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Resumo

A oxigenacao define-se como o processo através do qual 0s organismos aerdébios
tém acesso ao oxigénio molecular, O2, em sistemas biologicos. Este elemento é importante
no microambiente celular in vivo, em sistemas de culturas celulares in vitro e ex vivo, e em
sistemas para aplicacbes em Engenharia de Tecidos. Este elemento desempenha um papel
fundamental em diferentes processos biolégicos, como, por exemplo, aceitador final de
eletrdes no processo de respiracdo oxidativa, para obtencdo de ATP, e como molécula
sinalizadora e reguladora do processo de diferenciagdo celular. Uma das problematicas
transversais aos atuais sistemas utilizados para mimetizar as condi¢des das células em
ambiente fisioldgico, e nos scaffolds desenvolvidos para aplicagcbes em Engenharia de
Tecidos, é a oxigenacdo insuficiente do meio, que pode originar situacdes de hipoxia que
culminam na morte celular. No entanto, apesar de ja existirem moléculas/materiais
transportadores e/ou geradores artificiais de oxigénio, estes ainda apresentam limitagcdes no
que diz respeito a estabilidade, toxicidade e modulacao da libertacdo de O2 no tempo, para
que desempenhem a funcéo pretendida de forma eficiente.

Neste trabalho propde-se a preparacdo de um sistema inovador baseado em
nanocapsulas de silica, contendo no seu interior um liquido iénico (LI) que possui
capacidade para absorver, reter e/ou libertar quantidades apreciaveis de oxigénio, mantendo
a sua estabilidade quimica e mecéanica. O LI escolhido é da familia dos fosfonios
(trihexil(tetradecil) fosfonio bis(trifluorometilsulfonil)imida, [Pes614][NTT2].

As nanocapsulas de silica do tipo core/shell (nc/Si-LI) foram desenvolvidas por
combinacdo de técnicas de microemulsdo e método sol-gel em meio aquoso. Paralelamente,
foram desenvolvidos scaffolds do tipo polimérico, a base de colagénio e acido hialuronico,
como estrutura para incorporacdo das nc/Si-LI sintetizadas e de suporte ao crescimento,
proliferacéo e diferenciagéo celular.

Para a preparagdo das microemulsdes, comegou-se por determinar a concentragéo
micelar critica (CMC) pelo método do anel de du Noly para cinco diferentes sistemas de
surfactantes, tendo-se optado por aquele que apresentava caracteristicas mais adequadas
tendo em vista a aplicagédo pretendida. Seguiu-se o desenvolvimento de duas formulacfes
de emulsdes que diferiam na proporcdo LI/surfactantes, por forma a determinar qual seria

a mais estavel para usar na sintese de nc/Si-LI. Esta fase envolveu o estudo dos didmetros



hidrodinamicos e das cinéticas de formacdo e degradacdo das emulsdes obtidas por
emulsificacdo do LI disperso.

Para a preparagdo das nc/Si-LI foram estudadas as condigdes experimentais da
hidrolise e de condensacdo da silica a partir de um precursor de alcoxi-silano
(tetraetilortosilicato, TEOS), as condi¢cbes de processamento, lavagem/remocgdo e
armazenamento das nc/Si-LI formadas foram otimizadas. Foram sintetizadas nc/Si-LI para
as duas formulacGes de emulsdo desenvolvidas, com duas razdes LI/surfactantes distintas
uma vez que ambas as emulsdes desenvolvidas apresentaram propriedades promissoras.

Para a preparacao dos scaffolds, os polimeros escolhidos sdo caracterizados por
estimularem a migracdo e divisao celular, e por possuirem excelente biocompatibilidade,
imunoneutralidade e biodegradabilidade controlavel. Por forma a estabilizar a estrutura
destes polimeros, o scaffold foi reticulado com N-(3-dimetilaminopropil)-N -
etilcarbodiimida hidrocloridico (EDC) e sal de sédio N-hidroxisulfosuccinamida (sulfo-
NHS), através do estabelecimento de ligacGes entre os grupos carboxilo de acido
hialurénico e grupos amina do colagénio. As condi¢cdes de sintese, processamento e
lavagem das matrizes foram otimizadas por forma a obter scaffolds com caracteristicas
adequadas ao objetivo do trabalho.

Todos os materiais preparados foram caracterizados por diferentes técnicas. Os
didmetros hidrodindmicos das emulsfes de LI e das nc/Si-LI formadas foram avaliados
através do estudo da Dispersdo Dindmica da Luz (DLS), sendo que o didmetro das nc/Si-
LI foi também determinado por microscopia de varrimento eletronico (SEM) e microscopia
de varrimento por transmissdo eletrénica (STEM). A carga a superficie das nc/Si-LI foi
aferida por medidas de potencial zeta, a composi¢do quimica das nc/Si-LI foi identificada
por espectroscopia de infravermelhos por Transformada de Fourier (FTIR) e o0s
rendimentos das reagdes foram estimados por analise 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
concentragdes e formulagdes de nc/Si-LI (com e sem liquido idnico no interior), LI puro
(diferentes concentragdes e formas de contacto com as células), scaffolds desenvolvidos,
com e sem nc/Si-LI incorporadas, e nanoparticulas de silica mesoporosa, como controlo.
As condicdes experimentais para realizacdo dos ensaios foram sendo otimizadas para cada
material testado e tendo em consideracdo 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 evolu¢do da concentracdo de O2 no meio



aquoso onde as amostras sdo adicionadas. O ensaio de oxigenacao pretendeu analisar a
difuséo do O> do interior das amostras a testar para 0 meio envolvente. Por sua vez, 0 ensaio
de desoxigenacdo teve como objetivo a quantificacdo da capacidade de absorgéo de Oo,
proveniente da agua saturada, para cada uma das amostras em estudo, sendo que a
concentracdo testada foi igual a do ensaio de oxigenacdo. Apds obtencdo de resultados,
procedeu-se a quantificacdo da difusdo de O pelo LI, a partir da determinacdo do
coeficiente de transferéncia de oxigénio (K, a), por analise dos perfis de sorcdo/libertacao
de Oz medidos.

De forma resumida, os principais resultados obtidos ao longo deste trabalho
permitiram concluir que as emulsfes de LI para o tempo de sonicacdo de 25 minutos
permanecem estaveis até 72 horas apos a sua formacdo e um diametro hidrodindmico de
aproximadamente 262,2 nm. As nc/Si-LI obtidas apresentam dimensfes numa gama
adequada a sua utilizacdo para oxigenagdo de meios de cultura de células e scaffolds para
Engenharia de Tecidos (50-300 nm) e que a sua superficie é carregada negativamente (< -
18 mV). A anélise de TGA permitiu calcular eficazmente a quantidade de LI e de silica
presente em cada amostra. Os valores de percentagem de LI incorporada nas nc/Si-LI foi
de 43,14% (formulacdo A) e 54,68% (formulacédo B) e de silica foi de 52,60% (formulacéo
A) e 50,01% (formulacéo), sendo ainda possivel concluir que os rendimentos estimados
ndo foram afetados pelo tipo de processamento a que as nanocapsulas foram sujeitas. Os
ensaios de absorcao e libertacdo de O permitiram concluir que as nc/Si-LI, as emulsdes de
LI e os scaffolds, sem e com incorporacgéo de nc/Si-LI, sdo capazes de consumir e de libertar
02, 0 que € de elevada importancia para a sua utilizacdo como scaffold para oxigenagéo,
pois permite aumentar a quantidade de O presente no local de aplicagdo, aumentando a
viabilidade e proliferacdo celular. Os valores de K; a, obtidos para sor¢do de O foram de
-3,03 para a emulsdo 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 libertacdo de O, foram de 1,62, 1,17
e 1,50, respetivamente.

Apesar de os resultados respeitantes aos ensaios de citotoxicidade ndo terem sido
muito positivos, uma vez que foi provado que o LI utilizado neste trabalho é citotoxico, é
possivel contornar-se esta situacao procedendo a alteragdes no sistema, como, por exemplo,
escolher outro L1 hidrofobico menos citotoxico (p.e., da familia das colinas ou imidazolios,
ou entdo proceder-se a troca do anido por outro menos hidrofébico, sem que a
hidrofobicidade do LI seja comprometida) ou proceder-se a otimizacgao do revestimento de

silica, por forma a que ndo ocorra lixiviacdo do LI no meio em que é administrado (p.e.,



aumento da espessura, diminuicdo da porosidade). De qualquer forma, o sistema
desenvolvido neste trabalho pode ser usado para outros processos que ndo envolvam o
contacto com células (p.e., sistemas para separa¢do de gases para a industria).

Com este trabalho fica demonstrado que é possivel encapsular um LI hidrofébico
em nanocapsulas de silica, usando técnicas de microemulsdo com sistemas de surfactantes
adequados, combinadas com metodos de sol-gel em meio aquoso. Foi também
demonstrado que as nanocépsulas e os scaffolds com nc/Si-LI incorporadas apresentavam
carateristicas favoraveis para a sua aplicacdo em sistemas de oxigenagdo para meio de
cultura celular ou para suporte polimérico em Engenharia de Tecidos. No futuro proximo
espera-se que a otimizacdo das nanocapsulas torne o sistema desenvolvido dtil para o

proposto definido.
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Abstract

Oxygenation is defined as the process by which all the living organisms receive
molecular oxygen, O, 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 O> were
developed. However, the proposed alternatives still present limitations in what regards to
its stability, toxicity, and modulation of the O 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 O, without having it affecting its mechanical and chemical
stability. The selected IL belongs to the phosphonium family, (trihexyl(tetradecyl)
phosphonium bis(triphluorometylsulfonyl)imide, [Pe6614][NTT2].

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 Nouy 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-1L) 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-1L 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 O sorption/release tests, in order
to evaluate their capability to absorb/release oxygen. These assays allowed the study of the
O concentration evolution in the aqueous medium were the samples were added. The

oxygenation assay gives information on the O diffusion from the core of the samples to
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the surrounding environment. In turn, the deoxygenation assay aims to quantify the O>
sorption capability of the sample, that is present in the saturated aqueous medium. After
data collection, the O diffusion by IL was determined from de oxygen transference
coefficient (K, a), by analysis of the O 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-1L 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 O sorption and
release assays provided valuable information about the capacity of all the samples to
capture and release O, 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 O at the
implantation site, hence improving the cell viability and proliferation. The K; a, values for
O- 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 O, 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



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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MotivacgOes e objetivos

O oxigénio molecular, Oz, € uma molécula essencial & vida de todos os organismos
aerdbios, em sistemas bioldgicos, nomeadamente de aceitador final de eletrbes para
producdo de ATP, no processo conhecido por fosforilacdo oxidativa e molécula
sinalizadora de diferentes vias metabolicas. Em condicGes de hipoxia, baixas concentracfes
de O2 em meio fisioldgico ou in vitro, as células entram em stress oxidativo, o metabolismo
anaerdbico tem como produto &cido lactico que, quando acumulado nos tecidos, apresenta
efeito toxico, ocorrendo morte celular, e estimulando a expressdo de determinadas proteinas
presentes em quadros patologicos, por exemplo, do fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) e do fator indutor de hipoxia 1a (HIF-1a), caracteristicos da doenca
cancro.

Nas culturas celulares in vitro e em estruturas de suporte para aplicacGes de
Engenharia de Tecidos, 0 acesso ao Oz é limitado e demorado, devido ao processo de
difusdo inerente, comprometendo a viabilidade celular. Ao longo dos anos, Vérias
estratégias tém sido propostas para facilitar o transporte de oxigénio e aumentar a taxa de
sobrevivéncia das células, nomeadamente através do uso de transportadores artificiais de
O2 e aplicacdo in vivo/in situ de biomateriais geradores de oxigénio. S&o exemplos destes:
a hemoglobina livre, que atua como a hemoglobina presentas nas hemécias; 0s
perfluorocarbonetos (PFCs), que sao liquidos com elevada capacidade para absorver, reter
e libertar gases, e 0s peroxidos que sdo compostos capazes de produzir oxigénio in situ por
reacdo com a agua. No entanto, apesar das potencialidades ja identificadas para estes
sistemas, ha ainda aspetos que carecem de otimizacdo, por forma a viabilizar a sua
comercializacdo e utilizagdo em sistemas biologicos. Estas alternativas tém como
principais desvantagens a sua baixa estabilidade ao longo do tempo, potencial citotoxico
(quer pelo produto em si, quer pelos produtos da sua degradagdo), o facto de serem
facilmente eliminados pelo organismo e ndo permitirem uma libertacdo controlada de O>
num determinado periodo de tempo, comprometendo a viabilidade celular.

Nesta dissertacdo € apresentada uma nova abordagem que consiste no
desenvolvimento de uma formulagdo de nanocéapsulas de silica do tipo core/shell & base de
silica (shell) e liquido i6nico (LI) (core), mais estavel, biocompativel e ndo toxica,
incorporada numa matriz polimérica biocompativel para aplicacdes em meio de cultura de

células in vitro e em Engenharia de Tecidos. O LI usado neste trabalho, o [Pss614][NTT2],



foi escolhido pela elevada capacidade de absorcdo, retencdo e libertacdo de gases,
nomeadamente de O, e CO., do meio circundante, estimulando consequentemente o
crescimento, proliferacdo e diferenciagdo celular. Para producdo das nanocapsulas foi
criada uma microemulséo estabilizada por um sistema de surfactantes inovador, seguida de
método sol-gel. As matrizes poliméricas conjugam dois polimeros naturais, acido
hialuronico e colagénio, sendo estes biocompativeis e biodegradaveis que atuam como
agentes estimuladores da adesé&o e proliferagéo celular.

Adicionalmente, pretende-se caracterizar quimica, fisica e morfologicamente os
materiais obtidos e, numa fase posterior, realizar ensaios de citotoxicidade e de
quantificacdo da absorcdo/libertacdo de O pelos mesmos. Estes tém por objetivo
determinar se o sistema proposto neste trabalho, para oxigenacéo de culturas de células in
vitro e para aplicagdes em Engenharia de Tecidos, reune as propriedades e,
consequentemente, se apresenta potencial para, no futuro, ser considerado como alternativa
viavel para substitui¢do dos atuais materiais utilizados como transportadores e/ou geradores

artificias de oxigénio in vitro e in vivo.



1. Papel da oxigenacdo em sistemas biologicos e
em aplicacOes farmacéuticas e biomeédicas

O oxigénio molecular, Oz, € uma molécula essencial a todos 0s organismos vivos
aerobios 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 eletrdes no
processo de fosforilacdo oxidativa, que resulta na producdo de ATP nas mitocondrias, num
processo conhecido por respiracdo aerdbia. Além disso, atua também como molécula
sinalizadora e reguladora do processo de diferenciacéo celular, nomeadamente de células
estaminais cardiacas, musculares e embrionarias, devido aos gradientes de concentracao
gerados por esta molécula *.

Desta forma, é clara a importancia e relevancia do desenvolvimento de novos
materiais e sistemas que permitam uma oxigenacdo melhorada das culturas celulares para
varios fins (p.e., biorreactores para sintese de farmacos, biorreatores para regeneracdo de
tecidos, estudos de patologias e modelos de doencas) e dos scaffolds utilizados para
aplicacdes em Engenharia de Tecidos (ET). Idealmente, quando se cultivam células em
ambiente laboratorial e em biorreatores, as condi¢cGes devem mimetizar o mais possivel as
condicdes in vivo, por forma a que os resultados obtidos in vitro possam ser preditivos
daqueles obtidos em contexto fisioldgico. Para tal, podem ser monitorizados e manipulados
uma variedade de pardmetros (p.e., concentracdo de O, temperatura, pH, forca idnica, tipo
e concentracdo de outras moléculas existentes em contexto fisiol6gico), uma vez que a
manutencdo da viabilidade, diferenciacdo e funcdo celular requerem que estas condigdes
quimicas e fisicas do meio sejam rigorosamente controladas, podendo estas variar
consideravelmente com o tipo celular ou tecido . Do mesmo modo, os scaffolds para ET
devem também mimetizar 0os microambientes presentes in vivo e as respetivas matrizes
extracelulares. Nestes, e devido a natureza tridimensional dos tecidos que se pretendem
substituir, o oxigénio tem de se difundir através de multiplas camadas de células e do
material constituinte do scaffold para que alcance as regibes mais internas da matriz
polimérica. Este facto, quando combinado com as elevadas taxas de consumo de oxigénio
que sdo inerentes a certos tecidos (p.e., tecido hepatico), torna claro que a difusdo do
oxigénio através de meios bioldgicos pode ser insuficiente sem o uso de sistemas/materiais

que transportem ou gerem oxigénio 2.



1.1 Culturas celulares in vitro e Engenharia de Tecidos

As condicGes padrdo normalmente usadas para cultura de células in vitro foram
desenvolvidas essencialmente para tipos celulares que séo de répido e fécil crescimento,
como, por exemplo, os fibroblastos, linhas de células cancerigenas e bactérias. Nestas
condicdes de cultura convencionais, as células sdo normalmente cultivadas a 37 °C, e em
atmosferas com aproximadamente 5% v/v de CO., 21% v/v de oxigénio atmosférico e entre
95-98% de humidade relativa. Porém, a concentracdo de oxigenio in vitro deveria ser
idéntica a atmosférica apenas para certas linhas celulares, como, por exemplo, 0s
fibroblastos e linhas cancerigenas; outros tipos celulares, como por exemplo das células
estaminais, requerem um microambiente mais direcionado e especifico para as suas
necessidades, nomeadamente atmosfera com concentracdes de oxigénio compreendidas
entre 1-8% v/v. Logo, as concentracbes de oxigénio usualmente presentes nas culturas de
células ndo sdo representativas das concentracdes de oxigénio que estdo presentes na
maioria dos tecidos. Desde 2015, foram desenvolvidos varios estudos que pretendem aferir
quais os efeitos da concentragdo de oxigénio presente em meios de cultura no crescimento,
proliferacdo e diferenciacao de diferentes tipos celulares, tanto para sistemas in vitro como
para sistemas ex vivo 3. A informagc&o resultante destes estudos permitira no futuro, por
exemplo, aplicar niveis de oxigénio dindmicos, de forma a estimular a proliferacdo de
células estaminais adultas, bem como permitir o controlo in vitro dos tipos celulares
produzidos e dos processos para regeneragao de tecidos &.

Por sua vez, um dos principais desafios na fabricacéo 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 distribuicdo de oxigénio, como, por
exemplo vasos sanguineos no interior do scaffold ou uma rede de canais artificiais para
perfusdo, a hipoxia no interior destes dispositivos, pode limitar a sua eficacia para
aplicagBes como implantes de suporte a regeneracio de tecidos °.

Os biomateriais utilizados para o tipo de aplicagcbes mencionado anteriormente
podem ser de diferentes tipos, nomeadamente do tipo polimérico, inorganico ou compasito.
A maioria dos suportes baseados em polimeros naturais ou artificiais, como, por exemplo,
a base de quitosano, gelatina, alginato, colagénio tipo | e acido hialurénico, tém como
principal vantagem a biocompatibilidade e biodegradibilidade e, além disso, podem
também estimular a adesdo, migracdo, divisdo e diferenciacdo celular essenciais a

regeneracio de tecidos %13, Porém, e além da sua heterogeneidade, as suas propriedades



mecanicas podem ndo ser as mais adequadas ao ambiente de forcas mecanicas
caracteristico dos sistemas fisiologicos (p.e., forcas de stress e tensdo) . Por outro lado,
scaffolds biodegradaveis a base de polimeros sintéticos, que apresentam propriedades mais
controlaveis e homogéneas, tém também sido alvo de intensa investigacéo para este tipo de
aplicacdes, € o caso do poli(acido glicdlico-co-acido lactico) (PLGA), a poli(caprolactona)
(PCL) e os poli(uretanos) (PUR) °. Estes materiais podem ser utilizados para diferentes
tipos de aplicacbes para estimulacdo da regeneragcdo celular, uma vez que as suas
propriedades podem ser facilmente modificadas, controladas e, normalmente, geram uma
resposta inflamatoria minima no hospedeiro e os seus produtos da degradacdo ndo séo
citotoxicos e sdo reabsorvidos ou eliminados pelo organismo . Recentemente, scaffolds a
base de poli(éster uretanos) (PEUR) tém sido também estudados, tendo sido demonstrado
que estes promovem a infiltragdo celular e que se degradam em produtos ndo-citotoxicos,
representando assim uma classe de biomateriais bastante promissora para varias aplicagdes
nas areas de medicina regenerativa, nomeadamente de tecido cardiaco nervoso e de
musculo esquelético 7.

Por fim, os biomateriais compositos, que podem conjugar as propriedades dos
diferentes biomateriais que os constituem (p.e., biomateriais poliméricos e inorganicos),
podem permitir a obtencdo de produtos finais com caracteristicas intermédias e aos que Ihe
deram origem e conferir propriedades mais ajustadas a aplicacdo pretendida, como, por
exemplo, 0 aumento da estabilidade mecénica, a melhoria da capacidade interagdo do
scaffold com os tecidos e o controlo da libertacdo de substancias bioativas/sinalizadores
(p.e. fatores de crescimento e antibidticos) 8%, Sdo exemplos destes biomateriais aqueles
que resultam da conjugacéo de quitosano, alginato e hidroxiapatite de célcio, de colagénio,
gelatina e hidroxiapatite de célcio ou ainda de fosfato de calcio combinado com outros
biopolimeros, e que podem ser usados como suporte & regeneracdo dssea por estimulacdo

da diferenciacio dos osteoblastos e proliferagio dos osteoclastos 2223,

1.2 Outras aplicacdes farmacéuticas e biomeédicas para terapéutica e
diagnostico
Para além do papel que desempenha em tecidos/células in vivo e in vitro, e em

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

relevantes em muitas outras aplica¢fes farmacéuticas e biomédicas. Por exemplo, 0 O2



pode também ser usado como molécula sinalizadora em biossensores, sendo que o seu
consumo pode, por exemplo, fornecer informacao acerca da concentracdo de glucose no
sangue no diagnostico e/ou monitorizacdo de doentes com diabetes 2*. Outras aplicaces
deste tipo séo, por exemplo, aquelas para diagndstico de doencas relacionadas com o stress
oxidativo (p.e., cancro, diabetes, doencas neurodegenerativas, doencas cardiovasculares)
2526 Também pode ser utilizado para a determinacéo do colesterol, o qual é uma substancia
associada ao diagndstico de doencas como arteriosclerose, diabetes, doenca cardiaca
corondria e ictericia obstrutiva 2’

O O2 pode também ser usado para outras aplicacdes terapéuticas e biomédicas,

como, por exemplo:

a) Terapia fotodinamica (PDT);

b) Terapia de oxigénio hiperbarico;

c) Ventilacdo Mecanica;

d) Oxigenacdo membranar extracorporal (ECMO);

e) 1’0 — Ressonancia Magnética Nuclear (NMR);

f)  Agente de contraste para Ressonancia Magnética;

g) Imagiologia do fluxo sanguineo cerebral por Tomografia por Emissdo de
Positrbes (PET) e Tomografia por Emissdo de Positrées/Tomografia
Computorizada (PET/CT);

Aplicacdes Terapéuticas

A terapia fotodindmica (PDT) tem sido estudada e aplicada nos ultimos anos como
uma modalidade terapéutica usada para o tratamento de alguns tipos de tumores malignos,
nomeadamente cancro da pele, do esofago e dos pulmdes 2. A PDT é um tratamento
quimioterapéutico que envolve: 1) administracdo e acumulacdo seletiva de um agente
fotossensivel; 2) uma area alvo onde existe uma boa perfusdo de O2; e 3) irradiacdo
posterior com luz de um determinado comprimento de onda adequado para a ativacdo do
agente fotossensivel pré-administrado, o qual inicia uma cadeia de reagdes fotoquimicas
que resultam na producdo de ROS, tais como o singleto de Oz e outros radicais livres
altamente citotoxicos e capazes de induzir a morte celular. Esta terapia permite assim
controlar tumores localizados através da sua necrose, por apoptose ou autofagia 2°3%. A
disponibilidade de Oz no local é essencial para o sucesso desta terapéutica, uma vez que,

caso este ndo esteja presente, ndo se verifica a producdo de ROS e a consequente regressao



tumoral. Apenas células expostas a estas trés etapas sequenciais podem ser destruidas, pelo
que esta terapia apresenta elevada seletividade para certos tipos celulares, quer por
acumulacdo preferencial do agente fotossensivel nestas, quer por ativacdo precisa do
mesmo pela luz 2%,

A terapia de oxigenio hiperbarico implica o uso de pressurizacdo por forma a
aumentar as concentracdes de oxigénio fornecido ao organismo e a tumores **. Esta técnica
comecou a ser utilizada nos anos 70 em ensaios clinicos, nos quais doentes eram
submetidos a radioterapia dentro destas camaras, numa tentativa de forgar mais Oz no
sangue e tumores. Estudos demonstraram que respirar nesta cdmara aumentava 0s niveis
de ROS (produzidos aquando da radioterapia) nestes doentes, o que demonstra o papel
critico que 0 Oz desempenha no tratamento de varias doencas .

Sendo 0 O2 é uma molécula essencial para a vida, ele € ainda administrado a doentes
em hospitais e unidades de cuidados intensivos para outros fins. Por exemplo, a ventilacéo
mecanica (MV), que garante uma troca de gases adequada por inspiracdo de uma
determinada concentracdo de oxigénio (FiO>), € aplicada para que se alcance uma saturacao
arterial de oxigénio (SpO2) > 90%. Por vezes, para determinados tratamentos, sdo
necessarias condi¢fes de hiperoxia, ou seja, elevadas concentracGes de O, e de SpOy,
consequentemente 3637, Estas préticas clinicas ndo tém por objetivo a cura de determinada
doenca, mas sim assegurar que o doente ganha tempo para que 0 Seu 0rganismo recupere,
tornando assim possivel a aplicacdo de outras terapias especificas. De referir ainda que,
quando os doentes sdo sujeitos a procedimento cirurgicos, estes podem ter de ser
submetidos a ventilacdo mecanica, uma vez gque 0S processos anestésicos usados podem
afetar a funco respiratoria %,

Outro caso onde o O desempenha um papel fundamental é na oxigenacéao
membranar extracorporal (ECMO), a qual é um tipo de suporte de vida extracorporal
(ECLS) que fornece apoio completo ou parcial ao coracdo e pulmdes, no caso de
insuficiéncia cardiopulmonar ou de insuficiéncia pulmonar 3. A ECMO é semelhante aos
procedimentos extracorporais de dialise e plasmaferese, uma vez que o sangue é desviado
para fora do corpo e é oxigenado, enquanto o CO- é removido, antes de voltar ao corpo.
Nestes dispositivos, as trocas gasosas ocorrem num dispositivo designado por pulméo
membranoso ou oxigenador %!, Existem trés diferentes tipos de ECMO: Venovenoso
(VV) fornece apenas suporte respiratorio, Venoarterial (VA), que fornece suporte cardiaco

e respiratorio, e remoc&o extracorporal do didxido de carbono .



Aplicacdes de Diagndstico

O consumo de glucose e oxigénio e a producdo de ATP no cérebro sdo processos
que estdo interligados. O is6topo de O, oxigénio-17 (Y'0), pode ser monitorizado por
ressonancia magnética nuclear (NMR) para avaliacdo de uptake e washout de agentes
exogenos marcados com 'O em estudos da perfusdo de tecidos ou para detecdo de
metabolitos que contenham O ***#®. No entanto, a maior vantagem da realizagio de 'O
NMR in vivo consiste na determinagdo da taxa metabdlica de consumo do oxigénio em
humanos e em outros seres vivos *’. Os valores obtidos poderéo fornecer informagéo acerca
do normal ou anormal funcionamento do cérebro, relacionadas com uma variedade de
doencas cerebrais. Esta metodologia estd a ser otimizada para que no futuro se possa
proceder a imagiologia da taxa metabdlica de oxigénio cerebral, o que podera ter um
impacto significativo no estudo do metabolismo oxidativo cerebral e também noutros
6rgaos, como o coragdo 3.

O O2 desempenha também um papel critico na fisiologia e patofisiologia do pulméo.
A capacidade de detecdo e caracterizagdo do uptake de oxigénio por parte do pulméo tem
um elevado potencial de diagnostico de doencgas pulmonares, como por exemplo a fibrose
cistica, bronquite crénica e doenca pulmonar obstrutiva crénica. De forma geral, estudos
funcionais do pulmdo focam-se na ventilacdo e nos processos de troca de gases,
nomeadamente os que envolvem oxigénio. O uso direto do oxigénio como agente de
contraste (CA) em Ressonancia Magnética € bastante Gtil para avaliagdo da funcdo
pulmonar *. Tal é possivel uma vez que se verificam diferencas nas imagens obtidas,
quando os sujeitos respiram oxigénio puro ou ar ambiente 4*°. O sinal é modificado devido
aos processos envolvidos na transferéncia de oxigénio — ventilaco, difusio e perfuséo .

Outro exemplo € a imagiologia ndo-invasiva do fluxo sanguineo cerebral (CBF), a
qual permite a detecdo e acompanhamento dos doentes com desordens neuroldgicas,
incluindo doencas cerebrovasculares e neurodegenerativas. Atualmente, a Tomografia por
emissdo de positrdes (PET) com [*°O]H20 é considerada a metodologia de referéncia para
medicdes do CBF, bem como do metabolismo cerebral 324, Outra possivel aplicabilidade
do agente de contraste [*°0]H-0O (4gua marcada isotopicamente por °0) é na identificagio
e caracterizacdo de distdrbios da perfusdo cardiaca apds radioterapia aplicada para
tratamento do cancro da mama, através da realizacdo de PET/CT. Nestes casos, 0 objetivo
é encontrar uma correlacao entre a localizacdo das alteracdes e a distribuicdo espacial da

dose administrada °°.



1.3 Tecnologias de oxigenacdo para culturas de células in vitro e

Engenharia de Tecidos: vantagens e limitacoes

Nos ultimos anos, tém-se estudado algumas moléculas transportadoras de O2 no
sangue, como, por exemplo, para tornar mais eficiente o transporte de O dos pulmdes para
outros 6rgaos ou de tecidos circundantes para o interior de scaffolds. Estas moléculas foram
estudadas tanto para aplica¢fes in vitro como para aplicacBes in vivo, como materiais
transportadores ou geradores de O in situ.

Nos seres humanos, a funcdo de transportador de O, é desempenhada pela
hemoglobina (uma metaloproteina), a qual liga 0 O2 a um dos seus quatro grupos heme,
(que é um anel de porfirina com um atomo de ferro no centro). Mais de 98% do oxigénio
do sangue é transportado pelas hemacias, 0s veiculos de transporte da hemoglobina. Como
estes transportadores de O estdo normalmente ausentes nos meios de cultura utilizados em
laboratdrio, o fornecimento de oxigénio as células e tecidos nestas condigdes esta assim
dependente essencialmente da difusdo, a qual € normalmente um processo menos eficiente
e demorado, uma vez que a velocidade de difusdo estd dependente do gradiente de
concentragdes de O2 presente nos locais de interesse. Por essa mesma razdo, o uso de
transportadores de oxigenio artificiais tém sido alvo de intensa investigagdo nos ultimos
anos. Os transportadores de oxigénio artificiais ndo tém obrigatoriamente de estabelecer
uma ligacdo quimica com o Oz, como no caso da hemoglobina. Assim, existem
transportadores sintéticos em que o O2 se difunde no interior do mesmo por gradiente de
concentracdo e até outros onde 0 O, também pode ser produzido por reagdo quimica in situ.
Um destes transportadores sintéticos de O sdo os perfluorocarbonetos, 0s quais possuem a
capacidade de dissolver elevadas quantidades de oxigenio (cerca de 10-20 vezes superior a
da agua pura). Outros exemplos de transportadores sintéticos sdo a hemoglobina livre (ndo
transportada por hemacias), ou outros derivados sintéticos da hemoglobina.

Os perfluorocarbonetos (PFCs) liquidos sdo hidrocarbonetos em que todos os
atomos de hidrogénio foram substituidos por atomos de fllor. Estes compostos sdo
geralmente quimicamente inertes, sendo por isso biocompativeis em certas concentracfes
em meio fisiologico, e muito insollveis em agua ou alguns lipidos. Estes compostos
normalmente apresentam ainda uma baixa polaridade sendo misciveis com gases nao-
polares numa gama de composic¢des aprecidvel. Exemplos destes gases sdo O, dioxido de

carbono (CO2), monoxido de carbono (CO) e oxido nitrico (NO), os quais se conseguem



dissolver em PFCs em quantidades elevadas, devido a interacdes de van der Waals
favoraveis que sdo estabelecidas entre os gases e PFCs °°.

Os PFCs liquidos podem ser utilizados diretamente como transportadores de
oxigenio injetaveis (p.e., para tratamento de anemias) ou como agentes de contraste
injetaveis para imagiologia por ultrassons. Em alternativa, podem ser emulsificados em
solugdo aquosa para 0 mesmo tipo de administracdes °"°8. Como se pretende que estas
emulsGes sejam aplicadas em sistemas in vivo, tecidos ou cultura células, deve-se garantir
que possuem valores de pH e de pressdo osmotica adequados, sendo que, idealmente para
sistema injetaveis na corrente sanguinea, a emulsdo final devera possuir um pH e uma
osmolaridade idénticos aos do sangue (pH=7,4 e 200 mOsm.dm3). Os desafios principais
na utilizacdo de emulsdes aquosas de PFCs estdo relacionadas com o facto de estas
apresentarem uma elevada volatilidade, serem rapidamente eliminadas da circulagdo
sanguinea e serem muito instaveis. Existem trés mecanismos principais que podem
contribuir para a instabilidade destas emulsdes: coagulacdo, coalescéncia e o fendmeno
Ostwald ripening. Os dois Gltimos tém como efeito um aumento do tamanho das goticulas
formadas por fusdo de goticulas de menores dimensdes e por difusdo entre goticulas da fase
continua, respetivamente, enquanto que a coagulacdo consiste na formacéo de agregados
de particulas °°%°, Esta alteracdo do tamanho das goticulas influencia diretamente a
superficie através da qual ocorre o transporte de oxigénio entre as fases aquosa e PFC.
Geralmente, o tamanho destas goticulas é da ordem das dezenas ou das centenas de
nanometros, por oposi¢do as hemacias, as quais possuem um didmetro de cerca de 7 um.
Apesar das emulsdes de PFCs apresentarem menor solubilidade para o oxigénio em relacdo
aos transportadores de oxigénio a base de hemoglobina (Figura 1), estas possuem uma
velocidade de libertacdo de oxigénio para os tecidos superiores, quando comparada com a
das hemacias ®*. Isto deve-se ao facto dos PFCs apresentarem maior area de superficie de
trocas e também ao tipo de interacBes estabelecidos com a molécula de oxigénio: a
solubilidade do O2 nos PFCs é um fendmeno essencialmente baseado na Lei de Henry,
enquanto que a ligagdo do oxigénio a hemoglobina baseia-se num fendomeno ligando-
aceitador, que € descrito pela equagéo de Hill (Figura 2). Consequentemente, a quantidade
de oxigénio dissolvida nos PFCs aumenta de forma linear com a pressao parcial de O, e é

inversamente proporcional a temperatura 52,
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Figura 1 — Curvas de saturacdo do Oz a temperatura de 37 °C para a hemoglobina, diferentes PFCs e agua pura. (Legenda:
— hemoglobina 130 mg/mL; — 20% de Fluosol (nome comercial); — 100% de brometo de perfluorooctil (PFOB); —
&gua; - - pO2 no sangue venoso; - - pO2 no sangue arterial; - - pOz no ar atmosférico; ---- 95% oxigénio). Adaptado da
referéncia 1.
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Figura 2 - Mecanismo de captura e libertagdo do Oz: (A) HbOCs e (B) transportadores de Oz a base de PFCs. (C) Relagéo
entre o conteldo em O2 e a pO2 em para: — HbOCs e — transportadores de oxigénio a base de PFCs. Adaptado da
referéncia 6.

Varias formulagbes de PFCs foram ja testadas em testes clinicos, entre os anos 70

e 90. De entre estas, a emulsdo conhecida pelo nome comercial de Oxygent, composto por
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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 emulséo nas fases | e Il desses testes clinicos.
No entanto, na fase Il destes testes, verificou-se um aumento do risco de ataque cardiaco,
bem como o aparecimento de efeitos secundarios neuroldgicos adversos 8364,

Estes e outros problemas foram igualmente identificados em testes clinicos e nédo-
clinicos para formulacdes a base de PFCs pelo que, atualmente, ndo ha qualquer produto
no mercado para uso médico a base de PFCs como agentes artificiais de transporte de
oxigénio 1. A exposicéo prolongada a certos PFCs, como por exemplo as emulses de nome
comercial Fluosol®, Perftoran® e Oxypherol®, pode causar efeitos secundarios imediatos
ou posteriores em alguns individuos, tais como hipotensdo, rubor cutaneo, febre,
hipertensdo pulmonar, pressdo toracica e pressio venosa central elevada %%, Assim,
concluiu-se que a utilizacdo de PFCs em humanos tem de ser ainda estudada e testada
cuidadosamente 7. N&o 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 producdo de musculo cardiaco. Para
este caso, observou-se um aumento da atividade contractil, da viabilidade celular e da
expressao de genes associados ao desenvolvimento de musculo cardiaco funcional. Para
tecidos da traqueia e rim, esta formulacdo aumentou ainda a viabilidade, diferenciacéo e
funcéo celular ®8. Outros estudos demonstraram também que, quando se adicionam PFCs,
como por exemplo o oxadiazola fluorada, em ambientes hipdxicos, ocorre um aumento da
taxa de sobrevivéncia celular, por libertacdo controlada de oxigénio, sendo, portanto,
potenciais modulares das concentracdes de oxigénio in vivo °°.

Outra metodologia para utilizagio de PFCs, neste caso concreto de
perfluorodecalina, foi sugerida por Pilarek et al. (2014), onde este € incorporado num
sistema de cultura 3D do tipo liquido/liquido organizado em camadas. Nesta arquitetura de
sistema, o scaffold € colocado na interface de contacto entre os liquidos. O meio de cultura
que esta em contacto com a parte superior do scaffold assegura o transporte dos nutrientes
para as células e a parte inferior que esta em contacto com os PFCs (devido a sua elevada
densidade) garante a oxigenacgdo 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 transferéncia de
massa de gases, nomeadamente O, e CO». No entanto, este sistema apresentou libertagcéo
de O2 mais significativa apenas durante 24 horas apds implantagdo .
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(meio de cultura)
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PFC (fase perfluorada)
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Figura 3 — Sistema hibrido liquido-sélido-liquido para cultura de células que consiste numa fase liquida de PFC saturado
de Oz, uma fase solida que corresponde ao scaffold de PLA fibroso e uma outra fase liquida de meio de cultura para
células (DMEM). Adaptado da referéncia .

Os PFCs mais utilizados em sistemas bioldgicos para otimizacdo da libertacédo de
O, em situacOes de hipoxia, os seus nomes e solubilidade do O nos mesmos encontram-se

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 -Solubilidade do Oz em diferentes PFCs para a temperatura de 37 °C e a 1 atm. Adaptada da referéncia 2.

Composto Solubilidade Oz (mM)

Eter perfluorodi-hexilico 21,78
Tetrafluoreto de enxofre perfluorodibutilico 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 L
F-Tetrabutilperfluorociclohexano 16,90
Perfluorodecalina 15,72"

* valor determinado para a temperatura de 25 °C.

Os transportadores de oxigénio artificiais a base de hemoglobina (HbOCs) surgem
como alternativa aos PFCs. Atualmente, encontram-se a ser desenvolvidas novas
metodologias que permitirdo no futuro a utilizacdo de hemoglobina isolada do sangue de

outras especies como transportadora de oxigenio artificial em seres humanos, como, por
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exemplo, a hemoglobina bovina, suina e equina, uma vez que sdo produtos da industria
alimentar e, como tal, apresentam um custo reduzido e vasta disponibilidade .

Vérios tém sido os autores a reportar o sucesso da aplicabilidade deste conceito. A
titulo de exemplo, Chen and Palmer (2010) suplementaram o meio de um reator, que
pretendia mimetizar a funcdo/atividade do figado, com hemoglobina bovina purificada e
verificaram que a taxa de respiracdo aerdbia celular aumentou, juntamente com o
metabolismo de farmacos. Porém, verificou-se também o aumento da expressao dos genes
associados ao metabolismo das ROS, ou seja, a oxidagdo da hemoglobina estava a afetar o
metabolismo celular "*. 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
interacGes diretas entre a hemoglobina e as células minimizando, consequentemente, 0
stress oxidativo celular. De referir que também foi verificada uma reducéo da expressao do
gene associado a resposta das células quando em condigdes de hipoxia 2.

No entanto, a hemoglobina apresenta como desvantagem a sua baixa estabilidade,
uma vez que é gradualmente oxidada na forma de metemoglobina, a qual ndo consegue
estabelecer ligacdo com o O2. Consequentemente, os HbOCs tém de ser armazenados em
condicdes oxygen-free (livre de oxigénio) e usados imediatamente apOs exposicdo 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 toxico
para 0 organismo, sendo que 0 mais importante é a captura do NO que tem um efeito
vasoconstritor agudo. Por forma a ultrapassar as desvantagens associadas a utilizacdo da
hemoglobina como transportador artificial de Oz no sangue, tém sido estudadas diferentes
técnicas para incorporacio e polimerizacdo deste tipo transportadores artificiais de O,. E
possivel afirmar que, apesar das suas vantagens, estes sistemas necessitam de mais estudos
relativos & sua aplicabilidade na area de ET 6.

Outra das possiveis alternativas seria a utilizacdo de peroxidos para fornecimento
de oxigenio. Esta ideia € promissora uma vez que estes materiais geram Oz em vez de
simplesmente o distribuirem. O O é gerado por decomposic¢édo do perdxido de hidrogénio
(H202) em O2 de forma direta ou por dissolucdo de peroxidos sélidos, como, por exemplo,
percabonato de sédio e perdxido de célcio ou magnésio. Porém, é necessario garantir que
a libertacdo de O ocorre durante um periodo de tempo adequado a aplicacdo pretendida.
Como descrito nas equacdes que se apresentam de seguida, a formacdo de H>O> ocorre

numa primeira fase por exposi¢do de perdxidos solidos inorgénicos a dgua (equagdes de
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(1) a (3)). Posteriormente, ocorre decomposicao deste ultimo em O2, na segunda etapa da

reacdo (equacdo (4)) 3

Ca0; (s) + 2H20 — Ca(OH); (s) + H202 (1)
MgO: (s) + 2H.0 — Mg(OH): (s) + H20> 2
(Na;CO3); . 3H,0; — 4Na* + 2C05 + 3H,0;  (3)
2H,0, — O, + 2H,0 4

Uma outra vantagem do uso de perdxidos é o facto de apresentarem uma taxa de
libertacdo de O diferente dependente do tipo de peroxido utilizada, sendo possivel escolher
qual o mais adequado em funcédo do objetivo, nomeadamente, se se pretende ou ndo uma
libertacdo sustentada no tempo. Um dos desafios inerentes a utilizacdo de perdxidos esta
relacionado com a libertacdo de catides Ca?" para o meio reacional, que podera afetar
negativamente alguns tipos celulares, por interferirem no equilibrio osmoético do meio. Ng
et al. (2010) desenvolveram uma metodologia na qual procederam a incorporacéo de H.O>
em microparticulas de PLGA ™. Posteriormente, Abdi et al. (2011) procederam a
incorporacdo dessas mesmas microparticulas 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
microparticulas. Apesar dos peroxidos se apresentarem como materiais promissores, a
producdo de O2 ocorreu apenas durante 5 horas. Estes resultados motivaram outros grupos
de investigacdo a desenvolver novas metodologias de incorporagdo dos per6xidos em
sistemas para ET, por forma a prolongar a libertagdo/producdo de Oz no tempo ’°.

Outra das desvantagens associadas a utilizacdo de peroxidos em sistemas biologicos
esta relacionada com a producdo de ROS citotdxicas, como subproduto da reacdo de
producdo de O.. Como resposta a esta problematica, uma das solu¢bes encontradas foi
proceder-se a incorporacdo da enzima catalase nestes sistemas. Esta enzima esta presente
nos peroxissomas, tendo como funcdo a conversao do H>O, em O e 4gua, sem que ocorra
producdo de ROS. As ROS sdo moléculas sinalizadoras bioldgicas que participam na
resposta inflamatoria, podendo originar ou exacerbar o processo inflamatério no local de
implantacéo do biomaterial. Sdo, consequentemente, necessarios mais estudos por forma a
compreender melhor as consequéncias da produgdo de ROS pelo biomaterial implantado,
quer para sistemas in vitro quer para sistemas in vivo 6.

Os endoperoxidos apresentam um principio de funcionamento idéntico ao dos

perdxidos, mas sem as desvantagens inerentes a estes. Benz et al. (2013) procederam a
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incorporacdo de endoperdxidos (p.e., hidrocarbonetos aromaticos, nomeadamente o
naftaleno e derivados da 2-piridona) em pequenas moléculas organicas para libertacdo de
0O2. Quando em contacto com agua, ocorre libertacdo de O via reacdo inversa Diels-Alder
(Figura 4), durante 8 a 13 horas. Este tempo de libertagdo podera ser prolongado atraves do
estabelecimento de liga¢Ges covalentes com um polimero sintético, por exemplo, PLGA e
PCL. Numa fase posterior, 0 mesmo grupo de investigacdo realizou estudos in vitro da
libertacdo controlada destas espécies, endoperoxidos metilados derivados de piridona
combinados com vitamina C, sendo que estes compostos foram incorporados em pequenas
moléculas organicas e administrados ao meio de cultura celular das células fibroblastos
3T3 e de masculo liso de rato, em condicdes de hipoxia. Foram escolhidas estas linhas
celulares por desempenharem um papel importante na regeneracdo de tecido, uma vez que
séo as principais constituintes do tecido vascular e conetivo, respetivamente. Foi verificado
que a incorporacdo destas estruturas organicas modificadas aumentou significativamente a
viabilidades celular para as duas linhas celulares testadas ’’. No futuro, os endoperdxidos,
quer ligados covalentemente a scaffolds quer na forma livre, poderdo ser utilizados como

veiculos para fornecimento de O a feridas necroticas.
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Figura 4 — Reacdo Diels-Alder.

Nos Ultimos anos, tém surgido varios estudos que defendem a abordagem HULK
(do alemdo Hyperoxide Unter Licht Konditionierung), cujo objetivo é a producdo de
tecidos quiméricos contendo células fotossintéticas que atuam como fonte local de O,
através de um mecanismo independente da perfusdo de O,: fotossintese. Hopfner et al.
(2014) propdem um scaffold para cicatrizagdo de feridas que ativamente produz O,. Para
tal, procederam a incorporacdo de uma alga unicelular Chlamydomonas reihnardtii num
scaffold a base de colagénio, consequentemente, este sistema produz continuamente O
como resposta a exposi¢do a luz. Os resultados preliminares de co-cultura da matriz
fotossintética com fibroblastos NHI 3T3 foram satisfatérios, pelo que esta metodologia se
apresenta como alternativa viavel para oxigenacdo sob condicGes de hipoxia in vitro e in
vivo. Esta técnica necessita de exposicdo continua a luz, logo s6 poderé ser utilizada para

desenvolvimento de scaffolds para aplicagdo topica ou para tecidos pouco profundos 8.
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Outra tecnologia proposta sdo as microbolhas, que consistem num nucleo gasoso
rodeado por um revestimento fino. O revestimento pode ser produzido a base de diferentes
compostos, como por exemplo, lipidos, polimeros (p.e., dextrano e quitosano) e
surfactantes. As microbolhas sdo atualmente utilizadas como agente de contraste para
técnicas de imagiologia, porém também apresenta potencial para libertacdo de O
localmente, aquando do rebentamento das mesmas por aplicacdo de ultrassons ’°. Outra
possibilidade sdo os microtanques que consistem em esferas ocas de carbonato de calcio
carregadas com O, que sdo posteriormente incorporadas em matrizes poliméricas, por
exemplo a base de PCL. Quando os microtanques sdo administrados em culturas celular, o
O2 difunde-se do seu interior para 0 meio de cultura durante 24 horas. O tempo de libertacéo
podera ser controlado por manipulacdo da espessura e composi¢do do revestimento, bem
como pela escolha do polimero onde as esferas sdo incorporadas (Figura 5) &.

Figura 5 — Representagdo esquematica de microtanques isolados por um revestimento polimérico. Adaptada da referéncia
80

Por forma a ultrapassar as problematicas abordadas neste subcapitulo e otimizar a
oxigenacdo de sistemas in vitro, ex vivo e in vivo, os investigadores estdo focados em
desenvolver, aperfeicoar e manipular os sistemas existentes, por forma a melhorar a
resposta celular através da incorporacdo dos transportadores e/ou geradores artificiais de
O2 em veiculos adequados. Para tal é necessario melhorar a sua estabilidade, conseguir
controlar temporalmente a libertagdo do O> e estudar mecanismos por forma a evitar as vias

reacionais, pelas quais estes podem apresentar efeito toxico.
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2. Nanossistemas para oxigenacao

Face as limitacGes ja identificadas referentes as tecnologias atuais para oxigenagdo
em ET e culturas de células in vitro: rapida libertagdo de O, tempo de libertacdo de O2 ndo
permite a vascularizacdo do scaffold por forma a evitar a necrose do tecido, resposta
inflamatdria ou imunogénica por parte do individuo, producdo de ROS, o principal desafio
prende-se com o desenvolvimento de veiculos seguros e estaveis para administracdo das
alternativas atuais de transportadores e geradores artificiais de O>. Com 0 objetivo de
ultrapassar as problematicas mencionadas, a nanotecnologia tem contribuido com o
desenvolvimento de nanossistemas biocompativeis (organicos, inorganicos ou compasitos)
para a sua administracéo, de entre os quais se destacam micelas, lipossomas, nanoesferas e

nanocapsulas, entre outras nanoparticulas, que se encontram representadas na Figura 6.
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Figura 6 — Representacio esquematica de diferentes tipos de nanoparticulas. Adaptada da referéncia 8.

Estes sistemas de administracdo oferecem numerosas vantagens relativamente as
formulagbes convencionais, evitando a degradacéo e lixiviagdo prematura do composto,
evitando efeito citotoxico, controlando o perfil de libertacdo de O, assegurando e
melhorando a biocompatibilidade e melhorando a eficiéncia da troca de gases do sistema.
De todas as vantagens acima referidas, de realgar a razdo superficie/volume elevada que
garante uma maxima area de superficie para difusdo de gases, sendo essencial o controlo
das propriedades da superficie das particulas. A superficie das particulas pode ser

modificada com grupos funcionais ou moléculas sinalizadoras, alterando as suas

19



propriedades fisicas, quimicas e melhorando a sua biodistribuicdo, tendo em conta o seu
proposito, tempo de circulagéo e internalizagdo celular 8283,

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 informacéo previamente recolhida
por outros alunos do grupo GSP (do inglés Green and Sustainable Processes) da
Universidade de Coimbra, neste trabalho procurou-se desenvolver uma formulagéo
inovadora para obtencdo de micro/nano céapsulas de silica através do método sol-gel,
contendo no seu interior liquidos com capacidade para dissolver quantidades apreciaveis
de Oo.

A aplicabilidade desta metodologia ndo se esgota nas areas acima mencionadas,
culturas celulares in vitro e scaffold para Engenharia de Tecidos, podendo também ser
bastante util para sistemas de remocao/absorcdo de CO», preservacdo de dérgdos para
realizacdo de transplantes, construcdo de biorreatores para diferentes aplicacbes em
biotecnologia, captacdo de outros gases nocivos como 0 CO e o NO. Poderé ainda atuar

como método para internalizacéo celular de certos compostos de interesse ">848°,

2.1 Nanoesferas e nanocapsulas

As nanoesferas sdo estruturas sélidas e densas, nas quais LIs, PFCs e outros liquidos
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 liga¢cdes quimicas com farmacos. Podem ser de caracter organico (constituidas
a base de polimeros), inorganico (por exemplo, a base de silica) ou compdsito. O seu
didmetro varia entre 100 e 200 nm. Estas particulas sdo extremamente sensiveis a
opsonizacao (que leva a fagocitose das mesmas), devido as caracteristicas hidrofobicas da
superficie. Consequentemente, a superficie destas nanoparticulas tem de ser modificada
para que o tempo de circulacdo na corrente sanguinea aumente. A facilidade de
manipulacdo e modificacdo das suas superficies sdo propriedades que as tornam em
alternativas bastante atrativas para nanomedicina.

Capsulas sdo definidas como sistemas vesiculares ou “reservatorios”, sendo que a
cavidade € rodeada por um revestimento de materiais sélidos. As suas caracteristicas

estruturais, como a grande cavidade interior, baixa densidade e comportamento coloidal,
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converteram as capsulas numa interessante area de estudo para modulacdo das
caracteristicas quimicas e fisicas de diferentes materiais aumentando a estabilidade, area
ativa e volume de poros, atuando como agente porogénico. Adicionalmente, estas também
se apresentam extremamente atrativas para encapsulamento de uma variedade de
substancias, sélidas, liquidas ou uma dispersdo . Em particular, a diversidade de
morfologias e composic¢des de capsulas poliméricas, lipossomas e esferas ocas inorganicas
tornas estas estruturas em veiculos interessantes para incorpora¢do e imobilizacdo de
agentes funcionais, como farmacos, enzimas, corantes, genes, peptideos e outras moléculas
bioativas %818,

As capsulas de silica apresentam-se como metodologia promissora de
encapsulamento para aplicagdes na area biomédica, porque combinam as vantagens da
silica e da estrutura de capsula. A silica € um material ndo-tdxico e biocompativel, sendo
reconhecido como seguro pela agéncia US Food and Drug Administration (FDA). De
referir que a sua producdo é de baixo custo, apresenta estabilidade quimica e mecéanica e
transparéncia Otica. A superficie da silica € rica em grupos hidroxilo, o que a torna
intrinsecamente hidrofilica e assegura a estabilidade coloidal. Adicionalmente, a superficie
da silica pode ser facilmente modificada.

Ao longo dos anos, diversas tém sido as técnicas desenvolvidas para a sintese de
capsulas de silica de diferentes dimensdes, formas e a quimica da superficie. As
nanocépsulas a base de silica (<100 nm) sdo de particular interesse, uma vez que particulas
destas dimensdes reduz de forma significativa a sua captura pelo sistema reticulo-
endotelial; aumenta o tempo de circulacdo no sangue; aumenta a internalizacdo celular e
facilita a transposicao de barreiras fisiol6gicas, por exemplo, a barreira hemato-encefalica
e 0 endotélio 8788,

De entre todos 0s materiais estruturalmente estaveis, os materiais a base de silica
possuem estruturas definidas e propriedades de superficie que sdo conhecidas por serem
compativeis. A silica é, por norma, o material de eleicdo para a utilizacdo de nanoparticulas
inorganicas em sistemas bioldgicos, sendo utilizada para melhorar a biocompatibilidade de
sistemas de libertacdo controlada, de farmacos, como nanoparticulas magneticas,

biopolimeros e micelas 8.
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2.2 Metodologias de sintese de nanocapsulas a base de silica

Os avangos na nanotecnologia associados as caracteristicas atrativas da silica para
uso em sistemas bioldgicos estimulou o desenvolvimento da produgdo de nanosilica. Uma
vez que as particulas de silica extraidas de fontes naturais apresentam impurezas metalicas,
0 que ndo é desejavel para aplicacdes biomédicas e farmacéuticas. Neste contexto, foram
desenvolvidas novos metodologias para producdo de particulas sintéticas de silica com
niveis de pureza aceitaveis.

O método sol-gel é um método quimico muito versatil utilizado para a producéo de
silica, de vidro e de materiais ceramicos, originando produtos de elevado grau de pureza,
homogéneos e de dimensBes controladas. O método sol-gel geralmente utiliza como
percursores alcoxidos de metal, sais inorganicos ou compostos organometalicos, como por
exemplo tetrametilsilano (TMOS) e o tetraetilortosilicato (TEOS), que sdo, numa fase
inicial, dissolvidos em agua ou outros solventes, como o etanol, a temperatura ambiente ou
a temperaturas mais elevadas. Os percursores sofrem uma série de reacdes de hidrolise e
condensacéo até formarem uma dispersdo de particulas sélidas de dimensdes coloidais (1-
1000 nm) denominada de sol, a qual sofre posterior gelificacdo via policondensagéo ou
poliesterificacdo, para se obter o gel. E importante controlar o pH da solucdo a fim de
prevenir a precipitacdo e garantir um gel homogéneo, que pode ser obtido com a adi¢do de
um catalisador &cido, como o HCI, ou de um catalisador basico, como o NH3 %.

As reacBes do TEOS que originam particulas de silica, através do processo sol-gel,

sdo apresentadas de forma esquematizada na Figura 7.
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Figura 7 — Representacdo esquemética do mecanismo de nucleacéo da silica, desenvolvimento das particulas primarias e
crescimento das particulas. Adaptado da referéncia .

A hidrolise das moléculas de TEOS origina grupos silanol. A polimerizacdo que

ocorre entre os grupos silanol cria ligacgoes siloxano (Si-O-Si) que s&o a base estrutural da
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silica. A formacéo da silica pode ser dividida em duas etapas: nucleacdo e crescimento.
Dois modelos séo propostos para descrever o mecanismo de crescimento da silica: 1) adigédo
de mondmero e 2) agregacdo controlada. O primeiro modelo proposto afirma que, apos
nucleacdo inicial intensa, o crescimento das particulas ocorre por adicdo de mondémeros
hidrolisados. Contrariamente, o segundo modelo apresentado defende que a nucleagédo
ocorre continuamente ao longo da reacdo, sendo que os nudcleos (particulas primarias) se
agregam posteriormente formando dimeros, trimeros e outras particulas de maior dimenséo
91_

O método sol-gel possui inUmeras vantagens, tais como a sintese quimica a baixas
temperaturas. E possivel ainda obter compostos homogéneos, tamanho pequeno de
particulas e controlo na morfologia das mesmas, quando comparado com os métodos de
sintese mais convencionais de preparacdo de cerdmicos. No entanto, 0s percursores
utilizados no sol-gel séo relativamente caros e como o0 processo envolve uma serie de etapas
é necessaria uma monitorizagdo constante do mesmo %,

Com o desenvolvimento da técnica foram sido propostas modificacdes ao método
sol-gel, como, por exemplo, o uso de surfactantes ou polimeros como molde. Nestes casos,
a silica condensa em torno das micelas, dando origem a nanocapsulas de silica. Tendo em
mente a aplicacdo proposta nesta dissertacdo e as caracteristicas pretendidas para as
nanocapsulas, desenvolveu-se um sistema emulsificante inovador, o qual foi
posteriormente sujeito a metodologia sol-gel. A técnica sol-gel permite ter diferentes
pontos de controlo ao longo do processo de sintese, desta forma assegura-se que o produto

final corresponde ao pretendido.

2.3 Liquidos com elevada capacidade para absorver, reter e libertar
oxigenio

Os perfluorocarbonetos sdo liquidos de elevada capacidade para absorver, reter e
libertar oxigénio, que apresentam solubilidade para o0 O compreendida entre 14 e 22 mM,
tendo sido abordados no Capitulo 1.3. Devido as desvantagens da utilizagdo destes em
sistemas in vivo e in vitro, surgem como alternativa os liquidos ionicos. Os liquidos idnicos
(LI) sdo sais que consistem em ides e que permanecem no estado liquido para temperaturas

inferiores a 100 °C ou a temperatura ambiente (25 °C) - Liquidos I6nicos a Temperatura

Ambiente (RTILs) %%, Nos tltimos anos, tem surgido uma grande variedade de LIs devido
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as suas caracteristicas, nomeadamente serem liquidos numa gama alargada de temperaturas
(cerca de 300 °C); o ponto de fusdo ser proximo da temperatura ambiente; apresentarem
capacidade de dissolver uma grande variedade de materiais, incluindo organicos,
inorgénicos e poliméricos, apresentarem elevada polaridade; poderem ser reutilizados e
reciclados e apresentarem grande capacidade de absorcdo, retencéo e libertacdo de gases
%3, Os catides e anides mais comuns para a formulagio de liquidos idnicos encontram-se

representados na Figura 8 %,

” Imidazolium Pyridinium Piperidinium  Pyrrolidinium  Quinolinium Morphollnlum Quaternary Quaternary
c )
:g N+_N /+| @ O m [ j phospllomum ;r;mz:—mu;
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Figura 8 - Estruturas quimicas dos catides e anides mais utilizados para produgéo de LlIs. Adaptado da referéncia %.

A dimensdo, distribuicdo de cargas a superficie dos ides, assimetria do catido e
interacdes de VVan der Waals sdo fatores que influenciam o ponto de fuséo do LI, sendo que
quanto maior a dimens3o do catido e a assimetria menor serd o ponto de fusdo deste .
Outro fator que influencia o ponto de fusdo é a presenca ou nao de pontes de hidrogénio
fortes na rede %°. Os LIs mais comuns sdo formados pela combinagio de um catifo organico
e um anido que pode ser orgénico ou inorganico. A diversidade de LIs existentes permite
que o solvente seja concebido e adaptado de acordo com as necessidades e propdsito do
sistema a utilizar. Normalmente, as propriedades sdo controladas através da variacdo do
comprimento e do nimero de ramificagdes dos grupos alquilo incorporados no cati&o 94,

Tendo em conta as caracteristicas dos LI, nomeadamente o facto das propriedades
poderem ser facilmente manipuladas consoante o catido e anido escolhidos e a sua elevada
capacidade de absorcéo, retencéo e libertacdo de gases na sua estrutura, de referir Oz e COy,
estes foram escolhidos para serem incorporados nas nanocapsulas desenvolvidas neste
trabalho. O LI escolhido, [Pse6.14][NTf2], para além do que foi mencionado anteriormente
¢ também hidrobofico, sendo este aspeto importante para assegurar que 0 mesmo

permanece no interior da nanocapsula.
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Na Tabela 2 sdo apresentados os valores de solubidade de O2, N2 e CO, para

diferentes Lls, e respetivas condi¢Ges e métodos para determinagdo dos mesmos.

2.4 Citotoxicidade de liguidos iénicos

Os LIs tém sido apelidados de solventes “verdes” e “seguros”, porém estes nao sao
sempre “verdes” nem “amigos do ambiente”, uma vez que falham em satisfazer todos os
critérios da “quimica verde. O principal argumento ¢ o facto de estes serem toxicos 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 vérias ordens de grandeza.
Recentemente, estudos toxicoldgicos permitiram descobrir algumas tendéncias gerais
relativas ao efeito de varios catides e/ou anides em termo de citotoxicidade e ecotoxicidade,
porém, muito mais estudos in vitro e in vivo tém de ser realizados "%,

Nos altimos anos, foi investigada a toxicidade dos LIs em diferentes linhas celulares
humanas e de roedores %1%, Os resultados revelaram que a toxicidade e, em especial, a
citotoxicidade, dos LIs depende fortemente da sua hidrobicidade. Os LIs mais hidrofébicos,
nomeadamente 0s que possuem uma longa cadeia lateral hidrocarbonada ou um aniéo ou
grupo principal de dimensGes consideraveis hidrofébico, tendem a apresentar alto potencial
de toxicidade para os seres humanos e ambiente %1, O estudo realizado por Fatemi et al.
(2011) concluiu que os principais fatores estruturais moleculares que determinam a
citotoxicidade dos LIs sdo a simetria, grupo substituinte e distribuicdo de carga nos catides.
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 aniGes diferentes sugerem que as propriedades
do anido, em comparagdo com as do catido, representam um efeito secundario na
citotoxicidade. Desta forma, ter informac&o acerca da atividade bioquimica dos LlIs, tendo
por base a sua estrutura quimica, podera fornecer informacao importante relativamente ao

seu impacto a nivel biolégico e ambiental %2,

25



BPILI(JIUOJINS| 1ALIOION4111)SI] O1QZEPILUI|ALI-E-[1XaY-T

0 z'oL .
wiw
o awn-6e o ea1j210 S [24.LN][wiwgD]
60T 80T ¥01 I ETTNEN[e))N Qmmov 06 ot 01> epIWI([IUOHNS|11BWO0JON1II)SIC O1|0ZepIWI|BW-E-|118-T
: : g INI[NING
08 8 (20) £ 7 02 z'es8 6' (NI ]
J01 221100 o7 T eplwi(jlutynsjnawoionin)siq oluipuadidinaw-1-(jidosdinaw-g)-1
RLIJAWE}OA [41IN][didINdOIN]
21[0)0 _ epIWI([1ul|Ns|IBWOION[3L)SI] OlujpIjoLId|BW-T-1X8Y-T
L0T eLIJ3Wel0A s svl [ LN][1AdINH]
J0T 21[0)0 . o1 epiuI(iuyns|nswoIonyLI)siq oluprjodinew-T-jung
eLIIBWE)|OA [4LINI[MAdNG]
ePIWBURIOIP 01UQJSO)(|109PR1IRY)|IXaYH L
awn-be F ’ o
S0T n-fen 0 € ¥ 65 [yoal[Freeog]
019409 01U0JSOJ([198pRII8))[IXaYld |
awn-be F ’ o
S0T n-6e 0 ST 6V [19][rF9594]
221100 - o 0Yejsojoioniyia(|naoioniyeiuad) Ly 01UQISOY([18pRIBY)[IXaYL L
90T BLIAWEIOA s S1T8L [dv4][rooed]
©I11910 PR
90T BLILIENOA T4 §'0F09
S0T awn-be 0g ¥ ¥ 8¢
ysnH
-SNOJBIA - BOI[0)0 T4 el ePIWI([1IUYINS|IBWOION[HI)SI] 01UQJSO4(]103pEBY)|IXY L L
ellsweljoA Lmu_.rzﬁﬁ.@@,mn:
v0T'€0T awn
-Be 8 Jswjo 4
1 IOA (c02) ac e
-131Ing - BII[O1D 0€ @ (“0) 52
eLI1aweljoA
EIRIVENETEN OpPO1RIN (Do) L (Nw) 20D (INw) N (Ww) 20 11

"0BIRUILLISISP 9P OPOIZW 3 SBQIIPUOD SeAladsal @ ‘S| SajuaJaLIp W 20D 8 ZN ‘20 9P apepI[Ign|os ap SalojeA — g elagel



[angolnuenb ogu - ON
|9Ae)8lep OkU — AN

"(9%.'0 ap enle ap ogdiosge ap apepioedes ewixew) 021qoqoiply 9 0lugbIxo JaAjossIp eied apepioeded voq ep WaJe Bled "oyJeges] 81sau opesn 021uol opinbi

eplwi(]luoyns|iawoIoN|J1a)siq olugwe(]IXay) et L

awn-be TTF8 s
11T n-fen 0 STTF8'.Y an an [LNTIEZ25N]
_ BPIWI([1U0H|NS|IBWIOION|4LII)SI] OIUQUIR(|13BU)[ 130N L

awn-be ‘ ‘ o
TTT n-6e7 0 €'9FG'19 an ON [ NIIFEN]
BPIWI(]1UOYINS|11BWOION11)SIq OIUQWE (Jr8w)[Ingu L

awn-be T F F ’ s
TTT ! 1 0€ S+ €9 SF VT V+21 _”N"—._uzu_”__”vvvﬁzu_
eplwi(jiuoynsjnawolonijn)siq oluowe((jidoid-1)[198p)nswiq

awn-be YFY ’ e
TTT n-6e7 0¢ Y FYLS an ON [ L NTTETFOIN]
_ epiwi(jluoynsjswolonyin)siq oruowe((jidod-1)j1xay) nawia

awn-be ‘ ‘ s
11T n-fe 0 €7 F5'95 an an NI TP oN]
eplwi(fluonsjiswolonijn)siq oluowe((jidoid-1)nng)nswiq

awn-be ‘270 ’ s
11T n-fen 0 T'Z2F0'TS an [ NTIETT*N]
eplwi(jluoynsjnawolonii)siq oluowe((jidoid-1)[198p)nswiq

awn-pe 7T ’ e
1T n-beq 0€ EFT'69 an ON [ NI ETOIN]
_ epIWI(]1uoy|Ns|11aWOIONJ11)SI] OIUQWIR(]IXaY) 119 L

awn-be s
17 n-be7 0¢g v FEL an ON [ NTIFTTeN]
_ 2PIWI(]1UOYNS|1IBWIOION|JL1)SI] OlUQWIE(|INg)| 8w |

awn-be ‘ ‘ .
11T n-6e 0g 6V ¥ 2'8G an an NI *N]
©2119J0 , epiwI(jluoyns|iswolonyL)siq olulpijoid|aw-N-11ing-N
ott eLIjaWelOA 5¢ o€ [ IN][uAdwy D]
oTT ©2119J0 oz e epIWI([1uoyNS|118WO0ION|HLI)SI] O1|OZepIWINBW-E-]1INg-T
RLIJAWEIOA [ 1N][wiwy0]
71 211919 oz e epIwi(]1uoy|Ns|i1aWO.ION|J1)SIq 01]0ZepIWIIaWIP-€'Z-1INg-T
RLIJBWEIOA [2 LN][wiwpy D]

28] o] )

oTT ¥4 6'c epIWI(]1Uo4|NS|11BWOION|J1)SI] OIUQWIB(]IXY) 119 L

elllsweljoA i
_ [ IN][eZeeN]

awn-be £F02 9'TT

27



Os Lls de base fosfonio (PhILs) apresentam elevada estabilidade quimica e térmica,
assim como elevada viscosidade, quando comparados com LIs a base de catides imidazolio
e amonio. Os PhILS sdo normalmente aplicados na catalise de transferéncia de fase, sendo
também usados como solventes e catalisadores para extragdo/separacdo de biomoléculas
devido a sua hidrofobicidade e poder de solvente intrinsecos 112113,

Neste trabalho, o LI escolhido, [Pse614][NTf2], apresenta elevada hidrofobicidade,
tendo este sido um dos critérios de selecdo, uma vez que esta propriedade favorece o
processo de emulsificacdo e diminui a difusdo do LI para o exterior da capsula. A cépsula
formada também contribui para diminuicdo do risco de citotoxicidade por aprisionamento
do LI. O mecanismo citotdxico associado aos LlIs hidrofobicos reside nas interacdes
hidrofébicas entre o LI e os segmentos hidrofobicos das proteinas e da membrana celular
de células vivas, o que facilita a sua internalizacdo nos organismos celulares 4,
Consequentemente, pode ocorrer inibicdo da atividade de enzimas e perturbacdo estrutural
das membranas celulares (alteracdo da permeabilidade e expansdo). Recentemente, tém
sido realizados estudos de simulacdo molecular dinamica, para melhor estudar e
compreender as interacOes entre a bicamada fosfolipidica e os LIs, em funcdo do aumento
gradual do tamanho da cadeia alquilica em catides e anides hidrofobicos '>!16, As
simulacdes realizadas mostraram que, para concentracfes milimolares (mM), ocorre
insercdo de catides na bicamada, independentemente do tamanho da cadeia alquilica, por
inducdo do aumento da rugosidade da membrana celular que culmina com a rutura da
mesma, dando origem a micelas LI-lipidos 1”18, No caso de ides hidrofilicos, como o [CI]
, estes tendem a dispersar-se livremente no meio aquoso, engquanto que, no caso do LIs que
possuem anides altamente hidrofébicos, como o [NTf], quer o anido quer o catido
penetram a bicamada fosfolipidica (Figura 9).

«\mwmﬁmﬁ
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Figura 9 — Representagdo esquematica da inser¢do do LI na bicamada fosfolipidica e formagao de vesiculas LI-lipidos.
Adaptada da referéncia 1. (Legenda: vermelho — bicamada fosfolipidica; amarelo — liquidos iénicos).

Jing et al. (2016) observaram que a concentracgéo critica de L1 mais baixa, para que
ocorra expansdo da bicamada fosfolipidica, coincide com os valores de ICso para a
viabilidade das linhas celulares animais, HEK-293 (células embrionarias de rim humano)

e C6 (células de glioma de rato). Esta relacdo observada permite confirmar que o principal
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mecanismo inerente a citotoxicidade dos LIs € a perturbacdo induzida na estrutura da
biomembrana. Para além disso, a avaliacdo do potencial antimicrobiano dos LIs a base de
piperazinio e guanidinio, para as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureos,
demonstrou que a toxicidade esta diretamente relacionada com carga da membrana
bacteriana, ou seja, se esta é gram positiva ou negativa %%,

Em 2009, Kumar et al. (2009) publicaram um estudo sobre a potencial atividade
anticancerigena dos Lls de base aménio e fosfonio. Os testes foram realizados para 60
linhas celulares tumorais humanas, tendo-se verificado que o comprimento da cadeia
alquilica substituinte desempenha um papel fundamental na atividade anti-tumoral e
citotoxicidade dos LIs. Sumariamente, verificou-se que os PhlLs sdo mais ativos e menos
citotoxicos do que os de base amdnio, sendo que os resultados mostraram claramente que
a facil modificagdo dos LIs (mudanca do catido/anido e modificacdo do catido com
diferentes substituintes) permite controlar a atividade bioldgica e citotoxicidade .

Mikkola et al. (2015) procederam a realizacdo de testes de toxicidade em células
epiteliais de cornea humana, lipossomas e E. coli. com os LIs que se apresentam como mais
promissores para aplicacfes na area do bioprocessamento a larga escala. Estes sdo a base
de imidazolio e fosfonio (p.e., [P4444]Cl, [P4444][OAC], [Psa444]Cl, [emim]ClI,
[emim][OAc], [emim][Me2POs], [DBNH][OAc]) . Os resultados obtidos permitiram
comprovar que os LIs & base de imidazolio ndo afetam a viabilidade celular, para a gama
de concentragcdes compreendida entre 1x10 e 1x10° mM. Por sua vez, verificou-se que a
Unica concentracdo de LIs a base de fosfénio que ndo afetou a viabilidade celular foi de
1x10° mM. Com estes ensaios foi possivel provar que a toxicidade se encontra diretamente
relacionada com o comprimento da cadeia, hidrofobicidade, cargas superficiais e
distribuicdo de tamanho dos lipossomas, podendo ocorrer disrup¢do da bicamada lipidica,
visto que foi confirmado que a forma de interacdo dos LIs é afetada pelo tamanho dos
lipossomas e a distribuicio de cargas a sua superficie 1°.

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 figado), AGS (adenoma estomacal), A549
(cancro dos pulmdes), HaCaT (linha de queratindcitos humanos imortais). O liquido i6nico
estudado foi a sacarina de didecildimetilamonio ([DDA][Sac]) que apresentou uma
toxicidade acrescida nas células dos pulmdes e células da pele (linhas A549 e HaCaT). Os

resultados de viabilidade sdo aceitaveis para todas as linhas celulares para a concentracéo
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de 0,5 uM, quando esta é aumentada para concentragdes superiores a 6 UM a viabilidade é
praticamente nula *2°.

De entre a literatura consultada, alguns dos artigos estudaram o LI utilizado neste
trabalho ([Pe 6,6,14][NTf2]), ou entdo o catido ([Ps,6,6,14] ") ou anido ([NTF2]) correspondente.

Na Tabela 3 apresenta-se resumidamente 0s ensaios realizados e as conclusoes retiradas.

2.5 Matrizes poliméricas de suporte para oxigenacao

O O2 é uma molécula chave envolvida em varios processos fisiologicos e é
particularmente importante durante o processo de cicatrizacao de feridas e reparacdo de
tecidos. Sobre este assunto, ha fortes evidéncias de que o O esta envolvido em cada uma
das etapas do processo de cicatrizagdo. Sen et al., (2009) provaram que 0 processo de
cicatrizacdo é afetado quando o fornecimento de O é insuficiente. Entre outras funcdes, o
02 e essencial em feridas, por forma a assegurar o fornecimento de energia (niveis de ATP)
para 0s novos tecidos em formag&o e para assegurar a correta deposicao e polimerizacéo
das fibras de colagénio 2. O O, é também necessario para formacio de ROS, que atuam
como moléculas de sinalizacdo, prevenindo a infecdo das feridas por rutura da membrana
bacteriana por oxidacdo. Adicionalmente, o0 metabolismo anaerébico tem como produto
acido lactico, que quando acumulado nos tecidos, é toxico 1227124,

Os scaffolds para Engenharia de Tecidos tém que ser porosos para garantir uma
troca eficiente de gases e massa, com boas caracteristicas mecanicas por forma a promover
a adesdo e crescimento celular, diferenciacdo e migracdo, e apresentam um desempenho
superior aos modelos 2D, uma vez que melhor mimetizam o microambiente e as interacfes
célula-célula presentes no tecido animal in vivo 1%, Para além do papel desempenhado
como estrutura mecanica e de suporte, os scaffolds podem ainda atuar como sistema para
libertacdo controlada de farmacos, medir quantitativamente determinadas varidveis

fisiologicas, como por exemplo, o stress mecanico e analitos especificos 12°.
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A difusividade em scaffolds para ET é essencial para que o fornecimento de Oz e
nutrientes ao tecido em formacéo seja assegurado, bem como para garantir a remocao de
metabolitos que possam ser toxicos 4. Caso algum dos aspetos falhe, ocorre necrose e a
abordagem utilizada € inviabilizada. Um trabalho que se dedicou ao estudo da difuséo de
oxigénio em scaffolds de PCL demonstrou gque existe uma forte relacdo entre a porosidade
e arquitetura dos poros e a difusividade . De referir que a reabsor¢do do scaffold e a
formacédo de novo tecido afetam a difusividade, pelo que esta apresenta dependéncia
temporal 1*°.

Atualmente, um dos principais desafios em ET consiste no estabelecimento de
vascularizacdo para tecidos e 6rgdos implantados. Particularmente, para tecidos de grandes
dimensdes, que consistem em implantes com células imobilizadas que requerem um
fornecimento de sangue adequado para que a viabilidade celular seja mantida, ndo
interferindo com o metabolismo celular. Estudos afirmam que células que estejam a mais
de algumas centenas de micrometros de um vaso sanguineo nao sobrevivem por limitac6es
da difusdo 13713 Consequentemente, surgem complicacdes devido & baixa difusdo de O, e
nutrientes que resultam em morte celular. Por forma a ultrapassar esta problematica, varias
estratégias tém sido propostas para facilitar o transporte de O, e aumentar a taxa de
sobrevivéncia das células. Sdo exemplos os fatores de crescimento angiogénico, como o
VEGF, que aumentam a eficiéncia da resposta angiogénica, porém a taxa a que ocorre
angiogénese ndo é alterada. Outra possibilidade é o implante ser colocado de forma
adjacente a um local altamente vascularizado, no entanto a localizacéo fisiologica deste
esta dependente do tecido-alvo para o material desenvolvido 314, Neste contexto, surgem
estudos que sugerem a incorporacdo de transportadores sintéticos de oxigénio e de
biomateriais geradores de oxigénio.

Seifu et al. (2011) sugeriram a incorporacdo de particulas porosas de zeolito
fluoradas como parte integrante de um scaffold para regeneracdo do musculo liso vascular,
cardiaco e cartilagem. A matriz polimérica a base de poli(uretano carbonato) foi produzida
pela combinacdo das metodologias de evaporacao de solvente e lixiviagdo de particulas,
tendo sido utilizado NH4Cl como agente porogénico. A concentracdo de oxigénio
dissolvido e a proliferacdo celular aumentaram na presenca do sistema desenvolvido. Este
ensaio teve a duragdo de 7 dias e foram utilizadas células de musculo liso da artéria
coronaria humana *1. Por sua vez, Oh et al. (2009) propuseram a incorpora¢do de um
biomaterial gerador de oxigénio numa estrutura para ET. A tecnologia tem por base a
decomposi¢do quimica do percarbonato de célcio sélido aquando do contacto com a &gua,
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originando O e ides de sodio e percarbonato (subprodutos biocompativeis). Desta forma,
a viabilidade celular é mantida em condi¢bes de hipoxia, prevenindo a necrose. As
particulas geradoras de O, a base de percarbonato de célcio foram incorporadas num
scaffold 3D de PLGA, tendo sido utilizado como agente porogénico particulas de parafina,
posteriormente removidas com etanol e hexano. Este scaffold fornece um ambiente
adequado a sobrevivéncia celular quando em condicdes de hipoxia local, tendo assegurado
niveis de O, adequados a proliferacdo celular de fibroblastos NIH 3T3 durante 10 dias. Esta
solucdo tem como principal objetivo resolver os problemas associados aquando da
transplantacdo de implantes de dimensdes consideraveis 142,

Harrison et al. (2007) procederam a incorporacdo de percabonato de s6dio num
filme de PLGA, porém, apds 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 dependéncia temporal devido a decomposicdo gradual do percabonato de
sodio. Apos 3 dias, foi verificado que o tempo de contacto com o scaffold foi insuficiente
para assegurar a formacgéo de novos vasos no scaffold. Concluindo, a necrose do tecido foi
evitada, mas devido a degradacdo do material gerador de Oz ndo foi garantido
vascularizacdo adequada 43,

A terapia de células estaminais apresenta potencial para regeneracdo do tecido
cardiaco danificado ap6s ataque cardiaco, porém a eficicia desta metodologia é
extremamente reduzida, devido a baixa sobrevivéncia das células associada a condicGes de
hipoxia 4. Li et al. (2012) desenvolveram um sistema capaz de libertar continuamente Oz
para as células progenitoras cardiacas constituido por microsferas a base de PLGA
libertadoras de peroxido de hidrogénio (H20:), aquando da decomposicdo pela enzima
catalase. Estas foram incorporados num hidrogel termosensivel a base de N-
isopropilacrilamida (NIPAAm) + &cido acrilico (AAc) + hisroxietil metracrilato-
oligo(hidroxibutarato) (HEMA-oHB) (Figura 10).
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Figura 10 — Representacdo esquematica de um sistema para libertagcdo controlada de Oz para aumento da sobrevivéncia e
diferenciagdo das células derivadas da cardioesfera (CDC), em condicGes de hipoxia. Adaptado da referéncia 14°.

Os resultados foram positivos, uma vez que este sistema melhorou a sobrevivéncia
e diferenciacédo de células derivadas da cardioesfera (CDC) em células cardiacas, ndo tendo
ocorrido morte celular ap6s 7 dias. Com este sistema, foi conseguida uma libertacdo
sustentada de oxigénio ao longo de duas semanas 1.

Por forma a prevenir a morte celular induzida por hipoxia para as células f do
pancreas (presentes nos llhéus de Langerhans), conhecidas pelas elevadas taxas de
consumo de Oz, Pedraza et al. (2012), desenvolveram um biomaterial produtor de oxigénio
in situ, que assegura o imediato acesso ao Oz por parte das células. Este consiste no
encapsulamento de perdxido de célcio em discos de polidimetilsiloxano (PDMS) (Figura
11). Desta forma, ao escolher um material com elevada permeabilidade ao O, a difuséo de

02 para os tecidos circundantes € mais eficiente 14,
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Figura 11 — Representagdo esquematica do material gerador de oxigénio, fabricado a partir de PDMS-CaO». A difusao
da agua para o interior é evitada pela hidrofobicidade do PDMS, enquanto que o oxigénio, gerado via reagao hidrolitica
com o peroxido de calcio, é rapidamente difundido para fora do PDMS. Adaptado da referéncia 5.
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O sistema tem potencial aplicagdo no transplante de células 3 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 0 sucesso da transplantacdo de ilhéus de Langerhans isolados, uma
vez que este € um dos tratamentos mais promissores para a diabete mellitus tipo 1 7. A
falta de oxigénio no periodo pos-transplantacdo pode levar a inviabilizacdo da funcdo e
morte dos ilhéus, visto que os fatores angiogénicos libertados nesta fase sdo inadequados
para estimulacdo da angiogénese. Neste estudo desenvolveram microparticulas com
estrutura core-shell, cujo nucleo (core) é de polivinilporrilidona (PVP)/H20, e o
revestimento de PLGA (shell), onde a enzima catalase é imobilizada (por forma a garantir

a libertacéo controlada de oxigénio) (Figura 12) 148,

Indugdo separagdo de
fases

Imobilizagdo P
Coaservagdo catalase L *

ﬁ 5 : \@* -
: “-. Solugdo PLGA Catalase

PVP/H,0,

Figura 12 — Processo de produgdo das microparticulas do tipo core/shell por coaservagdo e imobilizagdo da catalase na
superficie. Adaptado da referéncia 18,

Por forma a ocorrer estimulacdo simultadnea da angiogénese, foi desenvolvido um
scaffold compésito a base de colagénio com fibrina-heparina/\VVEGF imobilizada, que atua
como sistema para libertacdo controlada do VEGF. A conjugacdo destes dois sistemas,
scaffold e microparticulas, permitiu melhorar a taxa de sucesso do implante de ilhéus
pancreaticos isolados de ratos Winstar em ratinhos B6NU. Os resultados positivos devem-
se a revascularizacdo e oxigenacdo observadas no local de implantacéo, que se traduzem
na reversdo da diabetes. Numa primeira instancia foram realizados testes de citotoxicidade
em células MING (linha celular pancreética), para as quais se verificou estimulagdo da
proliferacdo celular até 7 dias apds incubagdo com o sistema.

No ramo da engenharia de tecido uretral, Lv et al. (2016) propdem um scaffold
produtor de O2 & base de um sistema que conjuga queratina humana, fibroina de seda,
gelatina e perdxido de calcio (Ca02), sendo que as particulas de CaO> apresentam uma
estrutura core-shell e a gelatina encontra-se a revestir estes ndcleos, por deposicéo

preferencial (Figura 13) 49,
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Figura 13 — Representacdo esquematica de um scaffold gerador de oxigénio a base de queratina e fibroina de seda.
Adaptado da referéncia 14°.

Os testes in vitro com células de musculo liso de coelho mostraram que este scaffold
liberta elevadas quantidades de O ao longo de duas semanas e promove 0 crescimento
celular. Os resultados preliminares apontam que este scaffold € indicado para reparacao de
defeitos no trato urinario.

Schenck et al. (2015), prop6em uma abordagem mais revolucionaria, incorporacao
uma solucdo de microalgas Chlamydomonas reihnardtii fotossintéticas num scaffold
comercializado a base de colagénio (Integra matriz single layer — IM — Integra Life Science
Corporation, USA) para regeneragdo da pele, na qual esta solucéo foi incorporada. Para
inoculacdo de C. reinhardtii, a suspensdo de algas foi misturada com fibrinogénio, esta
solucdo foi posteriormente pipetada nos scaffolds. Os testes in vivo, com embrides de peixe
zebra e posterior implantacdo do sistema fotossintético em ratos, permitiram confirmar que
as algas ndo desencadeiam resposta imunologica e que as células sobreviveram 5 dias in
vivo. No futuro, as algas poderdo ser geneticamente modificadas, por forma a secretarem
VEGF, estimulando simultaneamente a formac&o de novos vasos sanguineos .

Sdo diferentes as abordagens propostas para diferentes tipos de scaffolds que tém
por objetivo aumentar a disponibilidade de O, em diferentes contextos bioldgico. No
entanto, estas solugdes propostas carecem de otimizacdo, nomeadamente modulagdo da

libertacdo de O- ao longo do periodo de implantacao.
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3. Metodologias para avaliacdo in vitro da
biocompatibilidade de materiais

Nas ultimas décadas, tem sido grande a variedade de biomateriais desenvolvidos
com diferentes propriedades fisico-mecanicas, quimicas e bioguimicas consoante a
aplicacdo biomédica pretendida ***. A biocompatibilidade pode ser definida como “a
qualidade de néo ter efeito txico ou nocivo nos sistemas bioldgicos”. Mais recentemente,
a definicdo 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
aplicacao especifica a que se destina. O material em si e 0s seus produtos de degradacéo
ndo devem desencadear respostas inflamatdrias, alérgicas, imunes, toxicas, mutagénicas e
carcinogénicas” 2. A biocompatibilidade dos biomateriais esta intimamente relacionada
com o comportamento das células quando em contacto com o material e, particularmente,
com a ades&o celular & superficie do mesmo %,

A avaliacdo 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 complicacdes legais e éticas. As metodologias para avaliacdo da
biocompatibilidade in vitro permitem o estudo da viabilidade e morfologia celular, e da
expressdo proteica como indicadores da diferenciacdo celular ***1%°, Nestes ensaios sdo
utilizadas células humanas ou de outros mamiferos, ap6s crescimento em placas de cultura,
sob condicBes controladas °®. As linhas celulares mais comumente utilizadas sdo
fibroblastos de ratos (L-929, 3T3) ou células epiteliais humanas. Estas linhas celulares
imortais sdo escolhidas por apresentarem um comportamento previsivel, bem
compreendido e consistente *. As células permanecem em cultura até ser formada uma
monocamada de celulas, sendo o material a testar adicionado ao pogo de cultura numa fase
posterior. Terminado o periodo de incubacdo, a placa é examinada a0 microscopio e as
modificagdes morfologicas na linha celular s&o observadas. Por forma a avaliar os danos
celulares, sdo normalmente utilizados corantes, uma vez que as células vivas tendem a
metabolizar o corante, ao contrario das células que apresentam rutura membranar, indicador

de morte celular.
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A escolha do ensaio a realizar influencia a avaliagdo da citotoxicidade para todos
0s biomateriais. Outros parametros como a linha celular, controlos positivos e negativos,
tipo de ensaio de citotoxicidade e tempo de cultura tém de ser cuidadosamente selecionados
aquando da avaliagdo da biocompatibilidade 1°8. Adicionalmente, a escolha dos tipos
celulares devera ter em consideracdo a aplicacdo para a qual o material em estudo se
destina. Por exemplo, as células de Schwann e linhas celulares de neuroblastomas séo Uteis
para a determinacéo da citotoxicidade in vitro de materiais para regeneracéo nervosa **°.
As linhas celulares de osteoblastos fetais humanos e de osteossarcoma podem ser
selecionadas para avaliagio da compatibilidade de materiais para implantes ortopédicos 6.
Por sua vez, os queratindcitos e fibroblastos podem ser escolhidos para determinacdo da
citotoxicidade de materiais desenvolvidos para tratamento/cicatrizagdo de feridas .

Ao longo dos anos, estudos realizados por forma a analisar as diferentes
metodologias disponiveis para avaliacdo da citotoxicidade de materiais, permitiram
concluir que as metodologias que implicam procedimentos de contagem de células ou de
coldnias de células ndo sdo confidveis, uma vez que pode ocorrer morte celular sem que
haja alteracéo percetivel da morfologia da célula. Desta forma, a utilizagdo de métodos que
fornecam informacao relativa a pontos de controlo do processo celular sdo aconselhaveis,
visto que também podem fornecer informagcéo relativa & natureza da citotoxicidade 2. Por
exemplo, o stress oxidativo pode ser monitorizado através de um produto fluorescente
(ensaio DCF - diclorofluoresceina) gerado pela oxidacdo do substrato ndo fluorescente,
2',7'-diclorofluoresceina diacetato (H2DCF-DA). Da mesma forma, ensaio colorimétricos
como o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazélio brometo) e LDH (lactato
desidrogenase) monitorizam a atividade metabolica e a morte celular, tendo por base a
reducdo de substratos capazes de absorver radiacdao para comprimentos de onda especificos
163 Atualmente, os ensaios de citotoxicidade que detetam alteracdes da atividade
metabdlica sdo 0s mais aceites pela comunidade cientifica, uma vez que sdo capazes de
detetar ligeiras reduc6es na viabilidade metabodlica, o que se correlaciona com a capacidade
de proliferacio celular %4 Na Tabela 4 sdo enumerados os ensaios para avaliacio da

citotoxicidade de biomateriais, respetivas vantagens e desvantagens.
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Os estudos in vitro representam uma das primeiras abordagens para avaliacdo da
biocompatibilidade dos biomateriais e, por essa mesma razdo, devem mimetizar o melhor
possivel o ambiente in vivo. Existem diferentes tipos e fontes de células, pelo que é possivel
adequar o estudo pretendido a tipos celulares especificos. Adicionalmente, existem
diferentes modelos de cultura que tém por objetivo reproduzirem o melhor possivel as
condicdes experimentais as presentes in vivo. Consoante as caracteristicas do material e
resposta pretendida, existem diferentes testes que poderao ser realizados para avaliagdo da
citotoxicidade/biocompatibilidade. A avaliagéo da resposta em modelos de cultura celular
ndo consegue prever por si sO a resposta a longo termo in vivo, devido as caracteristicas do
ambiente fisioldgico, de referir: reatividade, degradacdo, cinética e dindmica do mesmo.
Portanto, torna-se clara a necessidade da avaliacdo da genotoxicidade e de diferentes
efeitos, nomeadamente epigenéticos, carcinogénicos e imunogénicos, por forma a garantir

0 sucesso e a aceitabilidade clinica do material *7°.
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4 Materiais e Métodos

Neste capitulo descrevem-se todas as etapas envolvidas no desenvolvimento das
micro/nano capsulas e das matrizes poliméricas sem e com incorporacao de capsulas. Estas
irdo ser incorporadas em meio de cultura celular ou em matrizes poliméricas de suporte ao
crescimento celular.

Os produtos quimicos utilizados nestes processos, bem como as técnicas de sintese
e caracterizacdo quimica, fisica e de avaliacdo citologica sdo também apresentados e
detalhados. E importante referir que, por motivos de propriedade industrial da Universidade
de Coimbra, alguns detalhes deste trabalho, como nomes de compostos, concentracdes ou

condicOes experimentais especificas, serdo ocultados ou renomeados.

4.1 Materiais

Os materiais utilizados para a sintese de micro/nano capsulas de silica séo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Reagentes utilizados para preparacdo das emulsdes e das micro/nano cépsulas. Informagdes 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
Hidroxido de sddio (NaOH) >99,99 Sigma Aldrich
Acido cloridrico (HCI) 36,46 Pancreac Quimica
Trihexil(tetradecil)fosfonio

bis(trifluorometilsulfonil) imida 98,60 Cytec
(CYPHOS IL 1099, [Pe 6,6.14][NTf2])

Sal orgénico 99,5 Sigma Aldrich

As membranas de dialise semipermedveis (12-14 kD MWCO, Spectra/Por 4®)
usadas foram adquiridas a Spectrum Labs.
O oxigénio (O2; 99,999%) e o azoto (N2; 99,999%) usados nos ensaios de sorgao,

para oxigenacao e desgaseificacdo, respetivamente, foram adquiridos a Praxair.
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Na Tabela 6, encontram-se discriminados os reagentes utilizados para a sintese dos

scaffolds para incorporacao das micro/nano capsulas de silica:

Tabela 6 - Reagentes utilizados para preparacdo de matrizes poliméricas de suporte ao crescimento celular.
Informagdes de interesse relativas aos mesmos.

Reagente Propriedade Fornecedor
Sal de alginato de sodio proveniente Baixa viscosidade Sigma Aldrich
de alga castanha
Cloreto de célcio dihidratado . .

> 0
(CaCly.H;0) Pureza, > 93% Sigma Aldrich
Pluronic® F127 adequado a culturas celulares Sigma Aldrich
Colagénio natural d=1,023 g/mL Fagron
Acido hialurénico (HA) Mw = 360 000 g/mol Guinama
HEPES Pureza, > 99,5 Sigma Aldrich
N-(3-dimetilaminopropil)-N - .

> o
etilcarbodiimida hidrocloridico (EDC) Pureza, 2 98% Acros Organics
Sal de sodio N- . :

> o
hidroxisulfosuccinamida (sulfo-NHS) Pureza, 2 98% Sigma Aldrich
Acetona reagente grau de laboratério 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 realizagdo dos ensaios de citotoxicidade e respetivo fornecedor.

Reagente Fornecedor
Meio Eagle Modificado de Dulbecco (Dulbecco’s

Modified Eagle Medium), Mistura de nutrientes F-12 GIBCO®
(Ham) - sem e com vermelho fenol

Soro Fetal Bovino (FBS) GIBCO®
L-glutamina GIBCO®
Antibidticos (penicilina 10.000 Ul/mL, estreptomicina GIBCO®
10.000 pg/mL) — Pen Strep

Solugdo Salina Equilibrada de Hank (Hanks’s Balanced GE Healthcare Life Sciences -
Salt Solution - HBSS) HyClone™
Tampao Fosfato Salino (PBS) Sigma Aldrich
Tripsina-EDTA Sigma Aldrich
Kit de Detecdo de Citotoxicidade® VS (LDH) Roche
Reagente de Proliferacdo 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 cm?, e as
placas de 48 e 96 pogos para realizacdo dos ensaios celulares foram fornecidos pela Fisher

Scientific.
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Como mencionado anteriormente, por motivos de propriedade industrial certos
produtos quimicos usados ndo podem ser revelados, como € o caso dos co-surfactantes S1,
S2 e S3, e do sal orgénico. Porém, pode-se indicar que os surfactantes S1 e S2 sdo néo-
ionicos, e 0 S3 é zwiterionico.

As frases de Precaucéo e Perigo correspondentes a cada um dos reagentes utilizados

neste trabalho encontram-se discriminadas no Anexo A.

4.2 Métodos de preparacéo e processamento

As formulagdes foram desenvolvidas, otimizadas e caracterizadas em 4 fases, que
se encontram esquematizadas na Figura 14. Para obten¢do do material final foram vérias as

etapas que sdo apresentadas de forma detalhada em cada um dos tdpicos seguintes.

4.2.1 Preparacdo de emulsdes dos sistemas em estudo

A emulsdo preparada foi do tipo O/W (oil-in-water) e apresenta uma composi¢éo
de surfactantes do tipo [S1:S2:0], sendo que foram estudadas duas proporcdes diferentes
LI/[S1:S2:0] — formulacdo A e B. O meio disperso para os diferentes sistemas foi o LI
[Pe.6,6,14][NTT2].

A solucéo de surfactantes foi preparada com uma concentragao compreendida entre
1 e 10 mM, a temperatura de 25 °C e com agitacdo de 300 rpm. A solucdo € deixada em
agitacdo no shaker (Unitron 22013, HT Infors) durante a noite (aproximadamente 18 horas)
por forma a garantir a completa dissolucdo dos surfactantes. Posteriormente, procedeu-se a
incorporagdo da fase dispersa, LI, sem agitacdo adicional, sendo que a razdo meio
disperso/surfactantes apresenta um valor compreendido entre 1 e 20. A mistura foi
emulsificada por aplicacdo 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 homogeneizagdo das condic¢des de sonicacédo do

sistema (Tabela 8).
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Tabela 8 - EspecificacGes do procedimento de emulsificacdo para o sistema estudado e para estudo das
cinéticas de formagdo e degradagdo. (Nota: por motivos de propriedade industrial ndo séo indicados os valores
precisos estudados).

LI1/[S1:S2:0]

Concentracdo molar de surfactantes Valorentre 1 e 10
(mM)

Razdo meio disperso/surfactantes Valor entre 1 e 20, sendo que a razdo da formulagdo A é

(mol/mol) superior a da B

Volume de meio continuo adicionado Valorentre 0,1 e 2

pré-emulsificacdo (mL)

Caracteristica da sonda de ultrassons e 750 W, 20 kHz, Sonics Vibra-cell, sonda macrotip (12,7

mm de didmetro), pulsada, amplitude 10-40%.

Cinética de formacéo e Analise DLS de amostras recolhidas de 5 em 5 minutos
entre 0s 5 e 30 minutos de sonicag&o;
e Temperatura de camara 25 °C, tempo de estabilizagéo 60
segundos, 5 repeti¢des por medicdo, modelo de anélise
CONTIN.
Cinética de degradacao e Analise DLS apds 24, 48 e 72 horas;

e Temperatura de cAmara 25 °C, tempo de estabiliza¢do 60
segundos, 5 repeti¢des por medicdo, modelo de anélise
CONTIN.

4.2.2 Preparacdo micro/nano cépsulas usando um método sol-gel em meio

aguoso

O método sol-gel em meio aquoso foi a metodologia selecionada para preparacao
das micro/nano capsulas de silica contendo LI, por reacdes de hidrolise e condensacdo. De
seguida apresenta-se uma esquematizacao do procedimento experimental efetuado (Figura
15).

Com a informacdo recolhida nas etapas que antecederam a producédo das cépsulas,
isto &, métodos de caracterizacdo aplicados a emulsdo, os dois sistemas desenvolvidos
foram emulsificados.

Ap0s o processo de emulsificacdo da mistura, seguiu-se a preparacéo da solugéo de
TEOS em condicGes &cidas (de concentracdo pré-estabelecida) juntamente com a adi¢do
controlada de um catalisador &cido (HCI, 0,5 M) a emulsao, em condicdes de pH adequado.
Os sistemas reagiram durante 60-70 minutos, ap0s este intervalo de tempo e apos

confirmacéo da dissolucdo do TEOS em meio &cido, esta solucdo foi adicionada gota-a-
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gota a emulséo acidificada. Seguiu-se a adi¢do de uma quantidade pré-determinada do sal
organico, que tem como principal funcdo a reducdo da velocidade de reacdo de
condensacéo, sendo possivel a obtencdo de particulas mais uniformes e a reducéo do efeito

de agregacdo entre as mesmas 176177,

Emulsificagdo LI Formag3o de micro/nano
capsulas de silica

Procedimento de
lavagem e
Sol-Gel recuperagéo
L —_———>

Hidrélise

Condensagido

Centrifugacdo Dialise
Remogdo do sobrenadante
Adicio de dgua MiliQ

& H]
Procedimento de 5— o
recuperagéo Armazenamento :7 ;Z
—_— —_———>
= 0-—
-
I
9T 5@

Cépsulas
liofilizadas

- -
Centrifugagdo
Remocdo do sobrenadante
Adicdo de dgua MiliQ

Suspensdo de Capsulas
capsulas centrifugadas

Figura 15 - Metodologia para obtengdo das micro/nano capsulas.

Por ultimo, por forma a promover a reacdo de condensacdo ajustou-se o pH da
reacdo com uma solucdo basica (NaOH, 0,5 mM). A reacdo de condensacdo tem uma
duracdo de 6 horas sob agitacdo de 1200 rpm, a temperatura de 40 °C. Nas diferentes etapas
do processo de obtencdo de capsulas, as variaveis temperatura e pH foram controladas, com
0 objetivo de assegurar a reprodutibilidade do mesmo.

Finalizada a reacdo de condensacdo segue-se a lavagem das nc/Si-LI, sendo esta
etapa essencial para remocdo do excesso de surfactantes e de TEOS que ndo tenham
reagido. Comecou-se por centrifugar a suspensdo de nc/Si-LI (HERMLE Z366,
Labortechnik) a 3000 rpm por 5 minutos, recolheu-se o sobrenadante e adicionou-se agua
bi-destilada, tendo este passo sido repetido. Posteriormente, as nc/Si-LI foram
ressuspendidas por agitagdo mecanica e a solucdo transferida para 2 membranas de dialise
imersas num banho de &gua destilada, renovada a cada 2 horas, sob agitagdo suave com o
objetivo de promover a lavagem das capsulas. Este procedimento teve a duragdo de 72

horas.
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Por ultimo, a suspenséo 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
centrifugagdo a 5000 rpm durante 5 minutos, tendo os tubos de falcon permanecido,
posteriormente, em repouso durante mais 5 minutos. Apos este periodo de tempo, o
sobrenadante foi removido, e adicionou-se agua mili-Q, por forma a perfazer um volume
total de 10 mL. Apds esta etapa recolheu-se uma aliquota de amostra para andlise
termogravimétrica (TGA). As suspensdes de nc/Si-LI foram armazenadas no refrigerador
at4°C.

Tendo em vista a otimizacdo do armazenamento das nc/Si-LI, considerou-se a
liofilizacdo das mesmas por forma a serem guardadas secas apds este processo. Caso
fossem necessarias bastaria resuspendé-las. Este procedimento tinha também como
objetivo a agilizacdo do manuseamento das nc/Si-LI, quer para as técnicas de
caracterizacdo, que se seguiram, como também para a posterior incorporagdo nas matrizes
poliméricas desenvolvidas. Para liofilizacdo da suspensdo de nc/Si-LI, comegou-se por
congelar as amostras a -80 °C no liofilizador durante 1 hora (devido ao facto do ponto de
fusdo do LI ser de -50 °C), garantindo-se desta forma que este congela e ndo é extraido do
interior das nc/Si-L1 aquando da liofilizacdo 8. Porém, existem alguns riscos associados
ao congelamento rapido das amostras, nomeadamente a possivel fragilizacdo ou rutura da
capsula de silica formada em torno do LI.

A sintese para cada uma das formulacdes estudadas foi repetida, quer para
otimizacdo de ambos os sistemas em estudo, quer para obter quantidade suficiente de

material para os métodos de caracterizacao e avaliacdo que se seguiram.

4.2.3 Preparacdo de matrizes poliméricas para suporte ao crescimento celular

Alginato de s6dio e Pluronics

Inicialmente, comecgou-se por desenvolver matrizes a base de alginato, devido ao
seu facil manuseamento e por ser um conhecido material biocompativel. Porém, apesar
desta caracteristica e das propriedades mecanicas promissoras associadas as mesmas, as
celulas ndo proliferam neste tipo de matrizes, sendo apenas apropriadas para imobilizagdo
celular 1918 Também se produziram matrizes a base de Pluronics, por serem
termosensiveis, hidrofilicos, apresentarem baixa toxicidade e criarem um microambiente

que estimula a adesdo celular, o que os torna em materiais bastante interessantes para
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aplicacdes in vivo. No entanto, estas ndo possuem macroporosidade adequada, apresentam
fraca estabilidade mecanica e reduzida estabilidade e integridade em meio aquoso 8183,
Estas séo, portanto, apropriadas como meio para administracao das capsulas, mas ndo como
estrutura de suporte ao desenvolvimento celular e de tecidos.

O procedimento experimental desenvolvido para producdo de cada uma destas

matrizes apresenta-se no Anexo B.

Acido hialurénico e colagénio

Com base na pesquisa bibliogréfica, foram desenvolvidas novas matrizes
poliméricas a base de acido hialurénico e colagénio, nas quais se conjugaram estes dois
polimeros conhecidos pela sua biocompatibilidade, imunoneutralidade, biodegracédo
controlavel e por estimularem a migracdo e divisdo celular, uma vez que sdo constituintes
naturais dos tecidos 8418 Por forma a estabilizar a estrutura destes polimeros, o scaffold
foi reticulado com EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida hidrocloridico) e
sulfo-NHS (sal de sodio N-hidroxisulfosuccinamida), através do estabelecimento de
ligacGes entre os grupos carboxilico do &cido hialurénico e os grupo amina do colagénio,
representadas na Figura 16 18718, As condicdes de sintese, processamento e lavagem foram
sendo otimizadas ao longo do tempo.

Foram preparadas duas formulages 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 composicoes
foram adaptadas do trabalho realizado pela aluna Mathie Najberg a realizar Doutoramento
da Universidade de Angers em colaboracdo com a Universidade de Santiago de
Compostela.

A solugdo de &cido hialuronico foi preparada por dissolu¢do no buffer HEPES
(CHepes = 20%10° M, Cnaci = 0,15 M, pH = 7,4) num frasco de 20 mL com agitador
magnético (700 rpm). A solucdo permaneceu em agitacdo durante a noite por forma a
garantir a dissolucdo completa do polimero. Seguidamente, procedeu-se a adi¢do do
volume pré-determinado de colagénio a solucdo de acido hialurénico, sem retirar a agitacao
(700 rpm). Apo6s dissolucdo completa dos polimeros (durante 24 horas a 25 °C)
adicionaram-se os agentes de reticulacdo, EDC e o sulfo-NHS, sendo que para garantir a
homogeneizagéo da solucdo, devido a viscosidade caracteristica da mesma, utilizou-se uma
seringa (volume total de 5 mL) que, posteriormente, serviu para distribuir a solucdo pelos
pocos de uma placa de cultura de 96 pocgos. Este procedimento assegura que as matrizes
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poliméricas produzidas apresentam dimensdes adequadas, para serem, posteriormente,

colocadas nas placas de 48 pocos utilizadas para realizacdo dos ensaios de citotoxicidade.

Amina primaria Conjugado estavel

Acido carboxilico /@ (ligagdo amina)
O d
% KL Hidrolise
|
)\ 0 IID

g 0 NH
Ci "|\‘H K

0 S~ 0-
- 0
Composto ,?1?
intermediario 0 0 NH-»
0 " 0 @/ 2
=S~ 0-

instavel
Nsg (instavel)
X N 0 ,
Agente l\ Ester Amina reativa
reticulante EDC N Sulfo-NHS Amina priméria
HO
0
Sulfo-NHS

Figura 16 - Esquema da reagéo de reticulagdo por combinagdo de EDC e sulfo-NHS. Adaptado da referéncia 18°.
As formulacGes, concentracdo dos agentes reticulantes e tempo de reticulacao para

os scaffolds desenvolvidos séo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - ConcentracGes testadas de agentes reticulantes EDC e sulfo-NHS para duas formulagbes de matrizes
poliméricas, com periodos de reticulacdo de 15 e 72 horas.

Cenc (mg/mL) Csuifo-nts (Mmg/mL)

(1) HA + colagénio (EDC-NHS)a — 1A 5 18
(1) HA + colagénio (EDC-NHS)s — 1B 7,5 2,7
(2) HA + colagénio (EDC-NHS)a — 2A 5 18
(2) HA + colagénio (EDC-NHS)s — 2B 7,5 2,7

A placa foi coberta com parafilm e armazenada no frigorifico a 4 °C, onde decorreu
a reacdo de reticulacdo. A reacdo de reticulacdo foi testada para dois tempos distintos: 15
horas e 72 horas. Posteriormente, os géis foram congelados a -20 °C durante 24 horas e,
seguidamente, liofilizados no liofilizador (Telstar®, Lyoquest) a -70 °C e 0.01 mBar,
durante 24 horas. O procedimento de sintese das matrizes encontra-se esquematizado na

Figura 17.
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Polimeros
Acido hialurénico + Colagénio Agentes reticulantes
EDC + sulfo-NHS

6 mm
2N

P ~ 4°C—-15h 20°C-24h
W W Liofilizagdo

Placa 96 pogos Géis reticulados

Figura 17 - Esquematizagao do procedimento experimental para preparacéo das matrizes poliméricas de acido hialurénico
e colagénio.

Matrizes a base de acido hialurénico e colagénio com incorporacdo de capsulas

Para a incorporacdo das nc/Si-LI na matriz foram testadas duas metodologias
distintas: por pipetagem no interior da matriz de uma solugéo de meio de cultura contendo
nc/Si-LI dissolvidas ou por incorporagdo das mesmas a mistura polimérica antes da adi¢do
do agente reticulante.

A solucdo de &cido hialuronico e colagénio (ndo-reticulada) foi preparada segundo
0 procedimento descrito na seccdo anterior, manteve-se 0 mesmo tempo de reacdo,
condicOes de agitacdo e temperatura. Antes de se proceder a fase final da sua sintese, foi
adicionada uma determinada quantidade de capsulas. As quantidades de capsulas
incorporadas testadas foram: 0,001, 0,1, 1, 30 e 60% wt., em relacdo ao peso total das
matrizes apos liofilizacéo.

A mistura permaneceu em agitacdo durante 3 horas para favorecer a distribuicédo

homogénea das nc/Si-LI na matriz polimérica.

4.3 Caracterizacdo de emulsdes

Concentracdo micelar critica para distintos sistemas de surfactantes

A concentragdo micelar critica (CMC) das misturas de surfactantes foi determinada
a partir de valores de tenséo superficial de solucdo de surfactantes usando uma balancga de
tensao superficial (Sigma70, KSV Instruments) e o0 método do anel de du Noly. Por forma
a completar o trabalho iniciado pelos alunos Sylvia Sousa, Claudia Buga e Gustavo
Marques foram estudadas cinco composicdes relativas de surfactantes em solugdo aquosa:
(1) [S1:0:0] (S11:S21:S31); (2) [S1:0:S3], S1>S3 (S13:S23:S33); (3) [S1:0:S3], S1=S3
(S15:S255:S35); (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 solu¢des em que
se manteve a proporcdo de surfactantes e se alterou a concentracdo molar por diluicdes
sucessivas. As concentragdes molares a avaliar variaram entre 6 e 0,005 mM, o que permite
obter uma curva que traduz a variagdo da tensdo superficial em funcdo da concentragédo
molar de surfactantes. Posteriormente, determinaram-se os valores de CMC tendo por base
as metodologias descritas na literatura.

Antes de se proceder a aquisicao das medicOes para determinado sistema é realizada
a calibracdo do sistema com &gua bi-destilada. A aquisicdo de dados teve uma duracéo
compreendida entre 30 minutos e 6 horas, até o sistema atingir um valor estavel de tenséo
superficial, sendo que o critério utilizado para determinar o ponto de paragem da aquisicao
foi que os 10 ultimos valores medidos apresentassem um desvio padrdo inferior a + 1%.
Por forma a evitar que as impurezas presentes na &gua bi-destilada influenciassem as
medicbes, a dgua bi-destilada usada para a calibracdo e preparacdo das solucbes foi
previamente filtrada por um filtro de poli/tetrafluoroetileno (PTFE, 0.45 um).

No Anexo C1 encontram-se os dados obtidos para os diferentes sistemas de
surfactantes testados pelos elementos do grupo de investigacdo GSP da Universidade de

Coimbra.

Cinética de formacao e degradacdo da emulsdo selecionada para este trabalho

Os estudos cinéticos relativos a formacédo e estabilidade da emulsdo permitiram
aferir qual o tempo de exposicao aos ultrassons mais indicado para emulsifcacdo de cada
uma das formulacdes em anélise. Para tal procedeu-se a recolha de 6 amostras de 1,2 mL,
espacadas de 5 minutos entre si ao longo de 30 minutos totais de exposi¢do da emulsdo aos
ultrassons. Apds recolha das aliquotas estas foram analisadas pelo método de difusdo de
luz dindmica (Zetasizer Nano Range, Malvern). As mesmas aliquotas foram armazenadas
para estudo da estabilidade da emulsdo, tendo sido analisadas novamente no DLS as 24, 48
e 72 horas.

Relativamente ao tratamento dos dados adquiridos, para cada conjunto de 5
medicgOes 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 formulacGes de

emulsdes através das duas metodologias do Zetasizer %1%,
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4.4 Caracterizacéo fisico quimica das micro/nano capsulas

Dynamic Light Scattering e Potencial Zeta

A técnica DLS permitiu avaliar o didmetro hidrodindmico das nanocéapsulas. No
mesmo aparelho foi também obtido o potencial zeta, sendo este Gltimo responsavel por
fornecer informacao acerca do potencial elétrico gerado na superficie das particulas, na
zona apelidada de dupla camada elétrica. De referir que o valor absoluto do potencial zeta
é indicador da estabilidade do sistema coloidal, isto &, quanto maior for o seu valor maior
serd a repulsdo das particulas do sistema e, consequentemente, ocorre reducdo da
agregacao/floculacdo entre as particulas. De acordo com a literatura, as suspensdes
coloidais sdo consideradas estaveis para valores de potencial zeta superiores a + 30 mV ou
inferiores a -30 my 191194,

As particulas foram analisadas em pontos-chave do seu processo de obtencéo,
nomeadamente: 1) ap6s emulsificacdo do LI; 2) ap6s hidrolise do co-precursor de silica; 3)
apos adicdo do TEOS hidrolisado a mistura; 4) apos adicdo do sal organico; 5) apds o
aumento do pH da emulséo; 6) apos reacdo de condensacao; 7) apds didlise. As condicGes
de andlise aplicada a estas amostras sdo iguais as descritas na Tabela 8, previamente

apresentada.

Microscopia de Varrimento Eletrénico e Microscopia de Varrimento Eletrénico por

Transmisséo

A morfologia das nc/Si-LI foi avaliada por microscopia ética, SEM e STEM
(Gemini ULTRA PLUS, Zeiss). O SEM foi efetuado para a voltagem de 3 kV e
revestimento de iridio com a espessura de 10 nm (o revestimento foi feito por um
equipamento especifico (Q150T S, Quorum) e o processo teve a duracdo de 10 minutos).
Neste caso, analisaram-se capsulas em suspensdo aquosa evaporadas as condi¢cdes PTN
para as ampliagdes de 100K, 150K e 300K; e amostras liofilizadas ressuspendidas para as
ampliacOes de 1K, 20K e 30K. As amostras a analisar foram previamente colocadas sobre
discos de silicio (ANAME) por forma a melhor adsorver as nc/Si-LI e aumentar o contraste.

O STEM foi realizado para nc/Si-LI ndo-liofilizadas. O procedimento de
preparacdo da amostra encontra-se descrito no Anexo D. Para esta técnica de imagiologia,
comecou-se por homogeneizar a amostra no vortex, durante 30 segundos. De seguida, uma
gota de cada amostra foi colocada na superficie das grelhas metalicas e deixada a secar

durante 2 minutos em condi¢des PTN. Com papel de filtro removeu-se cuidadosamente o
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excesso, virou-se a grelha ao contrario e adicionou-se uma gota de uma solugéo de acido
fosforico a 2% m/v, agente de contraste para compostos organicos, e deixou-se reagir
durante 10 minutos. Apos 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 ampliagcdes de
20K, 25K, 30K, 50K, 100K e 150K.

Anédlise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada para amostras das formulagdes de
nc/Si-L1 em suspensdo e liofilizadas usando um equipamento Q600 da TA Instruments. As
amostras foram estudadas para temperaturas no intervalo de 25 a 600 °C, a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min e sobre uma atmosfera de azoto a taxa de 100 mL/min, para
quantificacdo relativa dos compostos presentes nas nc/Si-LI (LI e silica) e célculo do
rendimento da incorporacao dos mesmaos.

A mesma analise foi realizada para aliquotas (0,5 mL) das suspens@es de capsulas
usadas para os ensaios de sor¢éo e libertacdo de O, tendo por objetivo o conhecimento da
concentragéo efetiva de nc/Si-LI em cada suspenséo utilizada para o ensaio.

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

As amostras de nc/Si-LI liofilizadas foram estudadas atraves de FTIR (FT-
NIR/MIR, PerkinElmer), por sistema de refletancia (ATR) com uma resolucéo de 4 cm™ e
128 acumulagdes entre 4000 e 500 cm™. Com a realizacdo deste ensaio pretendeu-se
analisar os compostos presentes a superficie das nc/Si-LI, por forma a avaliar-se se as
modificacOes efetuadas ao procedimento de produgédo de nc/Si-LI foram as apropriadas
para evitar a lixiviacdo de LI para a superficie e exterior da nanocapsula. Os resultados
obtidos foram comparados com os espetros de FTIR para amostras de LI e silica. Estas
Gltimas andlises foram efetuadas no FTIR (FT/IR, Jasco), em que os dados foram obtidos

com uma resolucdo de 4 cm™ e 128 acumulagdes entre 4000-400 cm™,
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4.5 Caracterizacdo dos scaffolds a base de acido hialurénico e

colagenio

Swelling
Os ensaios de swelling em PBS foram realizados para todas as formulacgdes de

matrizes, sem e com incorporacao de capsulas. As amostras secas foram pesadas e imersas
em PBS, e colocadas na estufa (DIN 12880 3.1, Heraeus) a 37 °C. Em intervalos de tempos
regulares (1 hora) cada amostra foi novamente pesada, apés ter sido retirado,
cuidadosamente, o excesso de agua com papel de filtro. A percentagem de swelling (S) foi

calculada através da seguinte expressao:

S (%) = 2= % 100 (5)

m;

onde m¢ é a massa da amostra no tempo de medicdo t e m; a massa da amostra seca. Foram

realizadas medicOes em triplicata para cada amostra.

Microscopia de Varrimento Eletrénico

O efeito das nc/Si-LI1 no processo de reticulagdo, bem como a distribuicdo 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 iridio
com 10 nm de espessura. Neste caso, foram obtidas imagens da estrutura interna e externa
dos scaffolds para as ampliagdes 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 1%,

Cultura de células

O tipo de células utilizado para realizacédo 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 °C. A densidade
celular de cultura adequada para os frascos de 75 cm? ¢ de, aproximadamente, 750K células,

pipetou-se 1 mL da solugdo de células para um frasco de cultura de 75 cm? 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 preparacao do meio de cultura encontra-se descrito no Anexo E

Este tipo de células atinge uma confluéncia de 80% em aproximadamente 4 dias,
pelo que apos este periodo de tempo é necessario 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 tém acesso a
nutrientes e sais, e que os metabolitos da sua atividade sdo eliminados %,

Low Density Scale Bar=100pm  High Density ‘ Scale Bar = 100um

Figura 18 - Micrografia celular das células Balb/3T3 para a) baixa densidade e b) elevada densidade 7.

Tripsinizacdo de células

O processo de tripsinizacdo das células, que antecede a realizagdo de um ensaio de
citocompatibilidade, comeca com a retirada do frasco da cultura de células da incubadora
(INE 500, Memmeter) e posterior colocacdo 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 agitacdo mecéanica do frasco durante 5 minutos para
garantir a dissolucdo de metabolitos celulares e outros compostos, evitando o
estabelecimento de ligacdes inespecificas da tripsina. Apos 5 minutos, removeu-se o0 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 suspensao para que se possa trabalhar

com as mesmas. O frasco é de seguida observado ao microscopio 6tico (T5100, Nikon
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Eclipse) para verificar se ainda existem células aderidas. Para que a reagéo de tripsinizacédo
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 a homogeneizagao do seu
contetido com a ajuda da pipeta, obtendo-se a suspenséo de células.

A suspensdo de células é transferida para um tubo de falcon de 15 mL e centrifugada
(1.0R, Megafuge) a 1200 rpm durante 4 minutos. Apés centrifugacdo, o sobrenadante é
removido e as células ressuspendidas na aliquota 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, sdo adicionados 9,5 mL de solucdo isotonica
e 0s 0,5 mL de suspensdo de células, seguindo-se a homogeneizacdo da mistura e a
contagem das células no contador (Beckman Counter, Multisizer 3 Coulter Counter). O
software do aparelho gera como resultado da anélise da amostra um grafico que apresenta
uma distribuicdo normal, o valor de sigma indica o nimero de células por mL, o que permite
determinar o volume necessario de suspensao para realizacdo do ensaio. O namero de

células por mL de solugdo é obtido a partir da seguinte expressao:

o Lhulas sigma % 20 (6)

Para os ensaios realizados, a densidade celular foi de 10K células/poco, em placas
de 48 pogos, porque as células Balb/3T3 apresentam uma taxa de proliferacdo bastante
elevada. Apo0s realizacdo dos calculos e preparagdo da suspensao de células a colocar nos
pocos, segue-se a pipetagem de 300 pl (placas de 48 pocos) ou 200 ul (placas de 96 pogos)
da suspensdo em cada um dos pocos e a adicdo dos controlos positivos e negativos. Para

cada amostra testada foram realizadas triplicatas.

Ensaio WST-1 (micro/nano capsulas, LI e sobrenadante)

As placas de cultura sdo armazenadas na incubadora durante 24 horas, por forma a
garantir a formacgdo de uma monocamada de células, na superficie do fundo do pogo, sobre
a qual se adiciona, posteriormente, 0 composto ou material a estudar. O periodo de
incubacéo 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 0 meio presente em cada um dos po¢os com a ajuda de uma bomba de vacuo (Millipore
Vacuum Pump, XF54 230 50). Seguidamente, procede-se a adicdo da mesma quantidade

de meio de cultura fresco e de 10% do volume total do pogo em reagente WST-1 (30 e 20
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pl, respetivamente). A homogeneizacdo do volume do poco é feita com a pipeta.
Finalmente, envolve-se a placa em papel de aluminio, por forma a evitar interferéncia da
luz ambiente sobre os resultados, visto que o reagente utilizado é fotossensivel, e armazena-
se na incubadora onde decorre a reagéo durante 3 horas.

Apds o periodo de incubacdo com o reagente, a placa é retirada da incubadora e
levada para a hotte onde se procede a transferéncia de 100 ul do contetido do poco da placa
de 48 para uma placa de 96 pocos (procedimento apenas realizado para a placa de 48 devido
as caracteristicas do equipamento de espectrofotometria). A placa é colocada no leitor de
microplacas de ELISA (BioRad, Model 680) e a absorvancia lida para 450 nm. O software
do equipamento gera uma tabela com os valores de absorvancia correspondentes a cada um

dos pocos. A viabilidade celular é estimada a partir da expressao:

(%) — AbSgmostra= APSbranco (7)

Viabilidade celular
AbScontrolo—AbSpranco

sendo que Absoniroio COrresponde ao pogo em que temos as células em meio de cultura.

Na Figura 19 apresenta-se esquematicamente o procedimento experimental para

realizacdo do ensaio WST-1.

Incubagdo durante tempos

pré-determinados Adigdo reagent WST-

Cultura de células

Balb/3T3 4

Formagio " Adico formulacBes e

monocamada de matrizes ao meio de
cultura

células - 24 horas

Transferir meio de
Medigdo absorvancia a 450 nm cultura para placa de Incubar durante 3h
96 pogos

Figura 19 - Esquematizagdo do procedimento experimental generalizado para realizacdo do ensaio WST-1.

Ensaio WST-1 (scaffolds)

ApoOs obtencdo dos scaffolds por liofilizacdo, estes foram preparados para

realizacdo do ensaio de citotoxicidade. As matrizes poliméricas foram colocadas em tubos

de falcon de 50 mL e lavadas em solugédo de PBS com 2% de antibidticos (penicilina 10.000
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Ul/mL, estreptomicina 10.000 pg/mL) durante 4 horas (intervalo de tempo que garante a
estabilizacdo do seu volume/dimensdo final), sob uma agitacao orbital de 200 rpm e a uma
temperatura constante de 37 °C. De seguida, a solucdo de lavagem foi trocada e substituida
por outra nova, a duracgdo 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 realizagdo do ensaio e armazenados na incubadora (INE 500, Memmeter) a
uma temperatura de 37 °C com uma atmosfera de 5% de CO, e humidade relativa de 95%.

Antes de se proceder a adi¢do da suspenséo de células aos pogos é removido 0 meio
de cultura em que os scaffolds se encontravam. De seguida, procede-se a adi¢cdo de 600 pl
da solucdo de suspensdo de células em meio de cultura sem vermelho fenol, com uma
densidade de 10K células/pogo.

Este ensaio decorre durante 72 horas, uma vez que o objetivo é verificar se as células
aderem e proliferam no suporte polimérico desenvolvido. Apos as 72 horas segue-se a
adicéo do reagente WST-1, incubacdo durante 3 horas e posterior medicao das absorvancia
no leitor de placas de ELISA, como descrito anteriormente.

Ensaio LDH

O protocolo experimental é idéntico ao descrito anteriormente, apenas difere na
metodologia utilizada para afericdo da viabilidade celular. Apo6s terminar o tempo de
incubacdo das células com o LI, adicionou-se 8,25 pl de solucdo de lise no poco
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 ul de cada um dos pogos da placa de 48 para a placa de 96. Preparou-
se 0 reagente para o ensaio, adicionaram-se 60 pl da solugdo catalisadora a 2,7 mL da
solucgéo corante. Por fim, 100 pl desta solugdo foram adicionados a cada um dos pogos da
placa de 96. A placa foi novamente levada para a incubadora onde permaneceu durante 10
minutos. Apos este periodo de tempo, a placa € colocada no leitor de microplacas de ELISA
(BioRad, Model 680) e a absorvancia lida para 490 nm. O software do equipamento gera
uma tabela com os valores de absorvéncia correspondentes a cada um dos pogos. A

viabilidade celular é estimada a partir da expressao:

Viabilidade celular (%) = (1 — AbSamostra AbScontrolo - ) x 100 (8)

AbScontrolo +— AbScontrolo -
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Para este ensaio foram seguidas duas abordagens tendo em conta referéncias na
literatura. Nomeadamente, testaram-se as concentracdes 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).

Ap0s preparacdo das solucdes, seguiu-se a remo¢do do meio de cultura de cada um
dos pocos e adicdo de 300 pl das solugdes de LI. Finalizado o tempo de incubacdo,

procedeu-se a realizacdo do ensaio de LDH como descrito anteriormente.

Os ensaios realizados permitiram obter informag6es sobre diferentes amostras: (1)
nc/Si-L1, (2) LI puro; (3) scaffolds sem nc/Si-LI incorporadas; (4) scaffolds com nc/Si-LI
incorporadas; (5) nc/Si, ap6s remoc¢do do LI por sucessivas lavagens com acetona; (6)
sobrenadante nc/Si-LI; (7) MCM-41 (nanocépsulas de silica mesoporosa). Para cada uma
das amostras foram testadas diferentes concentracGes e metodologias que se encontram

discriminadas no Anexo F.
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4.7. Quantificacdo da sorcdo/libertacdo de oxigénio para 0s sistemas

desenvolvidos

Para realizacdo dos ensaios de sorgdo recorreu-se ao sistema esquematizado na
Figura 20, no qual foram testadas as nc/Si-LI, aemulséo de LI e os scaffolds a base de acido
hialuronico e colagénio com e sem nc/Si-LI incorporadas. A agua serviu de referéncia para
todas as amostras. Foram realizados dois tipos de ensaio distintos: oxigenagdo e
desoxigenacdo, que permitem estudar a evolugdo da concentracdo de oxigénio (ppm) no

meio aquoso onde as amostras sdo adicionadas.

1) Vélvula de entrada de azoto;

2) Valvula de entrada de oxigénio;

3) Valvula de alivio de presséo;

Banho 2

Banho 1 4) Medidor de oxigénio acoplado ao sensor;

5) Frasco com amostra experimental;
6) Banho e fluxo de liquido refrigerador a 25 °C;

7) Placa de agitacdo mecénica

Figura 20 - Representacdo esquematica do sistema experimental para os ensaios de quantificacdo de sorcdo/libertacéo de
oxigénio, e respetiva legenda.

Os ensaios realizados decorreram a uma temperatura controlada de 25 °C e com
uma agitacdo constante de 300 rpm. As medicdes foram realizadas com o medidor de
oxigénio (C3010, Consort), sendo que cada ensaio foi antecedido por uma calibracdo
prévia.

O ensaio de oxigenagéo pretende analisar a difusdo do O do interior das amostras
a testar para 0 meio envolvente, para a concentragao de Vinicial de sgua = 30 ML € 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 continuo de N2 a 2 bar. Apds garantir que o volume inicial de amostra (10 mL) a
testar estava desgaseificado (~ 0 ppm), a valvula de N> foi fechada e a amostra a analisar
transferida para o banho 2 onde se procedeu a oxigenagdo da mesma durante 1 hora com
um fluxo continuo de O, a pressdo de 1 bar, saturando a amostra. Simultaneamente,
procedeu-se a desgaseificacdo dos 30 mL de &gua. Apos 1 hora fecharam-se ambas as

valvulas, Oz e N2, e com a ajuda de uma seringa (de volume 20 mL) adicionou-se o volume
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de amostra inicial gaseificada (contido no vial) ao frasco Schott que contém o volume de
agua desgaseificado. Desta forma, € possivel analisar a evolugédo da concentracdo de O, no
meio por consequéncia da adicdo da amostra. Uma vez que se parte do principio de que as
capsulas tém a capacidade de absorver gases, nomeadamente O, devera ser observado um
aumento da concentragdo de O, disponivel no sistema, comparativamente ao sistema de
referéncia.

Por sua vez, o ensaio de desoxigenacdo tem como objetivo a quantificagdo da
capacidade de sor¢do de O, proveniente da agua saturada para o0 meio, para cada uma das
amostras em estudo, sendo que a concentracdo testada foi igual a do ensaio de oxigenacédo
e 0 procedimento experimental efetuado para cada uma das amostras. Comecgou-se por
desgaseificar 30 mL de agua durante 1 hora, com um fluxo continuo de N2 a 2 bar, apds
desgaseificacdo da amostra (~ 0 ppm) fechou-se a valvula de N2. De seguida, procedeu-se
a abertura da vélvula de O, a presséo de 1 bar, com o objetivo de oxigenar 0 meio aquoso
previamente desgaseificado. Quando o valor de concentracdo de O, medido pelo sensor é
de aproximadamente 2 ppm a valvula de O é fechada, e o sistema tende novamente para o
equilibrio ap6s atingir um maximo correspondente a saturacdo do sistema. Os valores lidos
pelo sensor foram gravados até o sistema atingir novamente o equilibrio (~ 8,3 ppm).
Simultaneamente, procedeu-se a desgaseificacdo da amostra que se pretende estudar com
um fluxo continuo de N2, sendo que este procedimento teve a duracdo de 1 hora. Quando
o sistema atingiu o equilibrio (~8,3 ppm), adicionou-se os 10 mL de amostra desgaseificada
com ajuda de uma seringa. Com este ensaio, pretende-se estudar a evolucdo da
concentracdo de Oz no meio e assim obter informacédo acerca da capacidade que o material
testado tem para a captacdo de gases, esperando-se observar uma diminui¢cdo na
concentracdo de Oz disponivel no sistema.

Ap0s obtencgdo de resultados, procedeu-se a quantificacdo da difusdo de O pelo LI
a partir da determinagdo do coeficiente de transferéncia de oxigénio (K, a) por analise dos
perfis de sorcdo/libertacdo de O medidos. A abordagem escolhida foi o método de
desgaseificacdo estatico que postula que o aumento da concentragdo de O dissolvido é

dado por:

&= K,a(CT - C) 9)

ac
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Por integracdo da equacdo (9) obtém-se a expressdo que representa a relacdo, do
tipo y = mx, entre os valores de concentracdo de O, e o0 tempo, correspondendo 0 K;a ao

declive dessa reta:

s Cffffc_ =K,af, dt & In(C* - C) = —K,a.t + In(C") &

& In (C*_C;) =-K,a.t (10)

Cc*—C

em que C* corresponde a concentracdo de saturacdo de O dissolvido no meio, C, a
concentragdo de O no momento que antecede a adi¢cdo de amostra, C; a concentragdo de
O para 0 ponto i e K, a corresponde ao coeficiente volumétrico de transferéncia de Os..

Sabendo que o valor de saturacdo de oxigéenio dissolvido na agua (C*) a 25°C é 8,3

C*—C;
Cc*—C,

ppm, procedeu-se ao calculo do quociente In ( ) para os diferentes sistemas em estudo.

A representagédo dos valores deste quociente em funcéo do tempo, permite a obtencéo de
um perfil idéntico ao representado na Figura 21.

&
O
~

In((C"- C/(C"- Cy)) (min™)
In((C"- C)/(C"- Cy)) (min™)

T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Figura 21 — Representacdo genérica do céalculo da constante K; a, para o ensaio de a) consumo de O2do meio e b) difuséo
de O2 para 0 meio.

Neste trabalho, o foco de estudo foi a primeira reta do perfil, identificada a laranja
na Figura 21, cujo declive fornece informagéo acerca da transferéncia inicial de O por
difusdo aquando da adicdo da amostra. Os outros declives observados (retas verdes)
correspondem a diferentes fendmenos de transferéncia que ocorrem em simultaneo, por
exemplo solvatacdo, que ndo foram analisados. O sinal correspondente ao valor de K;a,
pode ser positivo ou negativo consoante o sentido em que ocorre a difuséo de oxigénio no

sistema 1%,
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5. Resultados experimentais e discussao

Nas seccOes 5.1 e 5.2, correspondentes a caracterizacao efetuada para as emulsdes
de LI e formulagdes de nc/Si-LI procede-se a comparacado de 3 sistemas, sendo que 2 destes
foram desenvolvidos neste trabalho e o outro na dissertacdo de Claudia Buga, apelidada de
formulagéo C %°. De seguida, apresenta-se na Tabela 10 uma descrigdo das condicdes de

sintese para cada formulagao.

Tabela 10 — Identificagdo das condicOes de sintese para cada um dos sistemas mencionados neste trabalho.

L|/[SlSZS3] Tcondensagéo (OC) VTeos (ml)

Formulacdo A 2X 40 2y
Formulacéo B X 40 2y
Formulagdo C 2X 25 y

5.1 Emulsodes

Concentracdo micelar critica para cinco sistemas de surfactantes

A determinacdo da concentracdo micelar critica (CMC) é essencial para garantir a
formacéo de emulsdes em meio aquoso. Neste trabalho a CMC foi determinada a partir da
analise da variacdo de tensdo superficial de diferentes solu¢bes contendo diferentes
misturas e concentracGes de surfactantes.

Na Figura 22 apresentam-se os resultados da tensao superficial y (mN/m) em fungao
da concentracdo total de surfactantes C (mM) para diferentes misturas de surfactantes
(S1i:S2,i:Ss;). De referir que parte da informacéo relativa a CMC destes cinco sistemas foi
previamente obtida na tese de mestrado da aluna Sylvia Sousa 17’. Este estudo teve como
principal objetivo uma melhor compreensédo dos sistemas, nomeadamente qual o efeito da
concentragédo dos surfactantes S1 e S3 na tenséo superficial. As curvas apresentam perfil
idéntico ao reportado na literatura, uma fase descendente de declive acentuado a qual se
segue o0 ponto de transicdo até se atingir uma zona de declive proximo do zero, zona de
estabilidade ap6s o valor de CMC. Esta ultima regido indica a saturacdo da superficie, ou
seja, a regido em que um aumento da concentracdo de surfactantes do sistema ndo tem

efeito significativo no valor de tenséo superficial 20020,
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Figura 22 - Representagio dos resultados da tensdo superficial y (mN/m) em fungdo da concentracéo total de
surfactantes para todos os sistemas estudados.

A andlise do gréfico (progresséo vertical descendente das curvas) permite verificar
que quanto maior a concentracdo de S3 na mistura de surfactantes, combinada com a
diminuicdo gradual da concentracdo de S1, menor o valor de tensdo superficial. Este
comportamento deve-se maioritariamente ao poder tensioativo caracteristico do S3, uma
vez que é um composto fluorado, ao contrario do S1 que é um composto hidrogenado 22,
De referir que o sistema Si1:S26:S38, a0 contrario dos restantes, ndo apresenta o
comportamento caracteristico reportado na literatura, apresentando um valor minimo de
tensdo superficial para o ponto de transicdo, ponto a partir do qual o perfil se torna
constante. Este tipo de perfil pode dever-se a presenca de contaminantes ou de produtos
resultantes de reacdes de hidrélise, que apresentam um efeito tensioativo superior ao do
surfactante S3. Tal ndo se observa para concentracbes mais elevadas, uma vez que as
micelas que se comecam a formar tendem a solubilizar estes compostos.

Para estes sistemas realizaram-se dois tipos de ajuste linear para determinacdo da
CMC, sendo que estes diferem na inclusdo ou ndo da tensdo superficial da &gua no ajuste.

Na Figura 23 apresentam-se 0s ajustes realizados para cada composicdo em estudo.
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Figura 23 - Representagdo dos resultados da tensdo superficial y (mN/m) em fungéo da concentragéo total de surfactantes
para todos os sistemas excluindo o valor de tensdo superficial da 4gua (coluna esquerda) e incluindo o valor de tensdo
superficial da 4gua no ajuste linear (coluna direita).

Com base nos graficos criados, extrapolaram-se os valores experimentais de CMC,

que podem ser consultados na Tabela C1 do Anexo C, sendo que nesta tabela apresentam-

se 0s valores obtidos para todos os sistemas estudados pelo grupo GSP. A CMC foi

calculada a partir da intersecdo das duas retas representadas em cada um dos graficos. Na

analise em que se procede a inclusdo do valor da tensdo superficial medido para a agua bi-

destilada, pretende-se que o aumento da amostragem se reflita numa melhoria do ajuste

(traduzido pelo valor de R? — quadrado do coeficiente de correlagio) da regressdo linear

aplicada, porém tal ndo se verificou para todos os sistemas.

De acordo com a literatura, o valor de tensdo superficial tem de ser determinado

para pelo menos cinco concentracdes abaixo da concentracdo correspondente ao ponto de

transicdo, sendo obtidos, consequentemente, valores R? superiores aos aqui apresentados.

Como tal ndo foi possivel de realizar neste trabalho, ap6s andlise visual do gréafico

estipulou-se usar um valor de concentracdo C para todas as misturas de surfactantes,

significativamente superior ao da CMC, que foi tido como referéncia para formulagdo das

emulsoes.

Cinética de formacio e de estabilidade da emulsdo de LI em dgua

O sistema [Ps6,6,14][NTT2]/[S1:S2:0] foi 0 selecionado para formagéo das nc/Si-LlI.

Para tal, realizaram-se estudos cinéticos para melhor compreender a influéncia do tempo

de sonicacao do sistema na formacao de micelas e a estabilidade das mesmas ao longo do

tempo para a formulacéo B. Este estudo foi realizado apenas para esta formulacgao, porque

para a formulacéo A a relacdo LI1/[S1:S2:0] é igual & que foi estudada pela Claudia Buga,

apesar de outros parametros de sintese terem sido alterados ndo interferem com 0s

resultados obtidos. Assim, monitorizou-se a variacdo do didmetro hidrodindmico das
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micelas (dh) formadas para diferentes tempos de sonicacao (cinética de formacéo) e para
quatro tempos apo6s formacdo da emulsdo (cinética de degradacdo). Os dados obtidos

encontram-se na Figura 24.
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—e— IL/[S1:52:0]
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o

10 15 20 25 30 35
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o
[&)]

400
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300 I
200

100+
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0 24 48 72
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Figura 24 - a) Cinética de formac&o para o sistema [Pe,6,6,14][NTf2]/[S1:52:0]; b) Cinética de estabilidade para o sistema
[Pe,6.6,14][NTF2]/[S1:S2:0]. (Legenda: m - 5 minutos; = - 10 minutos; = - 15 minutos; - - 20 minutos; m - 25 minutos; = -
30 minutos).

Na Figura 24 a), respeitante a cinética de formacéo para emulsificacdo do sistema
com a macrotip, observa-se que o dh aumenta entre 0s 5 e 10 minutos e tende a estabilizar
ao prolongar-se o tempo de sonica¢do até aos 20 minutos, sendo que para estes tempos 0
desvio padrdo associado tende a aumentar. Este resultado deve-se a maior
polidispersividade associada ao valor de dh das micelas para os diferentes tempos de

sonicagéo.
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Por sua vez, tendo em conta os dados apresentados na Figura 24 referentes a cinética
de estabilidade das emulsbes, com o aumento do tempo apds formacao verifica-se que 0s
dh tendem para um valor constante até as 72 horas, ocorrendo simultaneamente diminui¢do
do desvio padrdo associado a cada um dos tempos de sonicacdo. Tendo em conta estes
resultados pode inferir-se que o sistema emulsificado tende para um dh de equilibrio,
independentemente do tempo de sonicacdo, sendo que este € inferior ao do tempo de
formacéo, podendo este facto dever-se a fragmentacdo/degradacdo das micelas em outras
de didmetro inferior. Para as 72 horas, o padréo é alterado, sendo que as micelas formadas
apos 5 minutos de sonicacao apresentam um decréscimo de dh bastante significativo. Neste
caso, o0 tempo de fornecimento de energia ao sistema é insuficiente para que o sistema
permaneca emulsificado apds 72 horas, ocorrendo degradacdo das micelas. Para os tempos
de sonicacdo 10 e 30 minutos verifica-se aumento do dh, podendo este dever-se a formacao
de aglomerados de micelas. Para os tempos de sonicacdo compreendidos entre os 15 e 25
minutos, o diametro ndo é consideravelmente afetado com o aumento do tempo de
armazenamento, sendo, portanto, associados a uma emulsificagcdo mais eficiente do sistema
de surfactantes e, consequentemente, mais estavel.

Pela comparacdo dos dados da Figura 24 com os apresentados em Buga (2018),
formulacdo C, verifica-se uma alteracdo do perfil referente a cinétia de formacéo, o dh
médio final das micelas diminuiu e o desvio padrdo aumentou de forma generalizada. Como
tal, é possivel concluir que a alteracdo da razdo LI/[S1:S2:0] assegura particulas mais
pequenas, Uteis para a aplicacdo pretendida. Tendo em conta estes resultados e atendendo
que as variacdes registadas ao longo das cinéticas ndo sdo significativas, o tempo de
sonicacdo escolhido para a formacdo das emulsBes usadas para a sintese de nc/Si-LI foi de
25 minutos.

Os dados apresentados apontam para que as particulas obtidas tenham um diametro
médio de 262,2 £ 6,6 nm, sendo este valor inferior ao das formulacdes estudadas por Sousa
(2017) para o liquido ionico [OMIM][NTT,] (o didmetro maximo das micelas variou entre
400 e 480 nm) e por Buga (2018) para o liquido i6nico [Ps66,14][NTf2] (0 diametro maximo
das micelas variou entre 195 e 345 nm). Contudo, os desvios padrédo associados ao dh séo
superiores aos de Sousa (2017), o que pode ser um indicador de que o LI usado neste

trabalho apresenta maior instabilidade quando incorporado em emulsao.
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5.2 Micro/nano capsulas de silica usando o método sol-gel em meio

aguoso

Evolucdo do tamanho e potencial zeta das nc/Si-LI

A andlise dos resultados obtidos durante esta etapa laboratorial permitiu verificar
que o indice de polidespersividade (PDI) das amostras varia entre 0,2 e 0,7, 0 que significa
que as micelas apresentam um didmetro hidrodindmico (dh) varidvel. Por esta mesma
razdo, o algoritmo de anélise aplicado aos dados recolhidos foi o CONTIN, indicado para
amostras heterogéneas em termos de dh, por permitir uma maior fidelidade em termos de
representacéo dos dados recolhidos %09,

Durante o procedimento de obtencdo de capsulas foi medido o pH da reacédo, o
didmetro das nc/Si-LI e o potencial zeta em sete fases distintas da reagdo, para melhor
controlo e compreensdo deste processo. Para cada uma das fases procedeu-se a recolha de
uma aliquota da amostra, correspondente aos seguintes passos do processo de formacdo das
nc/Si-LI: 1) imediatamente ap6s emulsificacdo do sistema LI/[S1:S2:0]; 2) apds hidrolise
do co-precursor de silica; 3) apés adicdo do TEOS hidrolisado a emulséo pré-hidrolisada;
4) apds adicdo do sal orgénico a reacdo; 5) apds o aumento do pH da emulséo, catalisando
0 inicio da condensacao; 6) apds reacdo de condensacdo; 7) apos trés dias de dialise. Como
foram produzidas capsulas com diferente relacdo LI/[S1:S2:0], esta analise foi efetuada a

amostras provenientes de ambas as formulacdes desenvolvidas, A e B (Figura 25).
0

-10

-20

Potencial Zeta (mV)

-30

-40

Fase da reacdo

Figura 25 - Evolucéo dos valores de potencial zeta e pH da mistura reacional ao longo das sucessivas fases do processo
de formacgdo de nc/Si-LI. Para esta analise foram usadas amostras de nc/Si-LI das formulages A e B. (Legenda: o -
Potencial zeta para as nc/Si-LI formulacdo A; A - Potencial zeta para as nc/Si-LI formulacdo B; m - pH). Nota: por
motivos de propriedade industrial os valores de pH s&o omitidos.
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A andlise da Figura 25 permite verificar que o potencial zeta ndo foi afetado
significativamente pela relacdo L1/[S1:52:0] até ao ponto 4, sendo que a partir deste ponto
os perfis sdo diferentes. Apds hidrolise da emulsdo (ponto 2), o valor de potencial zeta
aumenta de -30,60 + 1,15 mV para -4,20 = 0,53 mV (formulacdo A) e de -28,28 + 0,52 mV
para-7,41 + 1,62 mV (Formulacdo B). Esta variacdo reflete 0 aumento da instabilidade da
mistura aquando do inicio do procedimento sol-gel. No ponto 3 (adicdo do TEOS
hidrolisado), o potencial zeta permanece aproximadamente constante. A adi¢cdo do sal
organico (ponto 4) é acompanhada pelo aumento do pH e diminuicdo significativa do
potencial zeta, associada ao aumento de estabilizacdo do sistema promovida pela adi¢éo do
sal organico. O aumento do pH para valores basicos, que atua como catalisador da reacdo
de condensacdo, ¢ acompanhado pela diminuicao do potencial zeta da curva correspondente
a formulacdo A na passagem do ponto 4 para o ponto 5, sendo que apds este ponto se
mantém constante. Este comportamento indica que a formulacdo A estabiliza mais
rapidamente e para um valor de potencial zeta consideravelmente superior ao atingido pela
formulacdo B. Por sua vez, para esta formulacdo o potencial zeta permanece
aproximadamente constante entre os pontos 4 e 6, verificando-se uma variagao significativa
do ponto 6 para o ponto 7.

No ponto 7, o potencial zeta estabiliza para valores de -17,5 mV (formulacédo A) e
de -25,5 mV (formulacédo B), o que indica que finalizado o processo de obtencao de nc/Si-
LI, as nc/Si-L1 obtidas sdo estaveis 1°1. De notar que nos passos anteriores pode ter ocorrido
agregacao das particulas, o que se reflete no aumento do potencial zeta, observado para 0s
passos posteriores ao ponto 5. Para estas etapas a avaliacdo visual da amostra permitiu
confirmar que ocorre rapida sedimentacdo das nc/Si-LI quando colocadas na cuvete para o
DLS, sendo impossivel a determinacdo do diametro hidrodindmico das mesmas a partir do
ponto 6, inclusive.

Os resultados relativos ao dh das nc/Si-LI encontram-se representados na Figura
26. E possivel verificar que o dh é praticamente constante e igual para as formulagdes A e
B, tendo em conta os erros associados. Na passagem do ponto 4 para 0 ponto 5, o dh
aumenta consideravelmente para ambas as emulsdes. Tal facto é justificado pelo inicio da
reacdo de condensacgdo e agregacdo das nc/Si-LI1. Apoés o inicio da reacdo de condensacdo
nédo foi mais possivel determinar o dh das nc/Si-LI, devido a formacéo de agregados que
mesmo quando sujeitos a agitacdo no vortex, aplicagdo de ultrassons e diluicdo da

suspensao nao sdo separados de forma eficaz.
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Figura 26 - Evolucdo do diametro hidrodindmico das nc/Si-LI (nm) ao longo das sucessivas fases do processo sol-gel.
Para esta andlise foram usadas amostras de nc/Si-LI das formula¢des A e B. (Legenda: ® — Evolucdo do dh das nc/Si-L1I
da formulacdo A; A - Evolugdo do dh das nc/Si-LI da formulagéo B).

Ao comparar os perfis obtidos nas Figuras 25 e 26 deste trabalho com os da
formulacéo C, estes possuem comportamento bastante semelhante até ao ponto 4, podendo
a discrepancia 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 consideracao para
as nc/Si-L1 obtidas apds o processo de didlise, e a relagdo LI/[S1:S2:0] ndo tem influencia

porque a tendéncia é verificada para as formulacdes A e B.

Caracterizacdo, morfologia e rendimento da reacdo de formacdo de

nanocapsulas de silica

A monitorizacdo da morfologia das nc/Si-LI foi realizada por diferentes técnicas
6ticas. Numa primeira fase foram recolhidas imagens por MO que permitiram verificar que
as duas formulacdes estudadas apresentam nc/Si-LI de dimensdes distintas.

Por forma a averiguar qual a melhor metodologia para armazenamento das nc/Si-LlI,
procedeu-se a liofilizagdo da suspensdo de nc/Si-LI, obtida apés o procedimento de
producdo das mesmas. Por forma a confirmar se durante o procedimento de liofilizac&o
ocorre alteracdo da estrutura morfologica das nc/Si-LI, estas foram observadas a lupa,
tendo-se confirmado visualmente que ndo tinha sido modificada. Ambas apresentavam
aspeto idéntico, porém as nc/Si-LI da formulagdo A sdo mais brancas e de aspeto menos

brilhante que as da formulagéo B (Figura 27).
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Figura 27 - Imagens obtidas através de lupa apds liofilizagéo: a) nc/Si-LI formulacdo A; b) nc/Si-LI formulagéo B.

Posteriormente, foram obtidas imagens por microscopia SEM para andlise do aspeto
morfoldgico das amostras de nc/Si-LI ndo-liofilizadas e liofilizadas (Figura 28).

Nas imagens respeitantes a formulagdo A de nc/Si-LI é possivel identificar
agregados nc/Si-LI de grandes dimensdes e compactos, sendo estes transversais a toda a
amostra, observa-se também na imagem de maior ampliacdo o que parece ser conjuntos de
capsulas colapsados, o que se deve provavelmente & aplicagdo do vacuo necessario a
execucdo da técnica (Figuras 28 a) e b)). Por sua vez, nas Figuras 28 c) e d),
correspondentes a formulacdo B, verificam-se o mesmo tipo de agregados de nc/Si-LlI,
porém as estruturas aparentam ser ndo tdo compactas como as da formulagdo A (Figuras
28 a) e ¢)). A diferenca observada pode dever-se ao facto de na formulagdo A a quantidade
de surfactantes utilizada ser inferior & da formulacéo 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 saliéncias que se destacam dos agregados de
maiores dimensdes, partindo do pressuposto que cada saliéncia corresponde a uma nc/Si-
LI, o didmetro de nc/Si-LI obtido € de 168 nm, aproximadamente.

No SEM realizado das capsulas nao-liofilizadas foi possivel determinar as

dimensdes e avaliar a morfologia das nc/Si-LI obtidas (Figura 29).
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As nc/Si-LI correspondentes a formulacdo A surgem sob a forma de agregados de
nc/Si-L1I de menores dimensdes, apresentando a sua estrutura um diametro de
compreendido entre 100 e 200 nm (Figuras 29 a) e b)). Nas restantes imagens € possivel
observar pequenas nc/Si-LI de forma esférica com didmetros que variam entre 50 e 150 nm
(Figuras 29 c) e d)).

As imagens recolhidas respeitantes a formulacdo B apresentam estrutura idéntica a
da formulagdo A, como é possivel confirmar na Figura 29 e), cujo didmetro da nc/Si-L1I
ronda os 60 nm. Na Figura 29 f) observa-se uma estrutura densa com capsulas incorporadas
na sua superficie, de diametro compreendido entre 70 e 220 nm. Estes podem formar-se
por condensacéo rapida do TEOS dando origem a estas construcdes de silica. E ainda
possivel ver grandes agregados de nc/Si-LI, sendo que alguns destes sdo formados por
agregados de menores dimensdes de forma globular e paralelepipédica (Figuras 29 g) e h)).
Uma possivel justificacdo para a formacdo destes agregados de nc/Si-LI é a reacdo de
condensacdo do TEQOS, em torno das micelas, dar-se tdo rapidamente que impede a
formacdo de capsulas homogeéneas e individualizadas. Outra hipGtese é que durante a
reacdo de condensagédo ocorra juncao das nc/Si-LI individuais que se formam.

O SEM permite confirmar a presenca de aglomerados de nc/Si-LI e que existe uma
dispersao de tamanho das nc/Si-L1I, que varia entre 50 e 200 nm para a formulacdo A e entre
60 e 250 nm para a formulacdo B. Com base nesta informacao, é possivel concluir que as
medicOes efetuadas pelo DLS correspondem a aglomerados de nc/Si-LI de menores
dimensdes, como os visiveis nas Figuras 29 b) e g), visto que de acordo com a analise DLS
as particulas apresentam diametro compreendido entre 155 e 220 nm. De referir, que outra
possivel justificacdo para a diferenca de valores observadada é o facto do dh corresponder
ao didmetro das nc/Si-L1 molhadas, que tende a ser superior ao das mesmas quando secas.

Ao comparar as imagens obtidas para as formulacdes A e B, com as da formulagéo
C, observa-se 0 mesmo tipo de estruturas, mas de diametro inferior e de superficie mais
homogénea. Desta forma, conclui-se que os parametros modificados na reacao de sintese,
temperatura a que decorre a reacdo de condensacao e quantidade de TEOS influenciam as

caracteristicas morfologicas das nc/Si-LI obtidas.

Foram também adquiridas imagens STEM para as amostras de nc/Si-LI néo-

liofilizadas (Figura 30).
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Juntamente com as imagens obtidas por SEM, o STEM permite confirmar a forma
esfeérica das nc/Si-LI, com um didmetro de aproximadamente de 200 nm para ambas as
formulagBes. Na Figura 30 a) é possivel observar duas estruturas com 500 nm de didmetro,
que provavelmente correspondem a nc/Si-LI em que o LI saiu do seu interior, vendo-se
perfeitamente o involucro de silica que forma a nc/Si-LI1. As outras estruturas que se
observam correspondem a aglomerados de silica formados aquando da etapa de
condensacdo. O mesmo tipo de nc/Si-LI esta presente em diferentes zonas da amostra
(Figuras 30 b) e c)). Na Figura 30 d) visualizam-se varios conjuntos de pequenas nc/Si-L1I,
equivalentes aos agregados de pequenas dimens@es também observados por SEM (Figura
29).

As imagens obtidas para a formulacdo B apresentam um aspeto ligeiramente
distinto. As estruturas observadas nas Figuras 30 €), b) e c) parecem ser idénticas, porém
apresentam diferentes tonalidades, que poderdo dever-se a quantidade de LI retido nestas
ou ao plano em que estas se encontram. A Figura 30 f) permite a visualizac¢do das nc/Si-LI
formadas, a regido mais escura no seu interior corresponde, provavelmente, ao LI. Por sua
vez, nas duas ultimas imagens (Figuras 30 g) e h)) visualizam-se nc/Si-LI com dimensdes
entre 0os 200 e 300 nm, porém em algumas das nc/Si-LI o invélucro apresenta algumas
falhas. As aparentes ‘“falhas” no revestimento das nc/Si-LI poderdo ser devidas a
sobreposicdo com outras nc/Si-LI1 da amostra, sendo entdo estas resultantes de um efeito
6tico; ainda outra possibilidade € estas terem origem no processo de sonicacao realizado
aquando da preparacdo das amostras.

A variedade de didmetros obtidos para as nc/Si-LI pelas diferentes técnicas de
caracterizacdo aplicadas indica que a amostragem utilizada para realizagdo dos testes é
representativa da totalidade da amostra. O diametro das nc/Si-LI varia entre os 50 e os 300

nm para ambas formulagdes.

Caracterizacdo quimica das micro/nano capsulas

A formacéo de micro/nano capsulas de silica e a presenga de LI [Pe66,14][NTf2] no
interior das nc/Si-LI foi confirmada a partir dos resultados da anéalise termogravimétrica
(TGA). Foram analisadas 6 amostras de nc/Si-LI em suspensdo e 2 amostras de nc/Si-LI
liofilizadas, para cada uma das formulagdes estudadas. Para a analise termogravimétrica

foram usadas aliquotas homogéneas de, aproximadamente, 60 pL, de cada uma das
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formulacbes em estudo, permitindo desta forma inferir a massa de LI e silica presente em
cada uma delas.

A partir dos perfis termogravimétricos obtidos foi possivel estimar a percentagem
de LI presente nas nc/Si-LI e a percentagem de silica formada, sendo que a Tabela 11
apresenta a compilacdo dos resultados obtidos. As amostras sdo identificadas segundo a
nomenclatura do tipo Xi_j, em que X é a formulacéo, i é o identificador do método de
processamento da amostra (S para capsulas em suspensdo e L para capsulas liofilizadas) e

j € 0 numero da réplica.

Tabela 11 — Dados obtidos através de TGA para as micro/nano capsulas preparadas em 48 mL de suspens&o.

(SiO2)n x x .
Massa de LI presente Fracdo  Fracdo  Rendimento
. Massa de ) formada . . B
organicos . relativamente . de LI de Si de solidos Concentragao
inorganicos . relativamente .
(LI+8S1+ . ao adicionado . (m/m (m/m reacdo (m/m LI (mg/mL)
(SiO2)n (9) a esperada
S2) (9) (m/m %) %) %) %)
(m/m %)
AS_1
AS_2
86,505 13,495
AS_3 0,230 + 0,036 + 43,143 + 52,595 + 46,874 +
* * 9,598 + 0,088
AS_4 0,009 0,003 1,768 3,731 1,888
0,791 0,685
AS 5
AS_6
AL 1 86,966 13,034
0,229 + 0,034 £ 42,925 50,262 + 46,389 £
+ + 9,650 + 0,127
AL_2 0,004 0,003 0,690 4,280 0,134
1,147 1,147
BS 1
BS_2
88,248 11,752
BS_3 0,291 + 0,040 + 54,675 + 50,013 + 58,244 +
+ + 9,864 + 0,073
BS_4 0,010 0,005 1,797 6,949 2,251
1,137 1,137
BS 5
BS 6
BL 1 88,193 11,807
0,276 £ 0,037 = 51,790 £ 54,126 + 55,185 +
+ + 9,786 + 0,104
BL 2 0,009 0,002 1,646 3,174 1,165
0,941 0,941

Os resultados mostram que os valores de silica formada em relacdo a 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 formulacOes preparadas neste trabalho verifica-se que a
formulacdo B apresenta um rendimento de solidos da reacéo significativamente superior a
da formulacdo A (aproximadamente 10%). Os valores obtidos para as nc/Si-LI em

suspensdo sdo semelhantes aos obtidos para as nc/Si-LI liofilizadas.
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A presenca de [Pe 66,14 [NTT2] na superficie das nc/Si-LI liofilizadas foi confirmada

pelos resultados da analise FTIR (Figura 31).
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Figura 31 - Espetros obtidos através de FTIR do residuo de silica, do [Pee6,14][NTT2], de amostra de cépsulas
liofilizadas para as formulagbes A e B.

Na andlise FTIR do residuo de silica obtido ap6s analise no TGA observa-se um
pico aos 800 cm™? e a banda de maior absorvancia entre os 1000 e os 1200 cm,
correspondente a vibrag¢ao do grupo (= Si — O — Si =), caracteristico da silica obtida a partir
do precursor TEOS pelo método sol-gel. A amostra do LI exibiu picos caracteristicos entre
0s 1000 e os 1500 cm™ e na zona correspondente as ligagdes (C-H) situadas entre os 2850-
3000 cm™. Por comparagio entre espectros percebe-se claramente que se encontram
vestigios de LI na superficie das amostras das nc/Si-LI liofilizadas de ambas as
formulages. Isto significa que apesar de assegurarmos que 0 congelamento da amostra
ocorre a uma temperatura inferior a temperatura de fusdo do LI, este continua a ser lixiviado
do interior das nc/Si-LI. Tal podera ser devido a porosidade das nc/Si-LI ou aquando do
processo de congelamento o LI aumentar de volume e fragilizar a estrutura das nc/Si-L1I.
Outra ainda possivel justificacdo podera ser o facto da razdo LI/TEOS utilizada na reagéo
de formagéo das nc/Si-LI ser demasiado elevada, podendo ser necessario aumentar a
quantidade de TEOS adicionado a reacao por forma a garantir que o revestimento das nc/Si-

LI é completo e resistente a este processo experimental 2%,
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5.3 Scaffolds a base de acido hialurénico e colagenio

Os scaffolds obtidos foram, numa primeira fase, sujeitas a ensaios de degradagao.
Neste processo, procedeu-se a adi¢cdo das mesmas num determinado volume de PBS a 37
°C, durante 72 horas. Ap0s este periodo de tempo procedeu-se a verificacdo de quais
mantinham a sua estrutura e apresentavam caracteristicas mais promissoras. Inicialmente,
oito formulac6es foram desenvolvidas para os scaffolds. Apos este teste preliminar, estas
foram reduzidas a trés, uma vez que a 1A72 e todas as formulagdes 2 se dissolveram na
solucdo de PBS.

O efeito do grau de reticulacdo e da incorporacdo de nc/Si-LI na capacidade de
absorcdo de agua dos scaffolds a base de &cido hialurénico e colagénio foi estudado por
ensaios de swelling, cujos resultados sdo apresentados na Figura 32.

2000

1500+

1000+

Swelling (%)

500+

T T T : : T : : T
0 2 4 6 8 1023 2 2919 120 121
Tempo (horas)

Figura 32 — Representacdo da percentagem de swelling ao longo do tempo para duas formulagfes de matrizes, sem e com
incorporacéo de cdpsulas (60% wt.). (Legenda: e — 1A15: scaffold formulacéo 1A sujeito a reticulagdo durante 15 horas;
m — 1B15: scaffold formulacdo 1B sujeito a reticulagdo durante 15 horas; A —1A15 + AC: scaffold formulagéo 1A sujeito
a reticulagdo durante 15 horas com nc/Si-LI formulacdo A centrifugadas incorporadas; ¥ — 1B15 + AC: scaffold
formulagdo 1B sujeito a reticulagdo durante 15 horas com nc/Si-LI formulagdo A centrifugadas incorporadas).

Observa-se que a massa de scaffold correspondente ao menor grau de reticulagdo
aumenta cerca de 960% em relacdo ao seu peso seco quando imersa em PBS (1A15). Por
sua vez, um aumento de 950% é verificado para o scaffold que apresenta uma reticulagao
25% superior (1B15). Desta forma conclui-se que a diferenca de reticulacdo ndo afeta de
forma significativa a quantidade de PBS absorvida pelo hidrogel. Os perfis correspondentes
aos scaffolds contendo nc/Si-LI sdo idénticos aos anteriores, seguindo a tendéncia de
aumento até as 3 horas e tendéncia para estabilizar entre as 6 e 8 horas de incubacéo.

Observa-se uma reducéo do indice de intumescimento em 200%, aproximadamente, em
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relacdo aos scaffolds sem nc/Si-LI incorporadas, sendo que a matriz 1A15 + AC estabiliza
em torno dos 880% em relacdo ao seu peso seco, este valor € superior ao obtido para a
matriz 1B15 + AC, 720%. Este facto € justificado pela reticulacdo extra das capsulas com
0s polimeros por estabelecimento de pontes de hidrogeénio.

A estrutura do scaffold, sem e com nc/Si-LI incorporadas, foi analisada por SEM
(Figura 33) por forma a avaliar o efeito da incorporacdo de nc/Si-LI na porosidade dos
scaffolds, assim como a distribui¢do das nc/Si-LI no suporte polimérico desenvolvido. As
nc/Si-LI incorporadas neste scaffold correspondem a formulacgéo 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 dimensdes, 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 reticulacdo do scaffold. Ao comparar as Figuras 33 d) e Q)
verifica-se que o scaffold sem nc/Si-LI incorporadas possui uma espessura de parede de
poro superior. E possivel ver estruturas cristalinas na superficie das paredes dos poros
(Figura 33 ¢)), as quais se devem a utilizacdo do buffer HEPES para a sintese dos scaffolds.
Nas Figuras 33 g) e h) de maior ampliag&o ndo se observam nc/Si-LI na secgéo transversal
das paredes dos poros, pelo menos que sejam visiveis pela técnica aplicada. Tal pode ser
justificado pela reduzida dimensdo das mesmas e dos seus agregados, quando comparados

com a espessura da parede do poro, que varia entre 5 e 20 pum.
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5.4 Citotoxicidade

O ensaio usado para estudar a citotoxicidade dos materiais sintetizados foi o WST-
1, tendo-se comegado por realizar um ensaio preliminar de forma a aferir qual seria a
densidade de células (n° de células/poco de cultura) e tempo de incubagdo 6timos por forma

a assegurar que ndo ocorre saturacao durante a analise espetrofotométrica (Figura 34).

24 horas 48 horas
1.0 15

0.8
1.04

0.6
0.4+

0of Lo

0.0

0.5+

Absorvancia (u.a.)
Absorvancia (u.a.)

T 0.0 T T T
3 2 3 4

Tempo de incubagéo (horas) Tempo de incubacéo (horas)

N A
F

Figura 34 — Ensaio preliminar para determinacdo do tempo de incubacédo e densidade celular ideais para realizacdo do
WST-1. (Legenda: A — 5K células; @ — 10K células; m — 15K células).

A Figura 34 permite verificar que h4 aumento significativo do sinal (absorvancia)
com o aumento do tempo de incubacdo do reagente de duas para trés horas. Por sua vez, o
efeito da densidade celular é idéntico entre cada um dos aumentos do n° de células
realizado, tendo-se optado por uma densidade celular de 10 000 células/poco e tempo de
incubacéo de 3 horas.

Micro/nano capsulas de silica

A primeira etapa consistiu na avaliacdo da citotoxicidade das nc/Si-LI produzidas,
tendo-se testado diferentes concentracdes de cada uma das formulagdes 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, 0 modo de
interacdo destas com as células. Adicionaram-se nc/Si-LI que foram sujeitas a trés tipos de
processamento distintos: centrifugacdo (C); liofilizacdo (L); e em suspensdo (S). Os

resultados obtidos apresentam-se na Figura 35.
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Figura 35 — Viabilidade celular ap6s 24 (primeira barra) e 48 horas (segunda barra) de incubacdo para 6 diferentes
concentracdes de nc/Si-LI das formulacdes A e B, que foram submetidas a trés diferentes metodologias de processamento:
centrifugacdo (C), liofilizagéo (L) e em suspenséo (S).

O gréfico apresenta-se dividido em trés blocos distintos. No primeiro bloco, o0s
valores de viabilidade celular medidos s&o bastante inferiores aos esperados. De referir,
que a primeira concentracdo de nc/Si-LI testada foi de 7 mg/mL, uma vez que estudos
preliminares de ensaios de oxigenacdo com as nc/Si-LI da formulacdo C mostraram que
esta concentragdo induz um efeito significativo na oxigenagio de um meio aquoso . E
possivel observar que viabilidade celular tende a diminuir com o aumento do tempo de
contacto com as nc/Si-LI, sendo esta diminui¢do mais significativa para a formulacdo A.

A forma de processamento da amostra parece ter impacto na viabilidade celular,
visto que a diferenga de citotoxicidade entre as 24 e 48 horas para a formulagéo A foi mais
significativa para a amostra de nc/Si-L1 em suspensao do que para a liofilizada (AS e AL),
aamostra B é inconclusiva. Ao final das 48 horas de incubacdo verificou-se a sedimentacao
das nc/Si-LI no fundo do pogo, formando uma espécie de monocapa 0 que pode ter
dificultado o acesso aos nutrientes e sais de que as células necessitam para o0 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 absorvancia estaria a ser afetada por nc/Si-LI que
tivessem permanecido no interior do pogo, mesmo apés sucgdo e transferéncia do volume

para a placa onde se efetua a leitura da absorvancia. Concluiu-se que o valor de absorvancia
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ndo é afetado pela presenca de nc/Si-LI no volume a analisar. Desta forma, os resultados
obtidos podem dever-se a possiveis interacdes especificas entre as nc/Si-LI com o reagente
WST-1 quando na presenca de células, ou por algum tipo de interacdo especifico entre as
nc/Si-LI e as células. Além disso, verificou-se que as concentragdes de nc/Si normalmente
testadas na literatura eram bastante inferiores as usadas neste trabalho tendo-se entdo

reduzido consideravelmente as concentragdes de nc/Si-LI a testar nos ensaios seguintes 2%+

207.

No segundo bloco ambas as concentragdes das duas formulagdes apresentam um
comportamento idéntico para os dois pontos temporais. Os resultados foram no geral mais
satisfatorios e coerentes, mas longe de serem os pretendidos e esperados, visto que para
estas concentracfes a viabilidade celular obtida na literatura para nc/Si € superior a 80%
18 Por forma a identificar uma concentragdo ndo toxica de nc/Si-LI, foram testadas
concentracgdes inferiores, tendo-se também optado por centrifugar as suspensdes de nc/Si-
LI, uma vez que a 4gua que estdvamos a adicionar ao meio de cultura poderia estar a
influenciar o equilibrio osmaético do mesmo, tento impacto direto no desenvolvimento das
células.

No terceiro bloco de resultados apresentado na Figura 35 observa-se que a Unica
concentracdo para a qual a viabilidade é satisfatoria apds 48 horas de incubacéo é a de 0,005
mg/mL. De forma geral, os valores de viabilidade celular obtidos para as formulagdes
sujeitas a centrifugacdo sdo superiores aos das nc/Si-LI processadas de forma diferente.
Estes resultados parecem indicar que ao adicionar a amostra centrifugada ndo se afeta o
equilibrio osmotico.

Com estes resultados determinou-se a concentragdo de nc/Si-LI que ndo apresenta
efeito citotdxico para 48 horas de contacto, e demonstrou-se que parece existir uma relacao
entre a viabilidade celular e o tipo de processamento a que as nc/Si-LI sdo sujeitas.

Nesta fase colocou-se a hipdtese de que a lixiviagdo de LI do interior das nc/Si-LlI
para 0 meio poderia justificar a baixa viabilidade celular observada, apesar de haver
indicacdes de estudos prévios que este LI ndo era citotoxico. Esta afirmacéo é apoiada pelas
evidéncias encontradas e apresentadas no Capitulo 2.4.. Por forma, a esclarecer esta

possibilidade foram realizados ensaios com LI puro.
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LIIQUidO 16nico ([P6,6,6,14] [Nng])

Os resultados obtidos para a citotoxicidade do LI s&o apresentados na Figura 36.
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Figura 36 — Viabilidade celular ap6s 24 e 48 horas de incuba¢do com o LI, para duas metodologias de adi¢do de LI no
meio de cultura: a) adigéo direta no pogo (AD), concentragdes de 1, 5 e 10% v/v; b) dissolugdo prévia em meio de cultura
(AMC), concentrages de 0,01, 0,1 e 1% v/v.

Para os ensaios em que o LI foi diretamente adicionado ao meio de cultura do poco
com a monocamada de células ja formada (Figura 36 a)) foram testadas as concentracdes
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 aceitaveis. Os resultados foram de
100 e 110% de viabilidade celular apds 24 horas, tendo esta reduzido para 90 e 95% apds
72 horas de contacto para as concentracdes de LI de 1 e 5% v/v, respetivamente 1%,
Contudo, no presente trabalho o mesmo ndo foi verificado, tendo a viabilidade celular
reduzido de forma significativa das 24 para as 48 horas, 47,0% e 57,7% para as
concentracdes de LI de 1 e 5% v/v, respetivamente. Estes resultados indicam que as
concentracdes de LI testadas sdo muito elevadas e mesmo que o LI se dissolva apenas

parcialmente no meio de cultura, a quantidade dissolvida é suficiente para afetar a
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viabilidade celular. Para além deste facto, observou-se que o LI ndo solubiliza
instantaneamente no meio de cultura, formando uma segunda fase, pelo que o ensaio
realizado desta forma ndo simula o que ocorre quando se adicionam nc/Si-L1 aos pocos de
cultura. Adicionalmente, testaram-se concentragfes de LI mais baixas tendo por base
valores encontrados na literatura 2%82%, Os resultados apresentados na Figura 36 b)
mostram que esta modificacdo procedimental teve um impacto claro nos resultados obtidos,
visto que apesar das concentragOes 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 concentracdo 0,01% v/v (57,9%), seguida de uma
ligeira reducdo para as 48 horas, em que os valores de viabilidade sédo inferiores a 45% para
toda a gama de concentracdes testada.

Conclui-se com estes resultados que o nivel de citotoxicidade do LI varia
consideravelmente consoante a metodologia utilizada para a realizacdo do ensaio de
citotoxicidade. Quando se coloca o LI a dissolver em meio de cultura (agitacéo orbital de
200 rpm, a 25 °C, durante 72 horas), o LI apesar de pouco sollvel dissolve mais do que
quando adicionado diretamente ao volume contido no pogo, sem ser sujeito a qualquer tipo
de homogeneizacdo. O impacto consideravel na viabilidade pode ser justificado pelo
desequilibrio i6nico gerado no meio de cultura apos adi¢do do LI que provoca stress celular
podendo culminar com a morte das células. Outra justificacdo possivel, é o LI interagir com
a bicamada fosfolipidica 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 **? para avaliagdo da citotoxicidade do [Pse614][NTf2] e cujo procedimento se
encontra descrito no capitulo 4.6. Neste caso, 0 tipo de ensaio para aferir a citotoxicidade
foi o LDH, o LI foi dissolvido previamente em HBSS, os tipos celulares foram diferentes
e 0 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 sdo idénticos aos apresentados na literatura o que significa
que os resultados de viabilidade celular satisfatorios obtidos ndo sdo 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 referéncia **2), este por ser
rico em sais (como por exemplo, cloreto de sddio, cloreto de potassio, fosfato de potassio
e fosfato de sédio) promove a troca do catido e/ou do anido do LI por ides do

92



150

1004 _I_ T

50

Viabilidade celular (%)

T T T
0,01% v/v 0,10% v/v 1,00% viv

Concentracéo (% v/v)

Figura 37 — Viabilidade celular pelo ensaio LDH para 4 horas de incubagdo com o LI em HBSS para as concentragdes de
0,01, 0,1 e 1% viv.

meio, dando origem a produtos menos toxicos do que os iniciais 21°. Por oposi¢do, 0 meio
de cultura usado neste trabalho, DMEM/F-12, ndo contém sais, pelo que tanto o catido
como o anido originais do LI v&o estar solubilizados no meio que vai estar em contacto
com as células. Tal como discutido anteriormente, desta forma quer o anido quer o catido
do LI podem interagir com a bicamada fosfolipidica das células, levando a sua rutura e
consequente morte celular.

Finalmente é importante referir que o periodo de contato foi de apenas 4 horas de
acordo com o protocolo original, sendo este um curto periodo de incubacao apenas Util para

aferir se 0 composto apresenta citotoxicidade aguda.

A realizacdo do ensaio LDH também teve como objetivo avaliar se o tipo de
metodologia escolhido para determinagdo 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 0 mesmo LI para as concentracdes de 1 e
5% vl/v. De referir que o tipo de ensaio realizado foi o LDH e os tipos celulares diferentes.
Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 38.

Neste ensaio, aquando da adicdo direta do LI ao pogo procedeu-se a
homogeneizacao do volume do pogo com a pipeta. Esta etapa podera ser justificativa dos
resultados obtidos serem tdo discrepantes dos apresentados na literatura 33, uma vez que
este processo estimula a solubilizag&o 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 incubacdo com o LI para as
concentracdes de 1 e 5% v/v. (Legenda: - — 24 horas; m — 48 horas).

A Figura 38 permite verificar que o composto deixa de ser biocompativel logo ap6s
24 horas, porém em Rosa (2013) este permanece biocompativel apds 72 horas de
incubacéo.

Finalmente, e tendo em conta os resultados obtidos, conclui-se que a citoxicidade
atribuida ao LI € muito dependente da sua solubilizagdo no meio de cultura, pelo que foi
estudado o efeito do tempo de incubac¢do do meio de cultura com o LI, ap6s 72 horas de

dissolucao iniciais, na viabilidade celular (Figura 39).

200

100+

Viabilidade celular (%)

Concentracéo (E-06 % v/v)

Figura 39 — Evolugéo temporal da viabilidade celular para 24 horas de incubagdo com o LI para trés tempos de dissolugao
em meio de cultura. (Legenda: - A - 72 horas; --®-- - 96 horas; --m-- - 120 horas).

Na Figura 39 verifica-se que ap06s 72 horas a maior concentracdo testada apresenta

uma percentagem de viabilidade celular aceitavel, porém com o aumento do tempo de
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contacto a concentracdo maxima néo-citotoxica tende a diminuir, passando a ser de 9,4x10"
® 9% v/v para as 96 horas e de 9,4x10® % v/v para as 120 horas. Isto deve-se ao facto de ao
prolongar o periodo de tempo em que o LI permanece em contacto com o meio de cultura,
sob agitacdo e temperatura controlada, ocorre maior solubilizacdo do LI no mesmo. A
concentracdo ndo-citotdxica ndo estabilizou ao fim de 5 dias de contacto sucessivo e por

limitacGes temporais nédo foi possivel prolongar a duracdo do ensaio.

Scaffolds a base de acido hialuronico e colagénio

Primeiramente, comecou-se por avaliar a citotoxicidade dos scaffolds que
apresentaram melhor estabilidade em PBS a 37 °C. Os resultados de viabilidade celular séo

apresentados na Figura 40.
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Figura 40 — Viabilidade celular para 24 e 48 horas de incubagdo para trés formulag@es de scaffolds que diferem no grau
de reticulacdo (A e B) e tempo de reticulagdo (15 e 72 horas). (Legenda: - — 24 horas; m — 48 horas). Nota: a concentracéo
de reticulantes para a formulagdo 1A é inferior a da formulagdo 1B.

Na Figura 40 é possivel verificar que o scaffold 1B15 € o que apresenta melhores
resultados de viabilidade celular, 98,4% ap0ds 24 horas e 80,6% apds 48 horas, 0 que pode
ser devido as suas propriedades mecanicas e porosidade estimularem o crescimento e
proliferacdo celular. A mesma formulagdo reticulada durante mais tempo (1B72) também
apresenta resultados de viabilidade celular aceitaveis (72,5% e 76,1%, respetivamente),
porém a estrutura tridimensional deste scaffold fica menos estavel ap6s o periodo de
incubacdo com as células, tendo sido excluida para caracterizacdo posterior. O suporte
polimérico com menor grau de reticulagdo (LA15) ndo apresentou resultados de viabilidade
satisfatorios. No entanto, como ndo se sabia com exatiddo de que forma a incorporagdo das
nc/Si-L1 na formulagéo do scaffold poderia influenciar o processo de reticulacédo, optou-se
por manter a matriz 1A15 para ensaios posteriores.

A etapa seguinte consistiu na realizacdo de ensaios de proliferacdo 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 ja foi confirmado que este fator tem impacto
na viabilidade celular. Comecou-se por testar matrizes poliméricas em que a quantidade de
nc/Si-L1 da formulagédo A adicionadas correspondia a 30 e 60% do seu peso (wt.). As nc/Si-
LI em suspensdo (S) e centrifugadas (C) foram ou adicionadas a mistura de reagentes para
obtencdo dos scaffolds ou integradas apos liofilizacdo scaffolds. Isto é, as nc/Si-LI foram
adicionadas a um determinado volume de meio de cultura e, apés homogeneizacdo da
solucdo, procedeu-se a pipetagem do volume correspondente ao do swelling maximo do

scaffold no interior do mesmo. Os resultados sdo apresentados na Figura 41.
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Figura 41 - Viabilidade celular para 24 e 48 horas de incubacao para duas formulacGes de scaffolds que diferem no grau
de reticulacdo. Neste ensaio procedeu-se a incorporagdo de trés concentragdes de nc/Si-LI da formulagdo A centrifugadas
(AC) ou em suspenséo (S) nos scaffolds: 0, 30 e 60% wit., por duas metodologias distintas: aquando da reticulagdo (R) e
apos liofilizacdo (AP). (Legenda: - — 24 horas; m — 48 horas). Nota: a concentracdo de reticulantes para a formulagdo
1A é inferior & da formulagdo 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
concentracdo de nc/Si-LI, grau de reticulacdo do scaffold, metodologia de processamento
das nc/Si-LI e técnica de integracdo das nc/Si-LI no scaffold, nenhum deles € apropriado a
aplicacdo pretendida. De referir que os scaffolds em que as nc/Si-LI foram integradas apos
obtencdo dos mesmos obtiveram resultados mais altos de viabilidade celular (codigos em
que aparece AP). Nesta metodologia de incorporacdo das nc/Si-LI, adicdo posterior, 0
processo de reticulagdo decorre sem interferéncia das nc/Si-LI, pelo que o efeito de
reticulagdo adicional provocado pelas mesmas, comprovado nos ensaios de swelling
(Figura 32), ndo se verifica para estas amostras. Por outro lado, o scaffold, com nc/Si-LI

incorporadas aquando do processo de reticulagdo, provavelmente apresenta uma
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porosidade e uma estrutura distinta, consequéncia da reticulacdo 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 adi¢do de nc/Si-LI apds liofilizacdo ndo era a mais
eficiente, pelo que foi descartada.

Com base nos resultados de citotoxicidade, discutidos previamente, ap6s contacto
do meio com LI durante 72 horas (Figura 39), foi testada a incorporacao nos scaffolds da
quantidade de nc/Si-LI considerada como n&o-citotoxica (9,4x1072 % v/v) para este ponto
temporal. Apds 72 horas de incubacédo destes scaffolds com as células realizou-se o ensaio
WST-1, e os resultados s&o apresentados na Figura 42.
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Figura 42 - Viabilidade celular para 72 horas de incubacdo para cinco formulagfes de scaffolds 1B. Neste ensaio
procedeu-se a incorporagdo de nc/Si-LI na concentragdo de 0 e 0,01% wt. para as formulagdes de nc/Si-LI (A e B) sujeitas
a dois tipos de processamento: centrifugadas (C) e em suspenséo (S). (Legenda: = — 24 horas; m — 48 horas).

Para este ensaio foram testadas as duas formulagdes de nc/Si-LI (A e B) para duas
metodologias de processamento distintas (em suspensdo (S) e centrifugadas (C)). Ao
comparar-se as percentagens de viabilidade obtidas para as nc/Si-LI centrifugadas, 62,7%
(formulacdo 1B_AC) e 31,6% (formulacdo 1B_BC), com os obtidos para as capsulas em
suspenséo, 14,8% (formulacdo 1B_AS) e 4,4% (formulagdo 1B_BS), conclui-se que a
centrifugacdo das nc/Si-LI é a metodologia de processamento mais adequada. Os scaffolds
sem nc/Si-LI incorporadas apresentam um nivel de viabilidade celular de 73,2%, logo o
scaffold com nc/Si-LI incorporadas que apresentou melhor desempenho representou uma
reducdo de viabilidade celular de 14,3%. Este valor é considerado satisfatorio apesar de,
em trabalhos futuros, dever-se proceder & otimizagdo do mesmo.

A diferenca de viabilidade celular associada ao tipo de processamento a que as

capsulas sdo submetidas, deve-se possivelmente ao facto de, durante o tempo de
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armazenamento das mesmas, o LI ter tempo de se dissolver na &gua em que se encontram
suspensas. Posteriormente, aquando da adi¢do de determinado volume de suspensdo de
nc/Si-LI a mistura polimérica, o LI, dissolvido na agua, é incorporada no scaffold
interagindo diretamente com o meio de cultura e com as células, quando estas proliferam
no interior do scaffold.

A formulacdo A apresentou melhores resultados em termos de citotoxicidade,
comparativamente a formulacdo B, pelo que os ensaios de sor¢do/libertacdo de O foram
apenas realizados para a formulacéo A.

Apbs realizacdo do ensaio WST-1, obtiveram-se imagens microscopicas dos
diferentes pogos da placa que permitiram a avaliagdo visual da distribuicdo das células nos
controlos e nos scaffolds, sem e com nc/Si-LI incorporadas (Figura 43).

A analise das duas primeiras filas de imagens da Figura 43 permite verificar uma
ligeira diminuicdo do nimero de células, quando se comparam as alineas b) e c) da Figura
43, devido ao contacto destas com o scaffold. Porém, os resultados sdo satisfatorios. Nas
Figuras 43 c) e d) observa-se a distribuicdo das células pela superficie do scaffolds sem
nc/Si-L1. Quando estas duas imagens sdao comparadas com a Figura 43 e) e f) verifica-se
uma reducdo ndo significativa do nimero de células entre os scaffolds 1B e os scaffolds
1B_AC, sendo que na Figura 43 e) é possivel observar parte da estrutura do scaffold e as
células que se encontram no seu interior. As Figuras 43 g) e h), correspondentes a
formulacdo B de nc/Si-LI incorporadas no scaffold (1B_BC) apresentam uma reducao
consideravel do numero de células observado, quando comparadas com as imagens

anteriores.
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Figura 43 - Imagens microscopicas dos scaffolds respeitantes aos resultados de viabilidade celular, apresentados na Figura
42, apos realizagdo 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 formulagdo A centrifugadas incorporadas; g) e h) scaffold 1B_BC: com nc/Si-LI formulacéo 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 as nc/Si-LI desenvolvidas se
deve principalmente ao LI e/ou a interacGes desfavoraveis entre as nc/Si-LI e as células.
Com este objetivo foram realizados ensaios de citotoxicidade para: i) concentragdo de
nc/Si-LI correspondente a quantidade de L1 ndo-citotoxico para 72 horas de incubacgdo, em
que se procedeu a remocdo do LI do seu interior (Figura 44 a)); ii) particulas de silica
mesoporosa MCM-41, correspondente a quantidade de silica presente nas nc/Si-LI para a
concentracdo de LI ndo-citotoxico ap6s 72 horas de incubag&o; iii) meio de cultura (AMC)
que esteve previamente incubado com uma concentracdo de nc/Si-LI (60% wt. scaffold)
correspondente a 0,95 e 1,44% v/v de LI para as formulacdes A e B, respetivamente, sendo
que estas foram removidas, posteriormente, por centrifugacdo (Figura 44 b)).
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Figura 44 — Viabilidade celular apds 24 horas de incubagao: a) concentracdo de nc/Si-LI correspondente & quantidade de
LI ndo-citotoxico para 72 horas de incubagdo, em que se procedeu a remocao do LI do seu interior; b) meio de cultura
(AMC) que esteve previamente incubado com uma concentragdo de nc/Si-LI (60% wt. scaffold) correspondente a 0,95 e
1,44% viv de LI para as formulacdes A e B, respetivamente, sendo que estas foram removidas posteriormente, por
centrifugacdo. (Legenda: + — 24 horas; m — 48 horas).

Na Figura 44 a) em que se testaram nc/Si-LI vazias, correspondente & concentragdo
ndo-citotoxica de LI apds 72 horas de contato, fica provado que as capsulas vazias ndo
afetam a viabilidade celular. O mesmo foi verificado para as particulas comerciais de silica
mesoporosa MCM-41 (grafico ndo apresentado), em que apds 72 horas de incubacéo 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
toxico para as células, sendo uma evidencia de que as nc/Si-LI libertam LI para 0 meio de
cultura. Estes resultados foram idénticos aos obtidos para o LI puro, apresentados na Figura
37 b). Conclui-se, portanto, que a reducdo da viabilidade celular est essencialmente
associada ao LI utilizado na sintese das nc/Si-L1I.
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5.5 Sorcéo/libertacdo de oxigénio para os sistemas desenvolvidos

Nesta etapa procedeu-se ao estudo da evolucdo da concentracdo de oxigénio em
meio aquoso quando nele eram adicionadas determinadas quantidades de emulséo
LI/[S1:S2:0], nc/Si-LlI, scaffolds sem e com nc/Si-LI incorporadas. O ensaio de sor¢édo do
O2, no qual se procede a saturacdo prévia da agua seguida da adicdo de amostra
desgaseificada, permitiu concluir que todos os sistemas testados sdo capazes de remover
O2 do meio, devido ao gradiente de difusdo gasoso gerado no sistema (Figura 45). A analise
do perfil de variagdo de concentracdo de O com o tempo permite confirmar que a
desgaseificacdo prévia do sistema foi eficiente, sendo que o valor de concentracdo de O>
apos 1 hora de desgaseificacdo é inferior a 0,2 ppm. Posteriormente, inicia-se a oxigenacao
do sistema, verificando-se uma sobressaturagdo inicial do sistema que atinge ~12 ppm.
Porém, ap6s 6 horas este valor atinge o valor de equilibrio (~8,3 ppm).

Nas alineas a) e b) da Figura 45 a comparacdo dos trés perfis obtidos permite
verificar que todas as amostras provocam uma diminuig&o significativa da concentracéo de
O2 disponivel no meio, sendo esta mais acentuada para a emulsdo. Tal deve-se ao facto de
quando em emulsdo, o LI ndo ter nenhuma barreira fisica ao fenémeno de difusdo, apenas
a interface agua/LI. Por outro lado, no caso das capsulas, a silica funciona como uma
barreira a difusdo do gas, dificultando a difusdo do O. do meio para o LI, que esta no interior
das nc/Si-LI. Este sera o fator limitante, uma vez que a concentracdo de LI (quantificada
através dos dados recolhidos pelo TGA e apresentados na Tabela 12) ndo difere de forma
significativa entre a emulsdo 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
possivel observar que a diminui¢cdo da concentracdo de O disponivel no meio € idéntica
para ambos, 0 que pode dever-se ao facto da concentracéo de LI presente no scaffold com
nc/Si-LI incorporadas ndo ser significativa, por forma a resultar num aumento de gradiente
de difuséo de O2 do meio para o interior do scaffold com nc/Si-LI incorporadas.

Adicionalmente, foi realizado o ensaio de libertacdo de Oz, em que o gradiente de
difusdo do gas acontece no sentido inverso, ou seja, das amostras previamente oxigenadas
para 0 meio aquoso previamente desgaseificado. Os resultados séo apresentados na Figura
46.
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Nas alineas a) e b) da Figura 46 observa-se que a amostra oxigenada de emulsao de
LI provoca um rapido aumento na concentragdo de O 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 proporgdes, 1:2 v/v e 1:4 viv, confirmando-se que o0 aumento da concentragao
de Oz no sistema é idéntico para ambas, pelo que apesar de se aumentar a proporgao nc/Si-
LI/meio, o gradiente de difusdo permanece inalterado.

Relativamente as alineas ¢) e d) da Figura 46, verifica-se que os scaffolds com e
sem nc/Si-LI incorporadas apresentam perfis de libertacdo idénticos. Tal como mencionado
anteriormente, esta observacdo pode ser justificada pelo facto da concentracdo de LI
presente no scaffold com nc/Si-LI incorporadas ndo ser significativa, por forma a resultar
num aumento de gradiente de difusdo de O do interior do scaffold com nc/Si-LI

incorporadas para o meio.

O célculo dos coeficientes de difusdo de oxigenio (K, a,) associados aos diferentes
perfis obtidos nos ensaios de oxigenacéo e desoxigenacdo do sistema permitiu quantificar
e comparar a eficiéncia da difusdo de oxigénio para os diferentes sistemas em estudo
(Tabela 12). O valor de K,a, diz respeito a fase mais critica da difusdo de oxigénio,
caracterizado por uma rapida variacdo devido ao gradiente que se estabelece entre a amostra
adicionada e o meio aquoso. No Anexo G encontra-se detalhada a analise feita para
determinacéo dos K, a;.

Tabela 12 — CondicgBes experimentais usadas para os ensaios de sorcdo/libertacdo de O para cada um dos sistemas
estudados e valores de K;a, determinados por duas metodologias distintas. O K;a; corresponde a média dos K;a,
determinados para cada um dos perfis obtidos e 0 K, a; médio corresponde ao K;a; determinado para o perfil

correspondente a média dos perfis obtidos separadamente.

Vamostra Tempo

Amostra aE;;ch.al adicionada desgaseificacio (mg/mL) K a4 K L Q1
(mL) e oxigenagao 9 médio
p -4,50 £
A 1 ! -4,52
gua 30 0 0 0.33 ,5
~ 13,32 -3,03+
Emulsao 30 10 0.27 0.23 -3,05
+ - +
Ensaios Cépsulas 30 10 9,75 428+ -4,28
~ 0,16 0,11
de sorgéo 1 hora
Scaffolds
de 02 sem 30 10 0 D26 5,25
. 0,40 '
capsulas
Scaffolds
0,27 = -4.50 £
com 30 10 0,02 0,54 48
capsulas
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1,42 +

) 30 minutos 0 0,21 1,41
Agua 30 10 126+
1 hora 0 0,03 1,26
x 9,01+ 1,62 +
Emulséo 30 10 1 hora 0.37 0,07 1,73
Ensaios 1,17 +
de _— 30 10 1 hora 12.36 + 0.46 1,13
libertacéo 0,71 0,91 +
de O, 10 10 1 hora 0.05 0,91
Scaffolds _ 1,66 +
sem 30 10 30 minutos 0 1,66
. 0,36
capsulas
Scaffolds
. 0,27 £ 1,50 +
,com 30 10 30 minutos 0,02 0,08 1,60
capsulas

No ensaio de sorcao o0s K, a, tém valores negativos, uma vez que a difusdo de Oy se
da no sentido do seu consumo do meio aquoso. Inversamente, no ensaio de libertacdo estes
tomam valores positivos, em consequéncia da difuséo se dar no sentido do aumento da sua
concentracdo no meio aquoso. Na Figura 47 encontra-se a representagdo dos valores
obtidos para K,a, em funcdo do da concentracdo de LI no meio. Esta concentracdo de LI

foi calculada tendo por base os resultados do TGA (Tabela 12).

2 4
!
24
0 gi v
P
E 2
44 z
. 41
[} i
*
-6 T T -6 T T
0 5 10 15 0.0 0.1 0.2 0.3
Concentracéo LI (mg/mL) Concentrac&o LI (mg/mL)

Figura 47 — Representa¢do comparativa dos valores de K, a, obtidos em funcéo da concentragdo de LI. a) para a agua,
emulsdo de LI e suspensdo de nc/Si-LI; b) para os scaffolds sem e com nc/Si-LI incorporadas. (Legenda: e — adicao de
agua desgaseificada; m — adicdo de emulsdo de LI desgaseificada; A — adicdo de suspensdo de nc/Si-LI desgaseificada
(1:4 v/v); o — adigdo agua gaseificada; o — adi¢do de emulsdo de LI gaseificada; A — adi¢do de suspenséo de nc/Si-LI
gaseificada (1:4 v/v); V - adi¢do de suspensao de nc/Si-LI gaseificada (1:2 v/v); ¢ - adicdo de scaffolds sem nc/Si-LI
incorporadas desgaseificados; V¥ - adi¢do de scaffolds com nc/Si-LI incorporadas desgaseificados; ¢ - adi¢do de scaffolds
sem nc/Si-LI incorporadas gaseificados; V - adicdo de scaffolds com nc/Si-LI incorporadas gaseificados).

No ensaio de adicdo de amostras desgaseificadas, Figura 47 a) (simbolos a cheio) a
constante difusiva apresenta valores proximos para a agua (®) e suspensao de nc/Si-LI (A),

apesar de esta conter LI. O mesmo ndo se verificou para a emulsédo de LI em que o valor
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da constante foi significativamente inferior, contrariamente ao esperado uma vez que a
Unica barreira a difusdo é a interface agua/Ll. No ensaio inverso, adicdo de amostras
gaseificadas (simbolos vazios), a amostra de emulsdo de LI foi a que mais rapidamente
difundiu O2 para o meio. Entre as nc/Si-LI e a agua, verificou-se que ambas difundem o O>
para 0 meio com a mesma velocidade. A emulsdo de LI apresentou melhor desempenho
devido ao facto de a Unica barreira existente a difusdo do O neste caso ser a interface
LI/&gua, enquanto as nc/Si-LI1 possuem um revestimento de silica.

No que diz respeito aos ensaios realizados para os scaffolds, Figura 47 b), verificou-
se gque quer aquando da adicdo das amostras desgaseificadas, quer aquando da adicdo das
amostras gaseificadas, os valores de constante de difusividade sdo idénticos, tendo em
conta os desvios padrdo 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 devera proceder-se a incorporacao de maior quantidade

de nanocépsulas nos scaffolds desenvolvidos.
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Conclusodes

O objetivo deste trabalho consistiu na sintese e caracterizacdo de uma formulacéo
de nanocépsulas otimizada para melhoria da oxigenacdo do meio para culturas células e de
scaffolds para Engenharia de Tecidos. As nc/Si-LI foram formadas por encapsulagéo de um
liquido iénico em nanocapsulas de silica, através de métodos de microemulsao e técnicas
de sol-gel. A matriz polimérica foi criada por conjugacdo de dois polimeros, &cido
hialurénico e colagénio, e sujeita a reticulagdo quimica pelos agentes EDC e sulfo-NHS
conjugados, sendo a estrutura final obtida por liofilizacdo. Estes materiais foram
selecionados devido as suas propriedades Unicas, como, por exemplo, biocompatibilidade
e biodegradibilidade.

A imobilizacdo do LI dentro das nc/Si-LI foi bem-sucedida, porém néo foi possivel
evitar lixiviacdo do LI pelos tipos de processamento experimentados, tal afirmacdo 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
suspensao aquosa. Porém, verificou-se que, ao centrifugar as nc/Si-LI, apds a sua obtencéo,
o efeito citotoxico das mesmas era reduzido.

A matriz polimérica a base de acido hialurénico e colagénio desenvolvida para a
incorporacdo de capsulas foi bem conseguida, uma vez que permite a proliferacdo das
células no seu interior. Assim sendo, poderéa ser utilizada em trabalhos futuros.

Foi avaliada a citotoxicidade das nc/Si-Li, nc/Si, nanocapsulas de silica mesoporosa
MCM-41, LI, sobrenadante da suspensao de capsulas e matrizes poliméricas, sem e com
nc/Si-LI incorporadas, visando aferir se 0os materiais desenvolvidos eram biocompativeis.
No inicio do trabalho, todos os materiais utilizados eram considerados biocompativeis e
ndo toxicos para o0 organismo humano, permitindo uma aplicacdo segura e capaz de servir
de alternativa as formulacdes utilizadas atualmente, tendo por base dados da literatura.

Comprovou-se, contudo, que o LI incorporado na formulacdo das nanocapsulas é
toxico para as células, pelo que, para trabalhos futuros, terd de se proceder ao
desenvolvimento de uma nova formulacéo de nanocépsulas, em que se proceda a troca do
LI por outro que também apresente caracteristicas hidrofébicas ou a selegdo de outro
liquido hidrofobico com elevada capacidade de solubilizacdo e libertacdo de gases. Outra
hipdtese € a otimizacédo desta formulacéo de nanocépsulas, por forma a que seja assegurado

que o LI ndo é lixiviado para a superficie e exterior da nc/Si-LI. Outra alternativa pode ser
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a alteracdo do propdsito do material desenvolvido, podendo o sistema ser otimizado para
outras aplicacBes que ndo as biomédicas, como, por exemplo, para separacdo de gases
industriais.

Finalmente, foi aferida a capacidade das nc/Si+LI1, emulséo de LI e dos scaffolds
com e sem nc/Si-LI incorporadas para sorcdo e libertacdo de O, 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 O, sendo a constante de difuséo de O, K; a,, superior para
os scaffolds com nc/Si-LI incorporadas para o ensaio respeitante a sor¢do de Oz e emulsao
de LI no ensaio de libertagdo de O», tendo apenas em conta os resultados obtidos para as
amostras que possuem LI na sua composicdo. Desta forma, comprovou-se a capacidade do
[Pe.6,6,14][NTT2] para sorcéo e libertacdo eficaz de Oz, quer na emulsdo, quer encapsulado
na nanocapsulas de silica e posterior incorporacdo nos scaffolds poliméricos.

As condi¢Bes experimentais para a realizacao destes ensaios estdo a ser otimizadas

e deverao ser repetidos num futuro préximo.
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Trabalho futuro

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho foram sendo identificados aspetos
procedimentais que poderiam ser melhorados e que, por limitacdo temporal, ndo foram

possiveis de aplicar. De referir:

— Reduzir a libertagdo de LI para a superficie e exterior das nanocépsulas. Neste sentido
deve-se ajustar algumas condicGes da sua sintese, como por exemplo aumentar o
tempo de sonicacéo (garante emulsificagdo completa do sistema), alterar o sistema de
surfactantes (aumentar eficacia da emulsificacdo do LI), aumentar a quantidade de
TEOS adicionada (formacdo de um revestimento de silica mais uniforme e menos
poroso), reduzir a composicdo relativa LI/[S1:S2:0] (aumentar eficicia da
emulsificacdo do L1);

— Diminuir temperatura a que ocorre reacdo de condensacdo, para que as particulas
formadas apresentem uma estrutura mais homogénea;

— Reduzir aglomeracdo das nc/Si-LI, por aumento do volume de &gua utilizado aquando
da sintese (suspensdo mais diluida, logo menor contacto particula-particula) ou por
aplicacdo de ultrassons apds o processo de sintese (estimula dispersdo das particulas
no meio);

— Adicionar a formulagao da matriz polimérica elementos modificadores que aumentem
a biocompatibilidade, como por exemplo PLL (do inglés Poly-L-Lysine) que estimula
a adeséo celular;

— Realizar microscopia SEM para as matrizes poliméricas com maior quantidade de
nanocapsulas incorporadas, apds o procedimento de lavagem, para verificar se se
observam as mesmas na estrutura da matriz;

— Proceder a incorporagdo de um marcador fluorescente para a silica aquando
preparacdo da mistura polimérica para a matriz com capsulas incorporadas, para que
seja possivel observar como estas se distribuem na estrutura polimérica;

— Escolher outro LI hidrofébico menos citotdxico (p.e., da familia das colinas ou
imidazolios, ou entdo proceder-se a troca do anido por outro menos hidrofébico, sem
que a hidrofobicidade do IL seja comprometida). Outra possibilidade é otimizar o
revestimento de silica, por forma a que ndo ocorra lixiviagdo do LI no meio em que é

administrado (p.e., aumento da espessura, diminui¢do da porosidade).
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Posteriormente, repetir os ensaios de citotoxicidade para o LI, formulacdo de
nanocapsulas com o novo LI e proceder a incorporacdo da mesma na matriz a base
acido hialurénico e colagénio desenvolvida;

Realizar microscopia confocal dos scaffolds com nc/Si-LI ap6s proliferagdo celular
no seu interior, por forma a avaliar a distribuicéo das células;

Melhorar as condicGes experimentais do ensaio de sorcao/libertacdo de O, com
recurso a caudalimetros e medidores de pressdo, por forma a melhor controlar-se o
fluxo de Oz e N2.



Referéncias bibliograficas

10.

11.

12.

13.

Oomen PE, Skolimowski MD, Verpoorte E. Implementing oxygen control in chip-
based cell and tissue culture systems. Lab Chip. 2016;16(18):3394-3414.
Fedorovich NE, Kuipers E, Gawlitta D, Dhert WJA, Alblas J. Scaffold Porosity and
Oxygenation of Printed Hydrogel Constructs Affect Functionality of Embedded
Osteogenic Progenitors. Tissue Eng Part A. 2011;17(19-20):2473-2486.

Kodama S, Mori I, Roy K, Yang Z, Suzuki K, Watanabe M. Culture condition-
dependent senescence-like growth arrest and immortalization in rodent embryo cells.
Radiat Res. 2001;155(1):254-262.

Eliasson P, Jonsson J. The hematopoietic stem cell niche: low in oxygen but a nice
place to be. J Cell Physiol. 2010;222(1):17-22.

Moussavi-Harami F, Duwayri Y, Martin JA, Moussavi-Harami F, Buckwalter JA.
Oxygen effects on senescence in chondrocytes and mesenchymal stem cells:
consequences for tissue engineering. lowa Orthop J. 2004;24:15.

Ivanovic Z, Hermitte F, de la Grange PB, et al. Simultaneous maintenance of human
cord blood SCID-repopulating cells and expansion of committed progenitors at low
02 concentration (3%). Stem Cells. 2004;22(5):716-724.

Ivanovic Z. Respect the anaerobic nature of stem cells to exploit their potential in
regenerative medicine. Regen Med. 2013;8(6):677-680.

Jez M, Rozman P, Ivanovi¢ Z, Bas T. Concise Review: The Role of Oxygen in
Hematopoietic Stem Cell Physiology. J Cell Physiol. 2015;230(9):1999-2005.
White JC, Godsey ME, Bhatia SR. Perfluorocarbons enhance oxygen transport in
alginate-based hydrogels. Polym Adv Technol. 2014;25(11):1242-1246.

Chung TW, Yang J, Akaike T, et al. Preparation of alginate/galactosylated chitosan
scaffold for hepatocyte attachment. Biomaterials. 2002;23(14):2827-2834.
Rodriguez-vazquez M, Vega-ruiz B, Ramos-zUfiiga R, Saldafia-koppel DA,
Quifnones-olvera LF. Chitosan and Its Potential Use as a Scaffold for Tissue
Engineering in Regenerative Medicine. BioMed Research International. 2015;2015.
Yan J, Li X, Liu L, Wang F, Tai WZ, Zhang Q. Potential use of collagen-chitosan-
hyaluronan tri-copolymer scaffold for cartilage tissue engineering. Artif Cells, Blood
Substitutes, Biotechnol. 2006;34(1):27-309.

Rad AT, Ali N, Kotturi HSR, et al. Conducting scaffolds for liver tissue engineering.

111



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

112

J Biomed Mater Res - Part A. 2014;102(11):4169-4181.

Cal6 E, Khutoryanskiy V V. Biomedical applications of hydrogels: A review of
patents and commercial products. Eur Polym J. 2015;65:252-267.

Rossi F, Santoro M, Perale G. Polymeric scaffolds as stem cell carriers in bone
repair. J Tissue Eng Regen Med. 2015;9(10):1093-1119.

Martin JR, Gupta MK, Page JM, et al. A porous tissue engineering scaffold
selectively degraded by cell-generated reactive oxygen species. Biomaterials.
2014;35(12):3766-3776.

Guelcher SA. Biodegradable Polyurethanes: Synthesis and Applications in
Regenerative Medicine. Tissue Eng Part B Rev. 2008;14(1):3-17.

Rezwan K, Chen QZ, Blaker JJ, Boccaccini AR. Biodegradable and bioactive porous
polymer/inorganic composite scaffolds for bone tissue engineering. Biomaterials.
2006;27(18):3413-3431.

Boccaccini AR, Blaker JJ, Maquet V, Day RM, Jérébme R. Preparation and
characterisation of poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) and PLGA/Bioglass®
composite tubular foam scaffolds for tissue engineering applications. Mater Sci Eng
C. 2005;25(1):23-31.

Yao J, Radin S, S. Leboy P, Ducheyne P. The effect of bioactive glass content on
synthesis and bioactivity of composite poly (lactic-co-glycolic acid)/bioactive glass
substrate for tissue engineering. Biomaterials. 2005;26(14):1935-1943.

Luginbuehl V, Meinel L, Merkle HP, Gander B. Localized delivery of growth factors
for bone repair. Eur J Pharm Biopharm. 2004;58(2):197-208.

Vozzi G, Corallo C, Carta S, et al. Collagen-gelatin-genipin-hydroxyapatite
composite scaffolds colonized by human primary osteoblasts are suitable for bone
tissue engineering applications: In vitro evidences. J Biomed Mater Res - Part A.
2014;102(5):1415-1421.

Kim HL, Jung GY, Yoon JH, et al. Preparation and characterization of nano-sized
hydroxyapatite/alginate/chitosan composite scaffolds for bone tissue engineering.
Mater Sci Eng C. 2015;54:20-25.

Lei Y, Sun R, Zhang X, Feng X, Jiang L. Oxygen-Rich Enzyme Biosensor Based on
Superhydrophobic Electrode. Adv Mater. 2016;28(7):1477-1481.

Jomova K, Valko M. Advances in metal-induced oxidative stress and human disease.
Toxicology. 2011;283(2-3):65-87.

Quaranta M, Nugroho Prasetyo E, Koren K, et al. Enzyme-based online monitoring



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.
37.

38.

39.

40.

and measurement of antioxidant activity using an optical oxygen sensor coupled to
an HPLC system. Anal Bioanal Chem. 2013;405(7):2371-2377.

Prasad J, Joshi A, Jayant RD, Srivastava R. Cholesterol biosensors based on oxygen
sensing alginate-silica microspheres. Biotechnol Bioeng. 2011;108(9):2011-2021.
Chen Q, Huang Z, Chen H, Shapiro H, Beckers J, Hetzel FW. Improvement of tumor
response by manipulation of tumor oxygenation during photodynamic therapy.
Photochem Photobiol. 2002;76(2):197-203.

Dougherty TJ. Photodynamic therapy of cancer. In: Advances in
Photochemotherapy. Vol 997. International Society for Optics and Photonics;
1989:2-8.

Sibata CH, Colussi VC, Oleinick NL, Kinsella TJ. Photodynamic therapy in
oncology. Expert Opin Pharmacother. 2001;2(6):917-927.

Via L, Magno S. Photochemotherapy in the treatment of cancer. Curr Med Chem.
2001;8(12):1405-1418.

Henderson BW, Fingar VH. Oxygen limitation of direct tumor cell kill during
photodynamic treatment of a murine tumor model. Photochem Photobiol.
1989;49(3):299-304.

Moan J, Juzeniene A. The role of oxygen in photodynamic therapy. Adv Photodyn
Ther Basic Transl Clin. 2008;24(5):135-149.

Moen |, Stuhr LEB. Hyperbaric oxygen therapy and cancer—a review. Target
Oncol. 2012;7(4):233-242.

Zhou Z, Song J, Nie L, Chen X. Reactive oxygen species generating systems meeting
challenges of photodynamic cancer therapy. Chem Soc Rev. 2016;45(23):6597-
6626.

ACCCN. Australian Critical Care Journal. Elsevier. 2018;27:7314.

Panwar R, Capellier G, Schmutz N, et al. Current oxygenation practice in ventilated
patients-an observational cohort study. Anaesth Intensive Care. 2013;41(4):505-
514.

Hyzy RC, Editor S, Parsons PE, Editor D, Finlay G. Modes of mechanical ventilation
Modes of mechanical ventilation. 2013:1-18.

Allen S, Holena D, McCunn M, Kohl B, Sarani B. A review of the fundamental
principles and evidence base in the use of Extracorporeal Membrane Oxygenation
(ECMO) in critically Il adult patients. J Intensive Care Med. 2011;26(1):13-26.
Sorbo L Del, Cypel M, Fan E. Extracorporeal life support for adults with severe

113



41.

42.

43.

44,

45.

46.

471.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

114

acute respiratory failure. Lancet Respir Med. 2014;2(2):154-164.

Brodie D, Bacchetta M. Extracorporeal Membrane Oxygenation for ARDS in
Adults. N Engl J Med. 2011;365(20):1905-1914.

Anand S, Jayakumar D, Aronow WS, Chandy D. Role of extracorporeal membrane
oxygenation in adult respiratory failure: an overview. Hosp Pract (1995).
2016;44(2):76-85.

Zhu XH, Chen W. In vivo oxygen-17 NMR for imaging brain oxygen metabolism
at high field. Prog Nucl Magn Reson Spectrosc. 2011;59(4):319-335.

Arai T, Mori K, Nakao S, et al. In vivo oxygen-17 nuclear magnetic resonance for
the estimation of cerebral blood flow and oxygen consumption. Biochem Biophys
Res Commun. 1991;179(2):954-961.

Gerothanassis IP. Oxygen-17 NMR spectroscopy: Basic principles and applications
(Part 1). Prog Nucl Magn Reson Spectrosc. 2010;56(2):95-197.

Pekar J, Ligeti L, Ruttner Z, et al. In Vivo measurement of cerebral oxygen
consumption and blood flow using 170 MRI. Magn Reson Med. 1991;21:313-3109.
de Graaf RA, Brown PB, Rothman DL, Behar KL. Natural abundancel70 NMR
spectroscopy of rat brain in vivo. J Magn Reson. 2008;193(1):63-67.

Jakob PM, Wang T, Schultz G, Hebestreit H, Hebestreit A, Hahn D. Assessment of
Human Pulmonary Function Using Oxygen-Enhanced T1 Imaging in Patients with
Cystic Fibrosis. Magn Reson Med. 2004;51(5):1009-1016.

Arnold JFT, Kotas M, Fidler F, Pracht ED, Flentje M, Jakob PM. Quantitative
regional oxygen transfer imaging of the human lung. J Magn Reson Imaging.
2007;26(3):637-645.

Chen Q, Jakob PM, Griswold MA, Levin DL, Hatabu H, Edelman RR. Oxygen
enhanced MR ventilation imaging of the lung. Magn Reson Mater Physics, Biol Med.
1998;7(3):153-161.

Hemberger KRF, Jakob PM, Breuer FA. Multiparametric oxygen-enhanced
functional lung imaging in 3D. Magn Reson Mater Physics, Biol Med.
2015;28(3):217-226.

Fan AP, Jahanian H, Holdsworth SJ, Zaharchuk G. Comparison of cerebral blood
flow measurement with [ > O]-water positron emission tomography and arterial spin
labeling magnetic resonance imaging: A systematic review. J Cereb Blood Flow
Metab. 2016;36(5):842-861.

Vestergaard MB, Lindberg U, Aachmann-Andersen NJ, et al. Comparison of global



54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

cerebral blood flow measured by phase-contrast mapping MRI with * O-H > O
positron emission tomography. J Magn Reson Imaging. 2017;45(3):692-699.

Deng X, Rong J, Wang L, et al. Chemistry for Positron Emission Tomography:
Recent Advances in 11C-, 18F-, 13N- and 150-labeling Reactions. Angew Chemie
Int Ed. 2018. Accepted Author Manuscript.

Zyromska A, Matkowski B, Wisniewski T, Majewska K, Reszke J, Makarewicz R.
1 O-H , O PET/CT as a tool for the quantitative assessement of early post-
radiotherapy changes of heart perfusion in breast carcinoma patients. Br J Radiol.
2018;91:1088.

Farris AL, Rindone AN, Grayson WL. Oxygen delivering biomaterials for tissue
engineering. J Mater Chem B. 2016;4(20):3422-3432.

Shaffer TH, Wolfson MR, Greenspan JS, Hoffman RE, Davis SL, Clark LC. Liquid
ventilation in premature lambs: uptake, biodistribution and elimination of
perfluorodecalin liquid. Reprod Fertil Dev. 1996;8(3):409-416.

Shaffer TH, Wolfson MR. Liquid ventilation: an alternative ventilation strategy for
management of neonatal respiratory distress. Eur J Pediatr. 1996;155(2):S30-S34.
Ridiger S. Methods for forecasting the usefulness of perfluorocarbons for blood
substitutes. J Fluor Chem. 1989;42(3):403-412.

Meinert H, Fackler R, Knoblich A, Mader J, Reutor P, Roéhlke W. On the
perfluorocarbon emulsions of second generation. Biomater Artif Cells Immobil
Biotechnol. 1992;20(1):95-113.

Tremper KK, Cullen BF. US Clinical Studies of the Treatment of Anemia with
Fluosol-DA 20%. Artif Organs. 1984;8(1):19-24.

Spiess BD. Perfluorocarbon emulsions as a promising technology: a review of tissue
and vascular gas dynamics. J Appl Physiol. 2009;106(4):1444-1452.

Castro ClI, Briceno JC. Perfluorocarbon-based oxygen carriers: review of products
and trials. Artif Organs. 2010;34(8):622-634.

Niiler E. Setbacks for blood substitute companies. Nature Publishing Group.
2002:962.

Flaim SF. Pharmacokinetics and side effects of perfluorocarbon-based blood
substitutes. Artif Cells, Blood Substitutes, Biotechnol. 1994;22(4):1043-1054.
Spahn DR, Kocian R. Artificial O2 carriers: status in 2005. Curr Pharm Des.
2005;11(31):4099-4114.

Goh F, Gross JD, Simpson NE, Sambanis A. Limited beneficial effects of

115



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

116

perfluorocarbon emulsions on encapsulated cells in culture: Experimental and
modeling studies. J Biotechnol. 2010;150(2):232-239.

Cohn CS, Cushing MM. Oxygen Therapeutics: Perfluorocarbons and Blood
Substitute Safety. Crit Care Clin. 2009;25(2):399-414.

Palumbo FS, Di Stefano M, Piccionello AP, et al. Perfluorocarbon functionalized
hyaluronic acid derivatives as oxygenating systems for cell culture. RSC Adv.
2014;4(44):22894-22901.

Pilarek M, Grabowska I, Senderek I, et al. Liquid perfluorochemical-supported
hybrid cell culture system for proliferation of chondrocytes on fibrous polylactide
scaffolds. Bioprocess Biosyst Eng. 2014;37(9):1707-1715.

Chen G, Palmer AF. Hemoglobin Regulates the Metabolic, Synthetic,
Detoxification, and Biotransformation Functions of Hepatoma Cells Cultured in a
Hollow Fiber Bioreactor. Tissue Eng Part A. 2010;16(10):3231-3240.

Centis V, Proulx P, Vermette P. PEGylated liposomes encapsulating human
hemoglobin enhance oxygen transfer and cell proliferation while decreasing cell
hypoxia in fibrin. Biochem Eng J. 2011;55(3):162-168.

Camci-Unal G, Alemdar N, Annabi N, Khademhosseini A. Oxygen-releasing
biomaterials for tissue engineering. Polym Int. 2013;62(6):843-848.

Ng SM, Choi JY, Han HS, Huh JS, Lim JO. Novel microencapsulation of potential
drugs with low molecular weight and high hydrophilicity: Hydrogen peroxide as a
candidate compound. Int J Pharm. 2010;384(1-2):120-127.

Abdi SIH, Ng SM, Lim JO. An enzyme-modulated oxygen-producing micro-system
for regenerative therapeutics. Int J Pharm. 2011;409(1-2):203-205.

Wang J, Zhu Y, Bawa HK, et al. Oxygen-generating nanofiber cell scaffolds with
antimicrobial properties. ACS Appl Mater Interfaces. 2011;3(1):67-73.

Benz S, Notzli S, Siegel JS, Eberli D, Jessen HJ. Controlled oxygen release from
pyridone endoperoxides promotes cell survival under anoxic conditions. J Med
Chem. 2013;56(24):10171-10182.

Hopfner U, Schenck TL, Chavez MN, et al. Development of photosynthetic
biomaterials for in vitro tissue engineering. Acta Biomater. 2014;10(6):2712-2717.
Eisenbrey JR, Albala L, Kramer MR, et al. Development of an ultrasound sensitive
oxygen carrier for oxygen delivery to hypoxic tissue. Int J Pharm. 2015;478(1):361-
367.

Cook CA, Hahn KC, Morrissette-McAlmon JBF, Grayson WL. Oxygen delivery



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

from hyperbarically loaded microtanks extends cell viability in anoxic
environments. Biomaterials. 2015;52(1):376-384.

Caban S, Aytekin E, Sahin A, Capan Y. Nanosystems for drug delivery. OA Drug
Des Deliv. 2014;2(1):1-19.

Cheng L, Wang C, Feng L, Yang K, Liu Z. Functional nanomaterials for
phototherapies of cancer. Chem Rev. 2014;114(21):10869-10939.

Goldberg M, Langer R, Jia X. Nanostructured materials for applications in drug
delivery and tissue engineering. J Biomater Sci Polym Ed. 2007;18(3):241-268.

Liu X, He M, Lv N, Xu H, Bai L. Selective absorption of CO2from H2, O2and N2by
1-hexyl-3-methylimidazolium tris(pentafluoroethyl)trifluorophosphate. J Chem
Thermodyn. 2016;97:48-54.

Ebrahimkhani MR, Neiman JAS, Raredon MSB, Hughes DJ, Griffith LG.
Bioreactor technologies to support liver function in vitro. Adv Drug Deliv Rev.
2014;69-70:132-157.

Mora-Huertas CE, Fessi H, Elaissari A. Polymer-based nanocapsules for drug
delivery. Int J Pharm. 2010;385(1-2):113-142.

Zhang Y, Hsu BYW, Ren C, Li X, Wang J. Silica-based nanocapsules: synthesis,
structure control and biomedical applications. Chem Soc Rev. 2015;44(1):315-335.
Darbandi M, Thomann R, Nann T. Hollow silica nanospheres: in situ, semi-in situ,
and two-step synthesis. Chem Mater. 2007;19(7):1700-1703.

Letchford K, Burt H. A review of the formation and classification of amphiphilic
block copolymer nanoparticulate structures: micelles, nanospheres, nanocapsules
and polymersomes. Eur J Pharm Biopharm. 2007;65(3):259-2609.

Caruso F, Hyeon T, Rotello V, Zink JI. Nanomedicine themed issue Mesoporous
silica nanoparticles in biomedical applications. Chem. Soc. Rev. 2012;41(7):2590-
2605.

Dixit CK, Bhakta S, Kumar A, Suib SL, Rusling JF. Fast nucleation for silica
nanoparticle synthesis using a sol-gel method. Nanoscale. 2016;8(47):19662-
19667.

Joslin P. Synthesis, characterization and surface modification of nanocrystalline
cathode materials for lithium battery applications.
http://shodhganga.inflibnet.ac.in/bitstream/10603/1303/8/08 c. Accessed July, 27.
Zhao D, Wu M, Kou Y, Min E. lonic liquids: Applications in catalysis. Catal Today.
2002;74(1-2):157-189.

117



94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

118

Rogers RD, Seddon KR. lonic Liquids - Solvents of the future. Sci Chem.
2003;302:792-793.

Plechkova N V., Seddon KR. Applications of ionic liquids in the chemical industry.
Chem Soc Rev. 2008;37(1):123-150.

Marsh KN, Boxall JA, Lichtenthaler R. Room temperature ionic liquids and their
mixtures - A review. Fluid Phase Equilib. 2004;219(1):93-98.

Zhao C, Wang H, Yan N, et al. lonic-liquid-like copolymer stabilized nanocatalysts
in ionic liquids: 1l. Rhodium-catalyzed hydrogenation of arenes. J Catal.
2007;250(1):33-40.

Huddleston JG, Visser AE, Reichert WM, Willauer HD, Broker GA, Rogers RD.
Characterization and comparison of hydrophilic and hydrophobic room temperature
ionic liquids incorporating the imidazolium cation. Green Chem. 2001;3(4):156-
164.

Ranke J, Miller A, Bottin-Weber U, et al. Lipophilicity parameters for ionic liquid
cations and their correlation to in vitro cytotoxicity. Ecotoxicol Environ Saf.
2007;67(3):430-438.

Kumar V, Malhotra S V. Study on the potential anti-cancer activity of phosphonium
and ammonium-based ionic liquids. Bioorg Med Chem Lett. 2009;19(16):4643-
4646.

Jing B, Lan N, Qiu J, Zhu Y. Interaction of ionic liquids with a lipid bilayer: a
biophysical study of ionic liquid cytotoxicity. J Phys Chem B. 2016;120(10):2781-
2789.

Fatemi MH, lzadiyan P. Cytotoxicity estimation of ionic liquids based on their
effective structural features. Chemosphere. 2011;84(5):553-563.

Tanner EEL, Xiong L, Barnes EO, Compton RG. One electron oxygen reduction in
room temperature ionic liquids: A comparative study of Butler-Volmer and
Symmetric Marcus-Hush theories using microdisc electrodes. J Electroanal Chem.
2014,727:59-68.

Kilaru PK, Scovazzo P. Correlations of low-pressure carbon dioxide and
hydrocarbon solubilities in imidazolium-, phosphonium-, and ammonium-based
room-temperature ionic liquids. Part 2. Using activation energy of viscosity. Ind Eng
Chem Res. 2008;47(3):910-919.

Ferguson L, Scovazzo P. Solubility, diffusivity, and permeability of gases in
phosphonium-based room temperature ionic liquids: Data and correlations. Ind Eng



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Chem Res. 2007;46(4):1369-1374.

Evans RG, Klymenko O V., Saddoughi SA, Hardacre C, Compton RG.
Electroreduction of oxygen in a series of room temperature ionic liquids composed
of group 15-centered cations and anions. J Phys Chem B. 2004;108(23):7878-7886.
Hayyan M, Mijalli FS, Hashim MA, Alnashef IM, Tan XM. Electrochemical
reduction of dioxygen in Bis (trifluoromethylsulfonyl) imide based ionic liquids. J
Electroanal Chem. 2011;657(1-2):150-157.

Buzzeo MC, Klymenko O V., Wadhawan JD, Hardacre C, Seddon KR, Compton
RG. Voltammetry of oxygen in the room-temperature ionic liquids 1-ethyl-3-
methylimidazolium bis((trifluoromethyl)sulfonyl)imide and
hexyltriethylammonium bis((trifluoromethyl)sulfonyl)imide: One-electron
reduction to form superoxide. Steady-state and transien. J Phys Chem A.
2003;107(42):8872-8878.

Morgan D, Ferguson L, Scovazzo P. Diffusivities of gases in room-temperature ionic
Liquids: Data and correlations obtained using a lag-time technique. Ind Eng Chem
Res. 2005;44(13):4815-4823.

Huang X, Rogers EI, Hardacre C. Supporting Information for “ The Reduction of
Oxygen in Various Room Temperature lonic Liquids in the Temperature Range 293
— 318 K : Exploring the Applicability of the Stokes-Einstein Relationship in Room
Temperature Ionic Liquids .” 1865;44(0):1-4.

Condemarin R, Scovazzo P. Gas permeabilities, solubilities, diffusivities, and
diffusivity correlations for ammonium-based room temperature ionic liquids with
comparison to imidazolium and phosphonium RTIL data. Chem Eng J.
2009;147(1):51-57.

Bradaric CJ, Downard A, Kennedy C, Robertson AJ, Zhou Y. Industrial preparation
of phosphonium ionic liquids. Green Chem. 2003;5(2):143-152.

Dake SA, Kulkarni RS, Kadam VN, et al. Phosphonium ionic liquid: a novel catalyst
for benzyl halide oxidation. Synth Commun. 2009;39(21):3898-3904.

Matzke M, Stolte S, Arning J, Uebers U, Filser J. lonic liquids in soils: effects of
different anion species of imidazolium based ionic liquids on wheat (Triticum
aestivum) as affected by different clay minerals and clay concentrations.
Ecotoxicology. 2009;18(2):197-203.

Cromie SRT, Del Popolo MG, Ballone P. Interaction of room temperature ionic
liquid solutions with a cholesterol bilayer. J Phys Chem B. 2009;113(34):11642-

119



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

120

11648.

Bingham RJ, Ballone P. Computational study of room-temperature ionic liquids
interacting with a POPC phospholipid bilayer. J Phys Chem B. 2012;116(36):11205-
11216.

Yoo B, Shah JK, Zhu Y, Maginn EJ. Amphiphilic interactions of ionic liquids with
lipid biomembranes: a molecular simulation study. Soft Matter. 2014;10(43):8641-
8651.

Lim GS, Jaenicke S, Kldhn M. How the spontaneous insertion of amphiphilic
imidazolium-based cations changes biological membranes: a molecular simulation
study. Phys Chem Chem Phys. 2015;17(43):29171-29183.

Mikkola SK, Robciuc A, Lokajova J, et al. Impact of amphiphilic biomass-
dissolving ionic liquids on biological cells and liposomes. Environ Sci Technol.
2015;49(3):1870-1878.

Jodynis-Liebert J, Nowicki M, Murias M, et al. Cytotoxicity, acute and subchronic
toxicity of ionic liquid, didecyldimethylammonium saccharinate, in rats. Regul
Toxicol Pharmacol. 2010;57(2-3):266-273.

Loenarz C, Coleman ML, Boleininger A, et al. The hypoxia-inducible transcription
factor pathway regulates oxygen sensing in the simplest animal, Trichoplax
adhaerens. EMBO Rep. 2011;12(1):63-70.

Dalton SJ, Whiting CV, Bailey JR, Mitchell DC, Tarlton JF. Mechanisms of chronic
skin ulceration linking lactate, transforming growth factor-p, vascular endothelial
growth factor, collagen remodeling, collagen stability, and defective angiogenesis. J
Invest Dermatol. 2007;127(4):958-968.

Dhall S, Do D, Garcia M, et al. A novel model of chronic wounds: importance of
redox imbalance and biofilm-forming bacteria for establishment of chronicity. PLoS
One. 2014;9(10):109848.

Sen CK, Gordillo GM, Roy S, et al. Human skin wounds: a major and snowballing
threat to public health and the economy. Wound repair Regen. 2009;17(6):763-771.
Jenkins J, Dmitriev RI, Morten K, McDermott KW, Papkovsky DB. Oxygen-sensing
scaffolds for 3-dimensional cell and tissue culture. Acta Biomater. 2015;16:126-135.
Bancroft GN, Sikavitsas VI, Van Den Dolder J, et al. Fluid flow increases
mineralized matrix deposition in 3D perfusion culture of marrow stromal osteoblasts
in a dose-dependent manner. Proc Natl Acad Sci. 2002;99(20):12600-12605.
Santos AG, Ribeiro BD, Alviano DS, Coelho MAZ. Toxicity of ionic liquids toward



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

microorganisms interesting to the food industry. Rsc Adv. 2014;4(70):37157-37163.
Cvjetko Bubalo M, Vidovi¢ S, Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ I, Joki¢ S. Green solvents for
green technologies. J Chem Technol Biotechnol. 2015;90(9):1631-1639.
Grzonkowska M, Sosnowska A, Barycki M, Rybinska A, Puzyn T. How the
structure of ionic liquid affects its toxicity to Vibrio fischeri? Chemosphere.
2016;159:199-207.

Ventura SPM, Marques CS, Rosatella AA, Afonso CAM, Goncalves F, Coutinho
JAP. Toxicity assessment of various ionic liquid families towards Vibrio fischeri
marine bacteria. Ecotoxicol Environ Saf. 2012;76:162-168.

Frade RFM, Matias A, Branco LC, Afonso CAM, Duarte CMM. Effect of ionic
liquids on human colon carcinoma HT-29 and CaCo-2 cell lines. Green Chem.
2007;9(8):873-877.

Dias AMA, Marceneiro S, Braga MEM, et al. Phosphonium-based ionic liquids as
modifiers for biomedical grade poly(vinyl chloride). Acta Biomater.
2012;8(3):1366-1379.

Rosa AB. Poly (e-caprolactone)/SBA-15 composite biomaterials plasticized with
greener additives. 2013. Projeto de Dissertacdo de Mestrado na area cientifica de
Engenharia Quimica, Universidade de Coimbra.

Boccardi E, Belova | V, Murch GE, Boccaccini AR, Fiedler T. Oxygen diffusion in
marine-derived tissue engineering scaffolds. J Mater Sci Mater Med.
2015;26(6):200.

Karande TS. Effect of scaffold architecture on diffusion of oxygen in tissue
engineering constructs. 2007. PhD Thesis.

Kang T-Y, Kang H-W, Hwang CM, et al. The realistic prediction of oxygen transport
in a tissue-engineered scaffold by introducing time-varying effective diffusion
coefficients. Acta Biomater. 2011;7(9):3345-3353.

Lutolf MP, Hubbell JA. Synthetic biomaterials as instructive extracellular
microenvironments for morphogenesis in tissue engineering. Nat Biotechnol.
2005;23(1):47.

Priya SG, Jungvid H, Kumar A. Skin tissue engineering for tissue repair and
regeneration. Tissue Eng Part B Rev. 2008;14(1):105-118.

Ahrendt G, Chickering DE, Ranieri JP. Angiogenic growth factors: a review for
tissue engineering. Tissue Eng. 1998;4(2):117-130.

Atala A, Bauer SB, Soker S, Yoo JJ, Retik AB. Tissue-engineered autologous

121



141.

142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

122

bladders for patients needing cystoplasty. Lancet. 2006;367(9518):1241-1246.
Seifu DG, Isimjan TT, Mequanint K. Tissue engineering scaffolds containing
embedded fluorinated-zeolite oxygen vectors. Acta Biomater. 2011;7(10):3670-
3678.

Oh SH, Kim TH, Im G Il, Lee JH. Investigation of Pore Size Effect on Chondrogenic
Differentiation of Adipose Stem Cells Using a Pore Size Gradient Scaffold.
2010;127:1948-1955.

Harrison BS, Eberli D, Lee SJ, Atala A, Yoo JJ. Oxygen producing biomaterials for
tissue regeneration. Biomaterials. 2007;28(31):4628-4634.

Shake JG, Gruber PJ, Baumgartner WA, et al. Mesenchymal stem cell implantation
in a swine myocardial infarct model: engraftment and functional effects. Ann Thorac
Surg. 2002;73(6):1919-1926.

Li Z, Guo X, Guan J. An oxygen release system to augment cardiac progenitor cell
survival and differentiation under hypoxic condition. Biomaterials.
2012;33(25):5914-5923.

Pedraza E, Coronel MM, Fraker CA, Ricordi C, Stabler CL. Preventing hypoxia-
induced cell death in beta cells and islets via hydrolytically activated, oxygen-
generating biomaterials. Proc Natl Acad Sci. 2012:201113560.

McCall M, Shapiro AMJ. Update on islet transplantation. Cold Spring Harb
Perspect Med. 2012:a007823.

Montazeri L, Hojjati-Emami S, Bonakdar S, et al. Improvement of islet engrafts by
enhanced angiogenesis and microparticle-mediated oxygenation. Biomaterials.
2016;89:157-165.

Lv X, Li Z, Chen S, et al. Structural and functional evaluation of oxygenating
keratin/silk fibroin scaffold and initial assessment of their potential for urethral
tissue engineering. Biomaterials. 2016;84:99-110.

Schenck TL, Hopfner U, Chavez MN, et al. Photosynthetic biomaterials: A pathway
towards autotrophic tissue engineering. Acta Biomater. 2015;15:39-47.

Serrano MC, Pagani R, Vallet-Reg1 M, et al. In vitro biocompatibility assessment of
poly (e-caprolactone) films wusing L929 mouse fibroblasts. Biomaterials.
2004;25(25):5603-5611.

Grainger DW. The Williams Dictionary of Biomaterials. Vol 2. Liverpool University
Press; 1999.

Anselme K. Osteoblast adhesion on biomaterials. Biomaterials. 2000;21(7):667-



154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

681.

Bouet G, Cruel M, Laurent C, Vico L, Malaval L, Marchat D. Validation of an in
vitro 3D bone culture model with perfused and mechanically stressed ceramic
scaffold. eCells Mater J. 2015;29:250-267.

Klammert U, Reuther T, Blank M, et al. Phase composition, mechanical
performance and in vitro biocompatibility of hydraulic setting calcium magnesium
phosphate cement. Acta Biomater. 2010;6(4):1529-1535.

Kawahara H. Studies on the effects of dental metals upon the mesenchymal cells in
tissue culture. J Osaka Odontol Soc. 1955;18:348.

Schmalz G, Schmalz C. Toxicity tests on dental filling materials. Int Dent J.
1981;31(3):185-192.

Van Tienhoven EAE, Korbee D, Schipper L, Verharen HW, De Jong WH. In vitro
and in vivo (cyto) toxicity assays using PVC and LDPE as model materials. J Biomed
Mater Res Part A An Off J Soc Biomater Japanese Soc Biomater Aust Soc Biomater
Korean Soc Biomater. 2006;78(1):175-182.

Jain S, Sharma A, Basu B. In vitro cytocompatibility assessment of amorphous
carbon structures using neuroblastoma and Schwann cells. J Biomed Mater Res Part
B Appl Biomater. 2013;101(4):520-531.

Tripathi G, Basu B. A porous hydroxyapatite scaffold for bone tissue engineering:
Physico-mechanical and biological evaluations. Ceram Int. 2012;38(1):341-349.
Wilson JR, Mills JG, Prather ID, Dimitrijevich SD. A toxicity index of skin and
wound cleansers used on in vitro fibroblasts and keratinocytes. Adv Skin Wound
Care. 2005;18(7):373-378.

Nilsson-Thorell CB, Muscalu N, Andren AH, Kjellstrand PT, Wieslander AP. Heat
sterilization of fluids for peritoneal dialysis gives rise to aldehydes. Perit Dial Int.
1993;13(3):208-213.

Kroll A, Dierker C, Rommel C, et al. Cytotoxicity screening of 23 engineered
nanomaterials using a test matrix of ten cell lines and three different assays. Part
Fibre Toxicol. 2011;8(1):9.

Ciapetti G, Cenni E, Pratelli L, Pizzoferrato A. In vitro evaluation of cell/biomaterial
interaction by MTT assay. Biomaterials. 1993;14(5):359-364.

Elia MC, Storer RD, Harmon LS, et al. Cytotoxicity as measured by trypan blue as
a potentially confounding variable in the in vitro alkaline elution/rat hepatocyte
assay. Mutat Res Mutagen Relat Subj. 1993;291(3):193-205.

123



166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

124

Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods. 1983;65(1-2):55-63.
Cory AH, Owen TC, Barltrop JA, Cory JG. Use of an aqueous soluble
tetrazolium/formazan assay for cell growth assays in culture. Cancer Commun.
1991;3(7):207-212.

Malich G, Markovic B, Winder C. The sensitivity and specificity of the MTS
tetrazolium assay for detecting the in vitro cytotoxicity of 20 chemicals using human
cell lines. Toxicology. 1997;124(3):179-192.

Stevens MG, Olsen SC. Comparative analysis of using MTT and XTT in
colorimetric assays for quantitating bovine neutrophil bactericidal activity. J
Immunol Methods. 1993;157(1-2):225-231.

Ishiyama M, Miyazono Y, Sasamoto K, Ohkura Y, Ueno K. A highly water-soluble
disulfonated tetrazolium salt as a chromogenic indicator for NADH as well as cell
viability. Talanta. 1997;44(7):1299-1305.

Fotakis G, Timbrell JA. In vitro cytotoxicity assays: comparison of LDH, neutral
red, MTT and protein assay in hepatoma cell lines following exposure to cadmium
chloride. Toxicol Lett. 2006;160(2):171-177.

Shukla RK, Kumar A, Pandey AK, Singh SS, Dhawan A. Titanium dioxide
nanoparticles induce oxidative stress-mediated apoptosis in human keratinocyte
cells. J Biomed Nanotechnol. 2011;7(1):100-101.

Sharma V, Shukla RK, Saxena N, Parmar D, Das M, Dhawan A. DNA damaging
potential of zinc oxide nanoparticles in human epidermal cells. Toxicol Lett.
2009;185(3):211-218.

O’brien J, Wilson I, Orton T, Pognan F. Investigation of the Alamar Blue (resazurin)
fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity. Eur J Biochem.
2000;267(17):5421-5426.

Thrivikraman G, Madras G, Basu B. In vitro/in vivo assessment and mechanisms of
toxicity of bioceramic materials and its wear particulates. RSC Adv.
2014;4(25):12763-12781.

Acton QA. Organosilicon Compounds-Advances in Research and Application.
ScholarlyMedia LLC; 2012.

Sousa SF. Membranas de base PVA mais eficientes para a captura e separacdo de
gases. 2017. Projeto de Dissertacdo de Mestrado na area cientifica de Engenharia

Quimica, Universidade de Coimbra.



178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

Martinis EM, Berton P, Monasterio RP, Wuilloud RG. Emerging ionic liquid-based
techniques for total-metal and metal-speciation analysis. TrAC Trends Anal Chem.
2010;29(10):1184-1201.

Kong HJ, Smith MK, Mooney DJ. Designing alginate hydrogels to maintain viability
of immobilized cells. Biomaterials. 2003;24(22):4023-4029.

Rowley JA, Madlambayan G, Mooney DJ. Alginate hydrogels as synthetic
extracellular matrix materials. Biomaterials. 1999;20(1):45-53.

Jang YJ, Chun SY, Kim GN, et al. Characterization of a novel composite scaffold
consisting of acellular bladder submucosa matrix, polycaprolactone and Pluronic
F127 as a substance for bladder reconstruction. Acta Biomater. 2014;10(7):3117-
3125.

Yap LS, Yang MC. Evaluation of hydrogel composing of Pluronic F127 and
carboxymethyl hexanoyl chitosan as injectable scaffold for tissue engineering
applications. Colloids Surfaces B Biointerfaces. 2016;146:204-211.

Diniz IMA, Chen C, Xu X, et al. Pluronic F-127 hydrogel as a promising scaffold
for encapsulation of dental-derived mesenchymal stem cells. J Mater Sci Mater Med.
2015;26(3):1-10.

Zhu C, Fan D, Wang Y. Human-like collagen/hyaluronic acid 3D scaffolds for
vascular tissue engineering. Mater Sci Eng C. 2014;34(1):393-401.

Mathews S, Bhonde R, Gupta PK, Totey S. Novel biomimetic tripolymer scaffolds
consisting of chitosan, collagen type 1, and hyaluronic acid for bone marrow-derived
human mesenchymal stem cells-based bone tissue engineering. J Biomed Mater Res
- Part B Appl Biomater. 2014;102(8):1825-1834.

Kirk JF, Ritter G, Finger I, Sankar D, Reddy JD, Talton JD, Cobb RR. Mechanical
and biocompatible characterization of a cross-linked collagen-hyaluronic acid
wound dressing. Biomatter. 2013;3(4):e25633.

Olde Damink LHH, Dijkstra PJ, Van Luyn MJA, Van Wachem PB, Nieuwenhuis P,
Feijen J. Cross-linking of dermal sheep collagen using a water-soluble carbodiimide.
Biomaterials. 1996;17(8):765-773.

Tomihata K, Ikada Y. Crosslinking of hyaluronic acid with glutaraldehyde. J Polym
Sci Part A Polym Chem. 1997;35(16):3553-3559.

ThermoFisher. Sulfo-NHS plus EDC (carbodiimide) crosslinking reaction scheme.
https://www.thermofisher.com/pt/en/home/life-science/protein-biology/protein-
biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-

125



190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.
197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

126

methods/carbodiimide-crosslinker-chemistry.html. Accessed March 16, 2018.

lego ND. Guidelines for Dynamic Light Scattering Measurement and Analysis.
NanoComposix. 2012;3:1-8.

Malvern Instruments - Zetasizer Nano Series User Manual. 2003, 2004,

Using DLS Deconvolution Algorithms to Acquire Intensity Weighted Particle Size
Distribution from Measured Correlogram. In: Sponsored Content by Malvern
Instruments Ltd. 2014:1-15.

Application of Dynamic Light Scattering (DLS) to Protein Therapeutic
Formulations: Principles, Measurements and Analysis. In: A Malvern Instruments
Bioscience Development Initiative Executive. 2014.

Bhattacharjee S. DLS and zeta potential-What they are and what they are not? J
Control Release. 2016;235:337-351.

Puga AM, Rey-Rico A, Magarifios B, Alvarez-Lorenzo C, Concheiro A. Hot melt
poly-g-caprolactone/poloxamine implantable matrices for sustained delivery of
ciprofloxacin. Acta Biomater. 2012;8(4):1507-1518.

ATCC. Product Sheet BALB/3T3 (ATCC® CCL-163™). Accessed March 2, 2018.
ATCC. Cell micrograph. https://www.lgcstandards-
atcc.org/~/media/42358BDA1258430391CC36EA3E0ACC46.ashx. Accessed
March 2, 2018.

Moutafchieva D, Popova D, Dimitrova M, Tchaoushev S. Experimental
determination of the volumetric mass transfer coefficient. J Chem Technol Metall.
2013;48(4):351-356.

Buga CS. Nanossistemas mais eficientes para terapia fotodinamica. 2018. Projeto de
Dissertacdo de Mestrado na area cientifica de Engenharia Biomedica, Universidade
de Coimbra.

Mukejeree, P., Mysels K. Critical Micelle Concentrations of Aqueous Surfactant
Systems. National Standard reference data system; 1971.

Lin S-Y, Lin Y-Y, Chen E-M, Hsu C-T, Kwan C-C. A study of the equilibrium
surface tension and the critical micelle concentration of mixed surfactant solutions.
Langmuir. 1999;15(13):4370-4376.

Kovalchuk NM, Trybala A, Starov V, Matar O, Ivanova N. Fluoro-vs hydrocarbon
surfactants: Why do they differ in wetting performance? Adv Colloid Interface Sci.
2014;210:65-71.

Al-Oweini R, El-Rassy H. Synthesis and characterization by FTIR spectroscopy of



204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

silica aerogels prepared using several Si(OR)4 and R”Si(OR’)3 precursors. J Mol
Struct. 2009;919(1-3):140-145.

Kim 1-Y, Joachim E, Choi H, Kim K. Toxicity of silica nanoparticles depends on
size, dose, and cell type. Nanomedicine Nanotechnology, Biol Med.
2015;11(6):1407-1416.

Ahmad J, Ahamed M, Akhtar MJ, et al. Apoptosis induction by silica nanoparticles
mediated through reactive oxygen species in human liver cell line HepG2. Toxicol
Appl Pharmacol. 2012;259(2):160-168.

Lin W, Huang Y, Zhou X-D, Ma Y. In vitro toxicity of silica nanoparticles in human
lung cancer cells. Toxicol Appl Pharmacol. 2006;217(3):252-259.

Lu X, Qian J, Zhou H, et al. In vitro cytotoxicity and induction of apoptosis by silica
nanoparticles in human HepG2 hepatoma cells. Int J Nanomedicine. 2011;6:1889.
YuJ, Zhang S, Dai Y, Lu X, Lei Q, Fang W. Antimicrobial activity and cytotoxicity
of piperazinium- and guanidinium-based ionic liquids. J Hazard Mater.
2016;307:73-81.

Xia X, Wan R, Wang P, Huo W, Dong H, Du Q. Toxicity of imidazoles ionic liquid
[C16mim]CI to Hela cells. Ecotoxicol Environ Saf. 2018;162:408-414.

Irvinesci, Hank's Balanced Salt Solution.
http://www.irvinesci.com/uploads/technical-
documentations/HBSS_Formulation.pdf. Acedido em 27/07/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados de Seguranca, Tetraetoxisilano >99.0%,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/PleaseWaitMSDSPage.do?language
=&country=PT&brand=ALDRICH&productNumber=86578&PageToGoToURL=
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/86578?lang=pt&region=PT
, 2018, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados de Seguranga, Hidroxido de sodio Solugéo BioUltra,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/PleaseWaitMSDSPage.do?language
=&country=PT&brand=SIGMA&productNumber=72068&PageToGoToURL=http
s://lwww.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/72068?lang=pt&region=PT,
2017, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados de Seguranca, Acido cloridrico 36.5-38.0%,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=PT
&language=pt&productNumber=H1758&brand=SIGMA&PageToGoToURL=http
s%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsigma%2Fh17

127



214.

215.

216.

217.

218.

2109.

220.

128

58%3Flang%3Dpt, 2016, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados de Seguranga, Trihexiltetradecilfosfonio
bis(trifluorometilsulfonil)amida >95.0%,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/PleaseWaitMSDSPage.do?language
=&country=PT&brand=ALDRICH&productNumber=50971&PageToGoToURL=
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/50971?lang=pt&region=PT
, 2014, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados de Seguranca, Acido alginico de sddio,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=PT
&language=pt&productNumber=A2033&brand=SIGMA&PageToGoToURL=http
s%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsigma%2Fa20
33%3Flang%3Dpt, 2011, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados de Seguranca, Cloreto de calcio,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/PleaseWaitMSDSPage.do?language
=&country=PT&brand=SIGALD&productNumber=C1016&PageToGoToURL=ht
tps://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigald/c1016?lang=pt&region=PT,
2018, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados de Seguranca, Pluronic® F-127,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/PleaseWaitMSDSPage.do?language
=&country=PT&brand=SIGMA&productNumber=P2443&PageToGoToURL=htt
ps://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p2443?lang=pt&region=PT,
2015, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados de Seguranca, Solucdo de Colagénio Tipo |,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/PleaseWaitMSDSPage.do?language
=&country=PT&brand=SIGMA&productNumber=C8919&PageToGoToURL=htt
ps://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c8919?lang=pt&region=PT,
2016, acedido em 13/09/2018.

Guinama, Ficha de Dados e Seguranca, Hialuronato de sodio,
https://www.guinama.com/media/tecnico/90851_FDS  HIALURONATO DE
SODIO (Portugués).pdf, 2017, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados e Seguranca, Solucdo tampdo HEPES >99.5%,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=PT
&language=pt&productNumber=H3375&brand=SIGMA&PageToGoToURL=http
s%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsigma%2Fh33



221.

222.

223.

224,

225.

226.

227.

228.

229.

75%3Flang%3Dpt, 2014, acedido em 13/09/2018.

Acros Organics, Ficha de Dados e Seguranca, 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride,
https://www.acros.com/DesktopModules/Acros_Search_Results/Acros_Search_Re
sults.aspx?search_type=CatalogSearch&SearchString=171440100, 2018, acedido
em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados e Seguranca, N-Hidroxisulfosucinimida sodica,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=PT
&language=pt&productNumber=56485&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=h
ttps%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Faldrich%2F
56485%3Flang%3Dpt, 2013, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados e Seguranca, Acetona,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=PT
&language=pt&productNumber=90872&brand=SIAL&PageToGoToURL=https%
3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%?2Fcatalog%2Fproduct%2Fsial%2F90872%3
Flang%3Dpt, 2016, acedido em 13/09/2018.

ThermoFisher, Ficha de Dados e Seguranca, DMEM/F-12,
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/11320033?SID=srch-srp-
11320033, 2016, acedido em 13/09/2018.

ThermoFisher, Ficha de Dados e Seguranca, Fetal Bovine Serum,
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/16000044?SID=srch-srp-
16000044, 2017. acedido em 13/09/2018.

ThermoFisher Ficha de Dados e Seguranga, L-Glutamine (200 mM),
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/25030081?SID=srch-srp-
25030081, 2016, acedido em 13/09/2018.

ThermoFisher, Ficha de Dados e Seguranca, Penicillin-Streptomycin (10,000
U/mL), https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/15140163?SID=srch-
srp-15140163, 2014, acedido em 13/09/2018.

ThermoFisher, Ficha de Dados e Seguranca, HBSS, no calcium, no magnesium, no
phenol red, https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/14175095, 2016,
acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados e Seguranga, Phosphate buffered saline 10x
concentrate,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/PleaseWaitMSDSPage.do?language

129



230.

231.

232.

233.

234.

130

=&country=PT&brand=SIGMA&productNumber=P5493&PageToGoToURL=htt
ps://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p5493?lang=pt&region=PT,
2013, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados e Seguranca, tripsina em solucdo de EDTA (1x)
testada em cultura celular,
https://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/PleaseWaitMSDSPage.do?language
=&country=PT&brand=SIGMA&productNumber=T3924&PageToGoToURL=htt
ps://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t3924?lang=pt&region=PT,
2017, acedido em 13/09/2018.

Roche, Ficha de Dados e Seguranca, Cytotoxicity Detection Kit (LDH),
http://netdocs.roche.com/DDM/Effective/0000000000001004022000793 000_06
005_Native.pdf, 2015, acedido em 13/09/2018.

Sigma-Aldrich, Ficha de Dados e Seguranca, Cell Proliferation Reagent,
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/docs/Roche/Bulletin/1/cellprorobul.pdf., 2016, acedido em 13/09/2018.
Sodium alginate reticulation  with calcium chloride. May, 2013.
https://scienceandfooducla.files.wordpress.com/2013/06/alginategelationl1.png.
Accessed March 24, 2018.

Aka-Any-Grah A, Bouchemal K, Koffi A, et al. Formulation of mucoadhesive
vaginal hydrogels insensitive to dilution with vaginal fluids. Eur J Pharm Biopharm.
2010;76(2):296-303.



'ses190d wawoy

* 9S 8puo SIeJ0| Wa OBde|nuUsA epenbape ewn JeIdUBPINOIH "sed1aod VN VN 021ueblo Jes
WBWLI0) 8S 9pUO SIed0| Wa ogde|nusA epenbape ewn Jelouapinoid
"201L1S0

apepIo1I1a|a ap ordew.oy) e ipadwi ered sepipawl swWo] “lewny ogN - 0TEd [ LN][Pro99d]

vie 0gd1uB1 ap 3)U04 NO BURYD Janbjenb ap opelseje JaJUEBIA "BOAZU BP NO PTEH -208H -9ceH '8€€d + TSEd + G0Ed :082d ‘60T 11 SOHdAD
JlodeA op ogdejeul e JelIAg 'SOY|0 SO 8 9|3d B W02 0J0BIU0D O JelAT
"2OAJU Bp NO _ _ _ 8€ed + TG¢ed + moma
ele JodeA op ogdejeul e JeIAT "SOY|O SO 8 9|3d B W02 0J9BIUOD O JeUAT S€EH VTEH -06¢H -018d + Oved +_¢omn_ “mmmn_ 1oH
+ T9€d + €0€d -08¢d -09¢d
0Ted
‘sed190d WaLWLIOY S 9pUO SIeI0| Wa ordejliusA . +8£€d + TSEd + S0Ed
¢ie epenbape ewn JeIouspIAOId .m_o&oaw 3 oﬂ ap omu_mEhE e h_s_>m_ ¥1eH -06¢H ‘0TEd + OVEd + ¥0Ed ‘€GEd HO®EN
+ T9€d + £0€d :082d :092d
"2011L1S8 9PRPIJLIIS|S ap OBdew.o) gezd + £0vd
T1C e Jipadwi eJed sepipow swol  GEEH ‘ZEEH ‘6TEH ‘92ZH  '€TEd + LEEd ‘ZT€d + OvEd SeEN
“Jewiny ogN - 0e31ub1 ap 81uoy No eweyd Janbjenb ap opeiseje JsjuelAl + ¥0gd ‘082d ‘192d ‘0T2d
"BOI7LIS3
apepIdLIa|e ap ogdew.oy e Jipadwi eted Sepipawl sWO] “Jewny OeN €1ed+/€€d
- oediubi ap auoy no eweyd Janbpenb ap opelsese Jajuey ‘saloden . 8€£d+TSEd+S0Ed
* ap omumeng. am_>m eJed ;omum__uu_m> m%msmmcm u_mE: Jeiouapinoid 6TEH -STeH ° wmﬂmn_&mmn_om €S aILERRINS
"BOAQU P NO :2Ged+20¢ed ‘v9ed
JodeA op ogdeeul e JelIAT "SOYJO SO @ 3jad & W02 0198IU0I O JelA]
"epenbape 0eJe|1IUSA BN JeI2USPIAOIG SOY|O SO &
* aJad e W02 0198I1U0J O JelIAT "oedajoid ap [eossad ojuswedinba Jesn VN VN ¢S SHIEBHNS
"2OAJU BP NO
* Joden op ogdejeul e JelIAg 'sOY|0 SO 3 3jad & WO0I 0198IU0I O Ie)IAT VN VN TS SIEI0BNS
selougJaley OjuUBWEaSNUEBW OU SOpepIND obliad oednedald oInpoad

eiueInNbas 8 apnes ap d/H Saseld — ¥ OXauy

SOXauy

131



822 ‘op161xa [enpiAlpul oedsioid ap ojuswedinbs o Jesn VN VN SSaH
19¢d da.ns uad — (qwi/br
‘ogdajoud ap [eossed . . . '082d ‘€T€d + ££€d ‘25ed 000°0T BuIdIWO)dainsa
Lee ojuawedinba resn "oleNISaA 8 SOYJo ‘Bjad B W0d 019BIU0I O JelAg a€tH -LTeH -0ceH -STeH +208d ‘Z1¢d ‘888d + “w/1N 000°0T
15€d + S0€d ‘0¥Ed + ¥0Ed eul[1o1uad) s0onQoIgNUY
922 ‘op1B1xa [enpiAlpul oedaroid ap ojuswedinba o Jesn VN VN eulweln|b-
"ojuUBWLIBaSNUBW 8P SIe10adsa Soy|asu0d SoLIessadau
sce oes ogN ‘opibixa [enpialpul ogdaloid ap ojuswedinbs o Jesn VN VN S84
vze 'op1B1xa [enpiAlpul ogdajold sp ojuswedinbs o Jesn VN ¥N ZT-4/IN3Na
"e011L1S9 )
apepIoLIIa|e ap ogdew.o) e Jipadwi eled sepipawl swo | “Jewny ogN - ) ) _mmmn_ t £0pd £Ted + .Nmmn_
gee oedIubi ap 81uo} no ewreyd Janbjenb ap opeise)e Ja1UBIA "BOASU BP NO 9geH -6TeH -5ccH -88Ed + 16&d +.momn_ “Nﬁmn_ Euo1v
JodeA op ogdeeul e JelIAg "SOY|0 SO @ 3jad B WO0J 019BIU0D O JelIAg + Oved + v0ed -082d -0led
01pugdUI B1JUOI BAUBASID ogdajoad ap stensn sepipal ‘sedisod
¢ee WBULIO) 8S BPUO SIBJ0| W Opde|iUSA Bpenbape Bwn JeIouspIAOLd VN VN SHN-0)INS
‘op1B1xa [enpiAlpul oedaroid ap ojuswedinba o resn ‘sediaod 0TvH . 08zd ”mﬁm.n_ +Le&d
tee WaWLI0Y 3S BpuOo SIed0| Wa ogde|nuan epenbape ewn Jelouapinold  ‘6TEH ‘LTEH ‘STEH ‘Z0EH ”mﬁmn_ + £etd -c5ed + c0ed oad
) ) ) ) -CT€d -TEEd + 0EEd + T0OEd
‘sedisod
0cz WIBULIO) 8S BPUO SIBJ0| W Opde|iUSA Bpenbape Bwn JeIouspIAOLd VN VN S3d3H
‘[eu1bLio Ok 021IUP! [eLIBTeW WN 3p
sajuaidioal wa 0Jnpoid 0 JeAlssuo) oyjeqesl ou ausibiy a edueinbas
algqos ogde|sifa)  wod Juudwn) '18gaq o Jawod ‘Jewny opigioid
612 1as ansp oedeorjde ap euoz eN "opssald e sajualsisal sajualdioal VN VN odtlgInjely oply
ops oeu ‘saualdioal so Jeizense esed opssaid eounu Jezijnn
OBN ‘sle1oadsa ojuswessnuew ap sepipaw abixa ogu oinpoid O
"8002/2.2T "ON (30) owswenbsy
81¢ 0 Wo2 oplode ap esobiad eunisiL NO BIDUBISONS BWN 9 OBN VN VN feanieu o1ugbejod
‘seq1aod
L1z WIBWIIOY 8S BPUO SIBJ0| W 0pde|iusA epenbspe ewn Je1ouspIACd VN WN £¢1d gotuoinid
‘sed1a0d WawIoy
opelelpiyip
912 S 9pUO SIBJ0| Wa 0de|IUsA BpENbape ewn Je1ouspIAcid 'S10SSolae 8ced + TSEd + S0Ed 6TEH
019[82 8p 01310]D
9 od ap opdew.oy} B JelIAg "SOYJO SO 8 d]ad B W0I 039BIU0I O JeUAT
"01pU@IUI BJIUOD BANUBARID OBda104d ap stensn sepipajA ‘sedisod BUUEISEd
GT2 N ; - : ; ; VN VN ebje ap ajusiusnoid

WaLLIOJ S 3puUO SIRJ0| Wia OBde|uaA epenbape ewn Jelouspircld

01pos ap ojeulfie ap |es

132



‘langon|de 0gN — VN

"2IQUII0D 3P SPEpISISAIUN Bp [eLisnpul spepatidoid ap oAjow Jod Jejanal apod as ogU 4

'8002/2.2T "ON (3D) ojuawe|nfiay

(T-1SM) fengad

¢ee 0 wWod oplode ap esobuad eINISIL NO BIDUBISONS BWN 3§ OBN VN WN oedelajljoid ap aluabeay

Tez "8002/2.2T "ON (30) ojuawe|nbiay N WN (HAT) sn742PEPIDIX0I0ND

0 W09 opJode ap esobuad eINISILW NO eIOURISGNS BWN 3 OBN ap oedalaq ap UM
"8002/222T "ON (30) ojuswelnfisy

0gc 0 Wo0Y oplode ap esobuad eINISILW NO eIOURISGNS BWN 3 OBN VN VN v.iq3-euisdiL
: ‘0 ojuawe|nbe

62z 8002/2.2T 'ON (32) 01 [nBay UN WN saq

0 wod

oplode op esofiiad einsiw no eIdURISNS BWN 9 OBN

133



Frases H

H225 - Liquido e vapor facilmente inflaméveis.
H314 - Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves.
H315 - Provoca irritacdo cutanea.

H317 - Pode provocar uma reacéo alérgica cutanea.
H319 - Provoca irritagdo ocular grave.

H320 - Provoca irritagdo ocular.

H226 - Liquido e vapor inflamaveis.

H290 - Pode ser corrosivo para 0s metais.

H302 - Nocivo por ingestdo.

H332 - Nocivo por inalacéo.

H335 - Pode provocar irritacdo das vias respiratorias.
H336 - Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

H410 — Muito tdxico para 0s organismos aquaticos.

Frases P

P210 - Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca, chama aberta e outras fontes
de ignicdo. N&o fumar.

P260 - N&o respirar as poeiras/ fumos/ gases/ névoas/ vapores/ aerossois.

P261 - Evitar respirar as poeiras/ fumos/ gases/ névoas/ vapores/ aerossois.

P264 - Lavar cuidadosamente apds manuseamento.

P280 - Usar luvas de proteccdo/ vestuario de proteccao/ proteccao ocular/ proteccéo facial.
P310 - Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou
um meédico.

P312 - Caso sinta indisposicdo, contacte um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um médico

P301 + P330 + P331 — EM CASO DE INGESTAO: enxaguar a boca. NAO provocar o
vomito.

P302 + P352 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e agua
abundantes

P303 + P361 + P353 - SEENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): retirar

imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com agua/tomar um duche.
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P304 + P340 - EM CASO DE INALACAO: retirar a vitima para uma zona ao ar livre e
manté-la em repouso numa posicdo que ndo dificulte a respiragédo

P304 + P340 + P310 - EM CASO DE INALACAO: retirar a pessoa para uma zona ao ar
livre e manté-la numa posicéo que néo dificulte a respiragdo. Contacte imediatamente um
CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

P304 + P340 + P312 - EM CASO DE INALACAO: retirar a pessoa para uma zona ao ar
livre e manté-la numa posicdo que ndo dificulte a respiragdo. Caso sinta indisposicéo,
contacte um CENTRO DE INFORMAC}AO ANTIVENENOS/médico.

P305 + P351 + P338 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar
cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se
tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar.

P332 + P313 — Em caso de irritacdo cutanea: consulte um médico

P333 + P313 - Em caso de irritacdo ou erupg¢do cutanea: consulte um médico

P337 + P313 - Caso a irritacdo ocular persista: consulte um médico.

P370 + P378 - Em caso de incéndio: para extinguir utilizar areia seca, um produto quimico
Seco ou espuma resistente ao alcool.

P403 + P235 - Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco.
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Anexo B — Outros scaffolds desenvolvidos

Matrizes poliméricas a base de alginato

Inicialmente, desenvolveram-se matrizes a base de alginato de sédio, tendo como
agente reticulante o cloreto de calcio. Comecgou-se por preparar uma solucdo de alginato de
sodio (2% m/v) através da dissolugdo do pé em &gua bi-destilada num vial, com um
agitador magnético (800 rpm). Apds a dissolucdo completa do polimero (durante 24h a 25
°C), procedeu-se a preparacdo da solucao de agente reticulante, através da dissolugéo do p6
de cloreto de calcio em agua bi-destilada num vial, com um agitador magnético (800 rpm)
até se verificar dissolucdo completa do composto (durante 5 minutos a 25 °C). A massa de
agente reticulante foi sendo progressivamente aumentada desde 2 até 22 mg, para um
volume total de 10 ml. Para este ultimo valor, obteve-se um hidrogel final com as
caracteristicas pretendidas, correspondendo a um grau de reticulacdo de 4,5 %. A solucédo
de agente reticulante foi sendo adicionada gota-a-gota a solucdo de alginato de sddio para
garantir a formacgdo de uma solucdo homogénea. Apds reticulacdo durante a noite (reacdo
esquematizada na Figura 33), seguiu-se o procedimento de liofilizacdo da amostra no
liofilizador (Telstar, Lioquest), a -80 °C e a uma pressao de 0,001 mBar, durante 24 horas.
Por altimo, os scaffolds foram lavados em PBS por forma a remover o excesso de

reticulante, e armazenados no exsicador, a temperatura ambiente.

Alginato de sédio Alginato de calcio

v N N\
B Ca Ca
- - Ca
V2 Solugdo de cloreto de célcio
Na Na Ca
> Ca
Na Na
Na
Ca
Na
Na Na Ca

Figura 48 — Esquematizacdo do processo de reticulagdo do alginato de sodio com cloreto de calcio, agente
reticulante 2,

De seguida, por forma a agilizar o procedimento de incorporagéo deste material nos
pocos das placas para os ensaios de citotoxicidade que se seguiram, teve de se proceder a
modificagdes no procedimento experimental para a sua obtencdo. Primeiramente,
preparou-se a solucdo de alginato (2% m/v), como descrito anteriormente. Apos dissolugédo
completa do polimero seguiu-se o congelamento da amostra durante aproximadamente 15
horas e, posteriormente, procedeu-se & liofilizacdo das amostras no liofilizador (Telstar,
Lioquest), a -80 °C e a uma presséo de 0,001 mBar, durante 24 horas. As amostras tinham

136



um volume de 5 mL. Apds obtencao das amostras liofilizadas procedeu-se a reticulacéo por
imersdo das mesmas numa solucéo de CaClz (2,75% m/v), preparada de igual forma a
descrita anteriormente, sendo que para cada amostra o volume total de solugdo de agente
reticulante € de 40 mL. As matrizes obtidas foram imersas na solugdo reticulante durante 1
hora, tendo-se aferido que as matrizes para as quais o tempo de reticulacdo era superior
apresentavam uma maior durabilidade e manutencédo das caracteristicas fisicas durante um
maior periodo de tempo. Posteriormente, efetuou-se lavagem das mesmas em solugéo de
PBS durante 10 minutos, sendo este procedimento repetido 3 vezes. Por Gltimo, repetiu-se
0 processo de reticulacdo, liofilizacdo e lavagem, as amostras foram reservadas no
exsicador a temperatura ambiente.

Apesar destas matrizes apresentarem caracteristicas promissoras, nomeadamente
swelling (capacidade de retencdo de agua), aquando da realizacéo dos primeiros ensaios de
citotoxicidade para estas matrizes chegou-se a conclusdo que ndo estimulavam a
proliferacdo celular, verificando-se uma reducéo significativa ap6s 24 horas de incubacao,
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 dissolucao

do plurénico: quente e fria, sendo que ambas foram testadas 2*.

Comecou-se por preparar uma solucao de F127 (18% m/v) atraves da dissolucéo do
p6 em agua bi-destilada num vial, com um agitador magnético (800 rpm). A dissolugdo do
plurdnico decorreu num banho de 6leo, a temperatura de 90 °C, durante 4 horas. Durante o
periodo de dissolucéo, de 30 em 30 minutos abria-se o vial por forma a aliviar a presséo no
seu interior. Finalizadas as 4 horas, retirou-se o vial do banho de 6leo e deixou-se 0 mesmo
a temperatura ambiente, tendo-se verificado que apés 5 minutos estava gelificado.
Posteriormente, armazenou-se 0 mesmo no shaker a 37 °C, passados 15 minutos estava
novamente gelificado.

A técnica de dissolucdo do plurdnico a frio também foi testada. Neste caso,
preparou-se uma solucdo de F127 (18% m/v) através da dissolucdo do p6 em agua bi-
destilada num vial, com um agitador magnético (800 rpm). A dissolucdo do plurdnico
decorreu no refrigerador, a temperatura de 4 °C, durante 12 horas. Apds este periodo de

tempo, o contetido do vial foi transferido para uma caixa de Petri e colocado na estufa
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(LSIS-B2V/VC 111, VENTICELL) a 30 °C, passado 2 horas obteve-se um gel que
permaneceu armazenado na estufa.

Estes géis apresentam caracteristicas promissoras, nomeadamente a
termosensibilidade e temperatura de gelificacdo proxima a temperatura corporal. Aquando
da realizacdo dos primeiros ensaios de citotoxicidade para estas matrizes chegou-se a
conclusdo que ndo estimulavam a proliferacao celular de forma significativa, verificando-
se uma reducdo significativa apos 24 horas de incubagéo, como se pode observar na Figura
34. Tendo em conta os resultados obtidos e com base na literatura, esta abordagem foi

descartada.

150

100+

50 T

Viabilidade celular (%)

T T T
Alginato 1,5% m/v Alginato 2,0% m/v F-127 18% m/v

Figura 49 — Viabilidade celular ap6s 24 e 72 horas de contacto com as matrizes de alginato e gel plurénico F127.

138



Anexo C1- Concentracdo micelar critica para varios sistemas de

surfactantes

Tabela C1 - Resultados experimentais dos ensaios de tensdo superficial (y, mN/m) em fun¢do da concentracdo total de
surfatantes (C, mM) para todos os sistemas estudados. Os dados por mim obtidos encontram-se a negrito.

. dy CMC
Sistema C (mM) ¥ (mN/m)
(mN/m) A B C

6,000 35,62 0,381
5,000 35,64 0,461
4,000 35,73 0,460
3,000 35,75 0,434
2,000 36,05 0,861

$11:521:S31 " 1,000 %662 1,065 0,156 0,139 1,000
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
6,000 34,22 0,317
5,000 33,97 0,023
4,000 33,87 0,225
3,000 33,87 0,390
2,000 34,79 0,338

$12:822:S32 7" 1,000 35,33 0,568 0,213 0,220 1,000
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
6,000 29,86 0,529
5,000 29,87 1,121
4,000 30,32 0,994
3,000 31,78 0,950
2,000 33,00 1,148

S13:523:S33 " 1,000 34,31 0,225 0,297 0,274 1,000
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
6,000 26,81 0,559
5,000 27,37 1,131
4,000 27,51 0,834
3,000 28,07 1,315

$14:504:854 " 2,000 2697 1840 0,546 0,435 1,000
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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6,000 24,89 0,173

5,000 25,00 0,509
4,000 24,94 1,284
3,000 26,00 1,874
2,000 27,36 1,904
S15:S25:S35 1000 2986 070t 0,240 0,190 2,000
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
6,000 22,27 0,205
5,000 22,20 0,707
4,000 21,55 1,344
3,000 20,69 0,007
S16:506:835 2,000 21,5 0,568 0,669 0,509 2,000
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
6,000 24,57 0,371
5,000 23,98 0,052
4,000 23,77 0,394
3,000 23,45 0,233
2,000 24,09 0,441
517:527:S37 1,000 26,62 0,057 0,330 0,309 2,000
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
0,000 71,09 0,475
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
S16:528:S38 " 1,000 23,82 3,551 0,562 0,435 2,000
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 separagdo de gases”,
dissertagdo do MIEQ, 2016 — 2017.

« Dados obtidos por Claudia Buga, “Nanossistemas mais eficientes para terapia fotodindmica”, dissertagio do MIEB,
2016 — 2018.

== Dados obtidos por Gustavo Marques, “Instrumentos biomédicos com capacidade de oxigenagdo aumentada”,
dissertacdo do MIEB, 2017 — presente.
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Uma vez que as concentragdes relativas de surfatantes ndo podem ser reveladas, no sentido
de possibilitar a comparagéo entre cada sistema sdo apresentadas 0s seguintes critérios: Sy1 > S12>
S14> S16; S12 = S1.3; S14 = S15; S16 = S17; S18 = 0; S21 = S23 = S25=S27=S28=0; So2 = Sou =
S26; S31=S32=0; S33 = S34; S35 = Sz6; S33 < S35 < S37< Szg.
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Novamente, visto que as concentragdes relativas de surfatantes ndo podem ser reveladas,
no sentido de possibilitar a comparacéo entre cada sistema sdo apresentadas 0s seguintes critérios:
S11< S12; S21 = S22; S31 > S32=0. O sistema S1 foi testado para o liquido i6nico OMIM recorrendo
a sonda microtip, o sistema S2 foi testado para o liquido i6nico OMIM recorrendo a sonda microtip,
o sistema S3 foi testado para o liquido i6nico [Pis666][NTf2] recorrendo a sonda microtip e o

sistema S4 foi testado para o liquido i6nico [P146,66][NTf2] recorrendo a sonda macrotip.

143



Anexo D - Protocolo preparacdo amostras para STEM

Previamente a analise das amostras por STEM procedeu-se a preparacdo das
diluicdes das formulac6es de capsulas. Comegou-se por retirar 2 gotas, com uma pipeta de
Pasteur, de cada um dos falcons com capsulas em suspensdo e adicionaram-se 36 gotas de
agua bi-destilada. De seguida, transferiu-se uma gota desta Gltima solugdo para um novo
eppendorf e adicionaram-se 8 gotas de agua bi-destilada. Sonicou-se durante 3 minutos,
apos os quais transferiram-se 2 gotas da solucdo para outro eppendorf e adicionaram-se 6
de agua bi-destilada. Desta Ultima, retirou-se 1 gota e adicionaram-se 3 gotas de &gua bi-
destilada, correspondendo este ao eppendorf com a formulagdo final a ser analisada.

Anexo E - Preparacdo do meio de cultivo para as células Balb/3T3

As células Balb/3T3 sdo normalmente cultivadas no Meio de Dulbecco Modificado,
Mistura de nutrientes F-12, este tem elevada concentracdo de aminoacidos, pretendendo
recriar 0 meio proteico em que as células de mamiferos se desenvolvem. Este possui 0
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
metaboélicas especificas das células. E também suplementado com 1% de penicilina e
estreptomicina, esta combinacédo de antibidticos ajuda a prevenir a contaminagdo da cultura
celular por bactérias gram-positivas e gram-negativas. A penicilina interfere diretamente
com a parede celular das bactérias e indiretamente por estimulacdo de libertacdo de enzimas
e modificagdo da parede celular. Por sua vez, a estreptomicina liga-se a subunidade 30S
dos ribossomas bacterianos, desencadeando a inibicdo da sintese proteica e morte de
bactérias. Por fim, o meio é ainda suplementado com 1% de L-glutamina, aminoacido
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 étima.
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Anexo G — Calculo de K; a4

Tabela 13 — Declive da reta de ajuste ao perfil obtido, nimero de pontos utilizados para realiza¢do do ajuste linear (n) e
coeficiente de correlagdo (R?) do ajuste respetivo. Os valores de K;a, foram determinados por duas metodologias
distintas. O K;a; corresponde a média dos K;a; determinados para cada um dos perfis obtidos e 0 K;a; médio

corresponde ao K; a, determinado para o perfil correspondente a média dos perfis obtidos separadamente.

K,a,

Amostra Kia, Declive n R? L n R?
médio

) 450+ 473 3 0,90
Agua 0,33 426 3 0gy %2 3 0.90

-3,01 3 0,87

" -3,03 +

Emulséo 023 -3,27 3 0,86 -3,05 3 0,88

. ' -2,81 3 0,90

Ensaios 4,28 + 4,20 3 0,90
de sorgdo sosul Theo = - ’ 4.2 4
¢ Capsulas 011 436 3 0.80 ,28 3 0,8

de O2

Scaffolds sem -5,26 + -5,54 3 0,89 5.25 3 0.86

capsulas 0,40 -4,98 3 0,83
Scaf]‘olds com -4,50 + -4,88 3 0,83 448 3 0,87

capsulas 0,54 4,12 3 0,91

1,42 + 1,27 3 0,98
Adua 0,21 1,57 3 0,90 141 3 0.95
g 126+ 1027 3 09 . 2 006

0,03 1,24 3 0,99 ' '

- 1,62+ 1,67 3 0,94
Ensaios Emulsdo 0,07 156 3 0.99 1,73 3 0,99

de 117+ 0,86 3 0,99
libertacao cansul 0.46 148 7 0.97 1,13 3 0,98
de O apsulas 0,01+ 0,87 3 0,99 ™ 5 0.0

0,05 0,94 3 0,99 ' '

Scaffolds sem 1,66 + 1,47 3 0,99
capsulas 0,36 1,91 3 0,96 166 4 0,99

Scaffolds com 1,50 + 1,44 4 099
, 1,60 3 0,99

capsulas 0,08 1.55 4 0.99
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