.e., tecido hepático), torna claro que a difusão do 

oxigénio através de meios biológicos pode ser insuficiente sem o uso de sistemas/materiais 

que transportem ou gerem oxigénio 2. 
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1.1 Culturas celulares in vitro e Engenharia de Tecidos 

As condições padrão normalmente usadas para cultura de células in vitro foram 

desenvolvidas essencialmente para tipos celulares que são de rápido e fácil crescimento, 

como, por exemplo, os fibroblastos, linhas de células cancerígenas e bactérias. Nestas 

condições de cultura convencionais, as células são normalmente cultivadas a 37 ºC, e em 

atmosferas com aproximadamente 5% v/v de CO2, 21% v/v de oxigénio atmosférico e entre 

95-98% de humidade relativa. Porém, a concentração de oxigénio in vitro deveria ser 

idêntica à atmosférica apenas para certas linhas celulares, como, por exemplo, os 

fibroblastos e linhas cancerígenas; outros tipos celulares, como por exemplo das células 

estaminais, requerem um microambiente mais direcionado e específico para as suas 

necessidades, nomeadamente atmosfera com concentrações de oxigénio compreendidas 

entre 1-8% v/v. Logo, as concentrações de oxigénio usualmente presentes nas culturas de 

células não são representativas das concentrações de oxigénio que estão presentes na 

maioria dos tecidos. Desde 2015, foram desenvolvidos vários estudos que pretendem aferir 

quais os efeitos da concentração de oxigénio presente em meios de cultura no crescimento, 

proliferação e diferenciação de diferentes tipos celulares, tanto para sistemas in vitro como 

para sistemas ex vivo 3–7. A informação resultante destes estudos permitirá no futuro, por 

exemplo, aplicar níveis de oxigénio dinâmicos, de forma a estimular a proliferação de 

células estaminais adultas, bem como permitir o controlo in vitro dos tipos celulares 

produzidos e dos processos para regeneração de tecidos 8. 

Por sua vez, um dos principais desafios na fabricação de scffolds para ET reside no 

insuficiente fornecimento de oxigénio a todo o microambiente (biomaterial e tecidos 

circundantes). Sem que haja um sistema eficaz de distribuição de oxigénio, como, por 

exemplo vasos sanguíneos no interior do scaffold ou uma rede de canais artificiais para 

perfusão, a hipoxia no interior destes dispositivos, pode limitar a sua eficácia para 

aplicações como implantes de suporte à regeneração de tecidos 9. 

Os biomateriais utilizados para o tipo de aplicações mencionado anteriormente 

podem ser de diferentes tipos, nomeadamente do tipo polimérico, inorgânico ou compósito. 

A maioria dos suportes baseados em polímeros naturais ou artificiais, como, por exemplo, 

à base de quitosano, gelatina, alginato, colagénio tipo I e ácido hialurónico, têm como 

principal vantagem a biocompatibilidade e biodegradibilidade e, além disso, podem 

também estimular a adesão, migração, divisão e diferenciação celular essenciais à 

regeneração de tecidos 10–13. Porém, e além da sua heterogeneidade, as suas propriedades 
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mecânicas podem não ser as mais adequadas ao ambiente de forças mecânicas 

característico dos sistemas fisiológicos (p.e., forças de stress e tensão) 14. Por outro lado, 

scaffolds biodegradáveis à base de polímeros sintéticos, que apresentam propriedades mais 

controláveis e homogéneas, têm também sido alvo de intensa investigação para este tipo de 

aplicações, é o caso do poli(ácido glicólico-co-ácido láctico) (PLGA), a poli(caprolactona) 

(PCL) e os poli(uretanos) (PUR) 15. Estes materiais podem ser utilizados para diferentes 

tipos de aplicações para estimulação da regeneração celular, uma vez que as suas 

propriedades podem ser facilmente modificadas, controladas e, normalmente, geram uma 

resposta inflamatória mínima no hospedeiro e os seus produtos da degradação não são 

citotóxicos e são reabsorvidos ou eliminados pelo organismo 16. Recentemente, scaffolds à 

base de poli(éster uretanos) (PEUR) têm sido também estudados, tendo sido demonstrado 

que estes promovem a infiltração celular e que se degradam em produtos não-citotóxicos, 

representando assim uma classe de biomateriais bastante promissora para várias aplicações 

nas áreas de medicina regenerativa, nomeadamente de tecido cardíaco nervoso e de 

músculo esquelético 17. 

Por fim, os biomateriais compósitos, que podem conjugar as propriedades dos 

diferentes biomateriais que os constituem (p.e., biomateriais poliméricos e inorgânicos), 

podem permitir a obtenção de produtos finais com características intermédias e aos que lhe 

deram origem e conferir propriedades mais ajustadas à aplicação pretendida, como, por 

exemplo, o aumento da estabilidade mecânica, a melhoria da capacidade interação do 

scaffold com os tecidos e o controlo da libertação de substâncias bioativas/sinalizadores 

(p.e. fatores de crescimento e antibióticos) 18–21. São exemplos destes biomateriais aqueles 

que resultam da conjugação de quitosano, alginato e hidroxiapatite de cálcio, de colagénio, 

gelatina e hidroxiapatite de cálcio ou ainda de fosfato de cálcio combinado com outros 

biopolímeros, e que podem ser usados como suporte à regeneração óssea por estimulação 

da diferenciação dos osteoblastos e proliferação dos osteoclastos 22,23. 

 

1.2 Outras aplicações farmacêuticas e biomédicas para terapêutica e 

diagnóstico 

 Para além do papel que desempenha em tecidos/células in vivo e in vitro, e em 

scaffolds para aplicação em Engenharia de Tecidos, o O2 pode desempenhar papéis 

relevantes em muitas outras aplicações farmacêuticas e biomédicas. Por exemplo, o O2 
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pode também ser usado como molécula sinalizadora em biossensores, sendo que o seu 

consumo pode, por exemplo, fornecer informação acerca da concentração de glucose no 

sangue no diagnóstico e/ou monitorização de doentes com diabetes 24. Outras aplicações 

deste tipo são, por exemplo, aquelas para diagnóstico de doenças relacionadas com o stress 

oxidativo (p.e., cancro, diabetes, doenças neurodegenerativas, doenças cardiovasculares) 

25,26. Também pode ser utilizado para a determinação do colesterol, o qual é uma substância 

associada ao diagnóstico de doenças como arteriosclerose, diabetes, doença cardíaca 

coronária e icterícia obstrutiva 27. 

 O O2 pode também ser usado para outras aplicações terapêuticas e biomédicas, 

como, por exemplo: 

a) Terapia fotodinâmica (PDT); 

b) Terapia de oxigénio hiperbárico; 

c) Ventilação Mecânica; 

d) Oxigenação membranar extracorporal (ECMO); 

e) 17O – Ressonância Magnética Nuclear (NMR); 

f) Agente de contraste para Ressonância Magnética; 

g) Imagiologia do fluxo sanguíneo cerebral por Tomografia por Emissão de 

Positrões (PET) e Tomografia por Emissão de Positrões/Tomografia 

Computorizada (PET/CT); 

 

Aplicações Terapêuticas 

A terapia fotodinâmica (PDT) tem sido estudada e aplicada nos últimos anos como 

uma modalidade terapêutica usada para o tratamento de alguns tipos de tumores malignos, 

nomeadamente cancro da pele, do esófago e dos pulmões 28. A PDT é um tratamento 

quimioterapêutico que envolve: 1) administração e acumulação seletiva de um  agente 

fotossensível; 2) uma área alvo onde existe uma boa perfusão de O2; e 3) irradiação 

posterior com luz de um determinado comprimento de onda adequado para a ativação do 

agente fotossensível pré-administrado, o qual inicia uma cadeia de reações fotoquímicas 

que resultam na produção de ROS, tais como o singleto de O2 e outros radicais livres 

altamente citotóxicos e capazes de induzir a morte celular. Esta terapia permite assim 

controlar tumores localizados através da sua necrose, por apoptose ou autofagia 29–31. A 

disponibilidade de O2 no local é essencial para o sucesso desta terapêutica, uma vez que, 

caso este não esteja presente, não se verifica a produção de ROS e a consequente regressão 
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tumoral. Apenas células expostas a estas três etapas sequenciais podem ser destruídas, pelo 

que esta terapia apresenta elevada seletividade para certos tipos celulares, quer por 

acumulação preferencial do agente fotossensível nestas, quer por ativação precisa do 

mesmo pela luz 32,33.  

A terapia de oxigénio hiperbárico implica o uso de pressurização por forma a 

aumentar as concentrações de oxigénio fornecido ao organismo e a tumores 34. Esta técnica 

começou a ser utilizada nos anos 70 em ensaios clínicos, nos quais doentes eram 

submetidos a radioterapia dentro destas câmaras, numa tentativa de forçar mais O2 no 

sangue e tumores. Estudos demonstraram que respirar nesta câmara aumentava os níveis 

de ROS (produzidos aquando da radioterapia) nestes doentes, o que demonstra o papel 

crítico que o O2 desempenha no tratamento de várias doenças 35. 

Sendo o O2 é uma molécula essencial para a vida, ele é ainda administrado a doentes 

em hospitais e unidades de cuidados intensivos para outros fins. Por exemplo, a ventilação 

mecânica (MV), que garante uma troca de gases adequada por inspiração de uma 

determinada concentração de oxigénio (FiO2), é aplicada para que se alcance uma saturação 

arterial de oxigénio (SpO2) ≥ 90%. Por vezes, para determinados tratamentos, são 

necessárias condições de hiperoxia, ou seja, elevadas concentrações de O2 e de SpO2, 

consequentemente 36,37. Estas práticas clínicas não têm por objetivo a cura de determinada 

doença, mas sim assegurar que o doente ganha tempo para que o seu organismo recupere, 

tornando assim possível a aplicação de outras terapias específicas. De referir ainda que, 

quando os doentes são sujeitos a procedimento cirúrgicos, estes podem ter de ser 

submetidos a ventilação mecânica, uma vez que os processos anestésicos usados podem 

afetar a função respiratória 38. 

Outro caso onde o O2 desempenha um papel fundamental é na oxigenação 

membranar extracorporal (ECMO), a qual é um tipo de suporte de vida extracorporal 

(ECLS) que fornece apoio completo ou parcial ao coração e pulmões, no caso de 

insuficiência cardiopulmonar ou de insuficiência pulmonar 39. A ECMO é semelhante aos 

procedimentos extracorporais de diálise e plasmaferese, uma vez que o sangue é desviado 

para fora do corpo e é oxigenado, enquanto o CO2 é removido, antes de voltar ao corpo. 

Nestes dispositivos, as trocas gasosas ocorrem num dispositivo designado por pulmão 

membranoso ou oxigenador 40,41. Existem três diferentes tipos de ECMO: Venovenoso 

(VV) fornece apenas suporte respiratório, Venoarterial (VA), que fornece suporte cardíaco 

e respiratório, e remoção extracorporal do dióxido de carbono 42. 
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Aplicações de Diagnóstico 

O consumo de glucose e oxigénio e a produção de ATP no cérebro são processos 

que estão interligados. O isótopo de O2, oxigénio-17 (17O), pode ser monitorizado por 

ressonância magnética nuclear (NMR) para avaliação de uptake e washout de agentes 

exógenos marcados com 17O em estudos da perfusão de tecidos ou para deteção de 

metabolitos que contenham O2 
43–46. No entanto, a maior vantagem da realização de 17O 

NMR in vivo consiste na determinação da taxa metabólica de consumo do oxigénio em 

humanos e em outros seres vivos 47. Os valores obtidos poderão fornecer informação acerca 

do normal ou anormal funcionamento do cérebro, relacionadas com uma variedade de 

doenças cerebrais. Esta metodologia está a ser otimizada para que no futuro se possa 

proceder à imagiologia da taxa metabólica de oxigénio cerebral, o que poderá ter um 

impacto significativo no estudo do metabolismo oxidativo cerebral e também noutros 

órgãos, como o coração 43. 

O O2 desempenha também um papel crítico na fisiologia e patofisiologia do pulmão. 

A capacidade de deteção e caracterização do uptake de oxigénio por parte do pulmão tem 

um elevado potencial de diagnóstico de doenças pulmonares, como por exemplo a fibrose 

cística, bronquite crónica e doença pulmonar obstrutiva crónica. De forma geral, estudos 

funcionais do pulmão focam-se na ventilação e nos processos de troca de gases, 

nomeadamente os que envolvem oxigénio. O uso direto do oxigénio como agente de 

contraste (CA) em Ressonância Magnética é bastante útil para avaliação da função 

pulmonar 48. Tal é possível uma vez que se verificam diferenças nas imagens obtidas, 

quando os sujeitos respiram oxigénio puro ou ar ambiente 49,50. O sinal é modificado devido 

aos processos envolvidos na transferência de oxigénio – ventilação, difusão e perfusão 51. 

Outro exemplo é a imagiologia não-invasiva do fluxo sanguíneo cerebral (CBF), a 

qual permite a deteção e acompanhamento dos doentes com desordens neurológicas, 

incluindo doenças cerebrovasculares e neurodegenerativas. Atualmente, a Tomografia por 

emissão de positrões (PET) com [15O]H2O  é considerada a metodologia de referência para 

medições do CBF, bem como do metabolismo cerebral 52–54. Outra possível aplicabilidade 

do agente de contraste [15O]H2O (água marcada isotopicamente por 15O) é na identificação 

e caracterização de distúrbios da perfusão cardíaca após radioterapia aplicada para 

tratamento do cancro da mama, através da realização de PET/CT. Nestes casos, o objetivo 

é encontrar uma correlação entre a localização das alterações e a distribuição espacial da 

dose administrada 55. 
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1.3 Tecnologias de oxigenação para culturas de células in vitro e 

Engenharia de Tecidos: vantagens e limitações 

Nos últimos anos, têm-se estudado algumas moléculas transportadoras de O2 no 

sangue, como, por exemplo, para tornar mais eficiente o transporte de O2 dos pulmões para 

outros órgãos ou de tecidos circundantes para o interior de scaffolds. Estas moléculas foram 

estudadas tanto para aplicações in vitro como para aplicações in vivo, como materiais 

transportadores ou geradores de O2 in situ. 

Nos seres humanos, a função de transportador de O2 é desempenhada pela 

hemoglobina (uma metaloproteína), a qual liga o O2 a um dos seus quatro grupos heme, 

(que é um anel de porfirina com um átomo de ferro no centro). Mais de 98% do oxigénio 

do sangue é transportado pelas hemácias, os veículos de transporte da hemoglobina. Como 

estes transportadores de O2 estão normalmente ausentes nos meios de cultura utilizados em 

laboratório, o fornecimento de oxigénio às células e tecidos nestas condições está assim 

dependente essencialmente da difusão, a qual é normalmente um processo menos eficiente 

e demorado, uma vez que a velocidade de difusão está dependente do gradiente de 

concentrações de O2 presente nos locais de interesse. Por essa mesma razão, o uso de 

transportadores de oxigénio artificiais têm sido alvo de intensa investigação nos últimos 

anos. Os transportadores de oxigénio artificiais não têm obrigatoriamente de estabelecer 

uma ligação química com o O2, como no caso da hemoglobina. Assim, existem 

transportadores sintéticos em que o O2 se difunde no interior do mesmo por gradiente de 

concentração e até outros onde o O2 também pode ser produzido por reação química in situ. 

Um destes transportadores sintéticos de O2 são os perfluorocarbonetos, os quais possuem a 

capacidade de dissolver elevadas quantidades de oxigénio (cerca de 10-20 vezes superior à 

da água pura). Outros exemplos de transportadores sintéticos são a hemoglobina livre (não 

transportada por hemácias), ou outros derivados sintéticos da hemoglobina. 

Os perfluorocarbonetos (PFCs) líquidos são hidrocarbonetos em que todos os 

átomos de hidrogénio foram substituídos por átomos de flúor. Estes compostos são 

geralmente quimicamente inertes, sendo por isso biocompatíveis em certas concentrações 

em meio fisiológico, e muito insolúveis em água ou alguns lípidos. Estes compostos 

normalmente apresentam ainda uma baixa polaridade sendo miscíveis com gases não-

polares numa gama de composições apreciável. Exemplos destes gases são O2, dióxido de 

carbono (CO2), monóxido de carbono (CO) e óxido nítrico (NO), os quais se conseguem 
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dissolver em PFCs em quantidades elevadas, devido a interações de van der Waals 

favoráveis que são estabelecidas entre os gases e PFCs 56.  

Os PFCs líquidos podem ser utilizados diretamente como transportadores de 

oxigénio injetáveis (p.e., para tratamento de anemias) ou como agentes de contraste 

injetáveis para imagiologia por ultrassons. Em alternativa, podem ser emulsificados em 

solução aquosa para o mesmo tipo de administrações 57,58. Como se pretende que estas 

emulsões sejam aplicadas em sistemas in vivo, tecidos ou cultura células, deve-se garantir 

que possuem valores de pH e de pressão osmótica adequados, sendo que, idealmente para 

sistema injetáveis na corrente sanguínea, a emulsão final deverá possuir um pH e uma 

osmolaridade idênticos aos do sangue (pH=7,4 e 200 mOsm.dm-3). Os desafios principais 

na utilização de emulsões aquosas de PFCs estão relacionadas com o facto de estas 

apresentarem uma elevada volatilidade, serem rapidamente eliminadas da circulação 

sanguínea e serem muito instáveis. Existem três mecanismos principais que podem 

contribuir para a instabilidade destas emulsões: coagulação, coalescência e o fenómeno 

Ostwald ripening. Os dois últimos têm como efeito um aumento do tamanho das gotículas 

formadas por fusão de gotículas de menores dimensões e por difusão entre gotículas da fase 

contínua, respetivamente, enquanto que a coagulação consiste na formação de agregados 

de partículas 1,59,60. Esta alteração do tamanho das gotículas influencia diretamente a 

superfície através da qual ocorre o transporte de oxigénio entre as fases aquosa e PFC. 

Geralmente, o tamanho destas gotículas é da ordem das dezenas ou das centenas de 

nanómetros, por oposição às hemácias, as quais possuem um diâmetro de cerca de 7 μm. 

Apesar das emulsões de PFCs apresentarem menor solubilidade para o oxigénio em relação 

aos transportadores de oxigénio à base de hemoglobina (Figura 1), estas possuem uma 

velocidade de libertação de oxigénio para os tecidos superiores, quando comparada com a 

das hemácias 61. Isto deve-se ao facto dos PFCs apresentarem maior área de superfície de 

trocas e também ao tipo de interações estabelecidos com a molécula de oxigénio: a 

solubilidade do O2 nos PFCs é um fenómeno essencialmente baseado na Lei de Henry, 

enquanto que a ligação do oxigénio à hemoglobina baseia-se num fenómeno ligando-

aceitador, que é descrito pela equação de Hill (Figura 2). Consequentemente, a quantidade 

de oxigénio dissolvida nos PFCs aumenta de forma linear com a pressão parcial de O2 e é 

inversamente proporcional à temperatura 62. 
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Figura 1 – Curvas de saturação do O2 à temperatura de 37 ºC para a hemoglobina, diferentes PFCs e água pura. (Legenda: 

― hemoglobina 130 mg/mL; ― 20% de Fluosol (nome comercial); ― 100% de brometo de perfluorooctil (PFOB); ― 

água; - - pO2 no sangue venoso; - - pO2 no sangue arterial; - - pO2 no ar atmosférico; ···· 95% oxigénio). Adaptado da 

referência 1. 

 

 

Figura 2 - Mecanismo de captura e libertação do O2: (A) HbOCs e (B) transportadores de O2 à base de PFCs. (C) Relação 

entre o conteúdo em O2 e a pO2 em para: ― HbOCs e ― transportadores de oxigénio à base de PFCs. Adaptado da 

referência 56. 

Várias formulações de PFCs foram já testadas em testes clínicos, entre os anos 70 

e 90. De entre estas, a emulsão conhecida pelo nome comercial de Oxygent, composto por 

Histidina 

Histidina 
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58% m/v de brometo de perfluorooctil e 2% m/v de brometo de perfluorodecil, foi a que 

apresentou os resultados mais promissores em termos de biocompatibilidade, capacidade 

de transporte de oxigénio e estabilidade de emulsão nas fases I e II desses testes clínicos. 

No entanto, na fase III destes testes, verificou-se um aumento do risco de ataque cardíaco, 

bem como o aparecimento de efeitos secundários neurológicos adversos 63,64.  

Estes e outros problemas foram igualmente identificados em testes clínicos e não-

clínicos para formulações à base de PFCs pelo que, atualmente, não há qualquer produto 

no mercado para uso médico à base de PFCs como agentes artificiais de transporte de 

oxigénio 1. A exposição prolongada a certos PFCs, como por exemplo as emulsões de nome 

comercial Fluosol®, Perftoran® e Oxypherol®, pode causar efeitos secundários imediatos 

ou posteriores em alguns indivíduos, tais como hipotensão, rubor cutâneo, febre, 

hipertensão pulmonar, pressão torácica e pressão venosa central elevada 65,66. Assim, 

concluiu-se que a utilização de PFCs em humanos tem de ser ainda estudada e testada 

cuidadosamente 67. Não obstante, apesar destes resultados adversos para usos em humanos, 

outros estudos mostraram alguns efeitos positivos quando a perfluorodecalina foi 

incorporado em meios de cultura, nomeadamente para produção de músculo cardíaco. Para 

este caso, observou-se um aumento da atividade contráctil, da viabilidade celular e da 

expressão de genes associados ao desenvolvimento de músculo cardíaco funcional. Para 

tecidos da traqueia e rim, esta formulação aumentou ainda a viabilidade, diferenciação e 

função celular 68. Outros estudos demonstraram também que, quando se adicionam PFCs, 

como por exemplo o oxadiazola fluorada, em ambientes hipóxicos, ocorre um aumento da 

taxa de sobrevivência celular, por libertação controlada de oxigénio, sendo, portanto, 

potenciais modulares das concentrações de oxigénio in vivo 69. 

Outra metodologia para utilização de PFCs, neste caso concreto de 

perfluorodecalina, foi sugerida por Pilarek et al. (2014), onde este é incorporado num 

sistema de cultura 3D do tipo líquido/líquido organizado em camadas. Nesta arquitetura de 

sistema, o scaffold é colocado na interface de contacto entre os líquidos. O meio de cultura 

que está em contacto com a parte superior do scaffold assegura o transporte dos nutrientes 

para as células e a parte inferior que está em contacto com os PFCs (devido à sua elevada 

densidade) garante a oxigenação eficiente das células que se encontram imobilizadas na 

camada intermédia, isto é, no scaffold como representado na Figura 3. A perfluorodecalina 

é previamente saturada com ar atmosférico comprimido, que assegura a transferência de 

massa de gases, nomeadamente O2 e CO2. No entanto, este sistema apresentou libertação 

de O2 mais significativa apenas durante 24 horas após implantação 70. 
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Figura 3 – Sistema híbrido líquido-sólido-líquido para cultura de células que consiste numa fase líquída de PFC saturado 

de O2, uma fase sólida que corresponde ao scaffold de PLA fibroso e uma outra fase líquida de meio de cultura para 

células (DMEM). Adaptado da referência 70. 

 

 Os PFCs mais utilizados em sistemas biológicos para otimização da libertação de 

O2 em situações de hipoxia, os seus nomes e solubilidade do O2 nos mesmos encontram-se 

apresentados na Tabela 1. 

Tabela 1 -Solubilidade do O2 em diferentes PFCs para a temperatura de 37 ºC e a 1 atm. Adaptada da referência 62. 

Composto Solubilidade O2 (mM) 

Éter perfluorodi-hexílico  21,78 

Tetrafluoreto de enxofre perfluorodibutílico 18,87 

Perfluorotriisobutilamina 17,43 

Perfluoro-(N-etilmorfolina) 19,69 

Perfluoro-N,N-dipropilmetilamina 20,67 

Perfluorotrietilamina 21,16 

Perfluoro-N-metilpiperidina 16,24 

Perfluoro-N-metilmorfolina 14,76 

Perfluoro-N,N-dimetil-N-hexilamina 20,24 

Perfluoro-N-butilmorfolina 19,88 

Perfluoro-4-(N,N-dimetil-2-aminoetil)-

morfolina 
17,71 

F-Tetrabutilperfluorociclohexano 16,90 

Perfluorodecalina 15,72* 

             * valor determinado para a temperatura de 25 ºC. 

 

Os transportadores de oxigénio artificiais à base de hemoglobina (HbOCs) surgem 

como alternativa aos PFCs. Atualmente, encontram-se a ser desenvolvidas novas 

metodologias que permitirão no futuro a utilização de hemoglobina isolada do sangue de 

outras espécies como transportadora de oxigénio artificial em seres humanos, como, por 

DMEM/F12  

(meio de cultura) 

ρ = 1,01 g/cm3 

Scaffold de PLA 

ρ = 1,25 g/cm3 

PFC (fase perfluorada) 

ρ = 1,94 g/cm3 
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exemplo, a hemoglobina bovina, suína e equina, uma vez que são produtos da indústria 

alimentar e, como tal, apresentam um custo reduzido e vasta disponibilidade 71. 

Vários têm sido os autores a reportar o sucesso da aplicabilidade deste conceito. A 

título de exemplo, Chen and Palmer (2010) suplementaram o meio de um reator, que 

pretendia mimetizar a função/atividade do fígado, com hemoglobina bovina purificada e 

verificaram que a taxa de respiração aeróbia celular aumentou, juntamente com o 

metabolismo de fármacos. Porém, verificou-se também o aumento da expressão dos genes 

associados ao metabolismo das ROS, ou seja, a oxidação da hemoglobina estava a afetar o 

metabolismo celular 71. Por forma a prevenir o stress oxidativo celular, Centis et al. (2011) 

propuseram o encapsulamento das células em géis de fibrina, evitando-se desta forma 

interações diretas entre a hemoglobina e as células minimizando, consequentemente, o 

stress oxidativo celular. De referir que também foi verificada uma redução da expressão do 

gene associado à resposta das células quando em condições de hipoxia 72. 

No entanto, a hemoglobina apresenta como desvantagem a sua baixa estabilidade, 

uma vez que é gradualmente oxidada na forma de metemoglobina, a qual não consegue 

estabelecer ligação com o O2. Consequentemente, os HbOCs têm de ser armazenados em 

condições oxygen-free (livre de oxigénio) e usados imediatamente após exposição ao 

oxigénio. Outra das desvantagens associadas ao uso da hemoglobina, deve-se ao facto de a 

hemoglobina quando livre no sangue estimular processos que apresentam um efeito tóxico 

para o organismo, sendo que o mais importante é a captura do NO que tem um efeito 

vasoconstritor agudo. Por forma a ultrapassar as desvantagens associadas à utilização da 

hemoglobina como transportador artificial de O2 no sangue, têm sido estudadas diferentes 

técnicas para incorporação e polimerização deste tipo transportadores artificiais de O2. É 

possível afirmar que, apesar das suas vantagens, estes sistemas necessitam de mais estudos 

relativos à sua aplicabilidade na área de ET 56. 

Outra das possíveis alternativas seria a utilização de peróxidos para fornecimento 

de oxigénio. Esta ideia é promissora uma vez que estes materiais geram O2 em vez de 

simplesmente o distribuírem. O O2 é gerado por decomposição do peróxido de hidrogénio 

(H2O2) em O2 de forma direta ou por dissolução de peróxidos sólidos, como, por exemplo, 

percabonato de sódio e peróxido de cálcio ou magnésio. Porém, é necessário garantir que 

a libertação de O2 ocorre durante um período de tempo adequado à aplicação pretendida. 

Como descrito nas equações que se apresentam de seguida, a formação de H2O2 ocorre 

numa primeira fase por exposição de peróxidos sólidos inorgânicos à água (equações de 
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(1) a (3)). Posteriormente, ocorre decomposição deste último em O2, na segunda etapa da 

reação (equação (4)) 73: 

 

CaO2 (s) + 2H2O → Ca(OH)2 (s) + H2O2  (1) 

MgO2 (s) + 2H2O → Mg(OH)2 (s) + H2O2 (2) 

(Na2CO3)2 . 3H2O2 → 4Na+ + 2CO3
- + 3H2O2 (3) 

2H2O2 → O2 + 2H2O    (4) 
 

Uma outra vantagem do uso de peróxidos é o facto de apresentarem uma taxa de 

libertação de O2 diferente dependente do tipo de peróxido utilizada, sendo possível escolher 

qual o mais adequado em função do objetivo, nomeadamente, se se pretende ou não uma 

libertação sustentada no tempo. Um dos desafios inerentes à utilização de peróxidos está 

relacionado com a libertação de catiões Ca2+ para o meio reacional, que poderá afetar 

negativamente alguns tipos celulares, por interferirem no equilíbrio osmótico do meio. Ng 

et al. (2010) desenvolveram uma metodologia na qual procederam à incorporação de H2O2 

em micropartículas de PLGA 74. Posteriormente, Abdi et al. (2011) procederam à 

incorporação dessas mesmas micropartículas em matrizes de alginato 3D e realizaram 

testes celulares in vitro. Os resultados mostraram que as células apresentavam 100% de 

viabilidade celular, contra 60-65% de viabilidade celular quando privadas das 

micropartículas. Apesar dos peróxidos se apresentarem como materiais promissores, a 

produção de O2 ocorreu apenas durante 5 horas. Estes resultados motivaram outros grupos 

de investigação a desenvolver novas metodologias de incorporação dos peróxidos em 

sistemas para ET, por forma a prolongar a libertação/produção de O2 no tempo 75. 

Outra das desvantagens associadas à utilização de peróxidos em sistemas biológicos 

está relacionada com a produção de ROS citotóxicas, como subproduto da reação de 

produção de O2. Como resposta a esta problemática, uma das soluções encontradas foi 

proceder-se à incorporação da enzima catalase nestes sistemas. Esta enzima está presente 

nos peroxissomas, tendo como função a conversão do H2O2 em O2 e água, sem que ocorra 

produção de ROS. As ROS são moléculas sinalizadoras biológicas que participam na 

resposta inflamatória, podendo originar ou exacerbar o processo inflamatório no local de 

implantação do biomaterial. São, consequentemente, necessários mais estudos por forma a 

compreender melhor as consequências da produção de ROS pelo biomaterial implantado, 

quer para sistemas in vitro quer para sistemas in vivo 76. 

Os endoperóxidos apresentam um princípio de funcionamento idêntico ao dos 

peróxidos, mas sem as desvantagens inerentes a estes. Benz et al. (2013) procederam à 
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incorporação de endoperóxidos (p.e., hidrocarbonetos aromáticos, nomeadamente o 

naftaleno e derivados da 2-piridona) em pequenas moléculas orgânicas para libertação de 

O2. Quando em contacto com água, ocorre libertação de O2 via reação inversa Diels-Alder 

(Figura 4), durante 8 a 13 horas. Este tempo de libertação poderá ser prolongado através do 

estabelecimento de ligações covalentes com um polímero sintético, por exemplo, PLGA e 

PCL. Numa fase posterior, o mesmo grupo de investigação realizou estudos in vitro da 

libertação controlada destas espécies, endoperóxidos metilados derivados de piridona 

combinados com vitamina C, sendo que estes compostos foram incorporados em pequenas 

moléculas orgânicas e administrados ao meio de cultura celular das células fibroblastos 

3T3 e de músculo liso de rato, em condições de hipoxia. Foram escolhidas estas linhas 

celulares por desempenharem um papel importante na regeneração de tecido, uma vez que 

são as principais constituintes do tecido vascular e conetivo, respetivamente. Foi verificado 

que a incorporação destas estruturas orgânicas modificadas aumentou significativamente a 

viabilidades celular para as duas linhas celulares testadas 77. No futuro, os endoperóxidos, 

quer ligados covalentemente a scaffolds quer na forma livre, poderão ser utilizados como 

veículos para fornecimento de O2 a feridas necróticas. 

 

Figura 4 – Reação Diels-Alder. 

Nos últimos anos, têm surgido vários estudos que defendem a abordagem HULK 

(do alemão Hyperoxide Unter Licht Konditionierung), cujo objetivo é a produção de 

tecidos quiméricos contendo células fotossintéticas que atuam como fonte local de O2, 

através de um mecanismo independente da perfusão de O2: fotossíntese. Hopfner et al. 

(2014) propõem um scaffold para cicatrização de feridas que ativamente produz O2. Para 

tal, procederam à incorporação de uma alga unicelular Chlamydomonas reihnardtii num 

scaffold à base de colagénio, consequentemente, este sistema produz continuamente O2 

como resposta à exposição à luz. Os resultados preliminares de co-cultura da matriz 

fotossintética com fibroblastos NHI 3T3 foram satisfatórios, pelo que esta metodologia se 

apresenta como alternativa viável para oxigenação sob condições de hipoxia in vitro e in 

vivo. Esta técnica necessita de exposição contínua à luz, logo só poderá ser utilizada para 

desenvolvimento de scaffolds para aplicação tópica ou para tecidos pouco profundos 78. 
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Outra tecnologia proposta são as microbolhas, que consistem num núcleo gasoso 

rodeado por um revestimento fino. O revestimento pode ser produzido à base de diferentes 

compostos, como por exemplo, lípidos, polímeros (p.e., dextrano e quitosano) e 

surfactantes. As microbolhas são atualmente utilizadas como agente de contraste para 

técnicas de imagiologia, porém também apresenta potencial para libertação de O2 

localmente, aquando do rebentamento das mesmas por aplicação de ultrassons 79. Outra 

possibilidade são os microtanques que consistem em esferas ocas de carbonato de cálcio 

carregadas com O2, que são posteriormente incorporadas em matrizes poliméricas, por 

exemplo à base de PCL. Quando os microtanques são administrados em culturas celular, o 

O2 difunde-se do seu interior para o meio de cultura durante 24 horas. O tempo de libertação 

poderá ser controlado por manipulação da espessura e composição do revestimento, bem 

como pela escolha do polímero onde as esferas são incorporadas (Figura 5) 80. 

 

Figura 5 – Representação esquemática de microtanques isolados por um revestimento polimérico. Adaptada da referência  
80. 

 Por forma a ultrapassar as problemáticas abordadas neste subcapítulo e otimizar a 

oxigenação de sistemas in vitro, ex vivo e in vivo, os investigadores estão focados em 

desenvolver, aperfeiçoar e manipular os sistemas existentes, por forma a melhorar a 

resposta celular através da incorporação dos transportadores e/ou geradores artificiais de 

O2 em veículos adequados. Para tal é necessário melhorar a sua estabilidade, conseguir 

controlar temporalmente a libertação do O2 e estudar mecanismos por forma a evitar as vias 

reacionais, pelas quais estes podem apresentar efeito tóxico. 
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2. Nanossistemas para oxigenação 

 Face às limitações já identificadas referentes às tecnologias atuais para oxigenação 

em ET e culturas de células in vitro: rápida libertação de O2, tempo de libertação de O2 não 

permite a vascularização do scaffold por forma a evitar a necrose do tecido, resposta 

inflamatória ou imunogénica por parte do indivíduo, produção de ROS, o principal desafio 

prende-se com o desenvolvimento de veículos seguros e estáveis para administração das 

alternativas atuais de transportadores e geradores artificiais de O2. Com o objetivo de 

ultrapassar as problemáticas mencionadas, a nanotecnologia tem contribuído com o 

desenvolvimento de nanossistemas biocompatíveis (orgânicos, inorgânicos ou compósitos) 

para a sua administração, de entre os quais se destacam micelas, lipossomas, nanoesferas e 

nanocápsulas, entre outras nanopartículas, que se encontram representadas na Figura 6. 

 

 

Figura 6 – Representação esquemática de diferentes tipos de nanopartículas. Adaptada da referência 81. 

 Estes sistemas de administração oferecem numerosas vantagens relativamente às 

formulações convencionais, evitando a degradação e lixiviação prematura do composto, 

evitando efeito citotóxico, controlando o perfil de libertação de O2, assegurando e 

melhorando a biocompatibilidade e melhorando a eficiência da troca de gases do sistema. 

De todas as vantagens acima referidas, de realçar a razão superfície/volume elevada que 

garante uma máxima área de superfície para difusão de gases, sendo essencial o controlo 

das propriedades da superfície das partículas. A superfície das partículas pode ser 

modificada com grupos funcionais ou moléculas sinalizadoras, alterando as suas 
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propriedades físicas, químicas e melhorando a sua biodistribuição, tendo em conta o seu 

propósito, tempo de circulação e internalização celular 82,83. 

Neste sentido, estes nanossistemas apresentam-se como alternativas bastante 

promissoras para melhoramento das tecnologias previamente desenvolvidas. Desta forma, 

tendo por base o estudo da literatura acima descrito e a informação previamente recolhida 

por outros alunos do grupo GSP (do inglês Green and Sustainable Processes) da 

Universidade de Coimbra, neste trabalho procurou-se desenvolver uma formulação 

inovadora para obtenção de micro/nano cápsulas de sílica através do método sol-gel, 

contendo no seu interior líquidos com capacidade para dissolver quantidades apreciáveis 

de O2. 

A aplicabilidade desta metodologia não se esgota nas áreas acima mencionadas, 

culturas celulares in vitro e scaffold para Engenharia de Tecidos, podendo também ser 

bastante útil para sistemas de remoção/absorção de CO2, preservação de órgãos para 

realização de transplantes, construção de biorreatores para diferentes aplicações em 

biotecnologia, captação de outros gases nocivos como o CO e o NO. Poderá ainda atuar 

como método para internalização celular de certos compostos de interesse 73,84,85. 

 

2.1 Nanoesferas e nanocápsulas 

As nanoesferas são estruturas sólidas e densas, nas quais LIs, PFCs e outros líquidos 

com elevada capacidade para absorver, reter e libertar oxigénio podem ser encapsulados no 

seu interior. Também pode servir para dissolver, aprisionar, incorporar, adsorver ou 

estabelecer ligações químicas com fármacos. Podem ser de carácter orgânico (constituídas 

à base de polímeros), inorgânico (por exemplo, à base de sílica) ou compósito. O seu 

diâmetro varia entre 100 e 200 nm. Estas partículas são extremamente sensíveis à 

opsonização (que leva à fagocitose das mesmas), devido às características hidrofóbicas da 

superfície. Consequentemente, a superfície destas nanopartículas tem de ser modificada 

para que o tempo de circulação na corrente sanguínea aumente. A facilidade de 

manipulação e modificação das suas superfícies são propriedades que as tornam em 

alternativas bastante atrativas para nanomedicina.  

Cápsulas são definidas como sistemas vesiculares ou “reservatórios”, sendo que a 

cavidade é rodeada por um revestimento de materiais sólidos. As suas características 

estruturais, como a grande cavidade interior, baixa densidade e comportamento coloidal, 
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converteram as cápsulas numa interessante área de estudo para modulação das 

características químicas e físicas de diferentes materiais aumentando a estabilidade, área 

ativa e volume de poros, atuando como agente porogénico. Adicionalmente, estas também 

se apresentam extremamente atrativas para encapsulamento de uma variedade de 

substâncias, sólidas, líquidas ou uma dispersão 86. Em particular, a diversidade de 

morfologias e composições de cápsulas poliméricas, lipossomas e esferas ocas inorgânicas 

tornas estas estruturas em veículos interessantes para incorporação e imobilização de 

agentes funcionais, como fármacos, enzimas, corantes, genes, peptídeos e outras moléculas 

bioativas 55,81,83. 

 As cápsulas de sílica apresentam-se como metodologia promissora de 

encapsulamento para aplicações na área biomédica, porque combinam as vantagens da 

sílica e da estrutura de cápsula. A sílica é um material não-tóxico e biocompatível, sendo 

reconhecido como seguro pela agência US Food and Drug Administration (FDA). De 

referir que a sua produção é de baixo custo, apresenta estabilidade química e mecânica e 

transparência ótica. A superfície da sílica é rica em grupos hidroxilo, o que a torna 

intrinsecamente hidrofílica e assegura a estabilidade coloidal. Adicionalmente, a superfície 

da sílica pode ser facilmente modificada.  

Ao longo dos anos, diversas têm sido as técnicas desenvolvidas para a síntese de 

cápsulas de sílica de diferentes dimensões, formas e a química da superfície. As 

nanocápsulas à base de sílica (<100 nm) são de particular interesse, uma vez que partículas 

destas dimensões reduz de forma significativa a sua captura pelo sistema retículo-

endotelial; aumenta o tempo de circulação no sangue; aumenta a internalização celular e 

facilita a transposição de barreiras fisiológicas, por exemplo, a barreira hemato-encefálica 

e o endotélio 87,88. 

De entre todos os materiais estruturalmente estáveis, os materiais à base de sílica 

possuem estruturas definidas e propriedades de superfície que são conhecidas por serem 

compatíveis. A sílica é, por norma, o material de eleição para a utilização de nanopartículas 

inorgânicas em sistemas biológicos, sendo utilizada para melhorar a biocompatibilidade de 

sistemas de libertação controlada, de fármacos, como nanopartículas magnéticas, 

biopolímeros e micelas 89. 
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2.2 Metodologias de síntese de nanocápsulas à base de sílica 

 Os avanços na nanotecnologia associados às características atrativas da sílica para 

uso em sistemas biológicos estimulou o desenvolvimento da produção de nanosílica. Uma 

vez que as partículas de sílica extraídas de fontes naturais apresentam impurezas metálicas, 

o que não é desejável para aplicações biomédicas e farmacêuticas. Neste contexto, foram 

desenvolvidas novos metodologias para produção de partículas sintéticas de sílica com 

níveis de pureza aceitáveis.  

 O método sol-gel é um método químico muito versátil utilizado para a produção de 

sílica, de vidro e de materiais cerâmicos, originando produtos de elevado grau de pureza, 

homogéneos e de dimensões controladas. O método sol-gel geralmente utiliza como 

percursores alcóxidos de metal, sais inorgânicos ou compostos organometálicos, como por 

exemplo tetrametilsilano (TMOS) e o tetraetilortosilicato (TEOS), que são, numa fase 

inicial, dissolvidos em água ou outros solventes, como o etanol, à temperatura ambiente ou 

a temperaturas mais elevadas. Os percursores sofrem uma série de reações de hidrólise e 

condensação até formarem uma dispersão de partículas sólidas de dimensões coloidais (1-

1000 nm) denominada de sol, a qual sofre posterior gelificação via policondensação ou 

poliesterificação, para se obter o gel. É importante controlar o pH da solução a fim de 

prevenir a precipitação e garantir um gel homogéneo, que pode ser obtido com a adição de 

um catalisador ácido, como o HCl, ou de um catalisador básico, como o NH3 
90.  

As reações do TEOS que originam partículas de sílica, através do processo sol-gel, 

são apresentadas de forma esquematizada na Figura 7. 

 

 

Figura 7 – Representação esquemática do mecanismo de nucleação da sílica, desenvolvimento das partículas primárias e 

crescimento das partículas. Adaptado da referência 91. 

 

 A hidrólise das moléculas de TEOS origina grupos silanol. A polimerização que 

ocorre entre os grupos silanol cria ligações siloxano (Si-O-Si) que são a base estrutural da 
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sílica. A formação da sílica pode ser dividida em duas etapas: nucleação e crescimento. 

Dois modelos são propostos para descrever o mecanismo de crescimento da sílica: 1) adição 

de monómero e 2) agregação controlada. O primeiro modelo proposto afirma que, após 

nucleação inicial intensa, o crescimento das partículas ocorre por adição de monómeros 

hidrolisados. Contrariamente, o segundo modelo apresentado defende que a nucleação 

ocorre continuamente ao longo da reação, sendo que os núcleos (partículas primárias) se 

agregam posteriormente formando dímeros, trímeros e outras partículas de maior dimensão 

91. 

 O método sol-gel possui inúmeras vantagens, tais como a síntese química a baixas 

temperaturas. É possível ainda obter compostos homogéneos, tamanho pequeno de 

partículas e controlo na morfologia das mesmas, quando comparado com os métodos de 

síntese mais convencionais de preparação de cerâmicos. No entanto, os percursores 

utilizados no sol-gel são relativamente caros e como o processo envolve uma série de etapas 

é necessária uma monitorização constante do mesmo 92. 

 Com o desenvolvimento da técnica foram sido propostas modificações ao método 

sol-gel, como, por exemplo, o uso de surfactantes ou polímeros como molde. Nestes casos, 

a sílica condensa em torno das micelas, dando origem a nanocápsulas de sílica. Tendo em 

mente a aplicação proposta nesta dissertação e as características pretendidas para as 

nanocápsulas, desenvolveu-se um sistema emulsificante inovador, o qual foi 

posteriormente sujeito à metodologia sol-gel. A técnica sol-gel permite ter diferentes 

pontos de controlo ao longo do processo de síntese, desta forma assegura-se que o produto 

final corresponde ao pretendido. 

 

2.3 Líquidos com elevada capacidade para absorver, reter e libertar 

oxigénio 

 Os perfluorocarbonetos são líquidos de elevada capacidade para absorver, reter e 

libertar oxigénio, que apresentam solubilidade para o O2 compreendida entre 14 e 22 mM, 

tendo sido abordados no Capítulo 1.3. Devido às desvantagens da utilização destes em 

sistemas in vivo e in vitro, surgem como alternativa os líquidos iónicos. Os líquidos iónicos 

(LI) são sais que consistem em iões e que permanecem no estado líquido para temperaturas 

inferiores a 100 ºC ou à temperatura ambiente (25 ºC) - Líquidos Iónicos à Temperatura 

Ambiente (RTILs) 93,94. Nos últimos anos, tem surgido uma grande variedade de LIs devido 
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às suas características, nomeadamente serem líquidos numa gama alargada de temperaturas 

(cerca de 300 ºC); o ponto de fusão ser próximo da temperatura ambiente; apresentarem 

capacidade de dissolver uma grande variedade de materiais, incluindo orgânicos, 

inorgânicos e poliméricos, apresentarem elevada polaridade; poderem ser reutilizados e 

reciclados e apresentarem grande capacidade de absorção, retenção e libertação de gases 

93. Os catiões e aniões mais comuns para a formulação de líquidos iónicos encontram-se 

representados na Figura 8 95. 

 

 

Figura 8 - Estruturas químicas dos catiões e aniões mais utilizados para produção de LIs. Adaptado da referência 95. 

 A dimensão, distribuição de cargas à superfície dos iões, assimetria do catião e 

interações de Van der Waals são fatores que influenciam o ponto de fusão do LI, sendo que 

quanto maior a dimensão do catião e a assimetria menor será o ponto de fusão deste 96. 

Outro fator que influencia o ponto de fusão é a presença ou não de pontes de hidrogénio 

fortes na rede 95. Os LIs mais comuns são formados pela combinação de um catião orgânico 

e um anião que pode ser orgânico ou inorgânico. A diversidade de LIs existentes permite 

que o solvente seja concebido e adaptado de acordo com as necessidades e propósito do 

sistema a utilizar. Normalmente, as propriedades são controladas através da variação do 

comprimento e do número de ramificações dos grupos alquilo incorporados no catião 94,96. 

 Tendo em conta as características dos LI, nomeadamente o facto das propriedades 

poderem ser facilmente manipuladas consoante o catião e anião escolhidos e a sua elevada 

capacidade de absorção, retenção e libertação de gases na sua estrutura, de referir O2 e CO2, 

estes foram escolhidos para serem incorporados nas nanocápsulas desenvolvidas neste 

trabalho. O LI escolhido, [P6,6,6,14][NTf2], para além do que foi mencionado anteriormente 

é também hidrobófico, sendo este aspeto importante para assegurar que o mesmo 

permanece no interior da nanocápsula. 
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 Na Tabela 2 são apresentados os valores de solubidade de O2, N2 e CO2 para 

diferentes LIs, e respetivas condições e métodos para determinação dos mesmos. 

 

2.4 Citotoxicidade de líquidos iónicos 

Os LIs têm sido apelidados de solventes “verdes” e “seguros”, porém estes não são 

sempre “verdes” nem “amigos do ambiente”, uma vez que falham em satisfazer todos os 

critérios da “química verde. O principal argumento é o facto de estes serem tóxicos para 

diferentes organismos, como enzimas, culturas de células, microrganismos, plantas, seres 

vertebrados e invertebrados. O seu grau de toxicidade é superior ao dos solventes 

convencionais, como o metanol, etanol, propanol em várias ordens de grandeza. 

Recentemente, estudos toxicológicos permitiram descobrir algumas tendências gerais 

relativas ao efeito de vários catiões e/ou aniões em termo de citotoxicidade e ecotoxicidade, 

porém, muito mais estudos in vitro e in vivo têm de ser realizados 97,98. 

Nos últimos anos, foi investigada a toxicidade dos LIs em diferentes linhas celulares 

humanas e de roedores 99,100. Os resultados revelaram que a toxicidade e, em especial, a 

citotoxicidade, dos LIs depende fortemente da sua hidrobicidade. Os LIs mais hidrofóbicos, 

nomeadamente os que possuem uma longa cadeia lateral hidrocarbonada ou um anião ou 

grupo principal de dimensões consideráveis hidrofóbico, tendem a apresentar alto potencial 

de toxicidade para os seres humanos e ambiente 101. O estudo realizado por Fatemi et al. 

(2011) concluiu que os principais fatores estruturais moleculares que determinam a 

citotoxicidade dos LIs são a simetria, grupo substituinte e distribuição de carga nos catiões. 

De acordo com os resultados recolhidos, os modelos sugerem que o aumento significativo 

de grupos substituintes aumenta consideravelmente a citotoxicidade do LI. 

Adicionalmente, os modelos obtidos para 25 aniões diferentes sugerem que as propriedades 

do anião, em comparação com as do catião, representam um efeito secundário na 

citotoxicidade. Desta forma, ter informação acerca da atividade bioquímica dos LIs, tendo 

por base a sua estrutura química, poderá fornecer informação importante relativamente ao 

seu impacto a nível biológico e ambiental 102. 
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Os LIs de base fosfónio (PhILs) apresentam elevada estabilidade química e térmica, 

assim como elevada viscosidade, quando comparados com LIs à base de catiões imidazólio 

e amónio. Os PhILS são normalmente aplicados na catálise de transferência de fase, sendo 

também usados como solventes e catalisadores para extração/separação de biomoléculas 

devido à sua hidrofobicidade e poder de solvente intrínsecos 112,113. 

Neste trabalho, o LI escolhido, [P6,6,6,14][NTf2], apresenta elevada hidrofobicidade, 

tendo este sido um dos critérios de seleção, uma vez que esta propriedade favorece o 

processo de emulsificação e diminui a difusão do LI para o exterior da cápsula. A cápsula 

formada também contribui para diminuição do risco de citotoxicidade por aprisionamento 

do LI. O mecanismo citotóxico associado aos LIs hidrofóbicos reside nas interações 

hidrofóbicas entre o LI e os segmentos hidrofóbicos das proteínas e da membrana celular 

de células vivas, o que facilita a sua internalização nos organismos celulares 114. 

Consequentemente, pode ocorrer inibição da atividade de enzimas e perturbação estrutural 

das membranas celulares (alteração da permeabilidade e expansão). Recentemente, têm 

sido realizados estudos de simulação molecular dinâmica, para melhor estudar e 

compreender as interações entre a bicamada fosfolipídica e os LIs, em função do aumento 

gradual do tamanho da cadeia alquílica em catiões e aniões hidrofóbicos 115,116. As 

simulações realizadas mostraram que, para concentrações milimolares (mM), ocorre 

inserção de catiões na bicamada, independentemente do tamanho da cadeia alquílica, por 

indução do aumento da rugosidade da membrana celular que culmina com a rutura da 

mesma, dando origem a micelas LI-lípidos 117,118. No caso de iões hidrofílicos, como o [Cl]-

, estes tendem a dispersar-se livremente no meio aquoso, enquanto que, no caso do LIs que 

possuem aniões altamente hidrofóbicos, como o [NTf2], quer o anião quer o catião 

penetram a bicamada fosfolipídica (Figura 9). 
 

 

Figura 9 – Representação esquemática da inserção do LI na bicamada fosfolipídica e formação de vesículas LI-lípidos. 

Adaptada da referência 101. (Legenda: vermelho – bicamada fosfolipídica; amarelo – líquidos iónicos). 

Jing et al. (2016) observaram que a concentração crítica de LI mais baixa, para que 

ocorra expansão da bicamada fosfolipídica, coincide com os valores de IC50 para a 

viabilidade das linhas celulares animais, HEK-293 (células embrionárias de rim humano) 

e C6 (células de glioma de rato). Esta relação observada permite confirmar que o principal 



29 

mecanismo inerente à citotoxicidade dos LIs é a perturbação induzida na estrutura da 

biomembrana. Para além disso, a avaliação do potencial antimicrobiano dos LIs à base de 

piperazínio e guanidínio, para as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureos, 

demonstrou que a toxicidade está diretamente relacionada com carga da membrana 

bacteriana, ou seja, se esta é gram positiva ou negativa  101. 

Em 2009, Kumar et al. (2009) publicaram um estudo sobre a potencial atividade 

anticancerígena dos LIs de base amónio e fosfónio. Os testes foram realizados para 60 

linhas celulares tumorais humanas, tendo-se verificado que o comprimento da cadeia 

alquilíca substituinte desempenha um papel fundamental na atividade anti-tumoral e 

citotoxicidade dos LIs. Sumariamente, verificou-se que os PhILs são mais ativos e menos 

citotóxicos do que os de base amónio, sendo que os resultados mostraram claramente que 

a fácil modificação dos LIs (mudança do catião/anião e modificação do catião com 

diferentes substituintes) permite controlar a atividade biológica e citotoxicidade 100.  

 Mikkola et al. (2015) procederam à realização de testes de toxicidade em células 

epiteliais de córnea humana, lipossomas e E. coli. com os LIs que se apresentam como mais 

promissores para aplicações na área do bioprocessamento a larga escala. Estes são à base 

de imidazólio e fosfónio (p.e., [P4,4,4,4]Cl, [P4,4,4,4][OAc], [P8,4,4,4]Cl, [emim]Cl, 

[emim][OAc], [emim][Me2PO4], [DBNH][OAc]) . Os resultados obtidos permitiram 

comprovar que os LIs à base de imidazólio não afetam a viabilidade celular, para a gama 

de concentrações compreendida entre 1×10-1 e 1×10-5 mM. Por sua vez, verificou-se que a 

única concentração de LIs à base de fosfónio que não afetou a viabilidade celular foi de 

1×10-5 mM. Com estes ensaios foi possível provar que a toxicidade se encontra diretamente 

relacionada com o comprimento da cadeia, hidrofobicidade, cargas superficiais e 

distribuição de tamanho dos lipossomas, podendo ocorrer disrupção da bicamada lipídica, 

visto que foi confirmado que a forma de interação dos LIs é afetada pelo tamanho dos 

lipossomas e a distribuição de cargas à sua superfície  119.  

Por forma a averiguar a toxicidade de LIs para diferentes tipos de células humanas, 

foram testadas as seguintes linhas celulares: LoVo (adenocarcinoma colonorrectal), DLD-

1 (adenoma colorretal), HepG2 (cancro do fígado), AGS (adenoma estomacal), A549 

(cancro dos pulmões), HaCaT (linha de queratinócitos humanos imortais). O líquido iónico 

estudado foi a sacarina de didecildimetilamónio ([DDA][Sac]) que apresentou uma 

toxicidade acrescida nas células dos pulmões e células da pele (linhas A549 e HaCaT). Os 

resultados de viabilidade são aceitáveis para todas as linhas celulares para a concentração 
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de 0,5 µM, quando esta é aumentada para concentrações superiores a 6 µM a viabilidade é 

praticamente nula 120. 

De entre a literatura consultada, alguns dos artigos estudaram o LI utilizado neste 

trabalho ([P6,6,6,14][NTf2]), ou então o catião ([P6,6,6,14]
+) ou anião ([NTf2]

-) correspondente. 

Na Tabela 3 apresenta-se resumidamente os ensaios realizados e as conclusões retiradas. 

 

2.5 Matrizes poliméricas de suporte para oxigenação 

O O2 é uma molécula chave envolvida em vários processos fisiológicos e é 

particularmente importante durante o processo de cicatrização de feridas e reparação de 

tecidos. Sobre este assunto, há fortes evidências de que o O2 está envolvido em cada uma 

das etapas do processo de cicatrização. Sen et al., (2009) provaram que o processo de 

cicatrização é afetado quando o fornecimento de O2 é insuficiente. Entre outras funções, o 

O2 é essencial em feridas, por forma a assegurar o fornecimento de energia (níveis de ATP) 

para os novos tecidos em formação e para assegurar a correta deposição e polimerização 

das fibras de colagénio 121. O O2 é também necessário para formação de ROS, que atuam 

como moléculas de sinalização, prevenindo a infeção das feridas por rutura da membrana 

bacteriana por oxidação. Adicionalmente, o metabolismo anaeróbico tem como produto 

ácido láctico, que quando acumulado nos tecidos, é tóxico 122–124. 

Os scaffolds para Engenharia de Tecidos têm que ser porosos para garantir uma 

troca eficiente de gases e massa, com boas características mecânicas por forma a promover 

a adesão e crescimento celular, diferenciação e migração, e apresentam um desempenho 

superior aos modelos 2D, uma vez que melhor mimetizam o microambiente e as interações 

célula-célula presentes no tecido animal in vivo 125. Para além do papel desempenhado 

como estrutura mecânica e de suporte, os scaffolds podem ainda atuar como sistema para 

libertação controlada de fármacos, medir quantitativamente determinadas variáveis 

fisiológicas, como por exemplo, o stress mecânico e analitos específicos 126. 
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A difusividade em scaffolds para ET é essencial para que o fornecimento de O2 e 

nutrientes ao tecido em formação seja assegurado, bem como para garantir a remoção de 

metabolitos que possam ser tóxicos 134. Caso algum dos aspetos falhe, ocorre necrose e a 

abordagem utilizada é inviabilizada. Um trabalho que se dedicou ao estudo da difusão de 

oxigénio em scaffolds de PCL demonstrou que existe uma forte relação entre a porosidade 

e arquitetura dos poros e a difusividade 135. De referir que a reabsorção do scaffold e a 

formação de novo tecido afetam a difusividade, pelo que esta apresenta dependência 

temporal 136.  

Atualmente, um dos principais desafios em ET consiste no estabelecimento de 

vascularização para tecidos e órgãos implantados. Particularmente, para tecidos de grandes 

dimensões, que consistem em implantes com células imobilizadas que requerem um 

fornecimento de sangue adequado para que a viabilidade celular seja mantida, não 

interferindo com o metabolismo celular. Estudos afirmam que células que estejam a mais 

de algumas centenas de micrómetros de um vaso sanguíneo não sobrevivem por limitações 

da difusão 137,138. Consequentemente, surgem complicações devido à baixa difusão de O2 e 

nutrientes que resultam em morte celular. Por forma a ultrapassar esta problemática, várias 

estratégias têm sido propostas para facilitar o transporte de O2 e aumentar a taxa de 

sobrevivência das células. São exemplos os fatores de crescimento angiogénico, como o 

VEGF, que aumentam a eficiência da resposta angiogénica, porém a taxa a que ocorre 

angiogénese não é alterada. Outra possibilidade é o implante ser colocado de forma 

adjacente a um local altamente vascularizado, no entanto a localização fisiológica deste 

está dependente do tecido-alvo para o material desenvolvido 139,140. Neste contexto, surgem 

estudos que sugerem a incorporação de transportadores sintéticos de oxigénio e de 

biomateriais geradores de oxigénio. 

Seifu et al. (2011) sugeriram a incorporação de partículas porosas de zeolito 

fluoradas como parte integrante de um scaffold para regeneração do músculo liso vascular, 

cardíaco e cartilagem. A matriz polimérica à base de poli(uretano carbonato) foi produzida 

pela combinação das metodologias de evaporação de solvente e lixiviação de partículas, 

tendo sido utilizado NH4Cl como agente porogénico. A concentração de oxigénio 

dissolvido e a proliferação celular aumentaram na presença do sistema desenvolvido. Este 

ensaio teve a duração de 7 dias e foram utilizadas células de músculo liso da artéria 

coronária humana 141. Por sua vez, Oh et al. (2009) propuseram a incorporação de um 

biomaterial gerador de oxigénio numa estrutura para ET. A tecnologia tem por base a 

decomposição química do percarbonato de cálcio sólido aquando do contacto com a água, 
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originando O2 e iões de sódio e percarbonato (subprodutos biocompatíveis). Desta forma, 

a viabilidade celular é mantida em condições de hipoxia, prevenindo a necrose. As 

partículas geradoras de O2 à base de percarbonato de cálcio foram incorporadas num 

scaffold 3D de PLGA, tendo sido utilizado como agente porogénico partículas de parafina, 

posteriormente removidas com etanol e hexano. Este scaffold fornece um ambiente 

adequado à sobrevivência celular quando em condições de hipoxia local, tendo assegurado 

níveis de O2 adequados à proliferação celular de fibroblastos NIH 3T3 durante 10 dias. Esta 

solução tem como principal objetivo resolver os problemas associados aquando da 

transplantação de implantes de dimensões consideráveis 142. 

Harrison et al. (2007) procederam à incorporação de percabonato de sódio num 

filme de PLGA, porém, após apenas 70 horas in vitro, a quantidade deste composto tinha 

sido significantemente reduzida. Por sua vez, quando aplicados in vivo, numa primeira fase, 

atuaram como barreira protetora da pele exposta e desvascularizada, este efeito protetor 

apresentou uma dependência temporal devido à decomposição gradual do percabonato de 

sódio. Após 3 dias, foi verificado que o tempo de contacto com o scaffold foi insuficiente 

para assegurar a formação de novos vasos no scaffold. Concluindo, a necrose do tecido foi 

evitada, mas devido à degradação do material gerador de O2 não foi garantido 

vascularização adequada 143. 

A terapia de células estaminais apresenta potencial para regeneração do tecido 

cardíaco danificado após ataque cardíaco, porém a eficácia desta metodologia é 

extremamente reduzida, devido à baixa sobrevivência das células associada a condições de 

hipoxia 144. Li et al. (2012) desenvolveram um sistema capaz de libertar continuamente O2 

para as células progenitoras cardíacas constituído por microsferas à base de PLGA 

libertadoras de peróxido de hidrogénio (H2O2), aquando da decomposição pela enzima 

catálase. Estas foram incorporados num hidrogel termosensível à base de N-

isopropilacrilamida (NIPAAm) + ácido acrílico (AAc) + hisroxietil metracrilato-

oligo(hidroxibutarato) (HEMA-oHB) (Figura 10).  
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Figura 10 – Representação esquemática de um sistema para libertação controlada de O2 para aumento da sobrevivência e 

diferenciação das células derivadas da cardioesfera (CDC), em condições de hipoxia. Adaptado da referência 145. 

Os resultados foram positivos, uma vez que este sistema melhorou a sobrevivência 

e diferenciação de células derivadas da cardioesfera (CDC) em células cardíacas, não tendo 

ocorrido morte celular após 7 dias. Com este sistema, foi conseguida uma libertação 

sustentada de oxigénio ao longo de duas semanas 145.  

Por forma a prevenir a morte celular induzida por hipoxia para as células β do 

pâncreas (presentes nos Ilhéus de Langerhans), conhecidas pelas elevadas taxas de 

consumo de O2, Pedraza et al. (2012), desenvolveram um biomaterial produtor de oxigénio 

in situ, que assegura o imediato acesso ao O2 por parte das células. Este consiste no 

encapsulamento de peróxido de cálcio em discos de polidimetilsiloxano (PDMS) (Figura 

11). Desta forma, ao escolher um material com elevada permeabilidade ao O2, a difusão de 

O2 para os tecidos circundantes é mais eficiente 146.  

 

Figura 11 – Representação esquemática do material gerador de oxigénio, fabricado a partir de PDMS-CaO2. A difusão 

da água para o interior é evitada pela hidrofobicidade do PDMS, enquanto que o oxigénio, gerado via reação hidrolítica 

com o peróxido de cálcio, é rapidamente difundido para fora do PDMS. Adaptado da referência 146. 
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O sistema tem potencial aplicação no transplante de células β para a diabete mellitus 

tipo 1, por estes requererem uma elevada dose de células e, consequentemente, grandes 

requisitos de oxigénio. Montazeri et al. (2016) propuseram também uma nova abordagem 

que pretende assegurar o sucesso da transplantação de ilhéus de Langerhans isolados, uma 

vez que este é um dos tratamentos mais promissores para a diabete mellitus tipo 1 147. A 

falta de oxigénio no período pós-transplantação pode levar à inviabilização da função e 

morte dos ilhéus, visto que os fatores angiogénicos libertados nesta fase são inadequados 

para estimulação da angiogénese. Neste estudo desenvolveram micropartículas com 

estrutura core-shell, cujo núcleo (core) é de polivinilporrilidona (PVP)/H2O2 e o 

revestimento de PLGA (shell), onde a enzima catalase é imobilizada (por forma a garantir 

a libertação controlada de oxigénio) (Figura 12) 148. 

 

 
 

Figura 12 – Processo de produção das micropartículas do tipo core/shell por coaservação e imobilização da catalase na 

superfície. Adaptado da referência 148. 

Por forma a ocorrer estimulação simultânea da angiogénese, foi desenvolvido um 

scaffold compósito à base de colagénio com fibrina-heparina/VEGF imobilizada, que atua 

como sistema para libertação controlada do VEGF. A conjugação destes dois sistemas, 

scaffold e micropartículas, permitiu melhorar a taxa de sucesso do implante de ilhéus 

pancreáticos isolados de ratos Winstar em ratinhos B6NU. Os resultados positivos devem-

se à revascularização e oxigenação observadas no local de implantação, que se traduzem 

na reversão da diabetes. Numa primeira instância foram realizados testes de citotoxicidade 

em células MIN6 (linha celular pancreática), para as quais se verificou estimulação da 

proliferação celular até 7 dias após incubação com o sistema. 

No ramo da engenharia de tecido uretral, Lv et al. (2016) propõem um scaffold 

produtor de O2 à base de um sistema que conjuga queratina humana, fibroína de seda, 

gelatina e peróxido de cálcio (CaO2), sendo que as partículas de CaO2 apresentam uma 

estrutura core-shell e a gelatina encontra-se a revestir estes núcleos, por deposição 

preferencial (Figura 13) 149. 
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Figura 13 – Representação esquemática de um scaffold gerador de oxigénio à base de queratina e fibroína de seda. 

Adaptado da referência 149. 

Os testes in vitro com células de músculo liso de coelho mostraram que este scaffold 

liberta elevadas quantidades de O2 ao longo de duas semanas e promove o crescimento 

celular. Os resultados preliminares apontam que este scaffold é indicado para reparação de 

defeitos no trato urinário. 

Schenck et al. (2015), propõem uma abordagem mais revolucionária, incorporação 

uma solução de microalgas Chlamydomonas reihnardtii fotossintéticas num scaffold 

comercializado à base de colagénio (Integra matriz single layer – IM – Integra Life Science 

Corporation, USA) para regeneração da pele, na qual esta solução foi incorporada. Para 

inoculação de C. reinhardtii, a suspensão de algas foi misturada com fibrinogénio, esta 

solução foi posteriormente pipetada nos scaffolds. Os testes in vivo, com embriões de peixe 

zebra e posterior implantação do sistema fotossintético em ratos, permitiram confirmar que 

as algas não desencadeiam resposta imunológica e que as células sobreviveram 5 dias in 

vivo. No futuro, as algas poderão ser geneticamente modificadas, por forma a secretarem 

VEGF, estimulando simultaneamente a formação de novos vasos sanguíneos 150. 

São diferentes as abordagens propostas para diferentes tipos de scaffolds que têm 

por objetivo aumentar a disponibilidade de O2 em diferentes contextos biológico. No 

entanto, estas soluções propostas carecem de otimização, nomeadamente modulação da 

libertação de O2 ao longo do período de implantação. 

 

     Fibroína de seda CaO2 Gelatina Queratina Folhas β de fibroína de seda  
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3. Metodologias para avaliação in vitro da 

biocompatibilidade de materiais 

Nas últimas décadas, tem sido grande a variedade de biomateriais desenvolvidos 

com diferentes propriedades físico-mecânicas, químicas e bioquímicas consoante a 

aplicação biomédica pretendida 151. A biocompatibilidade pode ser definida como “a 

qualidade de não ter efeito tóxico ou nocivo nos sistemas biológicos”. Mais recentemente, 

a definição do termo foi revista, sendo atualmente definida como “a capacidade de um 

material poder ser aplicado num hospedeiro e gerar uma resposta apropriada para a 

aplicação específica a que se destina. O material em si e os seus produtos de degradação 

não devem desencadear respostas inflamatórias, alérgicas, imunes, tóxicas, mutagénicas e 

carcinogénicas” 152. A biocompatibilidade dos biomateriais está intimamente relacionada 

com o comportamento das células quando em contacto com o material e, particularmente, 

com a adesão celular à superfície do mesmo 153. 

A avaliação da biocompatibilidade in vitro ocorre no exterior de organismos vivos 

e usa culturas de células ou extratos de tecido. As vantagens dos testes in vitro residem na 

boa reprodutibilidade, facilidade em determinar os grupos de controlo, velocidade, custo 

reduzido e evita complicações legais e éticas. As metodologias para avaliação da 

biocompatibilidade in vitro permitem o estudo da viabilidade e morfologia celular, e da 

expressão proteica como indicadores da diferenciação celular 154,155. Nestes ensaios são 

utilizadas células humanas ou de outros mamíferos, após crescimento em placas de cultura, 

sob condições controladas 156. As linhas celulares mais comumente utilizadas são 

fibroblastos de ratos (L-929, 3T3) ou células epiteliais humanas. Estas linhas celulares 

imortais são escolhidas por apresentarem um comportamento previsível, bem 

compreendido e consistente 157. As células permanecem em cultura até ser formada uma 

monocamada de células, sendo o material a testar adicionado ao poço de cultura numa fase 

posterior. Terminado o período de incubação, a placa é examinada ao microscópio e as 

modificações morfológicas na linha celular são observadas. Por forma a avaliar os danos 

celulares, são normalmente utilizados corantes, uma vez que as células vivas tendem a 

metabolizar o corante, ao contrário das células que apresentam rutura membranar, indicador 

de morte celular. 



38 

A escolha do ensaio a realizar influencia a avaliação da citotoxicidade para todos 

os biomateriais. Outros parâmetros como a linha celular, controlos positivos e negativos, 

tipo de ensaio de citotoxicidade e tempo de cultura têm de ser cuidadosamente selecionados 

aquando da avaliação da biocompatibilidade 158. Adicionalmente, a escolha dos tipos 

celulares deverá ter em consideração a aplicação para a qual o material em estudo se 

destina. Por exemplo, as células de Schwann e linhas celulares de neuroblastomas são úteis 

para a determinação da citotoxicidade in vitro de materiais para regeneração nervosa 159. 

As linhas celulares de osteoblastos fetais humanos e de osteossarcoma podem ser 

selecionadas para avaliação da compatibilidade de materiais para implantes ortopédicos 160. 

Por sua vez, os queratinócitos e fibroblastos podem ser escolhidos para determinação da 

citotoxicidade de materiais desenvolvidos para tratamento/cicatrização de feridas 161. 

Ao longo dos anos, estudos realizados por forma a analisar as diferentes 

metodologias disponíveis para avaliação da citotoxicidade de materiais, permitiram 

concluir que as metodologias que implicam procedimentos de contagem de células ou de 

colónias de células não são confiáveis, uma vez que pode ocorrer morte celular sem que 

haja alteração percetível da morfologia da célula. Desta forma, a utilização de métodos que 

forneçam informação relativa a pontos de controlo do processo celular são aconselháveis, 

visto que também podem fornecer informação relativa à natureza da citotoxicidade 162. Por 

exemplo, o stress oxidativo pode ser monitorizado através de um produto fluorescente 

(ensaio DCF - diclorofluoresceína) gerado pela oxidação do substrato não fluorescente, 

2',7'-diclorofluoresceína diacetato (H2DCF-DA). Da mesma forma, ensaio colorimétricos 

como o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazólio brometo) e LDH (lactato 

desidrogenase) monitorizam a atividade metabólica e a morte celular, tendo por base a 

redução de substratos capazes de absorver radiação para comprimentos de onda específicos 

163. Atualmente, os ensaios de citotoxicidade que detetam alterações da atividade 

metabólica são os mais aceites pela comunidade científica, uma vez que são capazes de 

detetar ligeiras reduções na viabilidade metabólica, o que se correlaciona com a capacidade 

de proliferação celular 164. Na Tabela 4 são enumerados os ensaios para avaliação da 

citotoxicidade de biomateriais, respetivas vantagens e desvantagens. 
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 Os estudos in vitro representam uma das primeiras abordagens para avaliação da 

biocompatibilidade dos biomateriais e, por essa mesma razão, devem mimetizar o melhor 

possível o ambiente in vivo. Existem diferentes tipos e fontes de células, pelo que é possível 

adequar o estudo pretendido a tipos celulares específicos. Adicionalmente, existem 

diferentes modelos de cultura que têm por objetivo reproduzirem o melhor possível as 

condições experimentais às presentes in vivo. Consoante as características do material e 

resposta pretendida, existem diferentes testes que poderão ser realizados para avaliação da 

citotoxicidade/biocompatibilidade. A avaliação da resposta em modelos de cultura celular 

não consegue prever por si só a resposta a longo termo in vivo, devido às características do 

ambiente fisiológico, de referir: reatividade, degradação, cinética e dinâmica do mesmo. 

Portanto, torna-se clara a necessidade da avaliação da genotoxicidade e de diferentes 

efeitos, nomeadamente epigenéticos, carcinogénicos e imunogénicos, por forma a garantir 

o sucesso e a aceitabilidade clínica do material 175. 
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4 Materiais e Métodos 

Neste capítulo descrevem-se todas as etapas envolvidas no desenvolvimento das 

micro/nano cápsulas e das matrizes poliméricas sem e com incorporação de cápsulas. Estas 

irão ser incorporadas em meio de cultura celular ou em matrizes poliméricas de suporte ao 

crescimento celular. 

Os produtos químicos utilizados nestes processos, bem como as técnicas de síntese 

e caracterização química, física e de avaliação citológica são também apresentados e 

detalhados. É importante referir que, por motivos de propriedade industrial da Universidade 

de Coimbra, alguns detalhes deste trabalho, como nomes de compostos, concentrações ou 

condições experimentais específicas, serão ocultados ou renomeados. 

 

4.1 Materiais 

Os materiais utilizados para a síntese de micro/nano cápsulas de sílica são 

apresentados na Tabela 5. 

Tabela 5 - Reagentes utilizados para preparação das emulsões e das micro/nano cápsulas. Informações de 

interesse relativas aos mesmos. 

Reagente Pureza (%) Fornecedor 

Surfactante S1 - Alfa Aesar 

Surfactante S2 98,00 Sigma Aldrich 

Surfactante S3 ≥ 97 Anatrace 

Tetraetilortosilicato (TEOS) 99,00 Sigma Aldrich 

Hidróxido de sódio (NaOH) ≥ 99,99 Sigma Aldrich 

Ácido clorídrico (HCl) 36,46 Pancreac Quimica 

Trihexil(tetradecil)fosfónio 

bis(trifluorometilsulfonil) imida 

(CYPHOS IL 109®, [P6,6,6,14][NTf2]) 

98,60 Cytec 

Sal orgânico 99,5 Sigma Aldrich 

 

As membranas de diálise semipermeáveis (12-14 kD MWCO, Spectra/Por 4®) 

usadas foram adquiridas à Spectrum Labs. 

O oxigénio (O2; 99,999%) e o azoto (N2; 99,999%) usados nos ensaios de sorção, 

para oxigenação e desgaseificação, respetivamente, foram adquiridos à Praxair. 
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Na Tabela 6, encontram-se discriminados os reagentes utilizados para a síntese dos 

scaffolds para incorporação das micro/nano cápsulas de sílica: 

Tabela 6 - Reagentes utilizados para preparação de matrizes poliméricas de suporte ao crescimento celular. 

Informações de interesse relativas aos mesmos. 

Reagente Propriedade Fornecedor 

Sal de alginato de sódio proveniente 

de alga castanha 
Baixa viscosidade Sigma Aldrich 

Cloreto de cálcio dihidratado 

(CaCl2.H2O) 
Pureza, ≥ 93% Sigma Aldrich 

Pluronic® F127 adequado a culturas celulares Sigma Aldrich 

Colagénio natural d=1,023 g/mL Fagron 

Ácido hialurónico (HA) Mw = 360 000 g/mol Guinama 

HEPES Pureza, ≥ 99,5 Sigma Aldrich 

N-(3-dimetilaminopropil)-N’-

etilcarbodiimida hidroclorídico (EDC) 
Pureza, ≥ 98% Acros Organics 

Sal de sódio N-

hidroxisulfosuccinamida (sulfo-NHS) 
Pureza, ≥ 98% Sigma Aldrich 

Acetona reagente grau de laboratório Fisher Chemical 

 

Para os ensaios de citocompatibilidade in vitro dos reagentes e materiais 

desenvolvidos foram utilizados os seguintes reagentes presentes na Tabela 7: 

Tabela 7 - Reagentes utilizados para realização dos ensaios de citotoxicidade e respetivo fornecedor. 

Reagente Fornecedor 

Meio Eagle Modificado de Dulbecco (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium), Mistura de nutrientes F-12 

(Ham) - sem e com vermelho fenol 

GIBCO® 

Soro Fetal Bovino (FBS) GIBCO® 

L-glutamina GIBCO® 

Antibióticos (penicilina 10.000 UI/mL, estreptomicina 

10.000 µg/mL) – Pen Strep 
GIBCO® 

Solução Salina Equilibrada de Hank (Hanks’s Balanced 

Salt Solution - HBSS) 

GE Healthcare Life Sciences - 

HyClone™ 

Tampão Fosfato Salino (PBS) Sigma Aldrich 

Tripsina-EDTA Sigma Aldrich 

Kit de Deteção de CitotoxicidadePLUS (LDH) Roche 

Reagente de Proliferação Celular (WST-1) Roche 

 

A citocompatibilidade in vitro dos materiais desenvolvidos foi avaliada com células 

fibroblastos BALB/3T3 (CCL-163, ATCC). Os frascos de cultura, de 75 e 175 cm2, e as 

placas de 48 e 96 poços para realização dos ensaios celulares foram fornecidos pela Fisher 

Scientific. 
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 Como mencionado anteriormente, por motivos de propriedade industrial certos 

produtos químicos usados não podem ser revelados, como é o caso dos co-surfactantes S1, 

S2 e S3, e do sal orgânico. Porém, pode-se indicar que os surfactantes S1 e S2 são não-

iónicos, e o S3 é zwiteriónico. 

 As frases de Precaução e Perigo correspondentes a cada um dos reagentes utilizados 

neste trabalho encontram-se discriminadas no Anexo A.  

 

4.2 Métodos de preparação e processamento 

 As formulações foram desenvolvidas, otimizadas e caracterizadas em 4 fases, que 

se encontram esquematizadas na Figura 14. Para obtenção do material final foram várias as 

etapas que são apresentadas de forma detalhada em cada um dos tópicos seguintes. 

 

4.2.1 Preparação de emulsões dos sistemas em estudo 

 A emulsão preparada foi do tipo O/W (oil-in-water) e apresenta uma composição 

de surfactantes do tipo [S1:S2:0], sendo que foram estudadas duas proporções diferentes 

LI/[S1:S2:0] – formulação A e B. O meio disperso para os diferentes sistemas foi o LI 

[P6,6,6,14][NTf2]. 

 A solução de surfactantes foi preparada com uma concentração compreendida entre 

1 e 10 mM, à temperatura de 25 ºC e com agitação de 300 rpm. A solução é deixada em 

agitação no shaker (Unitron 22013, HT Infors) durante a noite (aproximadamente 18 horas) 

por forma a garantir a completa dissolução dos surfactantes. Posteriormente, procedeu-se à 

incorporação da fase dispersa, LI, sem agitação adicional, sendo que a razão meio 

disperso/surfactantes apresenta um valor compreendido entre 1 e 20. A mistura foi 

emulsificada por aplicação de ultrassons e, devido ao facto deste processo libertar elevadas 

quantidades de energia, a mesma é arrefecida por um banho de gelo, evitando-se desta 

forma o sobreaquecimento e garantindo a homogeneização das condições de sonicação do 

sistema (Tabela 8). 
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Tabela 8 - Especificações do procedimento de emulsificação para o sistema estudado e para estudo das 

cinéticas de formação e degradação. (Nota: por motivos de propriedade industrial não são indicados os valores 

precisos estudados). 

 LI/[S1:S2:0] 

Concentração molar de surfactantes 

(mM) 

Valor entre 1 e 10 

Razão meio disperso/surfactantes 

(mol/mol) 

Valor entre 1 e 20, sendo que a razão da formulação A é 

superior à da B 

Volume de meio contínuo adicionado 

pré-emulsificação (mL) 

Valor entre 0,1 e 2 

Característica da sonda de ultrassons ● 750 W, 20 kHz, Sonics Vibra-cell, sonda macrotip (12,7 

mm de diâmetro), pulsada, amplitude 10-40%. 

Cinética de formação  ● Análise DLS de amostras recolhidas de 5 em 5 minutos 

entre os 5 e 30 minutos de sonicação; 

● Temperatura de câmara 25 ºC, tempo de estabilização 60 

segundos, 5 repetições por medição, modelo de análise 

CONTIN. 

Cinética de degradação ● Análise DLS após 24, 48 e 72 horas; 

● Temperatura de câmara 25 ºC, tempo de estabilização 60 

segundos, 5 repetições por medição, modelo de análise 

CONTIN. 

 

4.2.2 Preparação micro/nano cápsulas usando um método sol-gel em meio 

aquoso 

 O método sol-gel em meio aquoso foi a metodologia selecionada para preparação 

das micro/nano cápsulas de sílica contendo LI, por reações de hidrólise e condensação. De 

seguida apresenta-se uma esquematização do procedimento experimental efetuado (Figura 

15). 

Com a informação recolhida nas etapas que antecederam a produção das cápsulas, 

isto é, métodos de caracterização aplicados à emulsão, os dois sistemas desenvolvidos 

foram emulsificados. 

 Após o processo de emulsificação da mistura, seguiu-se a preparação da solução de 

TEOS em condições ácidas (de concentração pré-estabelecida) juntamente com a adição 

controlada de um catalisador ácido (HCl, 0,5 M) à emulsão, em condições de pH adequado. 

Os sistemas reagiram durante 60-70 minutos, após este intervalo de tempo e após 

confirmação da dissolução do TEOS em meio ácido, esta solução foi adicionada gota-a-
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gota à emulsão acidificada. Seguiu-se a adição de uma quantidade pré-determinada do sal 

orgânico, que tem como principal função a redução da velocidade de reação de 

condensação, sendo possível a obtenção de partículas mais uniformes e a redução do efeito 

de agregação entre as mesmas 176,177. 

 

 

Figura 15 - Metodologia para obtenção das micro/nano cápsulas. 

 Por último, por forma a promover a reação de condensação ajustou-se o pH da 

reação com uma solução básica (NaOH, 0,5 mM). A reação de condensação tem uma 

duração de 6 horas sob agitação de 1200 rpm, à temperatura de 40 ºC. Nas diferentes etapas 

do processo de obtenção de cápsulas, as variáveis temperatura e pH foram controladas, com 

o objetivo de assegurar a reprodutibilidade do mesmo. 

 Finalizada a reação de condensação segue-se a lavagem das nc/Si-LI, sendo esta 

etapa essencial para remoção do excesso de surfactantes e de TEOS que não tenham 

reagido. Começou-se por centrifugar a suspensão de nc/Si-LI (HERMLE Z366, 

Labortechnik) a 3000 rpm por 5 minutos, recolheu-se o sobrenadante e adicionou-se água 

bi-destilada, tendo este passo sido repetido. Posteriormente, as nc/Si-LI foram 

ressuspendidas por agitação mecânica e a solução transferida para 2 membranas de diálise 

imersas num banho de água destilada, renovada a cada 2 horas, sob agitação suave com o 

objetivo de promover a lavagem das cápsulas. Este procedimento teve a duração de 72 

horas.  
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Por último, a suspensão de nc/Si-LI contida em cada membrana foi transferida para 

um tubo de falcon e centrifugada a 3000 rpm durante 3 minutos, seguida de outra 

centrifugação a 5000 rpm durante 5 minutos, tendo os tubos de falcon permanecido, 

posteriormente, em repouso durante mais 5 minutos. Após este período de tempo, o 

sobrenadante foi removido, e adicionou-se água mili-Q, por forma a perfazer um volume 

total de 10 mL. Após esta etapa recolheu-se uma alíquota de amostra para análise 

termogravimétrica (TGA). As suspensões de nc/Si-LI foram armazenadas no refrigerador 

a ± 4 ºC.  

Tendo em vista a otimização do armazenamento das nc/Si-LI, considerou-se a 

liofilização das mesmas por forma a serem guardadas secas após este processo. Caso 

fossem necessárias bastaria resuspendê-las. Este procedimento tinha também como 

objetivo a agilização do manuseamento das nc/Si-LI, quer para as técnicas de 

caracterização, que se seguiram, como também para a posterior incorporação nas matrizes 

poliméricas desenvolvidas. Para liofilização da suspensão de nc/Si-LI, começou-se por 

congelar as amostras a -80 ºC no liofilizador durante 1 hora (devido ao facto do ponto de 

fusão do LI ser de -50 ºC), garantindo-se desta forma que este congela e não é extraído do 

interior das nc/Si-LI aquando da liofilização 178. Porém, existem alguns riscos associados 

ao congelamento rápido das amostras, nomeadamente a possível fragilização ou rutura da 

cápsula de sílica formada em torno do LI. 

A síntese para cada uma das formulações estudadas foi repetida, quer para 

otimização de ambos os sistemas em estudo, quer para obter quantidade suficiente de 

material para os métodos de caracterização e avaliação que se seguiram. 

 

4.2.3 Preparação de matrizes poliméricas para suporte ao crescimento celular 

Alginato de sódio e Pluronics 

Inicialmente, começou-se por desenvolver matrizes à base de alginato, devido ao 

seu fácil manuseamento e por ser um conhecido material biocompatível. Porém, apesar 

desta característica e das propriedades mecânicas promissoras associadas às mesmas, as 

células não proliferam neste tipo de matrizes, sendo apenas apropriadas para imobilização 

celular 179,180. Também se produziram matrizes à base de Pluronics, por serem 

termosensíveis, hidrofílicos, apresentarem baixa toxicidade e criarem um microambiente 

que estimula a adesão celular, o que os torna em materiais bastante interessantes para 
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aplicações in vivo. No entanto, estas não possuem macroporosidade adequada, apresentam 

fraca estabilidade mecânica e reduzida estabilidade e integridade em meio aquoso 181–183. 

Estas são, portanto, apropriadas como meio para administração das cápsulas, mas não como 

estrutura de suporte ao desenvolvimento celular e de tecidos.  

O procedimento experimental desenvolvido para produção de cada uma destas 

matrizes apresenta-se no Anexo B. 

 

Ácido hialurónico e colagénio 

Com base na pesquisa bibliográfica, foram desenvolvidas novas matrizes 

poliméricas à base de ácido hialurónico e colagénio, nas quais se conjugaram estes dois 

polímeros conhecidos pela sua biocompatibilidade, imunoneutralidade, biodegração 

controlável e por estimularem a migração e divisão celular, uma vez que são constituintes 

naturais dos tecidos 184–186. Por forma a estabilizar a estrutura destes polímeros, o scaffold 

foi reticulado com EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida hidroclorídico) e 

sulfo-NHS (sal de sódio N-hidroxisulfosuccinamida), através do estabelecimento de 

ligações entre os grupos carboxílico do ácido hialurónico e os grupo amina do colagénio, 

representadas na Figura 16 187,188. As condições de síntese, processamento e lavagem foram 

sendo otimizadas ao longo do tempo. 

Foram preparadas duas formulações para a matriz polimérica: (1) HA 2% m/v + 

colagénio 4% m/v; (2) HA 4% m/v + colagénio 2% m/v, sendo que estas composições 

foram adaptadas do trabalho realizado pela aluna Mathie Najberg a realizar Doutoramento 

da Universidade de Angers em colaboração com a Universidade de Santiago de 

Compostela. 

A solução de ácido hialurónico foi preparada por dissolução no buffer HEPES 

(CHepes = 20×10-3 M, CNaCl = 0,15 M, pH = 7,4) num frasco de 20 mL com agitador 

magnético (700 rpm). A solução permaneceu em agitação durante a noite por forma a 

garantir a dissolução completa do polímero. Seguidamente, procedeu-se à adição do 

volume pré-determinado de colagénio à solução de ácido hialurónico, sem retirar a agitação 

(700 rpm). Após dissolução completa dos polímeros (durante 24 horas a 25 ºC) 

adicionaram-se os agentes de reticulação, EDC e o sulfo-NHS, sendo que para garantir a 

homogeneização da solução, devido à viscosidade característica da mesma, utilizou-se uma 

seringa (volume total de 5 mL) que, posteriormente, serviu para distribuir a solução pelos 

poços de uma placa de cultura de 96 poços. Este procedimento assegura que as matrizes 
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poliméricas produzidas apresentam dimensões adequadas, para serem, posteriormente, 

colocadas nas placas de 48 poços utilizadas para realização dos ensaios de citotoxicidade. 

 

 

Figura 16 - Esquema da reação de reticulação por combinação de EDC e sulfo-NHS. Adaptado da referência 189. 

As formulações, concentração dos agentes reticulantes e tempo de reticulação para 

os scaffolds desenvolvidos são apresentados na Tabela 9. 

Tabela 9 - Concentrações testadas de agentes reticulantes EDC e sulfo-NHS para duas formulações de matrizes 

poliméricas, com períodos de reticulação de 15 e 72 horas. 

 CEDC (mg/mL) Csulfo-NHS (mg/mL) 

(1) HA + colagénio (EDC-NHS)A – 1A 5 1,8 

(1) HA + colagénio (EDC-NHS)B – 1B 7,5 2,7 

(2) HA + colagénio (EDC-NHS)A – 2A 5 1,8 

(2) HA + colagénio (EDC-NHS)B – 2B 7,5 2,7 

 

A placa foi coberta com parafilm e armazenada no frigorífico a 4 ºC, onde decorreu 

a reação de reticulação. A reação de reticulação foi testada para dois tempos distintos: 15 

horas e 72 horas. Posteriormente, os géis foram congelados a -20 ºC durante 24 horas e, 

seguidamente, liofilizados no liofilizador (Telstar®, Lyoquest) a -70 ºC e 0.01 mBar, 

durante 24 horas. O procedimento de síntese das matrizes encontra-se esquematizado na 

Figura 17. 
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Figura 17 - Esquematização do procedimento experimental para preparação das matrizes poliméricas de ácido hialurónico 

e colagénio. 

 

Matrizes à base de ácido hialurónico e colagénio com incorporação de cápsulas 

 Para a incorporação das nc/Si-LI na matriz foram testadas duas metodologias 

distintas: por pipetagem no interior da matriz de uma solução de meio de cultura contendo 

nc/Si-LI dissolvidas ou por incorporação das mesmas à mistura polimérica antes da adição 

do agente reticulante.  

A solução de ácido hialurónico e colagénio (não-reticulada) foi preparada segundo 

o procedimento descrito na secção anterior, manteve-se o mesmo tempo de reação, 

condições de agitação e temperatura. Antes de se proceder à fase final da sua síntese, foi 

adicionada uma determinada quantidade de cápsulas. As quantidades de cápsulas 

incorporadas testadas foram: 0,001, 0,1, 1, 30 e 60% wt., em relação ao peso total das 

matrizes após liofilização.  

A mistura permaneceu em agitação durante 3 horas para favorecer a distribuição 

homogénea das nc/Si-LI na matriz polimérica. 

 

4.3 Caracterização de emulsões 

Concentração micelar crítica para distintos sistemas de surfactantes 

 A concentração micelar crítica (CMC) das misturas de surfactantes foi determinada 

a partir de valores de tensão superficial de solução de surfactantes usando uma balança de 

tensão superficial (Sigma70, KSV Instruments) e o método do anel de du Noüy. Por forma 

a completar o trabalho iniciado pelos alunos Sylvia Sousa, Cláudia Buga e Gustavo 

Marques foram estudadas cinco composições relativas de surfactantes em solução aquosa: 

(1) [S1:0:0] (S1,1:S2,1:S3,1); (2) [S1:0:S3], S1>S3 (S1,3:S2,3:S3,3); (3) [S1:0:S3], S1=S3 

(S1,5:S2,5:S3,5); (4) [S1:0:S3], S1<S3 (S1,7:S2,7:S3,7); (5) [0:0:S3] (S1,8:S2,8:S3,8). 
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 Para cada um dos sistemas a estudar foram preparadas diferentes soluções em que 

se manteve a proporção de surfactantes e se alterou a concentração molar por diluições 

sucessivas. As concentrações molares a avaliar variaram entre 6 e 0,005 mM, o que permite 

obter uma curva que traduz a variação da tensão superficial em função da concentração 

molar de surfactantes. Posteriormente, determinaram-se os valores de CMC tendo por base 

as metodologias descritas na literatura. 

 Antes de se proceder à aquisição das medições para determinado sistema é realizada 

a calibração do sistema com água bi-destilada. A aquisição de dados teve uma duração 

compreendida entre 30 minutos e 6 horas, até o sistema atingir um valor estável de tensão 

superficial, sendo que o critério utilizado para determinar o ponto de paragem da aquisição 

foi que os 10 últimos valores medidos apresentassem um desvio padrão inferior a ± 1%. 

Por forma a evitar que as impurezas presentes na água bi-destilada influenciassem as 

medições, a água bi-destilada usada para a calibração e preparação das soluções foi 

previamente filtrada por um filtro de poli/tetrafluoroetileno (PTFE, 0.45 µm). 

 No Anexo C1 encontram-se os dados obtidos para os diferentes sistemas de 

surfactantes testados pelos elementos do grupo de investigação GSP da Universidade de 

Coimbra. 

 

Cinética de formação e degradação da emulsão selecionada para este trabalho 

 Os estudos cinéticos relativos à formação e estabilidade da emulsão permitiram 

aferir qual o tempo de exposição aos ultrassons mais indicado para emulsifcação de cada 

uma das formulações em análise. Para tal procedeu-se à recolha de 6 amostras de 1,2 mL, 

espaçadas de 5 minutos entre si ao longo de 30 minutos totais de exposição da emulsão aos 

ultrassons. Após recolha das alíquotas estas foram analisadas pelo método de difusão de 

luz dinâmica (Zetasizer Nano Range, Malvern). As mesmas alíquotas foram armazenadas 

para estudo da estabilidade da emulsão, tendo sido analisadas novamente no DLS às 24, 48 

e 72 horas.  

 Relativamente ao tratamento dos dados adquiridos, para cada conjunto de 5 

medições efetuadas foram eliminadas as que apresentavam grandes erros e apenas foram 

analisados os valores do pico médio, pois é o mais representativo da amostra. No Anexo 

B2 apresentam-se os resultados obtidos pelo grupo GSP para diferentes formulações de 

emulsões através das duas metodologias do Zetasizer 190–193. 
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4.4 Caracterização físico química das micro/nano cápsulas 

Dynamic Light Scattering e Potencial Zeta 

  A técnica DLS permitiu avaliar o diâmetro hidrodinâmico das nanocápsulas. No 

mesmo aparelho foi também obtido o potencial zeta, sendo este último responsável por 

fornecer informação acerca do potencial elétrico gerado na superfície das partículas, na 

zona apelidada de dupla camada elétrica. De referir que o valor absoluto do potencial zeta 

é indicador da estabilidade do sistema coloidal, isto é, quanto maior for o seu valor maior 

será a repulsão das partículas do sistema e, consequentemente, ocorre redução da 

agregação/floculação entre as partículas. De acordo com a literatura, as suspensões 

coloidais são consideradas estáveis para valores de potencial zeta superiores a + 30 mV ou 

inferiores a -30 mV 191,194. 

 As partículas foram analisadas em pontos-chave do seu processo de obtenção, 

nomeadamente: 1) após emulsificação do LI; 2) após hidrólise do co-precursor de sílica; 3) 

após adição do TEOS hidrolisado à mistura; 4) após adição do sal orgânico; 5) após o 

aumento do pH da emulsão; 6) após reação de condensação; 7) após diálise. As condições 

de análise aplicada a estas amostras são iguais às descritas na Tabela 8, previamente 

apresentada. 

 

Microscopia de Varrimento Eletrónico e Microscopia de Varrimento Eletrónico por 

Transmissão 

 A morfologia das nc/Si-LI foi avaliada por microscopia ótica, SEM e STEM 

(Gemini ULTRA PLUS, Zeiss). O SEM foi efetuado para a voltagem de 3 kV e 

revestimento de irídio com a espessura de 10 nm (o revestimento foi feito por um 

equipamento específico (Q150T S, Quorum) e o processo teve a duração de 10 minutos). 

Neste caso, analisaram-se cápsulas em suspensão aquosa evaporadas às condições PTN 

para as ampliações de 100K, 150K e 300K; e amostras liofilizadas ressuspendidas para as 

ampliações de 1K, 20K e 30K. As amostras a analisar foram previamente colocadas sobre 

discos de silício (ANAME) por forma a melhor adsorver as nc/Si-LI e aumentar o contraste. 

 O STEM foi realizado para nc/Si-LI não-liofilizadas. O procedimento de 

preparação da amostra encontra-se descrito no Anexo D. Para esta técnica de imagiologia, 

começou-se por homogeneizar a amostra no vortex, durante 30 segundos. De seguida, uma 

gota de cada amostra foi colocada na superfície das grelhas metálicas e deixada a secar 

durante 2 minutos em condições PTN. Com papel de filtro removeu-se cuidadosamente o 
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excesso, virou-se a grelha ao contrário e adicionou-se uma gota de uma solução de ácido 

fosfórico a 2% m/v, agente de contraste para compostos orgânicos, e deixou-se reagir 

durante 10 minutos. Após esta etapa, a amostra ficou pronta a ser analisada. No caso do 

STEM a voltagem aplicada foi de 20 kV e as imagens adquiridas para as ampliações de 

20K, 25K, 30K, 50K, 100K e 150K. 

 

Análise Termogravimétrica 

 A análise termogravimétrica (TGA) foi realizada para amostras das formulações de 

nc/Si-LI em suspensão e liofilizadas usando um equipamento Q600 da TA Instruments. As 

amostras foram estudadas para temperaturas no intervalo de 25 a 600 ºC, a uma taxa de 

aquecimento de 10 ºC/min e sobre uma atmosfera de azoto à taxa de 100 mL/min, para 

quantificação relativa dos compostos presentes nas nc/Si-LI (LI e sílica) e cálculo do 

rendimento da incorporação dos mesmos. 

A mesma análise foi realizada para alíquotas (0,5 mL) das suspensões de cápsulas 

usadas para os ensaios de sorção e libertação de O2, tendo por objetivo o conhecimento da 

concentração efetiva de nc/Si-LI em cada suspensão utilizada para o ensaio. 

 

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier 

 As amostras de nc/Si-LI liofilizadas foram estudadas através de FTIR (FT-

NIR/MIR, PerkinElmer), por sistema de refletância (ATR) com uma resolução de 4 cm-1 e 

128 acumulações entre 4000 e 500 cm-1. Com a realização deste ensaio pretendeu-se 

analisar os compostos presentes à superfície das nc/Si-LI, por forma a avaliar-se se as 

modificações efetuadas ao procedimento de produção de nc/Si-LI foram as apropriadas 

para evitar a lixiviação de LI para a superfície e exterior da nanocápsula. Os resultados 

obtidos foram comparados com os espetros de FTIR para amostras de LI e sílica. Estas 

últimas análises foram efetuadas no FTIR (FT/IR, Jasco), em que os dados foram obtidos 

com uma resolução de 4 cm-1 e 128 acumulações entre 4000-400 cm-1. 
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4.5 Caracterização dos scaffolds à base de ácido hialurónico e 

colagénio 

Swelling 

 Os ensaios de swelling em PBS foram realizados para todas as formulações de 

matrizes, sem e com incorporação de cápsulas. As amostras secas foram pesadas e imersas 

em PBS, e colocadas na estufa (DIN 12880 3.1, Heraeus) a 37 ºC. Em intervalos de tempos 

regulares (1 hora) cada amostra foi novamente pesada, após ter sido retirado, 

cuidadosamente, o excesso de água com papel de filtro. A percentagem de swelling (S) foi 

calculada através da seguinte expressão: 

 

𝑆 (%) =  
𝑚𝑡− 𝑚𝑖

𝑚𝑖
 × 100   (5) 

 

onde mt é a massa da amostra no tempo de medição t e mi a massa da amostra seca. Foram 

realizadas medições em triplicata para cada amostra. 

 

Microscopia de Varrimento Eletrónico 

O efeito das nc/Si-LI no processo de reticulação, bem como a distribuição das 

mesmas foram avaliados por SEM (Gemini ULTRA PLUS, Zeiss). Para tal analisaram-se 

scaffolds sem e com nc/Si-LI incorporadas para a voltagem de 5 kV e revestimento de irídio 

com 10 nm de espessura. Neste caso, foram obtidas imagens da estrutura interna e externa 

dos scaffolds para as ampliações de 1K, 2K, 100K, 200K e 500K. 

 

4.6 Ensaios de citotoxicidade 

Os procedimentos realizados respeitam o protocolo de teste de contato direto ISO-

10993-5:1999 195. 

 

Cultura de células 

O tipo de células utilizado para realização destes ensaios foram fibroblastos, tendo-

se iniciado uma cultura de Balb/3T3. Estas células encontravam-se armazenadas num 

congelador de temperatura ultra-baixa (MDF-1156 A TN, Sanyo), a -149 ºC. A densidade 

celular de cultura adequada para os frascos de 75 cm2 é de, aproximadamente, 750K células, 

pipetou-se 1 mL da solução de células para um frasco de cultura de 75 cm2 que continha 
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11 mL de meio de cultura indicado para o tipo de células escolhido, DMEM/F-12 completo. 

O procedimento de preparação do meio de cultura encontra-se descrito no Anexo E 

Este tipo de células atinge uma confluência de 80% em aproximadamente 4 dias, 

pelo que após este período de tempo é necessário tripsinizar as células podendo realizar-se 

um ensaio ou apenas transferi-las para um novo frasco de cultura (Figura 18). O meio de 

cultura das células necessita de ser trocado a cada 2 dias para garantir que têm acesso a 

nutrientes e sais, e que os metabolitos da sua atividade são eliminados 196. 

 

Figura 18 - Micrografia celular das células Balb/3T3 para a) baixa densidade e b) elevada densidade 197. 

 

Tripsinização de células 

O processo de tripsinização das células, que antecede a realização de um ensaio de 

citocompatibilidade, começa com a retirada do frasco da cultura de células da incubadora 

(INE 500, Memmeter) e posterior colocação na hotte de fluxo vertical (DIN 12960, 

CleanAir) ou horizontal (SMH-100, Telstar), onde se realizam as etapas que se seguem. O 

primeiro passo consiste em remover o meio de cultura contido no frasco e adicionar 10 mL 

PBS (1X) para lavagem, seguindo de agitação mecânica do frasco durante 5 minutos para 

garantir a dissolução de metabolitos celulares e outros compostos, evitando o 

estabelecimento de ligações inespecíficas da tripsina. Após 5 minutos, removeu-se o PBS 

e adicionou-se 5 mL de tripsina-EDTA, o frasco de cultura é fechado e levado novamente 

para a incubadora onde permanece durante 2 minutos, sendo esta etapa essencial para 

garantir que as células aderidas passam a estar em suspensão para que se possa trabalhar 

com as mesmas. O frasco é de seguida observado ao microscópio ótico (T5100, Nikon 
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Eclipse) para verificar se ainda existem células aderidas. Para que a reação de tripsinização 

termine (de referir que caso a etapa anterior se prolongue pode ocorrer morte celular), 

pipetam-se 7 mL de meio de cultura para o frasco e procede-se à homogeneização do seu 

conteúdo com a ajuda da pipeta, obtendo-se a suspensão de células. 

A suspensão de células é transferida para um tubo de falcon de 15 mL e centrifugada 

(1.0R, Megafuge) a 1200 rpm durante 4 minutos. Após centrifugação, o sobrenadante é 

removido e as células ressuspendidas na alíquota de meio de cultura que permanece no tubo 

de falcon. Posteriormente, o volume contido no tubo de falcon é normalizado para 10 mL 

do qual se retiram 0,5 mL. Num copo de vidro, são adicionados 9,5 mL de solução isotónica 

e os 0,5 mL de suspensão de células, seguindo-se a homogeneização da mistura e a 

contagem das células no contador (Beckman Counter, Multisizer 3 Coulter Counter). O 

software do aparelho gera como resultado da análise da amostra um gráfico que apresenta 

uma distribuição normal, o valor de sigma indica o número de células por mL, o que permite 

determinar o volume necessário de suspensão para realização do ensaio. O número de 

células por mL de solução é obtido a partir da seguinte expressão: 

 

𝑁º
𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑚𝑙
= 𝑠𝑖𝑔𝑚𝑎 × 20  (6) 

 

Para os ensaios realizados, a densidade celular foi de 10K células/poço, em placas 

de 48 poços, porque as células Balb/3T3 apresentam uma taxa de proliferação bastante 

elevada. Após realização dos cálculos e preparação da suspensão de células a colocar nos 

poços, segue-se a pipetagem de 300 µl (placas de 48 poços) ou 200 µl (placas de 96 poços) 

da suspensão em cada um dos poços e a adição dos controlos positivos e negativos. Para 

cada amostra testada foram realizadas triplicatas. 

 

Ensaio WST-1 (micro/nano cápsulas, LI e sobrenadante) 

As placas de cultura são armazenadas na incubadora durante 24 horas, por forma a 

garantir a formação de uma monocamada de células, na superfície do fundo do poço, sobre 

a qual se adiciona, posteriormente, o composto ou material a estudar. O período de 

incubação das células com o mesmo variou entre 24 e 72 horas. No ponto temporal em que 

se pretende aferir a viabilidade celular retira-se a placa de cultura da incubadora e remove-

se o meio presente em cada um dos poços com a ajuda de uma bomba de vácuo (Millipore 

Vacuum Pump, XF54 230 50). Seguidamente, procede-se à adição da mesma quantidade 

de meio de cultura fresco e de 10% do volume total do poço em reagente WST-1 (30 e 20 
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µl, respetivamente). A homogeneização do volume do poço é feita com a pipeta. 

Finalmente, envolve-se a placa em papel de alumínio, por forma a evitar interferência da 

luz ambiente sobre os resultados, visto que o reagente utilizado é fotossensível, e armazena-

se na incubadora onde decorre a reação durante 3 horas. 

Após o período de incubação com o reagente, a placa é retirada da incubadora e 

levada para a hotte onde se procede à transferência de 100 µl do conteúdo do poço da placa 

de 48 para uma placa de 96 poços (procedimento apenas realizado para a placa de 48 devido 

às características do equipamento de espectrofotometria). A placa é colocada no leitor de 

microplacas de ELISA (BioRad, Model 680) e a absorvância lida para 450 nm. O software 

do equipamento gera uma tabela com os valores de absorvância correspondentes a cada um 

dos poços. A viabilidade celular é estimada a partir da expressão: 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =  
𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎− 𝐴𝑏𝑠𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜−𝐴𝑏𝑠𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜
  (7) 

 

sendo que 𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 corresponde ao poço em que temos as células em meio de cultura. 

 

Na Figura 19 apresenta-se esquematicamente o procedimento experimental para 

realização do ensaio WST-1. 

 

Figura 19 - Esquematização do procedimento experimental generalizado para realização do ensaio WST-1. 

 

 

Ensaio WST-1 (scaffolds) 

Após obtenção dos scaffolds por liofilização, estes foram preparados para 

realização do ensaio de citotoxicidade. As matrizes poliméricas foram colocadas em tubos 

de falcon de 50 mL e lavadas em solução de PBS com 2% de antibióticos (penicilina 10.000 



60 

UI/mL, estreptomicina 10.000 µg/mL) durante 4 horas (intervalo de tempo que garante a 

estabilização do seu volume/dimensão final), sob uma agitação orbital de 200 rpm e a uma 

temperatura constante de 37 ºC. De seguida, a solução de lavagem foi trocada e substituída 

por outra nova, a duração desta etapa foi de 20 minutos, tendo a mesma sido repetida por 

duas vezes.  

 Finalizado o processo de lavagem, os scaffolds foram colocados nas placas de 

cultivo para realização do ensaio e armazenados na incubadora (INE 500, Memmeter) a 

uma temperatura de 37 ºC com uma atmosfera de 5% de CO2 e humidade relativa de 95%. 

Antes de se proceder à adição da suspensão de células aos poços é removido o meio 

de cultura em que os scaffolds se encontravam. De seguida, procede-se à adição de 600 µl 

da solução de suspensão de células em meio de cultura sem vermelho fenol, com uma 

densidade de 10K células/poço. 

 Este ensaio decorre durante 72 horas, uma vez que o objetivo é verificar se as células 

aderem e proliferam no suporte polimérico desenvolvido. Após as 72 horas segue-se a 

adição do reagente WST-1, incubação durante 3 horas e posterior medição das absorvância 

no leitor de placas de ELISA, como descrito anteriormente. 

 

Ensaio LDH 

 O protocolo experimental é idêntico ao descrito anteriormente, apenas difere na 

metodologia utilizada para aferição da viabilidade celular. Após terminar o tempo de 

incubação das células com o LI, adicionou-se 8,25 µl de solução de lise no poço 

correspondente ao controlo positivo (meio de cultura + células), a placa foi colocada 

novamente na incubadora e deixada a reagir durante 15 minutos. Posteriormente, 

transferiram-se 100 µl de cada um dos poços da placa de 48 para a placa de 96. Preparou-

se o reagente para o ensaio, adicionaram-se 60 µl da solução catalisadora a 2,7 mL da 

solução corante. Por fim, 100 µl desta solução foram adicionados a cada um dos poços da 

placa de 96. A placa foi novamente levada para a incubadora onde permaneceu durante 10 

minutos. Após este período de tempo, a placa é colocada no leitor de microplacas de ELISA 

(BioRad, Model 680) e a absorvância lida para 490 nm. O software do equipamento gera 

uma tabela com os valores de absorvância correspondentes a cada um dos poços. A 

viabilidade celular é estimada a partir da expressão: 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) = (1 −
𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎− 𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 −

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 +− 𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 −
) × 100  (8) 
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 Para este ensaio foram seguidas duas abordagens tendo em conta referências na 

literatura. Nomeadamente, testaram-se as concentrações 1% e 5% v/v (LI adicionado 

diretamente ao meio de cultura), e também 0,01, 0,1 e 1% v/v (LI dissolvido previamente 

em HBSS). 

 Após preparação das soluções, seguiu-se a remoção do meio de cultura de cada um 

dos poços e adição de 300 µl das soluções de LI. Finalizado o tempo de incubação, 

procedeu-se à realização do ensaio de LDH como descrito anteriormente. 

 

Os ensaios realizados permitiram obter informações sobre diferentes amostras: (1) 

nc/Si-LI, (2) LI puro; (3) scaffolds sem nc/Si-LI incorporadas; (4) scaffolds com nc/Si-LI 

incorporadas; (5) nc/Si, após remoção do LI por sucessivas lavagens com acetona; (6) 

sobrenadante nc/Si-LI; (7) MCM-41 (nanocápsulas de sílica mesoporosa). Para cada uma 

das amostras foram testadas diferentes concentrações e metodologias que se encontram 

discriminadas no Anexo F.  
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4.7. Quantificação da sorção/libertação de oxigénio para os sistemas 

desenvolvidos 

Para realização dos ensaios de sorção recorreu-se ao sistema esquematizado na 

Figura 20, no qual foram testadas as nc/Si-LI, a emulsão de LI e os scaffolds à base de ácido 

hialurónico e colagénio com e sem nc/Si-LI incorporadas. A água serviu de referência para 

todas as amostras. Foram realizados dois tipos de ensaio distintos: oxigenação e 

desoxigenação, que permitem estudar a evolução da concentração de oxigénio (ppm) no 

meio aquoso onde as amostras são adicionadas. 

  

 

Figura 20 - Representação esquemática do sistema experimental para os ensaios de quantificação de sorção/libertação de 

oxigénio, e respetiva legenda.  

Os ensaios realizados decorreram a uma temperatura controlada de 25 ºC e com 

uma agitação constante de 300 rpm. As medições foram realizadas com o medidor de 

oxigénio (C3010, Consort), sendo que cada ensaio foi antecedido por uma calibração 

prévia. 

O ensaio de oxigenação pretende analisar a difusão do O2 do interior das amostras 

a testar para o meio envolvente, para a concentração de Vinicial de água = 30 mL e Vamostra = 10 

mL. O procedimento experimental foi efetuado de igual forma para cada material em 

estudo. O volume de amostra foi desgaseificado durante 1 hora (no banho 1) através de um 

fluxo contínuo de N2 a 2 bar. Após garantir que o volume inicial de amostra (10 mL) a 

testar estava desgaseificado (~ 0 ppm), a válvula de N2 foi fechada e a amostra a analisar 

transferida para o banho 2 onde se procedeu à oxigenação da mesma durante 1 hora com 

um fluxo contínuo de O2, à pressão de 1 bar, saturando a amostra. Simultaneamente, 

procedeu-se à desgaseificação dos 30 mL de água. Após 1 hora fecharam-se ambas as 

válvulas, O2 e N2, e com a ajuda de uma seringa (de volume 20 mL) adicionou-se o volume 

1) Válvula de entrada de azoto; 

2) Válvula de entrada de oxigénio; 

3) Válvula de alívio de pressão; 

4) Medidor de oxigénio acoplado ao sensor; 

5) Frasco com amostra experimental; 

6) Banho e fluxo de líquido refrigerador a 25 ºC; 

7) Placa de agitação mecânica 

Banho 1 
Banho 2 
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de amostra inicial gaseificada (contido no vial) ao frasco Schott que contém o volume de 

água desgaseificado. Desta forma, é possível analisar a evolução da concentração de O2 no 

meio por consequência da adição da amostra. Uma vez que se parte do princípio de que as 

cápsulas têm a capacidade de absorver gases, nomeadamente O2, deverá ser observado um 

aumento da concentração de O2 disponível no sistema, comparativamente ao sistema de 

referência. 

Por sua vez, o ensaio de desoxigenação tem como objetivo a quantificação da 

capacidade de sorção de O2, proveniente da água saturada para o meio, para cada uma das 

amostras em estudo, sendo que a concentração testada foi igual à do ensaio de oxigenação 

e o procedimento experimental efetuado para cada uma das amostras. Começou-se por 

desgaseificar 30 mL de água durante 1 hora, com um fluxo contínuo de N2 a 2 bar, após 

desgaseificação da amostra (~ 0 ppm) fechou-se a válvula de N2. De seguida, procedeu-se 

à abertura da válvula de O2, à pressão de 1 bar, com o objetivo de oxigenar o meio aquoso 

previamente desgaseificado. Quando o valor de concentração de O2 medido pelo sensor é 

de aproximadamente 2 ppm a válvula de O2 é fechada, e o sistema tende novamente para o 

equilíbrio após atingir um máximo correspondente à saturação do sistema. Os valores lidos 

pelo sensor foram gravados até o sistema atingir novamente o equilíbrio (~ 8,3 ppm). 

Simultaneamente, procedeu-se à desgaseificação da amostra que se pretende estudar com 

um fluxo contínuo de N2, sendo que este procedimento teve a duração de 1 hora. Quando 

o sistema atingiu o equilíbrio (~8,3 ppm), adicionou-se os 10 mL de amostra desgaseificada 

com ajuda de uma seringa. Com este ensaio, pretende-se estudar a evolução da 

concentração de O2 no meio e assim obter informação acerca da capacidade que o material 

testado tem para a captação de gases, esperando-se observar uma diminuição na 

concentração de O2 disponível no sistema. 

Após obtenção de resultados, procedeu-se à quantificação da difusão de O2 pelo LI 

a partir da determinação do coeficiente de transferência de oxigénio (𝐾𝐿𝑎) por análise dos 

perfis de sorção/libertação de O2 medidos. A abordagem escolhida foi o método de 

desgaseificação estático que postula que o aumento da concentração de O2 dissolvido é 

dado por: 

 

𝑑𝐶𝑖

𝑑𝑡
= 𝐾𝐿𝑎(𝐶∗ − 𝐶𝑖)  (9) 

 



64 

Figura 21 – Representação genérica do cálculo da constante 𝐾𝐿𝑎1 para o ensaio de a) consumo de O2 do meio e b) difusão 

de O2 para o meio. 

 Por integração da equação (9) obtém-se a expressão que representa a relação, do 

tipo 𝑦 = 𝑚𝑥, entre os valores de concentração de O2 e o tempo, correspondendo o 𝐾𝐿𝑎 ao 

declive dessa reta: 

 

∫
𝑑𝐶𝑖

𝐶∗−𝐶𝑖
= 𝐾𝐿𝑎 ∫ 𝑑𝑡 ⇔  ln(𝐶∗ − 𝐶𝑖) = −𝐾𝐿𝑎. 𝑡 +  ln(𝐶∗) ⇔

𝑡

0

𝐶𝑖

0
  

⇔  ln (
𝐶∗−𝐶𝑖

𝐶∗−𝐶𝑜
) = −𝐾𝐿𝑎. 𝑡   (10) 

 

em que 𝐶∗ corresponde à concentração de saturação de O2 dissolvido no meio, 𝐶0 a 

concentração de O2 no momento que antecede a adição de amostra, 𝐶𝑖 a concentração de 

O2 para o ponto 𝑖 e 𝐾𝐿𝑎 corresponde ao coeficiente volumétrico de transferência de O2. 

 Sabendo que o valor de saturação de oxigénio dissolvido na água (𝐶∗) a 25 ºC é 8,3 

ppm, procedeu-se ao cálculo do quociente ln (
𝐶∗−𝐶𝑖

𝐶∗−𝐶𝑜
) para os diferentes sistemas em estudo. 

A representação dos valores deste quociente em função do tempo, permite a obtenção de 

um perfil idêntico ao representado na Figura 21.  

 

 

 

 

 

  

 

 

    

 

 

 

Neste trabalho, o foco de estudo foi a primeira reta do perfil, identificada a laranja 

na Figura 21, cujo declive fornece informação acerca da transferência inicial de O2 por 

difusão aquando da adição da amostra. Os outros declives observados (retas verdes) 

correspondem a diferentes fenómenos de transferência que ocorrem em simultâneo, por 

exemplo solvatação, que não foram analisados. O sinal correspondente ao valor de 𝐾𝐿𝑎1 

pode ser positivo ou negativo consoante o sentido em que ocorre a difusão de oxigénio no 

sistema 198.  

a) b) 

𝑑1 = −𝐾𝐿𝑎1 

𝑑1 = −𝐾𝐿𝑎1 
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5. Resultados experimentais e discussão 

 Nas secções 5.1 e 5.2, correspondentes à caracterização efetuada para as emulsões 

de LI e formulações de nc/Si-LI procede-se à comparação de 3 sistemas, sendo que 2 destes 

foram desenvolvidos neste trabalho e o outro na dissertação de Cláudia Buga, apelidada de 

formulação C 199. De seguida, apresenta-se na Tabela 10 uma descrição das condições de 

síntese para cada formulação. 

Tabela 10 – Identificação das condições de síntese para cada um dos sistemas mencionados neste trabalho. 

 LI/[S1:S2:S3] Tcondensação (ºC) VTEOS (ml) 

Formulação A 2x 40 2y 

Formulação B x 40 2y 

Formulação C 2x 25 y 

 

5.1 Emulsões 

Concentração micelar crítica para cinco sistemas de surfactantes 

 A determinação da concentração micelar crítica (CMC) é essencial para garantir a 

formação de emulsões em meio aquoso. Neste trabalho a CMC foi determinada a partir da 

análise da variação de tensão superficial de diferentes soluções contendo diferentes 

misturas e concentrações de surfactantes. 

 Na Figura 22 apresentam-se os resultados da tensão superficial γ (mN/m) em função 

da concentração total de surfactantes C (mM) para diferentes misturas de surfactantes 

(S1,i:S2,i:S3,i). De referir que parte da informação relativa à CMC destes cinco sistemas foi 

previamente obtida na tese de mestrado da aluna Sylvia Sousa 177. Este estudo teve como 

principal objetivo uma melhor compreensão dos sistemas, nomeadamente qual o efeito da 

concentração dos surfactantes S1 e S3 na tensão superficial. As curvas apresentam perfil 

idêntico ao reportado na literatura, uma fase descendente de declive acentuado à qual se 

segue o ponto de transição até se atingir uma zona de declive próximo do zero, zona de 

estabilidade após o valor de CMC. Esta última região indica a saturação da superfície, ou 

seja, a região em que um aumento da concentração de surfactantes do sistema não tem 

efeito significativo no valor de tensão superficial 200,201. 
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Figura 22 - Representação dos resultados da tensão superficial γ (mN/m) em função da concentração total de 

surfactantes para todos os sistemas estudados. 

 A análise do gráfico (progressão vertical descendente das curvas) permite verificar 

que quanto maior a concentração de S3 na mistura de surfactantes, combinada com a 

diminuição gradual da concentração de S1, menor o valor de tensão superficial. Este 

comportamento deve-se maioritariamente ao poder tensioativo característico do S3, uma 

vez que é um composto fluorado, ao contrário do S1 que é um composto hidrogenado 202. 

De referir que o sistema S1,8:S2,8:S3,8, ao contrário dos restantes, não apresenta o 

comportamento característico reportado na literatura, apresentando um valor mínimo de 

tensão superficial para o ponto de transição, ponto a partir do qual o perfil se torna 

constante. Este tipo de perfil pode dever-se à presença de contaminantes ou de produtos 

resultantes de reações de hidrólise, que apresentam um efeito tensioativo superior ao do 

surfactante S3. Tal não se observa para concentrações mais elevadas, uma vez que as 

micelas que se começam a formar tendem a solubilizar estes compostos. 

Para estes sistemas realizaram-se dois tipos de ajuste linear para determinação da 

CMC, sendo que estes diferem na inclusão ou não da tensão superficial da água no ajuste. 

Na Figura 23 apresentam-se os ajustes realizados para cada composição em estudo. 
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[S1,1:S2,1:S3,1] s/água 

 

[S1,1:S2,1:S3,1] c/água 

 
[S1,3:S2,3:S3,3] s/água 

 

[S1,3:S2,3:S3,3] c/água 

 
[S1,5:S2,5:S3,5] s/água 

 

[S1,5:S2,5:S3,5] c/água 

 
[S1,7:S2,7:S3,7] s/água 

 

[S1,7:S2,7:S3,7] c/água 
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[S1,8:S2,8:S3,8] s/água 

 

[S1,8:S2,8:S3,8] c/água 

 
Figura 23 - Representação dos resultados da tensão superficial γ (mN/m) em função da concentração total de surfactantes 

para todos os sistemas excluindo o valor de tensão superficial da água (coluna esquerda) e incluindo o valor de tensão 

superficial da água no ajuste linear (coluna direita). 

 Com base nos gráficos criados, extrapolaram-se os valores experimentais de CMC, 

que podem ser consultados na Tabela C1 do Anexo C, sendo que nesta tabela apresentam-

se os valores obtidos para todos os sistemas estudados pelo grupo GSP. A CMC foi 

calculada a partir da interseção das duas retas representadas em cada um dos gráficos. Na 

análise em que se procede à inclusão do valor da tensão superficial medido para a água bi-

destilada, pretende-se que o aumento da amostragem se reflita numa melhoria do ajuste 

(traduzido pelo valor de R2 – quadrado do coeficiente de correlação) da regressão linear 

aplicada, porém tal não se verificou para todos os sistemas.  

De acordo com a literatura, o valor de tensão superficial tem de ser determinado 

para pelo menos cinco concentrações abaixo da concentração correspondente ao ponto de 

transição, sendo obtidos, consequentemente, valores R2 superiores aos aqui apresentados. 

Como tal não foi possível de realizar neste trabalho, após análise visual do gráfico 

estipulou-se usar um valor de concentração C para todas as misturas de surfactantes, 

significativamente superior ao da CMC, que foi tido como referência para formulação das 

emulsões.  

 

Cinética de formação e de estabilidade da emulsão de LI em água 

 O sistema [P6,6,6,14][NTf2]/[S1:S2:0] foi o selecionado para formação das nc/Si-LI. 

Para tal, realizaram-se estudos cinéticos para melhor compreender a influência do tempo 

de sonicação do sistema na formação de micelas e a estabilidade das mesmas ao longo do 

tempo para a formulação B. Este estudo foi realizado apenas para esta formulação, porque 

para a formulação A a relação LI/[S1:S2:0] é igual à que foi estudada pela Cláudia Buga, 

apesar de outros parâmetros de síntese terem sido alterados não interferem com os 

resultados obtidos. Assim, monitorizou-se a variação do diâmetro hidrodinâmico das 
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micelas (dh) formadas para diferentes tempos de sonicação (cinética de formação) e para 

quatro tempos após formação da emulsão (cinética de degradação). Os dados obtidos 

encontram-se na Figura 24. 
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Figura 24 - a) Cinética de formação para o sistema [P6,6,6,14][NTf2]/[S1:S2:0]; b) Cinética de estabilidade para o sistema 

[P6,6,6,14][NTf2]/[S1:S2:0]. (Legenda: ■ - 5 minutos; ■ - 10 minutos; ■ - 15 minutos; ■ - 20 minutos; ■ - 25 minutos; ■ - 

30 minutos). 

 Na Figura 24 a), respeitante à cinética de formação para emulsificação do sistema 

com a macrotip, observa-se que o dh aumenta entre os 5 e 10 minutos e tende a estabilizar 

ao prolongar-se o tempo de sonicação até aos 20 minutos, sendo que para estes tempos o 

desvio padrão associado tende a aumentar. Este resultado deve-se à maior 

polidispersividade associada ao valor de dh das micelas para os diferentes tempos de 

sonicação.  

a) 

b) 
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 Por sua vez, tendo em conta os dados apresentados na Figura 24 referentes à cinética 

de estabilidade das emulsões, com o aumento do tempo após formação verifica-se que os 

dh tendem para um valor constante até às 72 horas, ocorrendo simultaneamente diminuição 

do desvio padrão associado a cada um dos tempos de sonicação. Tendo em conta estes 

resultados pode inferir-se que o sistema emulsificado tende para um dh de equilíbrio, 

independentemente do tempo de sonicação, sendo que este é inferior ao do tempo de 

formação, podendo este facto dever-se à fragmentação/degradação das micelas em outras 

de diâmetro inferior. Para as 72 horas, o padrão é alterado, sendo que as micelas formadas 

após 5 minutos de sonicação apresentam um decréscimo de dh bastante significativo. Neste 

caso, o tempo de fornecimento de energia ao sistema é insuficiente para que o sistema 

permaneça emulsificado após 72 horas, ocorrendo degradação das micelas. Para os tempos 

de sonicação 10 e 30 minutos verifica-se aumento do dh, podendo este dever-se à formação 

de aglomerados de micelas. Para os tempos de sonicação compreendidos entre os 15 e 25 

minutos, o diâmetro não é consideravelmente afetado com o aumento do tempo de 

armazenamento, sendo, portanto, associados a uma emulsificação mais eficiente do sistema 

de surfactantes e, consequentemente, mais estável. 

 Pela comparação dos dados da Figura 24 com os apresentados em Buga (2018), 

formulação C, verifica-se uma alteração do perfil referente à cinétia de formação, o dh 

médio final das micelas diminuiu e o desvio padrão aumentou de forma generalizada. Como 

tal, é possível concluir que a alteração da razão LI/[S1:S2:0] assegura partículas mais 

pequenas, úteis para a aplicação pretendida. Tendo em conta estes resultados e atendendo 

que as variações registadas ao longo das cinéticas não são significativas, o tempo de 

sonicação escolhido para a formação das emulsões usadas para a síntese de nc/Si-LI foi de 

25 minutos. 

 Os dados apresentados apontam para que as partículas obtidas tenham um diâmetro 

médio de 262,2 ± 6,6 nm, sendo este valor inferior ao das formulações estudadas por Sousa 

(2017) para o líquido iónico [OMIM][NTf2] (o diâmetro máximo das micelas variou entre 

400 e 480 nm) e por Buga (2018) para o líquido iónico [P6,6,6,14][NTf2] (o diâmetro máximo 

das micelas variou entre 195 e 345 nm). Contudo, os desvios padrão associados ao dh são 

superiores aos de Sousa (2017), o que pode ser um indicador de que o LI usado neste 

trabalho apresenta maior instabilidade quando incorporado em emulsão. 
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5.2 Micro/nano cápsulas de sílica usando o método sol-gel em meio 

aquoso 

Evolução do tamanho e potencial zeta das nc/Si-LI 

 A análise dos resultados obtidos durante esta etapa laboratorial permitiu verificar 

que o índice de polidespersividade (PDI) das amostras varia entre 0,2 e 0,7, o que significa 

que as micelas apresentam um diâmetro hidrodinâmico (dh) variável. Por esta mesma 

razão, o algoritmo de análise aplicado aos dados recolhidos foi o CONTIN, indicado para 

amostras heterogéneas em termos de dh, por permitir uma maior fidelidade em termos de 

representação dos dados recolhidos 190,191. 

Durante o procedimento de obtenção de cápsulas foi medido o pH da reação, o 

diâmetro das nc/Si-LI e o potencial zeta em sete fases distintas da reação, para melhor 

controlo e compreensão deste processo. Para cada uma das fases procedeu-se à recolha de 

uma alíquota da amostra, correspondente aos seguintes passos do processo de formação das 

nc/Si-LI: 1) imediatamente após emulsificação do sistema LI/[S1:S2:0]; 2) após hidrólise 

do co-precursor de sílica; 3) após adição do TEOS hidrolisado à emulsão pré-hidrolisada; 

4) após adição do sal orgânico à reação; 5) após o aumento do pH da emulsão, catalisando 

o início da condensação; 6) após reação de condensação; 7) após três dias de diálise. Como 

foram produzidas cápsulas com diferente relação LI/[S1:S2:0], esta análise foi efetuada a 

amostras provenientes de ambas as formulações desenvolvidas, A e B (Figura 25). 
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Figura 25 - Evolução dos valores de potencial zeta e pH da mistura reacional ao longo das sucessivas fases do processo 

de formação de nc/Si-LI. Para esta análise foram usadas amostras de nc/Si-LI das formulações A e B. (Legenda: ● - 

Potencial zeta para as nc/Si-LI formulação A; ▲ - Potencial zeta para as nc/Si-LI formulação B; ■ - pH). Nota: por 

motivos de propriedade industrial os valores de pH são omitidos. 
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 A análise da Figura 25 permite verificar que o potencial zeta não foi afetado 

significativamente pela relação LI/[S1:S2:0] até ao ponto 4, sendo que a partir deste ponto 

os perfis são diferentes. Após hidrólise da emulsão (ponto 2), o valor de potencial zeta 

aumenta de -30,60 ± 1,15 mV para -4,20 ± 0,53 mV (formulação A) e de -28,28 ± 0,52 mV 

para -7,41 ± 1,62 mV (Formulação B). Esta variação reflete o aumento da instabilidade da 

mistura aquando do início do procedimento sol-gel. No ponto 3 (adição do TEOS 

hidrolisado), o potencial zeta permanece aproximadamente constante. A adição do sal 

orgânico (ponto 4) é acompanhada pelo aumento do pH e diminuição significativa do 

potencial zeta, associada ao aumento de estabilização do sistema promovida pela adição do 

sal orgânico. O aumento do pH para valores básicos, que atua como catalisador da reação 

de condensação, é acompanhado pela diminuição do potencial zeta da curva correspondente 

à formulação A na passagem do ponto 4 para o ponto 5, sendo que após este ponto se 

mantém constante. Este comportamento indica que a formulação A estabiliza mais 

rapidamente e para um valor de potencial zeta consideravelmente superior ao atingido pela 

formulação B. Por sua vez, para esta formulação o potencial zeta permanece 

aproximadamente constante entre os pontos 4 e 6, verificando-se uma variação significativa 

do ponto 6 para o ponto 7. 

 No ponto 7, o potencial zeta estabiliza para valores de -17,5 mV (formulação A) e 

de -25,5 mV (formulação B), o que indica que finalizado o processo de obtenção de nc/Si-

LI, as nc/Si-LI obtidas são estáveis 191.  De notar que nos passos anteriores pode ter ocorrido 

agregação das partículas, o que se reflete no aumento do potencial zeta, observado para os 

passos posteriores ao ponto 5. Para estas etapas a avaliação visual da amostra permitiu 

confirmar que ocorre rápida sedimentação das nc/Si-LI quando colocadas na cuvete para o 

DLS, sendo impossível a determinação do diâmetro hidrodinâmico das mesmas a partir do 

ponto 6, inclusive. 

 Os resultados relativos ao dh das nc/Si-LI encontram-se representados na Figura 

26. É possível verificar que o dh é praticamente constante e igual para as formulações A e 

B, tendo em conta os erros associados. Na passagem do ponto 4 para o ponto 5, o dh 

aumenta consideravelmente para ambas as emulsões. Tal facto é justificado pelo início da 

reação de condensação e agregação das nc/Si-LI. Após o início da reação de condensação 

não foi mais possível determinar o dh das nc/Si-LI, devido à formação de agregados que 

mesmo quando sujeitos a agitação no vortex, aplicação de ultrassons e diluição da 

suspensão não são separados de forma eficaz. 
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Figura 26 - Evolução do diâmetro hidrodinâmico das nc/Si-LI (nm) ao longo das sucessivas fases do processo sol-gel. 

Para esta análise foram usadas amostras de nc/Si-LI das formulações A e B. (Legenda: ● – Evolução do dh das nc/Si-LI 

da formulação A; ▲ - Evolução do dh das nc/Si-LI da formulação B). 

 Ao comparar os perfis obtidos nas Figuras 25 e 26 deste trabalho com os da 

formulação C, estes possuem comportamento bastante semelhante até ao ponto 4, podendo 

a discrepância a partir deste ponto dever-se ao aumento da quantidade de TEOS adicionada 

ao meio reacional, uma vez que o fator da temperatura apenas entra em consideração para 

as nc/Si-LI obtidas após o processo de diálise, e a relação LI/[S1:S2:0] não tem influencia 

porque a tendência é verificada para as formulações A e B. 

 

Caracterização, morfologia e rendimento da reação de formação de 

nanocápsulas de sílica 

 A monitorização da morfologia das nc/Si-LI foi realizada por diferentes técnicas 

óticas. Numa primeira fase foram recolhidas imagens por MO que permitiram verificar que 

as duas formulações estudadas apresentam nc/Si-LI de dimensões distintas.  

Por forma a averiguar qual a melhor metodologia para armazenamento das nc/Si-LI, 

procedeu-se à liofilização da suspensão de nc/Si-LI, obtida após o procedimento de 

produção das mesmas. Por forma a confirmar se durante o procedimento de liofilização 

ocorre alteração da estrutura morfológica das nc/Si-LI, estas foram observadas à lupa, 

tendo-se confirmado visualmente que não tinha sido modificada. Ambas apresentavam 

aspeto idêntico, porém as nc/Si-LI da formulação A são mais brancas e de aspeto menos 

brilhante que as da formulação B (Figura 27). 
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Figura 27 - Imagens obtidas através de lupa após liofilização: a) nc/Si-LI formulação A; b) nc/Si-LI formulação B. 

 

Posteriormente, foram obtidas imagens por microscopia SEM para análise do aspeto 

morfológico das amostras de nc/Si-LI não-liofilizadas e liofilizadas (Figura 28). 

Nas imagens respeitantes à formulação A de nc/Si-LI é possível identificar 

agregados nc/Si-LI de grandes dimensões e compactos, sendo estes transversais a toda a 

amostra, observa-se também na imagem de maior ampliação o que parece ser conjuntos de 

cápsulas colapsados, o que se deve provavelmente à aplicação do vácuo necessário à 

execução da técnica (Figuras 28 a) e b)). Por sua vez, nas Figuras 28 c) e d), 

correspondentes à formulação B, verificam-se o mesmo tipo de agregados de nc/Si-LI, 

porém as estruturas aparentam ser não tão compactas como as da formulação A (Figuras 

28 a) e c)). A diferença observada pode dever-se ao facto de na formulação A a quantidade 

de surfactantes utilizada ser inferior à da formulação B, podendo ser também um indicador 

de que a quantidade de TEOS adicionada é excessiva (devido aos grandes blocos densos 

observados). Na Figura 28 d) visualizam-se saliências que se destacam dos agregados de 

maiores dimensões, partindo do pressuposto que cada saliência corresponde a uma nc/Si-

LI, o diâmetro de nc/Si-LI obtido é de 168 nm, aproximadamente. 

 

 No SEM realizado das cápsulas não-liofilizadas foi possível determinar as 

dimensões e avaliar a morfologia das nc/Si-LI obtidas (Figura 29). 

 

 

a) b) 
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As nc/Si-LI correspondentes à formulação A surgem sob a forma de agregados de 

nc/Si-LI de menores dimensões, apresentando a sua estrutura um diâmetro de 

compreendido entre 100 e 200 nm (Figuras 29 a) e b)). Nas restantes imagens é possível 

observar pequenas nc/Si-LI de forma esférica com diâmetros que variam entre 50 e 150 nm 

(Figuras 29 c) e d)). 

As imagens recolhidas respeitantes à formulação B apresentam estrutura idêntica à 

da formulação A, como é possível confirmar na Figura 29 e), cujo diâmetro da nc/Si-LI 

ronda os 60 nm. Na Figura 29 f) observa-se uma estrutura densa com cápsulas incorporadas 

na sua superfície, de diâmetro compreendido entre 70 e 220 nm. Estes podem formar-se 

por condensação rápida do TEOS dando origem a estas construções de sílica. É ainda 

possível ver grandes agregados de nc/Si-LI, sendo que alguns destes são formados por 

agregados de menores dimensões de forma globular e paralelepipédica (Figuras 29 g) e h)). 

Uma possível justificação para a formação destes agregados de nc/Si-LI é a reação de 

condensação do TEOS, em torno das micelas, dar-se tão rapidamente que impede a 

formação de cápsulas homogéneas e individualizadas. Outra hipótese é que durante a 

reação de condensação ocorra junção das nc/Si-LI individuais que se formam. 

O SEM permite confirmar a presença de aglomerados de nc/Si-LI e que existe uma 

dispersão de tamanho das nc/Si-LI, que varia entre 50 e 200 nm para a formulação A e entre 

60 e 250 nm para a formulação B. Com base nesta informação, é possível concluir que as 

medições efetuadas pelo DLS correspondem a aglomerados de nc/Si-LI de menores 

dimensões, como os visíveis nas Figuras 29 b) e g), visto que de acordo com a análise DLS 

as partículas apresentam diâmetro compreendido entre 155 e 220 nm. De referir, que outra 

possível justificação para a diferença de valores observadada é o facto do dh corresponder 

ao diâmetro das nc/Si-LI molhadas, que tende a ser superior ao das mesmas quando secas. 

Ao comparar as imagens obtidas para as formulações A e B, com as da formulação 

C, observa-se o mesmo tipo de estruturas, mas de diâmetro inferior e de superfície mais 

homogénea. Desta forma, conclui-se que os parâmetros modificados na reação de síntese, 

temperatura a que decorre a reação de condensação e quantidade de TEOS influenciam as 

características morfológicas das nc/Si-LI obtidas. 

Foram também adquiridas imagens STEM para as amostras de nc/Si-LI não-

liofilizadas (Figura 30).
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Juntamente com as imagens obtidas por SEM, o STEM permite confirmar a forma 

esférica das nc/Si-LI, com um diâmetro de aproximadamente de 200 nm para ambas as 

formulações. Na Figura 30 a) é possível observar duas estruturas com 500 nm de diâmetro, 

que provavelmente correspondem a nc/Si-LI em que o LI saiu do seu interior, vendo-se 

perfeitamente o invólucro de sílica que forma a nc/Si-LI. As outras estruturas que se 

observam correspondem a aglomerados de sílica formados aquando da etapa de 

condensação. O mesmo tipo de nc/Si-LI está presente em diferentes zonas da amostra 

(Figuras 30 b) e c)). Na Figura 30 d) visualizam-se vários conjuntos de pequenas nc/Si-LI, 

equivalentes aos agregados de pequenas dimensões também observados por SEM (Figura 

29). 

 As imagens obtidas para a formulação B apresentam um aspeto ligeiramente 

distinto. As estruturas observadas nas Figuras 30 e), b) e c) parecem ser idênticas, porém 

apresentam diferentes tonalidades, que poderão dever-se à quantidade de LI retido nestas 

ou ao plano em que estas se encontram. A Figura 30 f) permite a visualização das nc/Si-LI 

formadas, a região mais escura no seu interior corresponde, provavelmente, ao LI. Por sua 

vez, nas duas últimas imagens (Figuras 30 g) e h)) visualizam-se nc/Si-LI com dimensões 

entre os 200 e 300 nm, porém em algumas das nc/Si-LI o invólucro apresenta algumas 

falhas. As aparentes “falhas” no revestimento das nc/Si-LI poderão ser devidas à 

sobreposição com outras nc/Si-LI da amostra, sendo então estas resultantes de um efeito 

ótico; ainda outra possibilidade é estas terem origem no processo de sonicação realizado 

aquando da preparação das amostras.  

 A variedade de diâmetros obtidos para as nc/Si-LI pelas diferentes técnicas de 

caracterização aplicadas indica que a amostragem utilizada para realização dos testes é 

representativa da totalidade da amostra. O diâmetro das nc/Si-LI varia entre os 50 e os 300 

nm para ambas formulações. 

 

Caracterização química das micro/nano cápsulas 

A formação de micro/nano cápsulas de sílica e a presença de LI [P6,6,6,14][NTf2] no 

interior das nc/Si-LI foi confirmada a partir dos resultados da análise termogravimétrica 

(TGA). Foram analisadas 6 amostras de nc/Si-LI em suspensão e 2 amostras de nc/Si-LI 

liofilizadas, para cada uma das formulações estudadas. Para a análise termogravimétrica 

foram usadas alíquotas homogéneas de, aproximadamente, 60 µL, de cada uma das 



82 

formulações em estudo, permitindo desta forma inferir a massa de LI e sílica presente em 

cada uma delas. 

A partir dos perfis termogravimétricos obtidos foi possível estimar a percentagem 

de LI presente nas nc/Si-LI e a percentagem de sílica formada, sendo que a Tabela 11 

apresenta a compilação dos resultados obtidos. As amostras são identificadas segundo a 

nomenclatura do tipo Xi_j, em que X é a formulação, i é o identificador do método de 

processamento da amostra (S para cápsulas em suspensão e L para cápsulas liofilizadas) e 

j é o número da réplica. 

Tabela 11 – Dados obtidos através de TGA para as micro/nano cápsulas preparadas em 48 mL de suspensão. 

 

Massa de 

orgânicos 

(LI + S1 + 

S2) (g) 

Massa de 

inorgânicos 

(SiO2)n (g) 

LI presente 

relativamente 

ao adicionado 

(m/m %) 

(SiO2)n 

formada 

relativamente 

à esperada 

(m/m %) 

Fração 

de LI 

(m/m 

%) 

Fração 

de Si 

(m/m 

%) 

Rendimento 

de sólidos 

reação (m/m 

%) 

Concentração 

LI (mg/mL) 

AS_1 

0,230 ± 

0,009 

0,036 ± 

0,003 

43,143 ± 

1,768 

52,595 ± 

3,731 

86,505 

± 

0,791 

13,495 

± 

0,685 

46,874 ± 

1,888 
9,598 ± 0,088 

AS_2 

AS_3 

AS_4 

AS_5 

AS_6 

AL_1 
0,229 ± 

0,004 

0,034 ± 

0,003 

42,925 ± 

0,690 

50,262 ± 

4,280 

86,966 

± 

1,147 

13,034 

± 

1,147 

46,389 ± 

0,134 
9,650 ± 0,127 

AL_2 

BS_1 

0,291 ± 

0,010 

0,040 ± 

0,005 

54,675 ± 

1,797 

50,013 ± 

6,949 

88,248 

± 

1,137 

11,752 

± 

1,137 

58,244 ± 

2,251 
9,864 ± 0,073 

BS_2 

BS_3 

BS_4 

BS_5 

BS_6 

BL_1 
0,276 ± 

0,009 

0,037 ± 

0,002 

51,790 ± 

1,646 

54,126 ± 

3,174 

88,193 

± 

0,941 

11,807 

± 

0,941 

55,185 ± 

1,165 
9,786 ± 0,104 

BL_2 

 

Os resultados mostram que os valores de sílica formada em relação à esperada 

variaram entre 50,01% e 54,13% e a percentagem de LI incorporado variou entre 42,93% 

e 54,68%.  

 Ao comparar as duas formulações preparadas neste trabalho verifica-se que a 

formulação B apresenta um rendimento de sólidos da reação significativamente superior à 

da formulação A (aproximadamente 10%). Os valores obtidos para as nc/Si-LI em 

suspensão são semelhantes aos obtidos para as nc/Si-LI liofilizadas.  
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A presença de [P6,6,6,14][NTf2] na superfície das nc/Si-LI liofilizadas foi confirmada 

pelos resultados da análise FTIR (Figura 31). 

 

Figura 31 - Espetros obtidos através de FTIR do resíduo de sílica, do [P6,6,6,14][NTf2], de amostra de cápsulas 

liofilizadas para as formulações A e B. 

 Na análise FTIR do resíduo de sílica obtido após análise no TGA observa-se um 

pico aos 800 cm-1 e a banda de maior absorvância entre os 1000 e os 1200 cm-1, 

correspondente à vibração do grupo (≡ Si – O – Si ≡), característico da sílica obtida a partir 

do precursor TEOS pelo método sol-gel. A amostra do LI exibiu picos característicos entre 

os 1000 e os 1500 cm-1 e na zona correspondente às ligações (C-H) situadas entre os 2850-

3000 cm-1. Por comparação entre espectros percebe-se claramente que se encontram 

vestígios de LI na superfície das amostras das nc/Si-LI liofilizadas de ambas as 

formulações. Isto significa que apesar de assegurarmos que o congelamento da amostra 

ocorre a uma temperatura inferior à temperatura de fusão do LI, este continua a ser lixiviado 

do interior das nc/Si-LI. Tal poderá ser devido à porosidade das nc/Si-LI ou aquando do 

processo de congelamento o LI aumentar de volume e fragilizar a estrutura das nc/Si-LI. 

Outra ainda possível justificação poderá ser o facto da razão LI/TEOS utilizada na reação 

de formação das nc/Si-LI ser demasiado elevada, podendo ser necessário aumentar a 

quantidade de TEOS adicionado à reação por forma a garantir que o revestimento das nc/Si-

LI é completo e resistente a este processo experimental 203. 
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5.3 Scaffolds à base de ácido hialurónico e colagénio 

Os scaffolds obtidos foram, numa primeira fase, sujeitas a ensaios de degradação. 

Neste processo, procedeu-se à adição das mesmas num determinado volume de PBS a 37 

ºC, durante 72 horas. Após este período de tempo procedeu-se à verificação de quais 

mantinham a sua estrutura e apresentavam características mais promissoras. Inicialmente, 

oito formulações foram desenvolvidas para os scaffolds. Após este teste preliminar, estas 

foram reduzidas a três, uma vez que a 1A72 e todas as formulações 2 se dissolveram na 

solução de PBS.  

O efeito do grau de reticulação e da incorporação de nc/Si-LI na capacidade de 

absorção de água dos scaffolds à base de ácido hialurónico e colagénio foi estudado por 

ensaios de swelling, cujos resultados são apresentados na Figura 32. 
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Figura 32 – Representação da percentagem de swelling ao longo do tempo para duas formulações de matrizes, sem e com 

incorporação de cápsulas (60% wt.). (Legenda: ● – 1A15: scaffold formulação 1A sujeito a reticulação durante 15 horas; 

■ – 1B15: scaffold formulação 1B sujeito a reticulação durante 15 horas; ▲ – 1A15 + AC: scaffold formulação 1A sujeito 

a reticulação durante 15 horas com nc/Si-LI formulação A centrifugadas incorporadas; ▼ – 1B15 + AC: scaffold 

formulação 1B sujeito a reticulação durante 15 horas com nc/Si-LI formulação A centrifugadas incorporadas). 

 Observa-se que a massa de scaffold correspondente ao menor grau de reticulação 

aumenta cerca de 960% em relação ao seu peso seco quando imersa em PBS (1A15). Por 

sua vez, um aumento de 950% é verificado para o scaffold que apresenta uma reticulação 

25% superior (1B15). Desta forma conclui-se que a diferença de reticulação não afeta de 

forma significativa a quantidade de PBS absorvida pelo hidrogel. Os perfis correspondentes 

aos scaffolds contendo nc/Si-LI são idênticos aos anteriores, seguindo a tendência de 

aumento até às 3 horas e tendência para estabilizar entre as 6 e 8 horas de incubação. 

Observa-se uma redução do índice de intumescimento em 200%, aproximadamente, em 
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relação aos scaffolds sem nc/Si-LI incorporadas, sendo que a matriz 1A15 + AC estabiliza 

em torno dos 880% em relação ao seu peso seco, este valor é superior ao obtido para a 

matriz 1B15 + AC, 720%. Este facto é justificado pela reticulação extra das cápsulas com 

os polímeros por estabelecimento de pontes de hidrogénio.  

A estrutura do scaffold, sem e com nc/Si-LI incorporadas, foi analisada por SEM 

(Figura 33) por forma a avaliar o efeito da incorporação de nc/Si-LI na porosidade dos 

scaffolds, assim como a distribuição das nc/Si-LI no suporte polimérico desenvolvido. As 

nc/Si-LI incorporadas neste scaffold correspondem à formulação A, pois foi esta que obteve 

melhores resultados nos ensaios de citotoxicidade (Figura 42). 

Os scaffolds com nc/Si-LI incorporadas parecem apresentar poros mais bem 

definidos e de maiores dimensões, e estrutura mais regular (Figuras 33 e) e f)) quando 

comparados com os scaffolds sem nc/Si-LI incorporadas (Figuras 33 a) e b)). Tal deve-se 

provavelmente ao processo de processamento das amostras e ao facto de as nc/Si-LI 

interferirem no processo de reticulação do scaffold. Ao comparar as Figuras 33 d) e g) 

verifica-se que o scaffold sem nc/Si-LI incorporadas possui uma espessura de parede de 

poro superior. É possível ver estruturas cristalinas na superfície das paredes dos poros 

(Figura 33 c)), as quais se devem à utilização do buffer HEPES para a síntese dos scaffolds. 

Nas Figuras 33 g) e h) de maior ampliação não se observam nc/Si-LI na secção transversal 

das paredes dos poros, pelo menos que sejam visíveis pela técnica aplicada. Tal pode ser 

justificado pela reduzida dimensão das mesmas e dos seus agregados, quando comparados 

com a espessura da parede do poro, que varia entre 5 e 20 µm. 
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5.4 Citotoxicidade 

O ensaio usado para estudar a citotoxicidade dos materiais sintetizados foi o WST-

1, tendo-se começado por realizar um ensaio preliminar de forma a aferir qual seria a 

densidade de células (nº de células/poço de cultura) e tempo de incubação ótimos por forma 

a assegurar que não ocorre saturação durante a análise espetrofotométrica (Figura 34). 
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A Figura 34 permite verificar que há aumento significativo do sinal (absorvância) 

com o aumento do tempo de incubação do reagente de duas para três horas. Por sua vez, o 

efeito da densidade celular é idêntico entre cada um dos aumentos do nº de células 

realizado, tendo-se optado por uma densidade celular de 10 000 células/poço e tempo de 

incubação de 3 horas. 

 

Micro/nano cápsulas de sílica 

 A primeira etapa consistiu na avaliação da citotoxicidade das nc/Si-LI produzidas, 

tendo-se testado diferentes concentrações de cada uma das formulações em estudo e com 

diferentes tipos de processamento. Este estudo foi efetuado uma vez que o tipo de 

processamento pode afetar a morfologia das nc/Si e, consequentemente, o modo de 

interação destas com as células. Adicionaram-se nc/Si-LI que foram sujeitas a três tipos de 

processamento distintos: centrifugação (C); liofilização (L); e em suspensão (S). Os 

resultados obtidos apresentam-se na Figura 35. 

Figura 34 – Ensaio preliminar para determinação do tempo de incubação e densidade celular ideais para realização do 

WST-1. (Legenda: ▲ – 5K células; ● – 10K células; ■ – 15K células). 
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Figura 35 – Viabilidade celular após 24 (primeira barra) e 48 horas (segunda barra) de incubação para 6 diferentes 

concentrações de nc/Si-LI das formulações A e B, que foram submetidas a três diferentes metodologias de processamento: 

centrifugação (C), liofilização (L) e em suspensão (S). 

 O gráfico apresenta-se dividido em três blocos distintos. No primeiro bloco, os 

valores de viabilidade celular medidos são bastante inferiores aos esperados. De referir, 

que a primeira concentração de nc/Si-LI testada foi de 7 mg/mL, uma vez que estudos 

preliminares de ensaios de oxigenação com as nc/Si-LI da formulação C mostraram que 

esta concentração induz um efeito significativo na oxigenação de um meio aquoso 199. É 

possível observar que viabilidade celular tende a diminuir com o aumento do tempo de 

contacto com as nc/Si-LI, sendo esta diminuição mais significativa para a formulação A. 

A forma de processamento da amostra parece ter impacto na viabilidade celular, 

visto que a diferença de citotoxicidade entre as 24 e 48 horas para a formulação A foi mais 

significativa para a amostra de nc/Si-LI em suspensão do que para a liofilizada (AS e AL), 

a amostra B é inconclusiva. Ao final das 48 horas de incubação verificou-se a sedimentação 

das nc/Si-LI no fundo do poço, formando uma espécie de monocapa o que pode ter 

dificultado o acesso aos nutrientes e sais de que as células necessitam para o seu normal 

crescimento e desenvolvimento. 

 Para este ensaio, um dos controlos negativos foi meio de cultura com nc/Si-LI, por 

forma a se averiguar se a leitura da absorvância estaria a ser afetada por nc/Si-LI que 

tivessem permanecido no interior do poço, mesmo após sucção e transferência do volume 

para a placa onde se efetua a leitura da absorvância. Concluiu-se que o valor de absorvância 

7,00 
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não é afetado pela presença de nc/Si-LI no volume a analisar. Desta forma, os resultados 

obtidos podem dever-se a possíveis interações específicas entre as nc/Si-LI com o reagente 

WST-1 quando na presença de células, ou por algum tipo de interação específico entre as 

nc/Si-LI e as células. Além disso, verificou-se que as concentrações de nc/Si normalmente 

testadas na literatura eram bastante inferiores às usadas neste trabalho tendo-se então 

reduzido consideravelmente as concentrações de nc/Si-LI a testar nos ensaios seguintes 204–

207.  

 No segundo bloco ambas as concentrações das duas formulações apresentam um 

comportamento idêntico para os dois pontos temporais. Os resultados foram no geral mais 

satisfatórios e coerentes, mas longe de serem os pretendidos e esperados, visto que para 

estas concentrações a viabilidade celular obtida na literatura para nc/Si é superior a 80% 

186. Por forma a identificar uma concentração não tóxica de nc/Si-LI, foram testadas 

concentrações inferiores, tendo-se também optado por centrifugar as suspensões de nc/Si-

LI, uma vez que a água que estávamos a adicionar ao meio de cultura poderia estar a 

influenciar o equilíbrio osmótico do mesmo, tento impacto direto no desenvolvimento das 

células.  

No terceiro bloco de resultados apresentado na Figura 35 observa-se que a única 

concentração para a qual a viabilidade é satisfatória após 48 horas de incubação é a de 0,005 

mg/mL. De forma geral, os valores de viabilidade celular obtidos para as formulações 

sujeitas a centrifugação são superiores aos das nc/Si-LI processadas de forma diferente. 

Estes resultados parecem indicar que ao adicionar a amostra centrifugada não se afeta o 

equilíbrio osmótico. 

 Com estes resultados determinou-se a concentração de nc/Si-LI que não apresenta 

efeito citotóxico para 48 horas de contacto, e demonstrou-se que parece existir uma relação 

entre a viabilidade celular e o tipo de processamento a que as nc/Si-LI são sujeitas. 

 Nesta fase colocou-se a hipótese de que a lixiviação de LI do interior das nc/Si-LI 

para o meio poderia justificar a baixa viabilidade celular observada, apesar de haver 

indicações de estudos prévios que este LI não era citotóxico. Esta afirmação é apoiada pelas 

evidências encontradas e apresentadas no Capítulo 2.4.. Por forma, a esclarecer esta 

possibilidade foram realizados ensaios com LI puro. 
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Líquido Iónico ([P6,6,6,14][NTf2]) 

Os resultados obtidos para a citotoxicidade do LI são apresentados na Figura 36. 
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Figura 36 – Viabilidade celular após 24 e 48 horas de incubação com o LI, para duas metodologias de adição de LI no 

meio de cultura: a) adição direta no poço (AD), concentrações de 1, 5 e 10% v/v; b) dissolução prévia em meio de cultura 

(AMC), concentrações de 0,01, 0,1 e 1% v/v. 

 Para os ensaios em que o LI foi diretamente adicionado ao meio de cultura do poço 

com a monocamada de células já formada (Figura 36 a)) foram testadas as concentrações 

de 1 e 5% v/v, uma vez que estas haviam sido previamente testadas por um membro do 

grupo GSP que obteve resultados de viabilidade celular aceitáveis. Os resultados foram de 

100 e 110% de viabilidade celular após 24 horas, tendo esta reduzido para 90 e 95% após 

72 horas de contacto para as concentrações de LI de 1 e 5% v/v, respetivamente 133. 

Contudo, no presente trabalho o mesmo não foi verificado, tendo a viabilidade celular 

reduzido de forma significativa das 24 para as 48 horas, 47,0% e 57,7% para as 

concentrações de LI de 1 e 5% v/v, respetivamente. Estes resultados indicam que as 

concentrações de LI testadas são muito elevadas e mesmo que o LI se dissolva apenas 

parcialmente no meio de cultura, a quantidade dissolvida é suficiente para afetar a 

a) 

b) 
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viabilidade celular. Para além deste facto, observou-se que o LI não solubiliza 

instantaneamente no meio de cultura, formando uma segunda fase, pelo que o ensaio 

realizado desta forma não simula o que ocorre quando se adicionam nc/Si-LI aos poços de 

cultura. Adicionalmente, testaram-se concentrações de LI mais baixas tendo por base 

valores encontrados na literatura 208,209. Os resultados apresentados na Figura 36 b) 

mostram que esta modificação procedimental teve um impacto claro nos resultados obtidos, 

visto que apesar das concentrações testadas serem significativamente inferiores, a 

viabilidade celular diminui de forma bastante significativa para as 24 horas de contacto, 

sendo apenas superior a 50% para a concentração 0,01% v/v (57,9%), seguida de uma 

ligeira redução para as 48 horas, em que os valores de viabilidade são inferiores a 45% para 

toda a gama de concentrações testada. 

Conclui-se com estes resultados que o nível de citotoxicidade do LI varia 

consideravelmente consoante a metodologia utilizada para a realização do ensaio de 

citotoxicidade. Quando se coloca o LI a dissolver em meio de cultura (agitação orbital de 

200 rpm, a 25 ºC, durante 72 horas), o LI apesar de pouco solúvel dissolve mais do que 

quando adicionado diretamente ao volume contido no poço, sem ser sujeito a qualquer tipo 

de homogeneização. O impacto considerável na viabilidade pode ser justificado pelo 

desequilíbrio iónico gerado no meio de cultura após adição do LI que provoca stress celular 

podendo culminar com a morte das células. Outra justificação possível, é o LI interagir com 

a bicamada fosfolipídica das células, originando a sua rutura e, consequentemente, morte 

celular. 

 

Por forma a confirmar a toxicidade do LI estudado, adaptou-se o protocolo descrito 

na literatura 132 para avaliação da citotoxicidade do [P6,6,6,14][NTf2] e cujo procedimento se 

encontra descrito no capítulo 4.6. Neste caso, o tipo de ensaio para aferir a citotoxicidade 

foi o LDH, o LI foi dissolvido previamente em HBSS, os tipos celulares foram diferentes 

e o tempo de contacto com as células em cultura foi de apenas 4 horas. Os valores de 

viabilidade celular obtidos apresentam-se na Figura 37. 

Os resultados obtidos são idênticos aos apresentados na literatura o que significa 

que os resultados de viabilidade celular satisfatórios obtidos não são diretamente 

dependentes do tipo de células utilizado, nem do operador. Estes resultados parecem indicar 

que ao trocar o meio de cultura original por HBSS (como na referência 132), este por ser 

rico em sais (como por exemplo, cloreto de sódio, cloreto de potássio, fosfato de potássio 

e fosfato de sódio) promove a troca do catião e/ou do anião do LI por iões do  
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Figura 37 – Viabilidade celular pelo ensaio LDH para 4 horas de incubação com o LI em HBSS para as concentrações de 

0,01, 0,1 e 1% v/v. 

meio, dando origem a produtos menos tóxicos do que os iniciais 210. Por oposição, o meio 

de cultura usado neste trabalho, DMEM/F-12, não contém sais, pelo que tanto o catião 

como o anião originais do LI vão estar solubilizados no meio que vai estar em contacto 

com as células. Tal como discutido anteriormente, desta forma quer o anião quer o catião 

do LI podem interagir com a bicamada fosfolipídica das células, levando à sua rutura e 

consequente morte celular. 

Finalmente é importante referir que o período de contato foi de apenas 4 horas de 

acordo com o protocolo original, sendo este um curto período de incubação apenas útil para 

aferir se o composto apresenta citotoxicidade aguda. 

  

A realização do ensaio LDH também teve como objetivo avaliar se o tipo de 

metodologia escolhido para determinação da citotoxicidade do LI teria impacto 

significativo nos resultados obtidos. Para o efeito, adaptou-se o protocolo descrito em Rosa 

(2013), no qual é aferida a citotoxicidade para o mesmo LI para as concentrações de 1 e 

5% v/v. De referir que o tipo de ensaio realizado foi o LDH e os tipos celulares diferentes. 

Os resultados obtidos são apresentados na Figura 38. 

Neste ensaio, aquando da adição direta do LI ao poço procedeu-se à 

homogeneização do volume do poço com a pipeta. Esta etapa poderá ser justificativa dos 

resultados obtidos serem tão discrepantes dos apresentados na literatura 133, uma vez que 

este processo estimula a solubilização do LI no meio de cultura e facilita o contacto direto 

entre este e as células.  
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Figura 38 – Viabilidade celular pelo ensaio LDH para 24 e 72 horas de incubação com o LI para as 

concentrações de 1 e 5% v/v. (Legenda: ■ – 24 horas; ■ – 48 horas). 

A Figura 38 permite verificar que o composto deixa de ser biocompatível logo após 

24 horas, porém em Rosa (2013) este permanece biocompatível após 72 horas de 

incubação.  

Finalmente, e tendo em conta os resultados obtidos, conclui-se que a citoxicidade 

atribuída ao LI é muito dependente da sua solubilização no meio de cultura, pelo que foi 

estudado o efeito do tempo de incubação do meio de cultura com o LI, após 72 horas de 

dissolução iniciais, na viabilidade celular (Figura 39). 
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Figura 39 – Evolução temporal da viabilidade celular para 24 horas de incubação com o LI para três tempos de dissolução 

em meio de cultura. (Legenda: -▲- 72 horas; ∙∙●∙∙ - 96 horas; ‐‐■‐‐ - 120 horas). 

Na Figura 39 verifica-se que após 72 horas a maior concentração testada apresenta 

uma percentagem de viabilidade celular aceitável, porém com o aumento do tempo de 
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contacto a concentração máxima não-citotóxica tende a diminuir, passando a ser de 9,4×10-

6 % v/v para as 96 horas e de 9,4×10-8 % v/v para as 120 horas. Isto deve-se ao facto de ao 

prolongar o período de tempo em que o LI permanece em contacto com o meio de cultura, 

sob agitação e temperatura controlada, ocorre maior solubilização do LI no mesmo. A 

concentração não-citotóxica não estabilizou ao fim de 5 dias de contacto sucessivo e por 

limitações temporais não foi possível prolongar a duração do ensaio. 

 

Scaffolds à base de ácido hialurónico e colagénio 

 Primeiramente, começou-se por avaliar a citotoxicidade dos scaffolds que 

apresentaram melhor estabilidade em PBS a 37 ºC. Os resultados de viabilidade celular são 

apresentados na Figura 40. 
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Figura 40 – Viabilidade celular para 24 e 48 horas de incubação para três formulações de scaffolds que diferem no grau 

de reticulação (A e B) e tempo de reticulação (15 e 72 horas).  (Legenda: ■ – 24 horas; ■ – 48 horas). Nota: a concentração 

de reticulantes para a formulação 1A é inferior à da formulação 1B. 

 Na Figura 40 é possível verificar que o scaffold 1B15 é o que apresenta melhores 

resultados de viabilidade celular, 98,4% após 24 horas e 80,6% após 48 horas, o que pode 

ser devido às suas propriedades mecânicas e porosidade estimularem o crescimento e 

proliferação celular. A mesma formulação reticulada durante mais tempo (1B72) também 

apresenta resultados de viabilidade celular aceitáveis (72,5% e 76,1%, respetivamente), 

porém a estrutura tridimensional deste scaffold fica menos estável após o período de 

incubação com as células, tendo sido excluída para caracterização posterior. O suporte 

polimérico com menor grau de reticulação (1A15) não apresentou resultados de viabilidade 

satisfatórios. No entanto, como não se sabia com exatidão de que forma a incorporação das 

nc/Si-LI na formulação do scaffold poderia influenciar o processo de reticulação, optou-se 

por manter a matriz 1A15 para ensaios posteriores. 

 A etapa seguinte consistiu na realização de ensaios de proliferação nos scaffolds 

com diferentes percentagens de nc/Si-LI incorporadas na sua estrutura, tendo estas sido 
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incorporadas de diferentes formas, visto que já foi confirmado que este fator tem impacto 

na viabilidade celular. Começou-se por testar matrizes poliméricas em que a quantidade de 

nc/Si-LI da formulação A adicionadas correspondia a 30 e 60% do seu peso (wt.). As nc/Si-

LI em suspensão (S) e centrifugadas (C) foram ou adicionadas à mistura de reagentes para 

obtenção dos scaffolds ou integradas após liofilização scaffolds. Isto é, as nc/Si-LI foram 

adicionadas a um determinado volume de meio de cultura e, após homogeneização da 

solução, procedeu-se à pipetagem do volume correspondente ao do swelling máximo do 

scaffold no interior do mesmo. Os resultados são apresentados na Figura 41. 
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Figura 41 - Viabilidade celular para 24 e 48 horas de incubação para duas formulações de scaffolds que diferem no grau 

de reticulação. Neste ensaio procedeu-se à incorporação de três concentrações de nc/Si-LI da formulação A centrifugadas 

(AC) ou em suspensão (S) nos scaffolds: 0, 30 e 60% wt., por duas metodologias distintas: aquando da reticulação (R) e 

após liofilização (AP).  (Legenda: ■ – 24 horas; ■ – 48 horas). Nota: a concentração de reticulantes para a formulação 

1A é inferior à da formulação 1B. 

 Os valores de viabilidade celular obtidos foram inferiores a 50% para a maioria das 

amostras, tendo em conta os erros associados. Conclui-se que independentemente da 

concentração de nc/Si-LI, grau de reticulação do scaffold, metodologia de processamento 

das nc/Si-LI e técnica de integração das nc/Si-LI no scaffold, nenhum deles é apropriado à 

aplicação pretendida. De referir que os scaffolds em que as nc/Si-LI foram integradas após 

obtenção dos mesmos obtiveram resultados mais altos de viabilidade celular (códigos em 

que aparece AP). Nesta metodologia de incorporação das nc/Si-LI, adição posterior, o 

processo de reticulação decorre sem interferência das nc/Si-LI, pelo que o efeito de 

reticulação adicional provocado pelas mesmas, comprovado nos ensaios de swelling 

(Figura 32), não se verifica para estas amostras. Por outro lado, o scaffold, com nc/Si-LI 

incorporadas aquando do processo de reticulação, provavelmente apresenta uma 
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porosidade e uma estrutura distinta, consequência da reticulação promovida pelas nc/Si-LI, 

que pode afetar a forma como as células interagem com ele, sendo a viabilidade celular 

inferior. Porém, a metodologia de adição de nc/Si-LI após liofilização não era a mais 

eficiente, pelo que foi descartada. 

 

Com base nos resultados de citotoxicidade, discutidos previamente, após contacto 

do meio com LI durante 72 horas (Figura 39), foi testada a incorporação nos scaffolds da 

quantidade de nc/Si-LI considerada como não-citotóxica (9,4×10-3 % v/v) para este ponto 

temporal. Após 72 horas de incubação destes scaffolds com as células realizou-se o ensaio 

WST-1, e os resultados são apresentados na Figura 42. 
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Figura 42 - Viabilidade celular para 72 horas de incubação para cinco formulações de scaffolds 1B. Neste ensaio 

procedeu-se à incorporação de nc/Si-LI na concentração de 0 e 0,01% wt. para as formulações de nc/Si-LI (A e B) sujeitas 

a dois tipos de processamento: centrifugadas (C) e em suspensão (S). (Legenda: ■ – 24 horas; ■ – 48 horas).  

 Para este ensaio foram testadas as duas formulações de nc/Si-LI (A e B) para duas 

metodologias de processamento distintas (em suspensão (S) e centrifugadas (C)). Ao 

comparar-se as percentagens de viabilidade obtidas para as nc/Si-LI centrifugadas, 62,7% 

(formulação 1B_AC) e 31,6% (formulação 1B_BC), com os obtidos para as cápsulas em 

suspensão, 14,8% (formulação 1B_AS) e 4,4% (formulação 1B_BS), conclui-se que a 

centrifugação das nc/Si-LI é a metodologia de processamento mais adequada. Os scaffolds 

sem nc/Si-LI incorporadas apresentam um nível de viabilidade celular de 73,2%, logo o 

scaffold com nc/Si-LI incorporadas que apresentou melhor desempenho representou uma 

redução de viabilidade celular de 14,3%. Este valor é considerado satisfatório apesar de, 

em trabalhos futuros, dever-se proceder à otimização do mesmo. 

 A diferença de viabilidade celular associada ao tipo de processamento a que as 

cápsulas são submetidas, deve-se possivelmente ao facto de, durante o tempo de 

0,01% wt. 

wt. 
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armazenamento das mesmas, o LI ter tempo de se dissolver na água em que se encontram 

suspensas. Posteriormente, aquando da adição de determinado volume de suspensão de 

nc/Si-LI à mistura polimérica, o LI, dissolvido na água, é incorporada no scaffold 

interagindo diretamente com o meio de cultura e com as células, quando estas proliferam 

no interior do scaffold.  

A formulação A apresentou melhores resultados em termos de citotoxicidade, 

comparativamente à formulação B, pelo que os ensaios de sorção/libertação de O2 foram 

apenas realizados para a formulação A. 

 

 Após realização do ensaio WST-1, obtiveram-se imagens microscópicas dos 

diferentes poços da placa que permitiram a avaliação visual da distribuição das células nos 

controlos e nos scaffolds, sem e com nc/Si-LI incorporadas (Figura 43). 

 A análise das duas primeiras filas de imagens da Figura 43 permite verificar uma 

ligeira diminuição do número de células, quando se comparam as alíneas b) e c) da Figura 

43, devido ao contacto destas com o scaffold. Porém, os resultados são satisfatórios. Nas 

Figuras 43 c) e d) observa-se a distribuição das células pela superfície do scaffolds sem 

nc/Si-LI. Quando estas duas imagens são comparadas com a Figura 43 e) e f) verifica-se 

uma redução não significativa do número de células entre os scaffolds 1B e os scaffolds 

1B_AC, sendo que na Figura 43 e) é possível observar parte da estrutura do scaffold e as 

células que se encontram no seu interior. As Figuras 43 g) e h), correspondentes à 

formulação B de nc/Si-LI incorporadas no scaffold (1B_BC) apresentam uma redução 

considerável do número de células observado, quando comparadas com as imagens 

anteriores. 
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Figura 43 - Imagens microscópicas dos scaffolds respeitantes aos resultados de viabilidade celular, apresentados na Figura 

42, após realização do teste WST-1. a) e b) controlo: células; c) e d) controlo: scaffold 1B; e) e f) scaffold 1B_AC: com 

nc/Si-LI formulação A centrifugadas incorporadas; g) e h) scaffold 1B_BC: com nc/Si-LI formulação B centrifugadas 

incorporadas. 
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Ensaios complementares 

 Para além dos ensaios discutidos foram ainda realizados ensaios complementares 

com o objetivo de confirmar se a citotoxicidade associada às nc/Si-LI desenvolvidas se 

deve principalmente ao LI e/ou a interações desfavoráveis entre as nc/Si-LI e as células. 

Com este objetivo foram realizados ensaios de citotoxicidade para: i) concentração de 

nc/Si-LI correspondente à quantidade de LI não-citotóxico para 72 horas de incubação, em 

que se procedeu à remoção do LI do seu interior (Figura 44 a)); ii) partículas de sílica 

mesoporosa MCM-41, correspondente à quantidade de sílica presente nas nc/Si-LI para a 

concentração de LI não-citotóxico após 72 horas de incubação; iii) meio de cultura (AMC) 

que esteve previamente incubado com uma concentração de nc/Si-LI (60% wt. scaffold) 

correspondente a 0,95 e 1,44% v/v de LI para as formulações A e B, respetivamente, sendo 

que estas foram removidas, posteriormente, por centrifugação (Figura 44 b)).  

  

 

Figura 44 – Viabilidade celular após 24 horas de incubação: a) concentração de nc/Si-LI correspondente à quantidade de 

LI não-citotóxico para 72 horas de incubação, em que se procedeu à remoção do LI do seu interior; b) meio de cultura 

(AMC) que esteve previamente incubado com uma concentração de nc/Si-LI (60% wt. scaffold) correspondente a 0,95 e 

1,44% v/v de LI para as formulações A e B, respetivamente, sendo que estas foram removidas posteriormente, por 

centrifugação. (Legenda: ■ – 24 horas; ■ – 48 horas). 

Na Figura 44 a) em que se testaram nc/Si-LI vazias, correspondente à concentração 

não-citotóxica de LI após 72 horas de contato, fica provado que as cápsulas vazias não 

afetam a viabilidade celular. O mesmo foi verificado para as partículas comerciais de sílica 

mesoporosa MCM-41 (gráfico não apresentado), em que após 72 horas de incubação a 

viabilidade celular medida foi de 92,5 ± 6,91%. A Figura 44 b) mostra claramente que o 

meio de cultura que esteve em contacto com as nc/Si-LI apresenta um efeito altamente 

tóxico para as células, sendo uma evidencia de que as nc/Si-LI libertam LI para o meio de 

cultura. Estes resultados foram idênticos aos obtidos para o LI puro, apresentados na Figura 

37 b). Conclui-se, portanto, que a redução da viabilidade celular está essencialmente 

associada ao LI utilizado na síntese das nc/Si-LI.  
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5.5 Sorção/libertação de oxigénio para os sistemas desenvolvidos 

Nesta etapa procedeu-se ao estudo da evolução da concentração de oxigénio em 

meio aquoso quando nele eram adicionadas determinadas quantidades de emulsão 

LI/[S1:S2:0], nc/Si-LI, scaffolds sem e com nc/Si-LI incorporadas. O ensaio de sorção do 

O2, no qual se procede à saturação prévia da água seguida da adição de amostra 

desgaseificada, permitiu concluir que todos os sistemas testados são capazes de remover 

O2 do meio, devido ao gradiente de difusão gasoso gerado no sistema (Figura 45). A análise 

do perfil de variação de concentração de O2 com o tempo permite confirmar que a 

desgaseificação prévia do sistema foi eficiente, sendo que o valor de concentração de O2 

após 1 hora de desgaseificação é inferior a 0,2 ppm. Posteriormente, inicia-se a oxigenação 

do sistema, verificando-se uma sobressaturação inicial do sistema que atinge ~12 ppm. 

Porém, após 6 horas este valor atinge o valor de equilíbrio (~8,3 ppm).  

Nas alíneas a) e b) da Figura 45 a comparação dos três perfis obtidos permite 

verificar que todas as amostras provocam uma diminuição significativa da concentração de 

O2 disponível no meio, sendo esta mais acentuada para a emulsão. Tal deve-se ao facto de 

quando em emulsão, o LI não ter nenhuma barreira física ao fenómeno de difusão, apenas 

a interface água/LI. Por outro lado, no caso das cápsulas, a sílica funciona como uma 

barreira à difusão do gás, dificultando a difusão do O2 do meio para o LI, que está no interior 

das nc/Si-LI. Este será o fator limitante, uma vez que a concentração de LI (quantificada 

através dos dados recolhidos pelo TGA e apresentados na Tabela 12) não difere de forma 

significativa entre a emulsão e as nc/Si-LI (13,3 e 9,8 mg/mL, respetivamente).  

Na Figura 45 c) e d), respeitante aos resultados obtidos para os scaffolds, foi 

possível observar que a diminuição da concentração de O2 disponível no meio é idêntica 

para ambos, o que pode dever-se ao facto da concentração de LI presente no scaffold com 

nc/Si-LI incorporadas não ser significativa, por forma a resultar num aumento de gradiente 

de difusão de O2 do meio para o interior do scaffold com nc/Si-LI incorporadas. 

Adicionalmente, foi realizado o ensaio de libertação de O2, em que o gradiente de 

difusão do gás acontece no sentido inverso, ou seja, das amostras previamente oxigenadas 

para o meio aquoso previamente desgaseificado. Os resultados são apresentados na Figura 

46.
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Nas alíneas a) e b) da Figura 46 observa-se que a amostra oxigenada de emulsão de 

LI provoca um rápido aumento na concentração de O2 no sistema, sendo este superior ao 

registado para todas as outras as amostras em estudo. Para o ensaio com as nc/Si-LI foram 

testadas duas proporções, 1:2 v/v e 1:4 v/v, confirmando-se que o aumento da concentração 

de O2 no sistema é idêntico para ambas, pelo que apesar de se aumentar a proporção nc/Si-

LI/meio, o gradiente de difusão permanece inalterado. 

Relativamente às alíneas c) e d) da Figura 46, verifica-se que os scaffolds com e 

sem nc/Si-LI incorporadas apresentam perfis de libertação idênticos. Tal como mencionado 

anteriormente, esta observação pode ser justificada pelo facto da concentração de LI 

presente no scaffold com nc/Si-LI incorporadas não ser significativa, por forma a resultar 

num aumento de gradiente de difusão de O2 do interior do scaffold com nc/Si-LI 

incorporadas para o meio. 

 

O cálculo dos coeficientes de difusão de oxigénio (𝐾𝐿𝑎1) associados aos diferentes 

perfis obtidos nos ensaios de oxigenação e desoxigenação do sistema permitiu quantificar 

e comparar a eficiência da difusão de oxigénio para os diferentes sistemas em estudo 

(Tabela 12). O valor de 𝐾𝐿𝑎1 diz respeito à fase mais crítica da difusão de oxigénio, 

caracterizado por uma rápida variação devido ao gradiente que se estabelece entre a amostra 

adicionada e o meio aquoso. No Anexo G encontra-se detalhada a análise feita para 

determinação dos 𝐾𝐿𝑎1. 

 

Tabela 12 – Condições experimentais usadas para os ensaios de sorção/libertação de O2 para cada um dos sistemas 

estudados e valores de 𝐾𝐿𝑎1 determinados por duas metodologias distintas. O 𝐾𝐿𝑎1 corresponde à média dos 𝐾𝐿𝑎1 

determinados para cada um dos perfis obtidos e o 𝐾𝐿𝑎1 médio corresponde ao 𝐾𝐿𝑎1 determinado para o perfil 

correspondente à média dos perfis obtidos separadamente. 

 Amostra 
Vágua inicial 

(mL) 

Vamostra 

adicionada 

(mL) 

Tempo 

desgaseificação 

e oxigenação 

LI 

(mg/mL) 
𝑲𝑳𝒂𝟏 

𝑲𝑳𝒂𝟏 
médio 

Ensaios 

de sorção 

de O2 

Água 30 10 

1 hora 

0 
-4,50 ± 

0,33 
-4,52 

Emulsão 30 10 
13,32 ± 

0,27 

-3,03 ± 

0,23 
-3,05 

Cápsulas 30 10 
9,75 ± 

0,16 

-4,28 ± 

0,11 
-4,28 

Scaffolds 

sem 

cápsulas 

30 10 0 
-5,26 ± 

0,40 
-5,25 

Scaffolds 

com 

cápsulas 

30 10 
0,27 ± 

0,02 

-4,50 ± 

0,54 
-4,48 
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Ensaios 

de 

libertação 

de O2 

Água 30 10 

30 minutos 0 
1,42 ± 

0,21 
1,41 

1 hora 0 
1,26 ± 

0,03 
1,26 

Emulsão 30 10 1 hora 
9,01 ± 

0,37 

1,62 ± 

0,07 
1,73 

Cápsulas 

30 10 1 hora 
12,36 ± 

0,71 

1,17 ± 

0,46 
1,13 

10 10 1 hora 
0,91 ± 

0,05 
0,91 

Scaffolds 

sem 

cápsulas 

30 10 30 minutos 0 
1,66 ± 

0,36 
1,66 

Scaffolds 

com 

cápsulas 

30 10 30 minutos 
0,27 ± 

0,02 

1,50 ± 

0,08 
1,60 

 

No ensaio de sorção os 𝐾𝐿𝑎1 têm valores negativos, uma vez que a difusão de O2 se 

dá no sentido do seu consumo do meio aquoso. Inversamente, no ensaio de libertação estes 

tomam valores positivos, em consequência da difusão se dar no sentido do aumento da sua 

concentração no meio aquoso. Na Figura 47 encontra-se a representação dos valores 

obtidos para 𝐾𝐿𝑎1 em função do da concentração de LI no meio. Esta concentração de LI 

foi calculada tendo por base os resultados do TGA (Tabela 12). 
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Figura 47 – Representação comparativa dos valores de 𝐾𝐿𝑎1 obtidos em função da concentração de LI. a) para a água, 

emulsão de LI e suspensão de nc/Si-LI; b) para os scaffolds sem e com nc/Si-LI incorporadas. (Legenda: ● – adição de 

água desgaseificada; ■ – adição de emulsão de LI desgaseificada; ▲ – adição de suspensão de nc/Si-LI desgaseificada 

(1:4 v/v); ○ – adição água gaseificada; □ – adição de emulsão de LI gaseificada; Δ – adição de suspensão de nc/Si-LI 

gaseificada (1:4 v/v); ∇ - adição de suspensão de nc/Si-LI gaseificada (1:2 v/v); ♦ - adição de scaffolds sem nc/Si-LI 

incorporadas desgaseificados; ▼ - adição de scaffolds com nc/Si-LI incorporadas desgaseificados; ◊ - adição de scaffolds 

sem nc/Si-LI incorporadas gaseificados; ∇ - adição de scaffolds com nc/Si-LI incorporadas gaseificados). 

No ensaio de adição de amostras desgaseificadas, Figura 47 a) (símbolos a cheio) a 

constante difusiva apresenta valores próximos para a água (●) e suspensão de nc/Si-LI (▲), 

apesar de esta conter LI. O mesmo não se verificou para a emulsão de LI em que o valor 
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da constante foi significativamente inferior, contrariamente ao esperado uma vez que a 

única barreira à difusão é a interface água/LI. No ensaio inverso, adição de amostras 

gaseificadas (símbolos vazios), a amostra de emulsão de LI foi a que mais rapidamente 

difundiu O2 para o meio. Entre as nc/Si-LI e a água, verificou-se que ambas difundem o O2 

para o meio com a mesma velocidade. A emulsão de LI apresentou melhor desempenho 

devido ao facto de a única barreira existente à difusão do O2 neste caso ser a interface 

LI/água, enquanto as nc/Si-LI possuem um revestimento de sílica. 

No que diz respeito aos ensaios realizados para os scaffolds, Figura 47 b), verificou-

se que quer aquando da adição das amostras desgaseificadas, quer aquando da adição das 

amostras gaseificadas, os valores de constante de difusividade são idênticos, tendo em 

conta os desvios padrão associados. Isto pode dever-se ao facto da quantidade de LI 

incorporada no scaffold ser demasiado baixa para que traduza num aumento do gradiente 

de difusividade. Em ensaios futuros deverá proceder-se à incorporação de maior quantidade 

de nanocápsulas nos scaffolds desenvolvidos. 
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Conclusões 

 O objetivo deste trabalho consistiu na síntese e caracterização de uma formulação 

de nanocápsulas otimizada para melhoria da oxigenação do meio para culturas células e de 

scaffolds para Engenharia de Tecidos. As nc/Si-LI foram formadas por encapsulação de um 

líquido iónico em nanocápsulas de sílica, através de métodos de microemulsão e técnicas 

de sol-gel. A matriz polimérica foi criada por conjugação de dois polímeros, ácido 

hialurónico e colagénio, e sujeita a reticulação química pelos agentes EDC e sulfo-NHS 

conjugados, sendo a estrutura final obtida por liofilização. Estes materiais foram 

selecionados devido às suas propriedades únicas, como, por exemplo, biocompatibilidade 

e biodegradibilidade.  

 A imobilização do LI dentro das nc/Si-LI foi bem-sucedida, porém não foi possível 

evitar lixiviação do LI pelos tipos de processamento experimentados, tal afirmação é 

apoiada pelos resultados do FTIR para as amostras liofilizadas e pelo ensaio de 

citotoxicidade realizado ao sobrenadante que esteve em contacto com nc/Si-LI em 

suspensão aquosa. Porém, verificou-se que, ao centrifugar as nc/Si-LI, após a sua obtenção, 

o efeito citotóxico das mesmas era reduzido.  

 A matriz polimérica à base de ácido hialurónico e colagénio desenvolvida para a 

incorporação de cápsulas foi bem conseguida, uma vez que permite a proliferação das 

células no seu interior. Assim sendo, poderá ser utilizada em trabalhos futuros. 

 Foi avaliada a citotoxicidade das nc/Si-Li, nc/Si, nanocápsulas de sílica mesoporosa 

MCM-41, LI, sobrenadante da suspensão de cápsulas e matrizes poliméricas, sem e com 

nc/Si-LI incorporadas, visando aferir se os materiais desenvolvidos eram biocompatíveis. 

No início do trabalho, todos os materiais utilizados eram considerados biocompatíveis e 

não tóxicos para o organismo humano, permitindo uma aplicação segura e capaz de servir 

de alternativa às formulações utilizadas atualmente, tendo por base dados da literatura. 

Comprovou-se, contudo, que o LI incorporado na formulação das nanocápsulas é 

tóxico para as células, pelo que, para trabalhos futuros, terá de se proceder ao 

desenvolvimento de uma nova formulação de nanocápsulas, em que se proceda à troca do 

LI por outro que também apresente características hidrofóbicas ou à seleção de outro 

líquido hidrofóbico com elevada capacidade de solubilização e libertação de gases. Outra 

hipótese é a otimização desta formulação de nanocápsulas, por forma a que seja assegurado 

que o LI não é lixiviado para a superfície e exterior da nc/Si-LI. Outra alternativa pode ser 
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a alteração do propósito do material desenvolvido, podendo o sistema ser otimizado para 

outras aplicações que não as biomédicas, como, por exemplo, para separação de gases 

industriais. 

 Finalmente, foi aferida a capacidade das nc/Si+LI, emulsão de LI e dos scaffolds 

com e sem nc/Si-LI incorporadas para sorção e libertação de O2, tendo como objetivo 

avaliar o ser potencial como sistema para fornecimento de oxigénio, quer para culturas 

celulares in vitro quer para scaffolds em ET. Todas as amostras estudadas revelaram ser 

capazes de capturar e difundir O2, sendo a constante de difusão de O2, 𝐾𝐿𝑎1, superior para 

os scaffolds com nc/Si-LI incorporadas para o ensaio respeitante à sorção de O2 e emulsão 

de LI no ensaio de libertação de O2, tendo apenas em conta os resultados obtidos para as 

amostras que possuem LI na sua composição. Desta forma, comprovou-se a capacidade do 

[P6,6,6,14][NTf2] para sorção e libertação eficaz de O2, quer na emulsão, quer encapsulado 

na nanocápsulas de sílica e posterior incorporação nos scaffolds poliméricos. 

 As condições experimentais para a realização destes ensaios estão a ser otimizadas 

e deverão ser repetidos num futuro próximo. 

  



109 

Trabalho futuro 

 Ao longo do desenvolvimento deste trabalho foram sendo identificados aspetos 

procedimentais que poderiam ser melhorados e que, por limitação temporal, não foram 

possíveis de aplicar. De referir: 

 Reduzir a libertação de LI para a superfície e exterior das nanocápsulas. Neste sentido 

deve-se ajustar algumas condições da sua síntese, como por exemplo aumentar o 

tempo de sonicação (garante emulsificação completa do sistema), alterar o sistema de 

surfactantes (aumentar eficácia da emulsificação do LI), aumentar a quantidade de 

TEOS adicionada (formação de um revestimento de sílica mais uniforme e menos 

poroso), reduzir a composição relativa LI/[S1:S2:0] (aumentar eficácia da 

emulsificação do LI); 

 Diminuir temperatura a que ocorre reação de condensação, para que as partículas 

formadas apresentem uma estrutura mais homogénea; 

 Reduzir aglomeração das nc/Si-LI, por aumento do volume de água utilizado aquando 

da síntese (suspensão mais diluída, logo menor contacto partícula-partícula) ou por 

aplicação de ultrassons após o processo de síntese (estimula dispersão das partículas 

no meio); 

 Adicionar à formulação da matriz polimérica elementos modificadores que aumentem 

a biocompatibilidade, como por exemplo PLL (do inglês Poly-L-Lysine) que estimula 

a adesão celular; 

 Realizar microscopia SEM para as matrizes poliméricas com maior quantidade de 

nanocápsulas incorporadas, após o procedimento de lavagem, para verificar se se 

observam as mesmas na estrutura da matriz; 

 Proceder à incorporação de um marcador fluorescente para a sílica aquando 

preparação da mistura polimérica para a matriz com cápsulas incorporadas, para que 

seja possível observar como estas se distribuem na estrutura polimérica; 

 Escolher outro LI hidrofóbico menos citotóxico (p.e., da família das colinas ou 

imidazólios, ou então proceder-se à troca do anião por outro menos hidrofóbico, sem 

que a hidrofobicidade do IL seja comprometida). Outra possibilidade é otimizar o 

revestimento de sílica, por forma a que não ocorra lixiviação do LI no meio em que é 

administrado (p.e., aumento da espessura, diminuição da porosidade). 
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Posteriormente, repetir os ensaios de citotoxicidade para o LI, formulação de 

nanocápsulas com o novo LI e proceder à incorporação da mesma na matriz à base 

ácido hialurónico e colagénio desenvolvida; 

 Realizar microscopia confocal dos scaffolds com nc/Si-LI após proliferação celular 

no seu interior, por forma a avaliar a distribuição das células; 

 Melhorar as condições experimentais do ensaio de sorção/libertação de O2 com 

recurso a caudalímetros e medidores de pressão, por forma a melhor controlar-se o 

fluxo de O2 e N2. 
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Frases H 

H225 - Líquido e vapor facilmente inflamáveis.  

H314 - Provoca queimaduras na pele e lesões oculares graves. 

H315 - Provoca irritação cutânea. 

H317 - Pode provocar uma reação alérgica cutânea. 

H319 - Provoca irritação ocular grave.  

H320 - Provoca irritação ocular. 

H226 - Líquido e vapor inflamáveis.  

H290 - Pode ser corrosivo para os metais.  

H302 - Nocivo por ingestão.  

H332 - Nocivo por inalação. 

H335 - Pode provocar irritação das vias respiratórias. 

H336 - Pode provocar sonolência ou vertigens. 

H410 – Muito tóxico para os organismos aquáticos. 

 

Frases P 

P210 - Manter afastado do calor, superfícies quentes, faísca, chama aberta e outras fontes 

de ignição. Não fumar.  

P260 - Não respirar as poeiras/ fumos/ gases/ névoas/ vapores/ aerossóis.  

P261 - Evitar respirar as poeiras/ fumos/ gases/ névoas/ vapores/ aerossóis.  

P264 - Lavar cuidadosamente após manuseamento. 

P280 - Usar luvas de protecção/ vestuário de protecção/ protecção ocular/ protecção facial.  

P310 - Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMAÇÃO ANTIVENENOS ou 

um médico. 

P312 - Caso sinta indisposição, contacte um CENTRO DE INFORMAÇÃO 

ANTIVENENOS ou um médico 

P301 + P330 + P331 – EM CASO DE INGESTÃO: enxaguar a boca. NÃO provocar o 

vómito. 

P302 + P352 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e água 

abundantes 

P303 + P361 + P353 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): retirar 

imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com água/tomar um duche.  
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P304 + P340 - EM CASO DE INALAÇÃO: retirar a vítima para uma zona ao ar livre e 

mantê-la em repouso numa posição que não dificulte a respiração 

P304 + P340 + P310 - EM CASO DE INALAÇÃO: retirar a pessoa para uma zona ao ar 

livre e mantê-la numa posição que não dificulte a respiração. Contacte imediatamente um 

CENTRO DE INFORMAÇÃO ANTIVENENOS ou um médico.  

P304 + P340 + P312 - EM CASO DE INALAÇÃO: retirar a pessoa para uma zona ao ar 

livre e mantê-la numa posição que não dificulte a respiração. Caso sinta indisposição, 

contacte um CENTRO DE INFORMAÇÃO ANTIVENENOS/médico.  

P305 + P351 + P338 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar 

cuidadosamente com água durante vários minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se 

tal lhe for possível. Continuar a enxaguar. 

P332 + P313 – Em caso de irritação cutânea: consulte um médico  

P333 + P313 - Em caso de irritação ou erupção cutânea: consulte um médico 

P337 + P313 - Caso a irritação ocular persista: consulte um médico.  

P370 + P378 - Em caso de incêndio: para extinguir utilizar areia seca, um produto químico 

seco ou espuma resistente ao álcool. 

P403 + P235 - Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco. 
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Anexo B – Outros scaffolds desenvolvidos 

Matrizes poliméricas à base de alginato 

 Inicialmente, desenvolveram-se matrizes à base de alginato de sódio, tendo como 

agente reticulante o cloreto de cálcio. Começou-se por preparar uma solução de alginato de 

sódio (2% m/v) através da dissolução do pó em água bi-destilada num vial, com um 

agitador magnético (800 rpm). Após a dissolução completa do polímero (durante 24h a 25 

ºC), procedeu-se à preparação da solução de agente reticulante, através da dissolução do pó 

de cloreto de cálcio em água bi-destilada num vial, com um agitador magnético (800 rpm) 

até se verificar dissolução completa do composto (durante 5 minutos a 25 ºC). A massa de 

agente reticulante foi sendo progressivamente aumentada desde 2 até 22 mg, para um 

volume total de 10 ml. Para este último valor, obteve-se um hidrogel final com as 

características pretendidas, correspondendo a um grau de reticulação de 4,5 %. A solução 

de agente reticulante foi sendo adicionada gota-a-gota à solução de alginato de sódio para 

garantir a formação de uma solução homogénea. Após reticulação durante a noite (reação 

esquematizada na Figura 33), seguiu-se o procedimento de liofilização da amostra no 

liofilizador (Telstar, Lioquest), a -80 ºC e a uma pressão de 0,001 mBar, durante 24 horas. 

Por último, os scaffolds foram lavados em PBS por forma a remover o excesso de 

reticulante, e armazenados no exsicador, à temperatura ambiente. 

 

Figura 48 – Esquematização do processo de reticulação do alginato de sódio com cloreto de cálcio, agente 

reticulante 233. 

De seguida, por forma a agilizar o procedimento de incorporação deste material nos 

poços das placas para os ensaios de citotoxicidade que se seguiram, teve de se proceder a 

modificações no procedimento experimental para a sua obtenção. Primeiramente, 

preparou-se a solução de alginato (2% m/v), como descrito anteriormente. Após dissolução 

completa do polímero seguiu-se o congelamento da amostra durante aproximadamente 15 

horas e, posteriormente, procedeu-se à liofilização das amostras no liofilizador (Telstar, 

Lioquest), a -80 ºC e a uma pressão de 0,001 mBar, durante 24 horas. As amostras tinham 

Alginato de sódio Alginato de cálcio 

Solução de cloreto de cálcio 
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um volume de 5 mL. Após obtenção das amostras liofilizadas procedeu-se à reticulação por 

imersão das mesmas numa solução de CaCl2 (2,75% m/v), preparada de igual forma à 

descrita anteriormente, sendo que para cada amostra o volume total de solução de agente 

reticulante é de 40 mL. As matrizes obtidas foram imersas na solução reticulante durante 1 

hora, tendo-se aferido que as matrizes para as quais o tempo de reticulação era superior 

apresentavam uma maior durabilidade e manutenção das características físicas durante um 

maior período de tempo. Posteriormente, efetuou-se lavagem das mesmas em solução de 

PBS durante 10 minutos, sendo este procedimento repetido 3 vezes. Por último, repetiu-se 

o processo de reticulação, liofilização e lavagem, as amostras foram reservadas no 

exsicador à temperatura ambiente. 

Apesar destas matrizes apresentarem características promissoras, nomeadamente 

swelling (capacidade de retenção de água), aquando da realização dos primeiros ensaios de 

citotoxicidade para estas matrizes chegou-se à conclusão que não estimulavam a 

proliferação celular, verificando-se uma redução significativa após 24 horas de incubação, 

como se pode observar na Figura 34. Perante os resultados obtidos nos testes de 

citotoxicidade preliminares e com base na literatura, optou-se por criar uma nova matriz.  

 

Hidrogéis de F127 

 A bibliografia consultada apresenta duas metodologias diferentes para dissolução 

do plurónico: quente e fria, sendo que ambas foram testadas 234. 

 Começou-se por preparar uma solução de F127 (18% m/v) através da dissolução do 

pó em água bi-destilada num vial, com um agitador magnético (800 rpm). A dissolução do 

plurónico decorreu num banho de óleo, à temperatura de 90 ºC, durante 4 horas. Durante o 

período de dissolução, de 30 em 30 minutos abria-se o vial por forma a aliviar a pressão no 

seu interior. Finalizadas as 4 horas, retirou-se o vial do banho de óleo e deixou-se o mesmo 

à temperatura ambiente, tendo-se verificado que após 5 minutos estava gelificado. 

Posteriormente, armazenou-se o mesmo no shaker a 37 ºC, passados 15 minutos estava 

novamente gelificado. 

 A técnica de dissolução do plurónico a frio também foi testada. Neste caso, 

preparou-se uma solução de F127 (18% m/v) através da dissolução do pó em água bi-

destilada num vial, com um agitador magnético (800 rpm). A dissolução do plurónico 

decorreu no refrigerador, à temperatura de 4 ºC, durante 12 horas. Após este período de 

tempo, o conteúdo do vial foi transferido para uma caixa de Petri e colocado na estufa 
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(LSIS-B2V/VC 111, VENTICELL) a 30 ºC, passado 2 horas obteve-se um gel que 

permaneceu armazenado na estufa. 

Estes géis apresentam características promissoras, nomeadamente a 

termosensibilidade e temperatura de gelificação próxima à temperatura corporal. Aquando 

da realização dos primeiros ensaios de citotoxicidade para estas matrizes chegou-se à 

conclusão que não estimulavam a proliferação celular de forma significativa, verificando-

se uma redução significativa após 24 horas de incubação, como se pode observar na Figura 

34. Tendo em conta os resultados obtidos e com base na literatura, esta abordagem foi 

descartada. 
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Figura 49 – Viabilidade celular após 24 e 72 horas de contacto com as matrizes de alginato e gel plurónico F127. 
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Anexo C1- Concentração micelar crítica para vários sistemas de 

surfactantes 

 

Tabela C1 - Resultados experimentais dos ensaios de tensão superficial (γ, mN/m) em função da concentração total de 

surfatantes (C, mM) para todos os sistemas estudados. Os dados por mim obtidos encontram-se a negrito. 

Sistema C (mM) γ (mN/m) 
δγ 

(mN/m) 

CMC 

A B C 

S1,1:S2,1:S3,1 
* 

6,000 35,62 0,381 

0,156 0,139 1,000 

5,000 35,64 0,461 

4,000 35,73 0,460 

3,000 35,75 0,434 

2,000 36,05 0,861 

1,000 36,62 1,665 

0,500 36,10 1,098 

0,250 37,02 1,960 

0,150 37,50 2,500 

0,075 42,89 0,496 

0,010 50,89 1,697 

0,000 71,45 0,029 

S1,2:S2,2:S3,2 
*;** 

6,000 34,22 0,317 

0,213 0,220 1,000 

5,000 33,97 0,023 

4,000 33,87 0,225 

3,000 33,87 0,390 

2,000 34,79 0,338 

1,000 35,33 0,568 

0,500 34,44 0,017 

0,250 32,11 0,342 

0,010 48,73 2,524 

0,005 51,54 2,768 

0,000 72,40 0,000 

S1,3:S2,3:S3,3 
* 

6,000 29,86 0,529 

0,297 0,274 1,000 

5,000 29,87 1,121 

4,000 30,32 0,994 

3,000 31,78 0,950 

2,000 33,00 1,148 

1,000 34,31 0,225 

0,500 34,13 2,196 

0,250 37,04 1,440 

0,010 42,34 0,157 

0,005 56,53 2,283 

0,000 71,09 0,475 

S1,4:S2,4:S3,4 
*** 

6,000 26,81 0,559 

0,546 0,435 1,000 

5,000 27,37 1,131 

4,000 27,51 0,834 

3,000 28,07 1,315 

2,000 28,97 1,846 

1,000 29,34 0,078 

0,500 31,12 3,019 

0,250 33,74 1,725 

0,070 39,87 2,779 

0,000 72,40 0,000 
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S1,5:S2,5:S3,5 
* 

6,000 24,89 0,173 

0,240 0,190 2,000 

5,000 25,00 0,509 

4,000 24,94 1,284 

3,000 26,00 1,874 

2,000 27,36 1,904 

1,000 29,86 0,701 

0,500 36,16 1,181 

0,250 39,66 0,310 

0,150 40,60 0,395 

0,075 41,66 0,561 

0,010 55,05 2,476 

0,000 71,09 0,475 

S1,6:S2,6:S3,6 
** 

6,000 22,27 0,205 

0,669 0,509 2,000 

5,000 22,20 0,707 

4,000 21,55 1,344 

3,000 20,69 0,007 

2,000 21,56 0,368 

1,000 24,96 0,099 

0,500 27,92 0,898 

0,250 36,69 1,782 

0,070 40,94 1,216 

0,000 72,40 0,000 

S1,7:S2,7:S3,7 
* 

6,000 24,57 0,371 

0,330 0,309 2,000 

5,000 23,98 0,052 

4,000 23,77 0,394 

3,000 23,45 0,233 

2,000 24,09 0,441 

1,000 26,62 0,057 

0,500 34,11 1,372 

0,250 37,15 0,913 

0,150 43,49 1,767 

0,075 48,69 0,424 

0,010 66,52 3,484 

S1,8:S2,8:S3,8 
* 

0,000 71,09 0,475 

0,562 0,435 2,000 

6,000 23,12 1,235 

5,000 22,71 1,409 

4,000 21,93 1,645 

3,000 17,88 1,595 

2,000 17,23 1,798 

1,000 23,82 3,551 

0,530 34,44 1,506 

0,247 41,27 1,289 

0,114 47,51 0,429 

0,052 52,76 0,521 

0,023 56,84 1,151 

0,000 71,45 0,029 

* Dados obtidos por Sylvia Sousa, “Membranas de base PVA mais eficientes para a captura e separação de gases”, 

dissertação do MIEQ, 2016 – 2017. 

** Dados obtidos por Cláudia Buga, “Nanossistemas mais eficientes para terapia fotodinâmica”, dissertação do MIEB, 

2016 – 2018. 

*** Dados obtidos por Gustavo Marques, “Instrumentos biomédicos com capacidade de oxigenação aumentada”, 

dissertação do MIEB, 2017 – presente. 
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Uma vez que as concentrações relativas de surfatantes não podem ser reveladas, no sentido 

de possibilitar a comparação entre cada sistema são apresentadas os seguintes critérios: S1,1 > S1,2 > 

S1,4 > S1,6; S1,2 = S1,3; S1,4 = S1,5; S1,6 = S1,7; S1,8 = 0; S2,1 = S2,3 = S2,5 = S2,7 = S2,8 = 0; S2,2 = S2,4 = 

S2,6; S3,1 = S3,2 = 0; S3,3 = S3,4; S3,5 = S3,6; S3,3 < S3,5 < S3,7 < S3,8. 
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Novamente, visto que as concentrações relativas de surfatantes não podem ser reveladas, 

no sentido de possibilitar a comparação entre cada sistema são apresentadas os seguintes critérios: 

S1,1 < S1,2; S2,1 = S2,2; S3,1 > S3,2=0. O sistema S1 foi testado para o líquido iónico OMIM recorrendo 

à sonda microtip, o sistema S2 foi testado para o líquido iónico OMIM recorrendo à sonda microtip, 

o sistema S3 foi testado para o líquido iónico [P14,6,6,6][NTf2]  recorrendo à sonda microtip e o 

sistema S4 foi testado para o líquido iónico [P14,6,6,6][NTf2]  recorrendo à sonda macrotip. 
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Anexo D - Protocolo preparação amostras para STEM 

Previamente à análise das amostras por STEM procedeu-se à preparação das 

diluições das formulações de cápsulas. Começou-se por retirar 2 gotas, com uma pipeta de 

Pasteur, de cada um dos falcons com cápsulas em suspensão e adicionaram-se 36 gotas de 

água bi-destilada. De seguida, transferiu-se uma gota desta última solução para um novo 

eppendorf e adicionaram-se 8 gotas de água bi-destilada. Sonicou-se durante 3 minutos, 

após os quais transferiram-se 2 gotas da solução para outro eppendorf e adicionaram-se 6 

de água bi-destilada. Desta última, retirou-se 1 gota e adicionaram-se 3 gotas de água bi-

destilada, correspondendo este ao eppendorf com a formulação final a ser analisada. 

Anexo E - Preparação do meio de cultivo para as células Balb/3T3 

As células Balb/3T3 são normalmente cultivadas no Meio de Dulbecco Modificado, 

Mistura de nutrientes F-12, este tem elevada concentração de aminoácidos, pretendendo 

recriar o meio proteico em que as células de mamíferos se desenvolvem. Este possui o 

corante vermelho fenol, indicador do pH do meio. O meio é suplementado com 10% de 

FBS (soro fetal bovino), rico em fatores de crescimento que satisfazem necessidades 

metabólicas específicas das células. É também suplementado com 1% de penicilina e 

estreptomicina, esta combinação de antibióticos ajuda a prevenir a contaminação da cultura 

celular por bactérias gram-positivas e gram-negativas. A penicilina interfere diretamente 

com a parede celular das bactérias e indiretamente por estimulação de libertação de enzimas 

e modificação da parede celular. Por sua vez, a estreptomicina liga-se à subunidade 30S 

dos ribossomas bacterianos, desencadeando a inibição da síntese proteica e morte de 

bactérias. Por fim, o meio é ainda suplementado com 1% de L-glutamina, aminoácido 

essencial como componente do meio de cultura, uma que é das principais fontes de energia 

para as células em cultura, crucial para uma performance celular ótima. 
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Anexo G – Cálculo de 𝐾𝐿𝑎1

Tabela 13 – Declive da reta de ajuste ao perfil obtido, número de pontos utilizados para realização do ajuste linear (n) e 

coeficiente de correlação (R2) do ajuste respetivo. Os valores de 𝐾𝐿𝑎1 foram determinados por duas metodologias

distintas. O 𝐾𝐿𝑎1 corresponde à média dos 𝐾𝐿𝑎1 determinados para cada um dos perfis obtidos e o 𝐾𝐿𝑎1 médio

corresponde ao 𝐾𝐿𝑎1 determinado para o perfil correspondente à média dos perfis obtidos separadamente.

Amostra 𝑲𝑳𝒂𝟏 Declive n R2 
𝑲𝑳𝒂𝟏

médio 
n R2 

Ensaios 

de sorção 

de O2

Água 
-4,50 ±

0,33

-4,73 3 0,90 
-4,52 3 0,90 

-4,26 3 0,89 

Emulsão 
-3,03 ±

0,23

-3,01 3 0,87 

-3,05 3 0,88 -3,27 3 0,86 

-2,81 3 0,90 

Cápsulas 
-4,28 ±

0,11

-4,20 3 0,90 
-4,28 3 0,84 

-4,36 3 0,80 

Scaffolds sem 

cápsulas 

-5,26 ±

0,40

-5,54 3 0,89 
-5,25 3 0,86 

-4,98 3 0,83 

Scaffolds com 

cápsulas 

-4,50 ±

0,54

-4,88 3 0,83 
-4,48 3 0,87 

-4,12 3 0,91 

Ensaios 

de 

libertação 

de O2 

Água 

1,42 ± 

0,21 

1,27 3 0,98 
1,41 3 0,95 

1,57 3 0,90 

1,26 ± 

0,03 

1,27 3 0,99 
1,26 3 0,99 

1,24 3 0,99 

Emulsão 
1,62 ± 

0,07 

1,67 3 0,94 
1,73 3 0,99 

1,56 3 0,99 

Cápsulas 

1,17 ± 

0,46 

0,86 3 0,99 
1,13 3 0,98 

1,48 4 0,97 

0,91 ± 

0,05 

0,87 3 0,99 
0,91 3 0,99 

0,94 3 0,99 

Scaffolds sem 

cápsulas 

1,66 ± 

0,36 

1,47 3 0,99 
1,66 4 0,99 

1,91 3 0,96 

Scaffolds com 

cápsulas 

1,50 ± 

0,08 

1,44 4 0,99 

1,60 3 0,99 
1,55 4 0,99 
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