UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

LARISSA GIORGETTI MENDES

“MEMBRANAS DE POLI (OXIDO DE ETILENO) E TROMBINA
ELETROFIADAS PARA REPARO DE LESOES TECIDUAIS”

CAMPINAS
2020



LARISSA GIORGETTI MENDES

“MEMBRANAS DE POLI (OXIDO DE ETILENO) E TROMBINA
ELETROFIADAS PARA REPARO DE LESOES TECIDUAIS”

Tese apresentada a Faculdade de
Engenharia Quimica da
Universidade Estadual de
Campinas como parte dos
requisitos exigidos para obtencao
do titulo de Doutora em
Engenharia Quimica.

Orientadora: Prof.2 Dr2 Lucia Helena Innocentini Mei

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A
VERSAO FINAL DA TESE DEFENDIDA
PELA ALUNA LARISSA GIORGETTI
MENDES E ORIENTADA PELA Prof.2.
DR2. LUCIA HELENA INNOCENTINI MEI.

CAMPINAS
2020



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Area de Engenharia e Arquitetura
Rose Meire da Silva - CRB 8/5974

Mendes, Larissa Giorgetti, 1985-
M522m Membranas de poli (6xido de etileno) e trombina eletrofiadas para reparo
de lesdes teciduais / Larissa Giorgetti Mendes. — Campinas, SP : [s.n.], 2020.

Orientador: Lucia Helena Innocentini Mei.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia Quimica.

1. Eletrofiagdo. 2. Poli (oxido de etileno) - PEO. 3. Agentes de coagulagéo.
4. Cicatrizacao de feridas. |. Mei, Lucia Helena Innocentini, 1953-. Il.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia Quimica. Ill.
Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Electrospun poly (ethylene oxide) and thrombin membranes for
tissue injury repair

Palavras-chave em inglés:

Electrospinning

Poly (ethylene oxide) - PEO

Clotting agents

Wound healing

Area de concentragio: Engenharia Quimica
Titulagao: Doutora em Engenharia Quimica

Banca examinadora:

Lucia Helena Innocentini Mei [Orientador]

Elias Basile Tambourgi

Roniérick Pioli Vieira

Rodrigo Lambert Oréfice

Elizabeth Ferreira Martinez

Data de defesa: 28-08-2020

Programa de Pés-Graduagao: Engenharia Quimica

Identificagdo e informagdes académicas do(a) aluno(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0002-3804-3079
- Curriculo Lattes do autor: http://lattes.cnpq.br/0802664967864824



Folha de Aprovacao da Defesa de Tese de Doutorado defendida por
Larissa Giorgetti Mendes em 28 de agosto de 2020 pela banca
examinadora constituida pelos doutores.

Profa. Dra. Lucia Helena Innocentini Mei - Presidente e Orientadora
FEQ / UNICAMP
(Videoconferéncia)

Prof. Dr. Elias Basile Tambourgi
FEQ / UNICAMP
(Videoconferéncia)

Prof. Dr. Roniérik Pioli Vieira
FEQ / UNICAMP
(Videoconferéncia)

Dr. Rodrigo Lambert Oréfice
Universidade Federal de Minas Gerais
(Videoconferéncia)

Dra. Elizabeth Ferreira Martinez
Sao Leopoldo Mandi
(Videoconferéncia)

A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-
se no SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertacdo/Tese e na Secretaria do
Programa da Unidade.



Aos meus avos, Emilio, Selestia e Zeca, que
durante minha trajet6ria no doutorado,
partiram deste plano, mas deixaram as

lembrangas e seus valores para eu poder

seguir meu caminho.



AGRADECIMENTO

A Deus pela permissao de poder cumprir minha missao.

Ao meu marido Cyro, pela compreensao, colaboragéo, apoio e incentivo
para ndo desanimar e nem desistir. A minha mae Helena, pela insisténcia em
me colocar no caminho certo e ndo desistir de meus objetivos. Ao meu pai-
drasto Gilson pelo incentivo constante e por influenciar minha trajetéria nos
estudos. Ao meu pai Sérgio e meus 8 irméaos pelo apoio e confianga.

O presente trabalho foi realizado com apoio do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) (processo n® 140881/2015-
8).

A minha orientadora, Prof.2 Dr? Lucia Helena Innocentini Mei pela
oportunidade da realizagdo deste trabalho, pela confianga, pelo suporte e por
ao longo dos anos que trabalhamos juntas, sempre me incentivar a superar os
limites que eu mesma me impunha, pois via a minha capacidade de ir além.

A Prof.2 Dr? Cristina Vicente Pontes, do Instituto de Biologia da Unicamp,
por todo apoio e suporte na elaboragcdo e desenvolvimento do trabalho
experimental com o0s animais e demais duvidas para com as questdes
biolégicas deste trabalho, a todos do Laboratério de Aterosclerose, Trombose e
Terapia Celular pelo suporte, em especial a Michele S. Sielski pela colaboragao
nas andlises e Luiz Henrique de Freitas Filho pelo apoio com minhas duvidas
nada basicas. Ao aluno de doutorado Jhonne Torres, também do 1B, por todo

suporte na preparacao das minhas amostras da analise in vivo.



Ao pref.? Dr® Francisco Groppo e ao Dr® Jonny Burga da Faculdade de
Odontologia da Unicamp pela realizagcao e suporte nas analises de viabilidade
celular.

Ao Pref.? Sébastien Livi da Engenharia de Materiais Poliméricos da
Universidade de Lyon/Franga, pela anélise de DMA.

Ao Laboratorio de Recursos Analiticos e de Calibragdo (LRAC), pelo
desenvolvimento do FTIR e MEV.

Ao Laboratério Nacional de Nanotecnologia - LNNano pela
disponibilidade do MEV, e ao Dr. Mauricio L. Sfor¢a e Dr. Silvana A. Rocco do
Laboratorio Nacional de Biociéncias — LNBio pela disponibilidade do RMN —
Dosy, ambos laboratérios situados dentro do Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais - CNPEM.

A irma que ganhei durante o doutorado, futura doutora, Karine
Cappuccio de Castro, que foi fundamental para que este trabalho saisse,
minha parceira em todos os momentos desta jornada dentro do laboratério e a
distancia.

Ao Filipe Vargas Ferreira pelo apoio e desenvolvimento das andlises no
CNPEM e na Universidade de Lyon.

A Sr.2 Maria, por todas as doses de café no meio da tarde, que animou e
salvou muitos de nossos dias no laboratério.

E a todos os amigos do BIOMAT que passaram pela minha vida ao
longo desses anos: Carol, Silvia, fvi, Ivanei, Ananda, Tami e os demais que

fizeram parte desse momento e que me ajudaram, direta ou indiretamente.



"Todo mundo deseja a boa sorte, mas para ser

afortunado, o homem precisa semear o bem."

Meishu - Sama



RESUMO

Neste projeto, foram desenvolvidas membranas nanoestruturadas de poli
(6xido de etileno) — PEQO eletrofiadas, com adi¢cao de trombina como agente
bioativo, para investigar seu potencial no processo de cicatrizagcao de lesdes.
As membranas foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV),
espectroscopia de infravermelho (ATR — FTIR), ressonancia magnética nuclear
(RMN-Dosy), espectroscopia de dicroismo circular (CD), analise dinamico-
mecanica (DMA) e espectroscopia no ultravioleta (UV-Vis). As andlises
mostraram a formagao das fibras com didmetro médio na faixa de 190 nm e a
nao interferéncia da adicdo da trombina na sua morfologia. A trombina manteve
sua estrutura secundaria, interagiu com o PEO e permaneceu ativa nas
membranas apos o processo. Analises bioldgicas para avaliar a citotoxicidade
do material, seu potencial na migragéo in vitro e no crescimento celular in vivo
foram realizadas (MTT, Live/Dead, Scratch Assay). Como resultado o material
nao apresentou toxicidade para células, e as membranas contendo 4 e 8 Ul/mL
de trombina propiciaram uma migragao celular em torno de 69%. Os ensaios in
vivo mostraram que a membrana contendo 8 Ul/mL apresentou maior numero
de macréfagos e maior contracdo da ferida no 2° dia de andlise e maior
angiogénese no 6° dia apds a lesdo. Enquanto as membranas contendo 2 e 8
Ul/mL apresentaram maior espessura do epitélio no 2° dia apos a lesao. Esses
resultados mostram que o material € promissor, eficiente e pode acelerar o

inicio da cicatrizacao.

Palavras-chave: Eletrofiacdo; poli (6xido de etileno); trombina; cicatrizacao



ABSTRACT

In this project, electro-spun poly (ethylene oxide) nanostructured membranes
were developed, with the addition of thrombin as a bioactive agent, capable of
accelerating the wound healing process. Physicochemical characterization of
the membranes were made by scanning electron microscopy (SEM), infrared
spectroscopy (ATR - FTIR), nuclear magnetic resonance (NMR-Dosy), circular
dichroism spectroscopy (CD), dynamic-mechanical analysis (DMA) and
ultraviolet spectroscopy (UV-Vis). The analyzes showed fibers with an average
diameter of 190 nm and no interference in its morphology after the addition of
thrombin. Thrombin maintained its secondary structure, interacted with the PEO
chains and remained active in the membranes after the process. Biological
analyzes were performed to evaluate the material's cytotoxicity, its potential for
in vitro migration and cell growth in vivo (MTT, Live / Dead, Scratch Assay). As
a result, the material was non-toxic to cells, and the membranes containing 4
and 8 IU / mL of thrombin provided a cell migration of around 69%.

The in vivo tests showed that the membrane containing 8 IU/mL showed a
greater number of macrophages and greater contraction of the wound on the
2nd day of analysis and greater angiogenesis on the 6th day after the injury.
While the membranes containing 2 and 8 IU/mL presented greater epithelial
thickness on the 2nd day after the injury. These results showed that the material

has great potential to accelerate the healing process.

Keywords: Electrospinning; poly (ethylene oxide); thrombin; wound healing
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1. INTRODUCAO

As doengas crbnicas, nao transmissiveis, representam atualmente 38
milhdes de casos de dbitos por ano no mundo e, desses casos, mais de 14
milndes de mortes ocorrem entre as idades de 30 a 70 anos, sendo 85%
destas em paises em desenvolvimento. No Brasil, esses tipos de doengas séao
igualmente importantes, com destaque para as do aparelho circulatério (31%),
neoplasias (17%), doengas respiratorias crénicas (6%) e diabetes mellitus
(6%), sendo esta Ultima uma das principais causas de lesdes crénicas
(OLIVEIRA et al., 2019).

O diabetes mellitus representa um importante problema de saude
publica no mundo todo, que atinge cerca de 382 milhbes de pessoas.
Atualmente, 80% destas pessoas vivem em paises de baixa e média renda.
Desse numero, 11,9 milhées de pessoas vivem no Brasil, onde a doenca se
concentra em individuos com menor escolaridade e de idade mais avancada
(OLIVEIRA et al., 2019).

Nesse contexto, os pacientes que desenvolvem lesdes crdnicas de pele
acabam por tentar solugdes proprias, baseadas em cuidados ndo comprovados
cientificamente. Muitas vezes, por recomendacdes de leigos, realizam terapias
inadequadas e inseguras, provocando riscos a sua saude e afetando a
qualidade de vida (DIAS; SILVA, 2006).

Atualmente, as feridas cronicas sao tratadas com uma ampla variedade
de curativos adaptados aos tipos da ferida (seca ou exsudada, limpa ou
infectada, superficial ou profunda), sendo varios os tipos de curativos

desenvolvidos, incluindo borracha, espuma, hidrocoldide, membrana e hidrogel
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(ZHAO et al., 2017). Os curativos mais simples, como gazes e bandagens,
protegem a ferida de trauma mecénico e infiliragdo bacteriana, além de
permitirem trocas gasosas e fluidas; eles s&o usados como suporte para
curativos mais complexos ou para o tratamento de feridas superficiais, rasas e
nao infectadas. A maioria das feridas cronicas requer um controle especifico
dos niveis de umidade, estando disponiveis no mercado varios curativos,
incluindo hidrocoldides e alginatos, capazes de manter ou fornecer niveis
adequados de umidade (ABRIGO; MCARTHUR; KINGSHOTT, 2014).

No entanto, dispositivos mais avancados sdo capazes de reduzir a carga
bacteriana no leito da ferida, liberando agentes antimicrobianos como iodo ou
prata; além disso, aumentam a velocidade de cicatrizagdo e a deposicéao de
principios ativos diretamente no local da ferida. Embora esses curativos
tenham melhorado significativamente o gerenciamento de feridas, ainda ha um
numero grande de pesquisas focando o desenvolvimento de dispositivos cada
vez mais eficientes. Procura-se obter dispositivos capazes de, efetivamente
curar feridas crénicas, durante o combate a infeccdo, evitando problemas na
manipulagdo do curativo além de diminuirem o tempo prolongado de
recuperacao, que torna mais doloroso o processo de regeneracao dos tecidos
(FERREIRA; PAGGIARO, 2010; OLIVEIRA et al., 2019).

Nesse sentido, membranas obtidas por eletrofiacdo para aplicacdo como
biomaterial, tais como scaffolds (arcaboucos) para aplicacdo na engenharia de
tecidos, curativos artificiais, dispositivos para liberacdo controlada de
medicamentos, dentre outras aplicagées, vem se destacando cada vez mais
nas pesquisas, seja pela facilidade na fabricacdo ou pela capacidade de se

assemelhar aos tecidos bioldgicos, uma vez que se apresentam em escala
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nanométrica. Sendo assim, novos tipos de biomateriais tém sido aperfeicoados
para a utilizagdo em cirurgias reconstrutivas, trazendo com isso um grande
desenvolvimento para o campo da engenharia de tecidos (DADO;
LEVENBERG, 2009).

A eletrofiacao (electrospinning) € atualmente uma das tecnologias mais
promissoras para a obtengdo de fibras nanoestruturadas, sendo um
procedimento simples e versatil na producao de fibras poliméricas, que pode
alcancar diametros na ordem de algumas dezenas a centenas de nanémetros,
ampliando assim a area de contato de dispositivos curativos (ABRIGO;
MCARTHUR; KINGSHOTT, 2014; DEMIR, 2010).

Biomateriais nanofibrosos, obtidos com polimeros sintéticos e/ou
naturais biodegradaveis, pela técnica de eletrofiagcdo, com ou sem a presenca
de bioativos, se constituem em scaffolds promissores para aplicagdo em
engenharia de tecidos, devido a similaridade com matrizes extracelulares
(ECM) naturais (SILL; VON RECUM, 2015). Portanto, estudos mais detalhados
de oOrgaos e tecidos do corpo humano fazem-se necesséarios, para que 0
desenvolvimento de novos biomateriais seja consolidado.

Dentre varios 6rgaos, o estudo sobre as fungdes da pele é de
consideravel relevancia, haja vista que se trata do maior érgdo do corpo
humano e muito susceptivel a danos provocados pelo ambiente. Suas lesbes
podem ocorrer com ou sem perda de tecidos, obrigando o organismo a iniciar
um processo de cicatrizacdo com o intuito de reestruturar o local afetado. No
decorrer desse processo, muitos fatores podem interferir e causar desvios na

sequéncia de cicatrizacdo, como no caso de uma lesdo cronica na fase
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inflamatéria que pode dificultar a recuperagdo de pacientes (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

Feridas de dificil cicatrizacdo, como a de pacientes portadores de
diabetes mellitus, por exemplo, constituem um desafio encontrado por médicos
na cura de inumeros pacientes, incentivando as pesquisas desenvolvidas na
area (OLIVEIRA et al., 2019).

Dificuldades com os tratamentos convencionais, como o0 tempo
prolongado de recuperagdo, problemas na manipulagdo do curativo e/ou o
custo do tratamento, torna mais demorado e doloroso o processo de
regeneracao dos tecidos (OLIVEIRA et al., 2019). E é por esse motivo que se
faz necessario o desenvolvimento de novos tratamentos e/ou dispositivos mais
avangados, capazes de reduzir a carga bacteriana e melhorar o gerenciamento
de feridas de forma efetiva, tem sido a busca de muitos pesquisadores.

Para suprir esses desafios, a utilizacdo de terapias, com componentes
do sangue, como a trombina, fatores de crescimento e plasma rico em
plaquetas, para a cicatrizacdo das lesbes de pele, vem ganhando destaque
cientifico e tem demonstrado grande potencial na cura de lesées (EVERLAND
et al., 2013; HUANG et al., 2015; XIE et al., 2013; ZIV-POLAT et al., 2010).

A trombina tem um papel importante no processo de coagulagao,
fundamental no reparo de lesdes da pele e, por isso, vem ganhando destaque
nas terapias de recuperacdao (GUGERELL et al., 2014; HUANG et al., 2015;
LOPES et al., 2005), e vem sendo indicada para o tratamento da hemostasia
em cirurgia, juntamente com o fibrinogénio, para promover o selamento de
tecidos e suporte na sutura de cirurgias vasculares quando as técnicas padrao

demonstram ser insuficientes.
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Além desta aplicacdo, a trombina também é requerida no processo de
formacédo de coagulos durante o uso do curativo Gelfoam®, para uso apenas
hospitalar, que vai atuar através da liberacdo de tromboplastina das plaquetas,
que ocorre através do choque destas com as paredes dos intersticios do
curativo, onde a tromboplastina reage com protrombina e calcio para produzir
trombina, e esta sequéncia inicia a reacdo de coagulacdo (MUNIZ et al., 2017).

Portanto, desenvolver um dispositivo que utilize esse componente
natural do corpo humano, como principio ativo encapsulado em membranas
nanofibrosas poliméricas, pode representar um marco na medicina, uma vez
que possibilitaria 0 uso doméstico e de facil manuseio e aplicagdo. Deste
modo, se constitui numa nova modalidade de terapia que auxilia os
profissionais da saude a vencerem os desafios no intuito de recuperar lesdes
cutaneas de dificil cicatrizagdo (PEREIRA; BACHION, 2008). Trabalhos
utiizando a trombina com fins de auxiliar no processo de cicatrizagdo foram
publicados nos ultimos anos, entretanto nenhum deles fazendo uso do
processo de eletrofiacdo (GUGERELL et al., 2014; SHI et al., 2020; WANG et
al., 2020a; XIE et al., 2013; XU et al., 2020; ZIV-POLAT et al., 2010).

Essa proteina resulta da clivagem proteolitica da protrombina e que,
numa definicdo mais simples, se constitui numa enzima do plasma sanguineo
que catalisa a conversao de fibrinogénio a fibrina, a ultima etapa do processo
de coagulacdo do sangue, e tem elencada em suas funcbes a acéao
procoagulante, protrombotica e sinalizadora (MARAGOUDAKIS;
TSOPANOGLOU, 2009; OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV,

2014).
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Além disso, possui uma proporcdo excepcionalmente grande de
residuos carregados, na qual cargas negativas e positivas dos residuos néo
séo distribuidas uniformemente por toda a molécula, mas sdo agrupados para
formar um potencial eletrostatico (BODE; TURK; KARSHIKOV, 1992).

Estes grupos carregados da trombina, por sua vez, dao origem as forgas
eletrostaticas bastante altas ao redor da molécula de trombina, podendo
favorecer uma interagdo eletrostatica com outras estruturas, como por
exemplo, a heparina (BODE; TURK; KARSHIKOV, 1992).

Essa caracteristica pode ser utilizada no desenvolvimento de
membranas de biopolimeros, carreadoras de trombina, com o intuito de
controlar a sua liberagéo no local desejado pela atragcéo eletrostatica desta com
a matriz polimérica, possivelmente a partir de interagdes do tipo ligacbes de
hidrogénio, como descrito na literatura (BURRIDGE et al., 2020).

De acordo com a literatura a difusdo do medicamento € proporcional a
espessura do dispositivo, € que ao passar de macro para micro e para
materiais nano-dimensionados, as taxas de liberacdo de medicamentos mudam
para perfis que sdo rapidos demais para serem terapeuticamente benéficos
(SILL; VON RECUM, 2015). Sendo assim, através de uma interacdo mais forte
entre polimero/principio ativo, pode-se diminuir esse efeito da rapida difusao
nos sistemas de liberagdo controlada com materiais nanoestruturados, fazendo
com que este se comporte de maneira mais eficiente.

Com base no exposto, esse trabalho teve como objetivo a incorporacao
de trombina em uma matriz polimérica nanoestruturada biocompativel, para
criacao de um dispositivo tdo ou mais eficientes que os existentes no mercado,

que disponibilize a trombina no local a ser recuperado. O sucesso desta
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incorporacao permite aumentar a oferta de curativos na rede publica de saude
e no mercado em geral, uma vez que esses dispositivos possuem grande
potencial para o tratamento de lesées cuténeas, crénicas ou ndo, oriundas de
outras doencas ou adquiridas por cirurgias, disponibilizando a trombina de
forma simples no local desejado, acelerando o processo de cicatrizagao,
prevenindo hemorragias, evitando a infecgdo e diminuindo o tempo de

recuperacao dos pacientes.



29

2. OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento e caracterizagao fisico-quimica e biolégica de membranas de
poli (6xido de etileno) (PEQO) eletrofiadas, contendo trombina como principio

ativo, verificando seu efeito na cicatrizacao de lesdes teciduais.

2.1.Objetivos Especificos

1. Preparar e caracterizar solugbes poliméricas de poli (6xido de etileno) -
PEO, quanto a viscosidade, condutividade elétrica e tensédo superficial na fase
da pré-eletrofiagao.

2. Preparar e caracterizar membranas eletrofiadas das solugbes de PEO,
estabelecendo a relagdo entre a morfologia da membrana obtida com as
caracteristicas das solugcbes e com os parametros do processo.

3. Selecionar os melhores parametros de obtengcdo de membranas, com
didmetros de fibras dentro do desejado, e produzi-las com adi¢cao de solucdes
de trombina em diferentes concentragdes.

4. Caracterizacao fisico-quimica das membranas obtidas nos itens 2 e 3, por
MEV, DMA, FT-IR, RMN — Dosy e Dicroismo Circular, para observar possiveis
alteracées da estrutura da membrana e da trombina, assim como sua
presenca, apos o processo de eletrofiacao.

5. Realizar andlise em UV-Vis para avaliar a atividade da trombina na
membrana apds o processo de eletrofiagao.

6. Caracterizacao biolégica - realizar testes citotoxicolégicos (MTT e

Live/Dead), migracao celular in vitro (Scratch Assay) e de cicatrizagao in vivo,
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seguindo o Guia Internacional de Biodiversidade e Experimentacdo Animal

(CIOMS, 1985).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Eletrofiacao (ELECTROSPINNING)

A eletrofiagdo é uma técnica simples, que permite a producao de fibras
com diametros na ordem de 10 microns a 10 nm, pela aceleragcao de um jato
de uma solugéo carregada sob a influéncia de um campo elétrico. Esta técnica
tem chamado a atencado devido a facilidade de se obter fibras nanométricas,
tanto de polimeros naturais como sintéticos. Aplicagdes potenciais para estas
fibras incluem a area de filtragdo, de catdlise, de liberagdo de drogas, de
engenharia de tecidos, dentre outras igualmente importantes (FRIDRIKH et al.,
2003).

Este processo utiliza uma fonte de alta voltagem que polariza as cadeias
na solucao polimérica ou no polimero fundido, pela acdo de um campo elétrico
aplicado, acelerando o trajeto do polimero até um coletor de polaridade oposta
a da solucdo (figura 1). A medida que aumenta a atracéo eletrostatica entre as
cargas opostas do liquido e do coletor e que a repulsdo eletrostatica entre as
cargas no liquido se tornam mais fortes, o fio da solucdo que sai da seringa
muda de um menisco arredondado para um formato aproximado de cone,

denominado cone de Taylor (SILL; VON RECUM, 2008).
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Figura 1 - Equipamento de eletrofiacdo.
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Fonte: SILL; VON RECUM (2015)

Quando a tensao aplicada é alta o suficiente para superar as forcas da
superficie que atuam no cone de Taylor, um jato estreito de liquido é gerado a
partir deste e viaja em direcao ao coletor. Um eletrodo de polaridade oposta ou
carga neutra (aterrada) é localizado nas proximidades para atrair e coletar as
fibras. A medida que o jato liquido viaja pelo ambiente em dire¢do ao coletor, o
solvente do jato evapora e uma fibra sélida é depositada (HASAN et al., 2014).

Atualmente, a técnica é considerada um método bastante simples e
versatil para a obtencdo de membranas (figura 2) constituidas de fibras
poliméricas, de alta funcionalidade e alto desempenho, que podem
revolucionar o campo dos materiais estruturados com amplo campo de
atuacao, apesar de ainda nao ser possivel quantificar a area disponivel das

nanofibras, por ndo termos tecnologia para isso no momento.
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Figura 2 - Membrana obtida pelo processo de eletrofiagao.
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Fonte: A autora

Entretanto, ressalta-se que uma grande quantidade de parametros
associados a solucao (viscosidade, condutividade elétrica e tensdo superficial),
ao polimero (massa molar e interacdo entre este e o solvente), ao processo
(como campo elétrico aplicado, distancia entre agulha e coletor, vazdo da
solucédo e velocidade do coletor, em caso de coletor rotativo) e ao ambiente
(umidade e temperatura) pode influenciar nas propriedades das fibras obtidas
(COSTA et al., 2012a).

Sill e Von Recum (2015) descreveram relagdes entre alguns parametros
do processo e a morfologia das fibras obtidas. Segundo a pesquisa, 0 aumento
da vazdo da solugdo e da concentracdo do polimero na solucdo (que se
relaciona com a viscosidade) proporciona o aumento do didmetro da fibra, com
potencial ocorréncia de contas na estrutura. O aumento da tenséo, da distancia
entre agulha e anteparo e da condutividade elétrica da solugéo, fazem com que
o diametro das fibras diminua. E ainda, com o uso de solventes mais volateis,
sdo obtidas fibras com microtexturas, o que possibilita um aumento da

superficie de contato do material (SILL; VON RECUM, 2015).
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E importante destacar que a relagdo exata entre parametros e
morfologias sera diferente para cada sistema, e que dependendo do numero de
parametros analisados, resultados diferentes podem ser obtidos, mesmo
usando o mesmo polimero e equipamento. Devido aos varios entraves para o
sucesso do processo de eletrofiagdo, torna-se extremamente necessario o
estudo dos parametros envolvidos, para se alcangar fibras com as
caracteristicas desejadas, de acordo com o objetivo pretendido.

Quando se fala desta técnica, muito se discute sobre o potencial de
aplicacédo das nanofibras, que podem ser utilizadas em diversas areas, desde a
bioengenharia até a engenharia eletrénica. Tal potencial impulsionou nos
ultimos anos um crescimento exponencial de pesquisas na area de engenharia
de tecidos e liberacdo controlada de medicamentos (SILL; VON RECUM,
2015). Evidéncia disso vem do grande numero de trabalhos publicados nessa
area, devido a semelhanca desses materiais com os tecidos humanos
(WEBBER et al., 2012), podendo apresentar a mesma ordem dimensional dos
materiais bioldgicos (SILL; VON RECUM, 2015). Deste modo, tais materiais
possuem caracteristicas que os tornam propicios ao uso como biomaterial.

Como exemplo de pesquisas que utilizaram a técnica de eletrofiagéo,
pode-se citar a de Mahoney e equipe que prepararam scaffolds de nanofibras
de poli (caprolactona)/quitosana para regeneracédo de tecido traqueal, obtendo
um material que exibiram uniformidade, integridade estrutural, propriedades
mecanicas adequadas e compatibilidade celular (MAHONEY et al., 2016).

Outras pesquisas, como de Gautam, Dina e Mishra, eletrofiaram
compositos de poli (caprolactona)/gelatina para uso na engenharia de tecidos,

como scaffolds. As interacdes obtidas entre poli (caprolactona) e gelatina se
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mostraram benéficas para a adeséo e proliferacdo celular, ratificando o uso
como biomaterial (GAUTAM; DINDA; MISHRA, 2013).

Santos e colaboradores desenvolveram curativo nanoestruturado de poli
(acido latico) com o fitoterdpico Sedum dendroideum para aplicagdo na
cicatrizagdo de pele em ratos Wistar, apresentando, no teste in vivo, um
significativo aumento de células inflamatdrias, fibroblastos, fibras colagenas e
espessura do epitélio, comprovando a eficacia do material na cicatrizacao de
feridas (SANTQOS et al., 2013).

Scaffolds eletrofiados com quitosana, hidroxiapatita e genipin foram
desenvolvidos para uso como matriz extracelular éssea por Fronhbergh e
colaboradores, que obtiveram uma membrana com boas propriedades
mecanicas, sendo potenciais candidatos ao uso na engenharia de tecidos
0sseos para reconstrugdo craniana e maxilo - facial (FROHBERGH et al.,
2012).

Também na area de biomateriais, Nista, Bettini e Mei desenvolveram
membranas com estrutura core-shell, com propriedades muco adesivas de
quitosana e alginato, com potencial aplicagdo em liberagdo controlada de
medicamentos, para uso tépico em gengiva (NISTA; BETTINI; MEI, 2015).

As pesquisas citadas, dentre tantas outras que fizeram e fazem uso da
técnica, mostram que existe viabilidade deste processo no desenvolvimento de
novos materiais com aplicabilidade na area da saude, corroborando com a
escolha da eletrofiagcdo para desenvolver membranas com caracteristicas anti-

hemorragicas e cicatrizantes como neste trabalho de pesquisa.
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3.2.Poli (Oxido de Etileno) — PEO

O poli (6xido de etileno) — PEO — é um homopolimero de baixo custo,
termoplastico, produzido pela polimerizacao heterogénea do 6xido de etileno.
Por ser soluvel em agua e biocompativel, PEO tem sido usado em muitos
materiais compadsitos e nanocompadsitos, hidrogéis e sistemas de liberagao
controlada (NETO; FONSECA; PEREIRA, 2015; WANG et al., 2013b). Trata-se
de um polimero com um sé tipo de monémero (6xido de etileno, figura 3),
denominado homopolimero, com carater ndo i6nico e representado pela

formula: (OCH2CHz) (ISRAELACHVILI, 1997).

Figura 3 - Férmula estrutural do monémero do polimero poli (6xido de etileno).
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Fonte: A autora

Nas ultimas décadas, cientistas tém investigado sobre as muitas
propriedades fisicas deste polimero, por possibilitar aplicacées diversas em
inUmeras areas, tais como adesivos para proteses dentarias, peliculas para
embalagens, espessamento de tintas a base de agua, reducdo de atrito,
purificacdo de materiais bioldgicos e medicamentos (BURGAZ, 2011). Esse
composto é biocompativel, incolor, inodoro, limpido e inerte para muitos

agentes quimicos (ALCANTAR; AYDIL; ISRAELACHVILI, 2000).
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O poli (6xido de etileno) é o polimero solivel em 4gua mais comum e
também miscivel neste solvente em todas as propor¢cdes a temperatura
ambiente; entretanto, em temperaturas elevadas (> 98° C) sua solubilidade
diminui (NETO; FONSECA; PEREIRA, 2015). Esta caracteristica faz com que
seu emprego como biomaterial seja usual, pois melhora o potencial de
biocompatibilidade e evita o uso de solventes orgéanicos, téxicos para a
exposicao de células, in vitro ou in vivo (JIN et al., 2002).

Por ser bioadesivo, ou seja, capaz de se ligar a substratos bioldgicos
(muco e citoadesivos), este polimero se torna bastante util para aplicagcdo em
liberacdo controlada, ou outras formas inovadoras de administracdo de
medicamentos (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

A eletrofiacdo é uma das formas de se produzir dispositivos para
liberacdo controlada, e o PEO conquistou sua popularidade com ela, tendo
diversos artigos publicados desde o ano de 1995. Por ser um polimero
altamente eletrofiavel, ele foi inclusive utilizado para o desenvolvimento dos
equipamentos desta técnica em diversos outros estudos (DEITZEL et al., 2001;
DOSHI; RENEKER, 1995). Podendo ser aplicado sozinho ou em conjunto com
outros polimeros e/ou materiais, para o desenvolvimento de biomateriais
(BURGAZ, 2011; FROHBERGH et al., 2012; HUANG et al., 2003; JIN et al.,
2002; LI; YANG, 2020; WANG et al., 2013b; ZARGHAMI et al., 2015).

O PEO é utilizado com frequéncia em compdsitos para melhorar as
propriedades de outros polimeros. Um dos exemplos € o trabalho de Zarghami
e colaboradores, que produziram compdsitos de quitosana/PEO/PCL/6leo de

oliva. Neste trabalho, o PEO foi utilizado para melhorar as propriedades
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mecanicas da quitosana, para aplicacdo como scaffolds no recobrimento de
feridas (ZARGHAMI et al., 2015).

Com a intencdo de melhorar as condigbes de processamento na
producdo de membranas eletrofiadas e para melhorar a biocompatibilidade do
material desenvolvido, Jin e colaboradores prepararam blendas de
fibroina/PEO, obtendo com sucesso nanofibras através do processo de
eletrofiacdo (JIN et al., 2002).

Nanocompésitos de PEO/argila/silica foram preparados para o estudo
das propriedades termomecanicas e morfolégicas do material para aplicacao
em baterias recarregéveis de litio, com melhoras nas caracteristicas estudadas
(BURGAZ, 2011).

Devido a sua gama de boas propriedades mostradas nos diversos
estudos publicados até os dias de hoje, o PEO se mostra uma excelente opcéo
para o desenvolvimento de biomateriais nanoestruturados e formas inovadoras
de administracdo de medicamentos, que podem ser uma alternativa as terapias

convencionais de tratamento utilizadas na medicina.

3.3.Trombina

A trombina, proteina fundamental no processo de coagulagdo, é
responsavel por manter e estabilizar a rede de fibrina que reforca os tampdes
hemostaticos. Assim, enquanto a capacidade de formar agregados de
plaquetas é o fator fundamental para o inicio da hemostasia, a habilidade para

gerar trombina pelos mecanismos intrinseco e extrinseco da coagulacao do
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sangue € a chave necessdria para as etapas posteriores da hemostasia
(FENTON; FASCO; STACKROW, 1977).

A molécula de trombina se constitui numa serina protease da familia da
quimotripsina, que inclui enzimas envolvidas nos processos de digestdo e
degradacao, coagulagdo sanguinea, imunidade mediada por células e morte
celular, fibrindlise, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario, e apresenta um
tempo de meia vida de 15 s no plasma humano, devido ao controle rigoroso
dos inibidores (ZIV-POLAT et al., 2010).

Sua precursora, a protrombina, € produzida no figado e liberada no
plasma, que permanecera circulando na corrente sanguinea até que seja
convertida em trombina madura na cascata de coagulacao (KRENZLIN et al.,
2016). Uma vez entdo gerada no sangue, a trombina desempenha duas
fungbes importantes e paradoxalmente opostas (DI CERA, 2008; FENTON;
FASCO; STACKROW, 1977).

Atua como um fator pré coagulante quando converte o fibrinogénio em
um coagulo insoluvel de fibrina, que ancora as plaguetas no local da lesao e
inicia processos de reparo de feridas. Essa agéo é reforcada e amplificada pela
ativacao do fator Xlll da transglutaminase, que estabiliza covalentemente o
coagulo de fibrina, a inibicdo da fibrindlise e a ativacao proteolitica dos fatores
V, VIl e XI (CERA, 2003).

Por outro lado, atua como anticoagulante através da ativacdo da
proteina C. Essa funcdo se desenvolve in vivo apés a ligacdo a
trombomodulina, um receptor na membrana das células endoteliais. O
sequestro de trombina por trombomodulina e a ativagdao da proteina C na

microcirculacdo, constituem a via anticoagulante natural que impede a
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conversdo intravascular maciga de fibrinogénio em um coagulo insoltuvel na
geracéao de trombina (CERA, 2003).

A eficiéncia da cascata de coagulacao depende do equilibrio entre essas
duas vias: pré coagulante e anticoagulante. Sendo assim, a trombina é o
arbitro principal desse equilibrio em virtude de seu duplo papel e, portanto,
recebeu muita atencdo como agente de terapias anticoagulante (DI CERA,
2008).

Além de desempenhar um papel central na trombose e hemostasia, a
trombina também atua em outras func¢des, como levar respostas inflamatérias,
proliferacdo/modulacéo celular, protecdo celular e apoptose. E capaz de ativar
varios fatores de coagulacdo e do plasma, exibe reatividade em relacao a
proteina C (importante na funcdo anticoagulante), induz a agregagéo e
estimula a secrecdo plaquetdria, causandomitogénese em fibroblastos e
células semelhantes a macréfagos. Ademais, atua como uma molécula de
sinalizacdo polifuncional que se liga a varios substratos com uma ampla
diversidade estrutural (BERLINER, 1992; KRENZLIN et al., 2016).

A trombina apresenta estrutura quaternaria (figura 4) e é composta por
duas cadeias polipeptidicas, que sdo ligadas covalentemente através de uma
ligacao dissulfeto. A cadeia menor é composta por 36 residuos e normalmente
denominada cadeia A ou L (light). A cadeia maior com 259 residuos é
denominada cadeia B ou H (heavy). A cadeia A fica localizada no hemisfério
oposto de onde esta localizado o sitio ativo. Este fica localizado na cadeia B e
é caracterizado por uma cavidade no centro da molécula. A cadeia A é rica em
residuos carregados que fazem interagdes polares com parceiros da cadeia B

(DI CERA, 2007).
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Figura 4 - llustragcéo da fita da cadeia polipeptidica da trombina humana.
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Fonte: BERLINER (1992)

Sua estrutura possui um numero excepcionalmente grande de residuos
com cargas, em comparagao com as enzimas pancreaticas. As cadeias Ae B
contém 9 e 31 residuos &cidos e 6 e 37 residuos basicos, respectivamente. Em
alguns locais da superficie da trombina, grupos quimicos carregados e
desigualmente distribuidos sao responsaveis por aglomerados de cargas
positivas e negativas, que dao origem a altas forcas de campo eletrostatico ao
redor da superficie da trombina. Esse agrupamento de cargas é a razéo da
forte interacao eletrostatica da trombina com estruturas aniénicas (figura 5),
mesmo em valores fisioldgicos de pH, onde sua carga geral é quase nula

(BODE; TURK; KARSHIKOV, 1992).
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Figura 5 - Desenho esquematico das interagdes idnicas dentro da cadeia A da
trombina e entre a cadeia A da trombina (conexdes em negrito) e a cadeia B

(conexdes duplas).
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Fonte: BODE; TURK; KARSHIKOV (1992)

E de conhecimento que a trombina atua no fibrinogénio para formar
fibrina, exercendo um efeito de coagulagcao do sangue, sendo esse o motivo de
ser usada clinicamente como agente hemostatico para aplicagdo topica no
campo da cirurgia. Entretanto, devido a sua instabilidade em solugdo aquosa,
geralmente é transformada em preparacdo médica liofilizada, e a dissolugéo é
feita apenas no momento da cirurgia, logo antes de ser aplicada (HIDEO
NISHIMAKI et al., 1992).

Visto as caracteristicas e importancia da trombina no processo de
coagulacao e cicatrizacao, além dos inumeros estudos ja desenvolvidos para
desvendar tais func¢des, novos estudos vém sendo realizados para conseguir

desenvolver maneiras de utiliza-la de forma tépica, para auxiliar na cicatrizagao
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de feridas (CRESTE et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2016; HUANG et al.,
2015).

Ziv-Polat e colaboradores examinaram a eficiéncia da trombina ligada a
nanoparticulas de maghemita, um membro da familia dos éxidos de ferro, para
aplicacéo na cicatrizacao de feridas em comparagado com a trombina livre. Para
tanto, trataram as feridas com fibrinogénio, CaClz e trombina, ligada e livre;
fecharam as feridas com grampos e as observaram ao longo de 28 dias. Como
resultado, obtiveram maior resisténcia com relagao a tracao da pele e estagios
mais avangados da cicatrizagdo, nas feridas tratadas com trombina ligada,
quando comparada ao controle (ZIV-POLAT et al., 2010).

Gugerel e colaboradores compararam as biomatrizes de fibrina
encontradas no mercado com diferentes concentracbes de trombina, para
identificar a relagdo da concentracdo com a cicatrizacdo excisional de ratos.
Em biomatrizes com altas concentracdes de trombina (800 — 1200 Ul/mL) foi
observada uma deterioracdo da compatibilidade celular, um menor nimero de
vasos sanguineos e menores quantidades do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF). Por sua vez, nas biomatrizes com menor quantidade de
trombina (4 Ul/mL), foram observados um fechamento mais rapido e feridas
com menor grau de severidade (GUGERELL et al., 2014).

O estudo da eficacia de um selante hemostatico durante o controle do
sangramento causado por trauma hepatico em cées foi realizado por Xie e
equipe baseado na formacédo de gelatina in situ catalisada por trombina e
reticulada por transglutaminase. Para isso, foram lesionados figados de caes e
as feridas foram tratadas por 10 dias com selante tépico. Como resultado, foi

observado que a hemostasia, e consequentemente a perda de sangue, foi



44

significativamente menor nos grupos tratados com o selante. As lesGes se
tornaram significativamente menores no 3° dia de tratamento, com fechamento
no 7° dia, ao passo que as lesdes controle permaneciam abertas ao final do
10° dia de estudo. Isso mostrou que o material desenvolvido com trombina
apresentou uma eficiéncia muito melhor na hemostasia e cicatrizagdo de
feridas (XIE et al., 2013).

Outro grupo, Huang e colaboradores, desenvolveu um curativo
hemostatico para hemorragia, baseado numa esponja de quitosana revestida
por filmes auto montados de trombina e acido tanico, envolvendo interagdes do
tipo ligagcbes de Hidrogénio entre essas substancias em pH fisioldgico. Os
resultados obtidos mostraram que a quitosana revestida apresentou uma taxa
significativamente maior de coagulagdo, com a meia vida da trombina
imobilizada 8,5 vezes maior que a da trombina livre. A partir desses resultados
este material demonstrou ser um candidato a ser utilizado como curativo em
hemorragias descontroladas (HUANG et al., 2015).

Os exemplos aqui relacionados foram os poucos trabalhos, encontrados
na literatura, que fizeram uso da trombina como principio ativo, associada a
outro material bioldégico ou ndo, no estudo de cicatrizagdo tecidual. Diante de
tal fato, torna-se necesséario aprofundar e ampliar as pesquisas para o
desenvolvimento de novos materiais associados a trombina, com fins
cicatrizantes, como alternativa viavel para cicatrizacdo de feridas de varias
naturezas, como o caso daquelas de dificil cicatrizacdo como sera abordado a

seqguir.
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3.4.Lesoes na Pele e Processos de Cicatrizacao

Quando qualquer regido da pele sofre algum tipo de leséo, o tecido ira
se recuperar através de proliferacdo e crescimento de células da derme
(fibroblastos e outras células estromatosas) e/ou epiderme (queratinécitos e
melandcitos) remanescente (JANSSON; HAEGERSTRAND; KRATZ, 2001).

As lesdes de pele sédo classificadas em feridas sem perda de tecido
(como as decorrentes de cirurgias) e com perda de tecido (queimaduras,
abrasbes e Ulceras resultantes de traumas ou de doencas cronicas). Sao
também classificadas pelas camadas envolvidas (figura 6): feridas superficiais
atingem a derme, feridas profundas parciais atingem o tecido subcuténeo
(hipoderme), e feridas profundas totais atingem os musculos e as suas

estruturas adjacentes (PAUL; SHARMA, 2004).

Figura 6 - (A) Esquema da estrutura da pele e (B) corte histologico.
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Durante o processo de cicatrizagdo tecidual, diferentes fases

simultaneas atuam de forma a reestruturar o local afetado. E um processo



46

complexo e engloba a organizagdo das células, sinais quimicos e matriz
extracelular para reparar o tecido (FERREIRA et al., 2010).

E entendido por matriz extracelular o conjunto de macromoléculas,
proteinas e polissacarideos, localizados entre as células de um determinado
tecido ou no lado externo da membrana plasmatica de qualquer célula,
considerada isoladamente. Esses componentes sdo geralmente produzidos
pelas mesmas células ou fornecidos pela corrente sanguinea. Nos dois casos,
eles se organizam numa espécie de rede e ocupam o espaco entre as células,
formando o meio em que elas sobrevivem, se multiplicam e desempenham
suas funcdes (ARENAS; DE ZURBARAN, 2002).

Do processo de cicatrizagcdo, a hemostasia, primeira das fases, comeca
imediatamente apds o ferimento, com constricdo vascular e formacao de
coagulos de fibrina (GUO; DIPIETRO, 2010). Consiste de quatro fases
altamente integradas e sobrepostas: (a) iniciacdo, (b) amplificacdo, (c)
propagacao e (d) finalizagdo, na qual diversas proteinas circulantes do sangue,
atuando como enzimas, normalmente inativas, sdo tratadas como fatores de
coagulacao.

Todo o processo desencadeado por estes fatores de coagulacéo
depende da ativacdo de um fator para ativacao do seguinte, por isso, este
processo foi denominado de cascata da coagulagéo, ou em uma definicdo mais
atual, modelo da coagulacdo baseado em superficies celulares (FERREIRA et
al., 2010).

O obijetivo final de todas as ativacdes dos fatores € a transformacao do
fibrinogénio em fibrina, com a formacao de uma rede e consolidacao do plug

plaquetario em um coagulo de carater mais duradouro. Os fatores de
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coagulacdo foram denominados através da utilizagdo de numeros romanos,
indicadores da ordem na qual foram descobertos. As fases e suas fungdes
biofisiologicas (figura 7) devem ocorrer na sequéncia adequada e continuar por

um periodo especifico em uma intensidade ideal (GUO; DIPIETRO, 2010).
Figura 7 - Modelo da coagulagdo baseado em superficies celulares.
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A fase de iniciagdo (a) ocorre quando células que expressam o fator
tecidual (FT) em sua superficie sdo expostas aos componentes do sangue na

regiao da lesdo. Em uma sequéncia de ativacoes de diferentes fatores, como
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mostrado na figura 7, o FT forma um complexo com o fator VII, que ativa os
fatores X e V. Estes nas suas formas ativas formam um outro complexo,
FXa/FVa, que é denominado protrombinase. Este complexo FXa/FVa, por sua
vez, é responsavel por ativar pequenas quantidades do fator Il, ou seja,
transformar protrombina (FIl) em trombina (Flla), proteina esta de demasiada
importancia ao longo de todo o processo de coagulacdao (FERREIRA et al.,
2010).

Na fase (b) amplificagdo, as plaquetas que escaparam de dentro do
vaso se ligam ao colageno e outros componentes da matriz extracelular, onde
serdo parcialmente ativadas, formando entdo um tampao plaquetario. Neste
momento, pequenas quantidades de trombina podem interagir com as
plaquetas, iniciando o processo hemostatico (FERREIRA et al., 2010; GUO;
DIPIETRO, 2010).

Logo em seguida se inicia a fase (c) de propagacgéo, responsavel por
atrair uma grande quantidade de plaquetas para a lesdo e pela produgéo do
complexo FIXa/FVllla, denominado tenase, que sera responsavel por ativar o
fator X. Tal fator formard mais uma vez o complexo FXa/FVa, ou
protrombinase, responsavel agora por converter grande quantidade de
protrombina em trombina. Neste momento do processo, a trombina, em mais
uma de suas fungdes em toda a cascata, ird quebrar o fibrinogénio em
monémeros de fibrina, que polimerizam para consolidar o tampao plaquetario
inicial (FERREIRA et al., 2010).

Finalmente, a fase de finalizagdo (d) é responsavel pela formagédo do
coagulo sobre a area da lesao. Para evitar obstrucdo tromboética do vaso, o

processo deve se limitar a regido lesionada; sendo assim, faz-se necessario o
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controle da coagulagéo, e é nesta fase que aparecem quatro anticoagulantes
naturais: o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), que atua inibindo FT, FVllla e
FXa; duas proteinas C (PC) e S (S) que inativam FVa e FVllla; e por fim a
antitrombina (AT), que inibe a atividade da trombina e outros fatores, FIXa,
FXa, FXla e FXlla (FERREIRA et al., 2010).

Em continuacéo a cicatrizacao, forma-se a fase inflamatoria e granulos
de plaquetas séao liberados, contendo diversos tipos de fatores de crescimento,
que atraem neutrofilos para a area da ferida. Os neutrofilos produzem radicais
livres que auxiliam na defesa antibacteriana e sdo gradativamente substituidos
por macrofagos. Estes, por sua vez, terminam o desbridamento, secretam
citocina e fatores de crescimento, contribuem para a angiogénese, fibroplasia e
sintese da matriz extracelular, fundamentais na transicao para a préxima fase
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; GUO;
DIPIETRO, 2010; OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).

A fase seguinte se sobrepde a fase inflamatéria e € caracterizada pela
proliferacdo e migracdo epitelial sobre a matriz proviséria dentro da ferida. E
constituida por quatro fases fundamentais: (a) epitelizacéo, (b) angiogénese,
(c) formacgéo do tecido de granulacéo e (d) deposicao do colageno. Durante a
epitelizacao, células epiteliais das bordas da ferida comecam a proliferar na
tentativa de reestabelecer uma barreira protetora (GUO; DIPIETRO, 2010).

Logo em seguida, a angiogénese é estimulada pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNF — a), esta fase é caracterizada pela migragdo de células
endoteliais e a formacdo de capilares, essenciais para uma cicatrizacao
adequada. Na formacao de tecido de granulacao, os fibroblastos migram para

a ferida, precisando ser ativados, sendo o fator de crescimento derivado das
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plaquetas (PDGF) o mais importante para esta funcao. Por fim, é liberado fator
de crescimento beta (TGF — B), que estimula os fibroblastos a produzirem
colageno tipo I, transformando-se em miofibroblastos, que promoveréo a
contracdo da ferida (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; DARBY et
al., 2014; GUO; DIPIETRO, 2010).

Na ultima fase do processo de cicatrizagdo, ocorre o remodelamento,
com a deposicao do coldgeno de maneira organizada. O colageno inicial, mais
fino, é reabsorvido e um coldgeno mais espesso é produzido organizadamente,
onde havera um aumento da resisténcia da ferida e a reorganizacao da nova
matriz extracelular, na qual fibroblastos e leucocitos secretardo colagenase,
que promovera a quebra da matriz antiga. Os fibroblastos desempenham um
papel crucial em todo o processo, uma vez que produzem a nova matriz
extracelular necessaria para suportar o crescimento celular, usando o colageno
como blocos de construgdo (AKBIK et al., 2014).

A cicatrizagcao tera sucesso quando houver o equilibrio entre a sintese
da nova matriz e a quebra da antiga. Ressalta-se que a organizacdo do
colageno nao serd como o da pele sadia, mesmo apos ter passado muito
tempo do ferimento, assim como a resisténcia do tecido (CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007; DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; OLCZYK;
MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).

Apo6s toda essa série de fases e processos, subentende-se que
interrupcdes, alteracbes ou prolongamento de parte do processo ou do
processo como um todo (figura 8), podem levar a um atraso na cicatrizacao de
feridas ou a uma ferida crénica que nao cicatriza. Por isso, investigacbes

laboratoriais e estudos clinicos produziram uma riqueza de informacdes sobre
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a cicatrizagcdo normal e prejudicada das feridas, encontrada em um grande
numero de artigos publicados (AKBIK et al., 2014; DARBY et al.,, 2014;
DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-
VASSEV, 2014; ZHAO et al., 2017).

Figura 8 - As quatro fases da cicatrizagdo aguda de feridas.
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Embora ainda haja muito a ser pesquisado e entendido, os estudos
desta area podem levar a terapias que promovam o reparo adequado dos
tecidos e melhoram a cicatrizagao prejudicada, consequentemente melhorando
a qualidade de vida de pacientes que sofrem com algum tipo de problema no

processo cicatricial (GUO; DIPIETRO, 2010).

3.5.Feridas de Dificil Cicatrizacao

O microambiente de uma ferida cicatrizante é complexo e envolve um

grande numero de moléculas, como ja tratado anteriormente. A partir deste
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ponto, sabe-se que feridas crénicas nao cicatrizantes, como Ulceras em pés
diabéticos, ulceras de pressao e ulceras venosas das pernas, feridas agudas
atrasadas e feridas crbnicas e as associadas a isquemia e diabetes mellitus,
exibem um processo de cicatrizagdo patologicamente retardado. Assim, elas
permanecem abertas ou parcialmente cicatrizadas por varias semanas ou
meses, podendo entrar em um estado de inflamagcdo patoloégica (ABRIGO;
MCARTHUR; KINGSHOTT, 2014).

Esse tipo de problema é caracterizado pela presenca de estimulos
inflamatorios persistentes, que interrompem os mecanismos fisioldégicos de
cicatrizagdo, causando atracao continua de macrofagos e neutréfilos para o
leito da ferida, com a secreg¢do de citocinas inflamatoérias. Estas, por sua vez,
aumentam a producdo de metaloproteinases, que interrompem 0 processo
cicatricial (GUO; DIPIETRO, 2010). Aléem disso, as feridas podem ser
contaminadas por uma populacao de diferentes bactérias e de diversas fontes.
Nessas situacdes, a resposta da imunidade, diante da presenca de bactérias,
prolonga ainda mais a inflamag&o dos tecidos, retardando mais o processo de
cicatrizacao (ABRIGO; MCARTHUR; KINGSHOTT, 2014).

Existem muitos fatores que podem afetar a cicatrizagcao e que interferem
em uma ou mais fases do processo. Esses fatores podem ser locais, quando
influenciam diretamente as caracteristicas da prépria ferida, como falta de
oxigenacao, infecgdo, algum corpo estranho ou insuficiéncia venosa. Também
podem ser sistémicos, quando o estado geral de saude ou doenca do individuo
afeta sua capacidade de curar, como a idade, 0 sexo, o estresse, a isquemia,
doencas (diabetes, quelbide, fibrose, disturbios hereditarios de cura, ictericia,

uremia), obesidade, medicamentos (esterdides glicocorticoides, anti-
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inflamatdrios ndo esterdides, quimioterapia), o alcoolismo e o tabagismo,
condigdes imunocomprometidas (cancer, radioterapia, AIDS) e nutricao (GUO;
DIPIETRO, 2010).

Muitos desses fatores estdo relacionados, e os fatores sistémicos agem
através dos efeitos locais que afetam a cicatrizacdo. De forma geral, nessas
situagdes, a macro e a microcirculagdo da pele sdo afetadas, conduzindo a
interrupgdo na nutricdo das suas camadas, tornando-se cada vez mais
isquémica e hipdxia. Como consequéncia, as células da pele morrem e dao
origem ao tecido necrético, sendo que em muitas feridas crénicas, o tratamento
eficaz das causas subjacentes vem a ser tdo importante quanto o tratamento
local da ferida (CAVAZANA et al., 2007).

Os numeros especificos sobre as feridas ndo cicatrizadas, mostram que
cerca de 3 a 6 milhdes de pessoas sao afetadas nos Estados Unidos com esse
tipo de problema, com 85% dos eventos ocorrendo com pessoas na faixa etaria
de 65 anos ou mais. As feridas que ndo cicatrizam resultam em enormes
gastos com assisténcia médica, com um custo total estimado em mais de US$
3 bilhdes por ano (GUO; DIPIETRO, 2010).

No Brasil os registros de usuarios acometidos por alteragdes na pele séo
deficientes. De acordo com um levantamento realizado junto ao Ministério da
Saude quase 2,3 milhdes de pessoas foram internadas em decorréncia de
doencas de pele e do tecido subcutaneo, entre os anos de 2009 e 2018, o que
gerou um custo de quase R$ 975 milhdes nesse periodo (BARBOSA; LIMA,
2019).

Com base no exposto, mostra-se importante o desenvolvimento de

novos tratamentos mais avangcados, capazes de reduzir a carga bacteriana e
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melhorar o gerenciamento de feridas de forma efetiva. Alternativas
interessantes tém surgido e se mostrado promissoras, logo esta pesquisa vem
ao encontro a essa realidade, tendo como objetivo principal, desenvolver um
novo dispositivo, capaz de acelerar o processo de cicatrizagdo de lesdes
cutaneas, com boas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas e que propicie
o0 crescimento celular esperado, para ser usado como scaffolds no
recobrimento de feridas, diminuindo o tempo de cicatrizacdo de lesdes

teciduais.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foram utilizados: Poli (6xido etileno) — PEO (massa molar:
900000 g/mol), disponivel no laboratorio e descrito na literatura para produgao
de nanofibras com essa ordem de massa molar (JIN et al., 2002), Sigma-
Aldrich, em grau analitico, d4gua deionizada, trombina humana 250 Ul/mL
liofilizada com grau de pureza = 95% (massa molar: 37 kDa), Sigma — Aldrich
(SRP6557). As solucdes de trombina utilizadas foram preparadas de acordo
com as instrucbes do fabricante, e posteriormente, as diluicbes foram

preparadas para alcangar as concentragdes desejadas.

Figura 9 - Esquema do processo de eletrofiagdo das nanofibras de PEO com

trombina.

Solucdo de Solugio de Eletrofiacdo
Trombina PEO

MNanofibras T “
|
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PEQ/Trombina

Coletor

\oltagem

Fonte: A autora

Para o desenvolvimento das nanofibras utilizou-se a técnica de
eletrofiagéo (figura 9), onde os constituintes utilizados foram uma seringa de
vidro com agulha metalica, uma fonte de alta tensdo, bomba de controle de

vazao da marca KdScientific, modelo 100 conectada a seringa, e uma placa
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coletora de cobre, recoberta com papel aluminio. Tal equipamento foi
desenvolvido no laboratério de Biomateriais da Faculdade de Engenharia
Quimica da Unicamp, por ex-alunos da prof.2. Lucia Mei e com verbas de

projetos FAPESP/CNPq Universal.

4.1.Processo de fabricacao das membranas com e sem trombina

As membranas com aproximadamente 10 cm de didmetro foram
desenvolvidas pelo processo de eletrofiacdo a partir de 5 mL de solugdes de
PEO, utilizando agua deionizada como solvente. Foram submetidas ao
processo, conforme metodologia descrita a seguir e ja previamente ensaiada.

Solucdées de PEO com concentragdes: 2,5%, 4,5% € 6,5% (JIN et al.,
2002) foram eletrofiadas em temperatura ambiente e umidade relativa (UR) <
40%, utilizando-se uma seringa de vidro de 10 mL, com uma agulha de ago
inox de 4 cm de comprimento e 0,8 mm de didmetro interno, com ponta reta. O
polo positivo de uma fonte de alta tenséo, projetada para trabalhar na faixa de
2 a 40 kV, foi conectado a agulha da seringa, enquanto o eletrodo terra foi
utilizado para aterrar o coletor. A vazao foi controlada (0,5 mL/h, 1,0 mL/h, 1,5
mL/h e 2,0 mL/h (WANG et al., 2013)) por uma bomba de vazao, da marca
KdScientific, modelo 100, conectada a seringa. A distancia da agulha ao coletor
foi de 15 cm e a tenséo aplicada de 25 kV.

As amostras das membranas nanoestruturadas foram coletadas em
folnas de papel aluminio, as quais revestiram o coletor durante os
experimentos. A escolha da melhor condicdo do processo (tabela 1) foi

baseada na avaliacdo do diametro das nanofibras (em termos de dimensao e



57

homogeneidade), aspecto das membranas e auséncia de defeitos com base na
andlise morfolégica de imagens obtidas em microscépio eletrdnico de varredura
— MEV, utilizando-se o software Image J para mensurar os didmetros das

fibras.

Tabela 1 - Variacdo dos parametros analisados, concentracdo e vazao no

processo de eletrofiagéo.

Concentracao de PEO Vazao (mL/h)
(% m/v)
2,5 0,5
2,5 1,0
2,5 1,5
2,5 2,0
45 0,5
4,5 1,0
4.5 1,5
4.5 2,0
6,5 0,5
6,5 1,0
6,5 1,5
6,5 2,0

Para a obtencdo das nanofibras nas condi¢gbes desejadas, menor
didmetro de fibras e melhor organizagdo das mesmas, foi selecionada para a

adicao de solucao de trombina nas concentracdes de 2 Ul/mL; 4 Ul/mL e 8
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Ul/mL de atividade (GUGERELL et al., 2014). Foram produzidos 5 mL de
solugdo de PEO e a elas adicionados 100 uL de trombina nas concentragbes
citadas acima, de acordo com a literatura (EVERLAND et al., 2013) que
estabelece uma quantidade de trombina por area da membrana. O célculo da
area foi realizado por aproximacao, a partir dos conhecimentos adquiridos ao
longo da pesquisa sobre a dimensao das membranas obtidas com PEO, uma
vez que pela técnica utilizada, ndo €& possivel obter membranas com
dimensdes conhecidas e pré-estabelecidas.

Para o preparo das solu¢cdes de PEO com trombina, as solugdes destas
foram descongeladas lentamente e deixadas a temperatura ambiente, para
evitar que a trombina perdesse a atividade. Esse cuidado foi tomado, uma vez
que a trombina € muito instavel em solugdo aquosa, devendo evitar qualquer
mudancga brusca de temperatura, que a torne inativa (HUANG et al., 2015).
Ap6s descongeladas completamente, um volume de 100 pL de solucédo de
trombina foi adicionado na solucéo ja preparada de 4,5% de PEO, para entdo
seguir para agitacado até a completa homogeneizacao.

Ap6s a producdo das membranas com trombina, estas foram

armazenadas em pequenos sacos porta amostras sob refrigeracao.

4.2. Caracterizacao das solucoes poliméricas com e sem trombina

Para a técnica de eletrofiacdo, conhecer os parametros da solucao
utilizada é de extrema relevancia, uma vez que interferem diretamente na
morfologia e geometria das nanofibras. Parametros como viscosidade, tensao

superficial e condutividade elétrica estdo relacionados com as propriedades
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fisico-quimicas dos polimeros, dos solventes e com as interagbes do tipo
polimero-solvente (AHMED; LALIA; HASHAIKEH, 2015; COSTA et al., 2012a;
NISTA; BETTINI; MEI, 2015). Todos os ensaios de caracterizacdo das
solugdes foram realizados no Laboratorio de Biomateriais da Faculdade de

Engenharia Quimica da Unicamp.

4.2.1. Viscosidade

Os testes foram realizados em todas as solugdes das diferentes
concentragdes de PEO e de PEO/trombina, em triplicata, em temperatura de
25°C em banho termostatico. Para isso foi utilizado um redmetro da marca

Brookfield, modelo DVIII.

4.2.2. Tensao superficial

A tensdo superficial das solu¢des foi determinada a partir de um
tensibmetro K6 da marca Kruss, utilizou-se do método do anel de Du Nouy,
fazendo uso de um cilindro coaxial no sistema ISO/DIN. Os testes foram

realizados em triplicata.

4.2.3. Condutividade elétrica

A condutividade elétrica das solugdes foi realizada fazendo uso de um

condutivimetro da Analion, modelo C708 plus. As andlises foram realizadas em

triplicata.
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4.3. Caracterizacao fisico-quimica das membranas com e sem trombina

4.3.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia de cada membrana foi analisada por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV). As amostras foram revestidas com ouro
utiizando equipamento Sputter Coater EMITECH, modelo: K450 (Kent, Reino
Unido), com uma espessura de camada estimada em 200 A. As
fotomicrografias foram realizadas em um Microscopio Eletrénico de Varredura
com detector de Energia Dispersiva de raios X, modelo: Leo 440i (MEV) e 6070
(EDS) (LEO Electron Microscopy/Oxford — Cambridge, Inglaterra). As analises
foram realizadas no Laboratério de Recursos Analiticos e Calibragdo — LRAC
da Faculdade de Engenharia Quimica na Unicamp.

Para obter imagens com maior magnitude as analises também foram
realizadas no Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano) do CNPEM,
cujo equipamento FEI Inspect 50 operou com voltagem de 20 kV.

A partir das imagens obtidas, foi utilizado o software Image J para
dimensionar o didmetro das fibras das membranas, onde um numero minimo
de 100 fibras foram medidas e os dados foram submetidos a analise estatistica

utiizando ANOVA, com nivel de significancia de 5%.

4.3.2. Analise de grupamentos quimicos por ATR - FTIR

A espectroscopia de infravermelho fornece informacdes diretas sobre o

comportamento vibracional das moléculas de uma substancia. A importancia da
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técnica esta no fato de que cada substancia possui um conjunto especifico de
picos e/ou bandas que a caracteriza.

Neste trabalho, esta técnica foi realizada com intuito de identificar a
presenca de trombina na membrana preparada por eletrofiacdo e estudar a
interacado dos grupos quimicos da trombina e do PEO antes e apds o processo
de eletrofiagéo.

A analise foi realizada no Laboratério de Recursos Analiticos e
Calibracdo — LRAC, da Faculdade de Engenharia Quimica/ UNICAMP, em um
espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier (ATR - FTIR) da
marca Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700. As medidas foram feitas no
modo ATR (cristal de Germanio) utilizando o acess6rio SMART OMNI

SAMPLER, na faixa de 4000-675 cm™! e resolugao de 4 cm', SCAN de 32.

4.3.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma das
técnicas mais importantes de analise qualitativa de principios ativos, é uma
ferramenta de controle de qualidade de principios ativos e excipientes em
medicamentos, uma vez que pode fornecer informagdes quantitativas
significativas simultaneamente as qualitativas (SANTOS; COLNAGO, 2013).
Nesse sentido, a andlise foi utilizada para detectar a presenga de trombina nas
membranas eletrofiadas, uma vez que o FTIR nao foi capaz de fazé-lo.

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Agillent DD2
localizado no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio) do Centro Nacional

de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM). Os resultados obtidos foram
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reportados em partes por milhdo (ppm) em relagdo ao tetrametilsilano. Para
realizacdo da analise, ~20 mg de cada amostra de membrana, com e sem
trombina, foram dissolvidos em 0,6 mL de D20. Os parametros para aquisicao
dos dados de 'H RMN foram: janela e atraso de relaxamento de 1,5 s e

frequéncia de 499,726 MHz.

4.3.4. Experimentos de difusao (DOSY)

A facilidade com que cada soluto se move em um solvente € chamada
de coeficiente de difusdo e apresenta informag¢des importantes sobre a massa,
o tamanho, a forma, a disposi¢édo e a organiza¢ao das moléculas.

O experimento de difusdo, ou DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy),
€ uma técnica de espectroscopia de RMN que resolve ressonancias de acordo
com os coeficientes de difusdo dos analitos. Destaca-se por fornecer as
informacdes de uma maneira facilmente analisada, possibilitando uma viséo
global dos tamanhos de particulas em uma amostra e a deteccao de
impurezas, ou seja, € capaz de determinar componentes de misturas
complexas e de baixa molaridade, reduzindo assim o0s requisitos de
concentracao em pelo menos 100 vezes (REILE et al., 2017). Sendo assim, a
analise RMN - DOSY foi realizada para identificar a presenca de trombina e a
interac@o entre as cadeias de PEO/trombina nas membranas, identificando a
difusividade do conjunto PEO/Trombina em agua e tracando um comparativo
com a difusividade do polimero isolado.

Os experimentos de difusdo foram realizados em um equipamento da

marca Agillent DD2 localizado no LNBio/CNPEM, usando uma sonda de



63

gradiente triplo de ressonancia de 5 mm capaz de gerar campo de forga de 50
G.cm'. A medicdo dos coeficientes de difusdo foi realizada utilizando a
sequéncia de pulsos Dbppste, implementada no pacote Biopack do software
VNMRJ. Os parametros para aquisicao dos dados foram: retardo de difusao de
100 ms, comprimento de gradiente de difusédo de 3,0 ms e retardo de
estabilizacdo gradiente de 0,5 ms. Todas as andlises foram realizadas
utilizando 10 mg de membrana, com e sem trombina, dissolvidos em 600 uL de
D20 a 298 K. O espectro DOSY foi analisado usando o software VNMRJ

(verséo 4.2B).

4.3.5. Dicroismo Circular (CD)

A espectroscopia de dicroismo circular € uma técnica bem estabelecida
para o estudo de estruturas secundarias, dindmica, vias dobraveis e interacdes
de proteinas soluveis, em que a capacidade das moléculas em desviar a luz
polarizada € medida em uma faixa de comprimentos de onda, a partir da
observagdo do desvio da luz, por isso, € bastante utilizada no estudo de
moléculas quirais (MILES; WALLACE, 2016).

O tipico espectro de dicroismo circular (figura 10) mostra a conformacao
das proteinas, seja a-hélice (em vermelho), B-folha (azul) ou sem estrutura
definida (random coil) (verde), e a partir dele, é possivel observar mudancas na
estrutura secundaria da proteina, de acordo com as condi¢gdes ambientais ou

pela interacdo com outras moléculas (MICSONAI et al., 2018).
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Figura 10 — Espectro de dicroismo circular tipico.
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Fonte: (MILES; WALLACE, 2016)

Os espectros foram obtidos no espectropolarimetro marca Jasco Modelo
J-720, utilizando cubetas de 0,5 cm, no intervalo de 190 a 250 nm para UV-
distante, a 25 °C. A analise foi realizada na Central Analitica do Instituto de

Quimica da USP.

4.3.6. Ensaio Mecanico — DMA

E de conhecimento que um curativo ideal para feridas deva ser capaz
de: (a) promover um ambiente umido (b) fornecer protecdo mecanica (c) nao
permitir a adesao a ferida (d) garantir protecdo contra o calor (e) ser capaz de
absorver o excesso de exsudado (f) permitir a troca gasosa e (g) nao ser
citotdéxico para tecido. Portanto, um material ideal para fabricacdo de curativos,
deve possuir resisténcia a tracao, apresentando boas caracteristicas
viscoelasticas, para que o curativo ndo corra o risco de ser danificado pelo

manuseio (POONGUZHALI; BASHA; KUMARI, 2018).
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Para identificar essas caracteristicas foi realizada a andlise dinamico-
mecanica (DMA), em modo flexdao em 3 pontos, das membranas, com e sem
trombina, em equipamento Q800 da TA Instruments a 1 Hz e de -100 a 30°C
com uma taxa de aquecimento de 3°C/min, para obter valores do mddulo de
armazenamento (E’) e de temperatura de transicédo vitrea (Tg). As amostras
foram cortadas em formato retangular de 1 x 3 cm, com espessura abaixo de
0,5 mm, e as analises foram realizadas em ftriplicata. Esta analise foi realizada
no departamento de Engenharia de Materiais Poliméricos da Universidade de
Lyon na Franga, com colaboragdo de aluno de doutorado da FEQ, Filipe V.

Ferreira.

4.3.7. Estudo da atividade da Trombina (UV-Vis)

Partimos das concentragdes iniciais de trombina, mas n&o foi possivel
quantificar sua quantidade exata nas membranas, apenas quantificar a
manutencao da sua atividade, que foi feito nesta analise.

O estudo foi realizado para identificar se a atividade da trombina foi
mantida apés passar pelo processo de eletrofiagdo, uma vez que a trombina é
muito instavel em solucdes aquosas (HIDEO NISHIMAKI et al., 1992), motivo
pelo qual é sempre vendida liofilizada. Para ser inserida nas membranas, ela
passou por descongelamento, mistura com a solucdo de PEQO, para entao ser
eletrofiada, sob alta voltagem aplicada na solucdo. Portanto, foi construida uma
curva descrevendo a atividade da trombina, contida nas membranas, apés a
fabricacdo das mesmas. A metodologia foi adaptada a partir do que esta

descrito na literatura (VICENTE et al., 2004).



66

Amostras de 16 mm? (VICENTE; HE; TOLLEFSEN, 2007) de cada
membrana foram solubilizadas em 400 uL de solugdo 50 mM de Tris-HCI, 150
mM NaCl, 1 mg/mL poli (etilenoglicol), em pH 7,4. Apds 60 s, foi adicionado 90
ML de substrato cromogénico para trombina 5 mM (T3068 - Sigma-Aldrich) e
sua absorbéancia foi medida em 405 nm continuamente por 2h, a temperatura
ambiente. As analises foram realizadas em triplicata.

O mesmo procedimento foi realizado para as solugdes de trombina nas
mesmas concentrac¢des utilizadas nas membranas. Para tal, foram adicionadas
10 pyL de solugdo de trombina aos 400 L de solugdo 50 mM de Tris-HCI, 150
mM NaCl, 1 mg/mL poli (etilenoglicol), em pH 7.4, e apds os 60 s, foi
adicionado 90 pL do substrato cromogénico 5mM, fazendo a leitura em UV-Vis
nas mesmas condicdes descrita anteriormente.

As medidas de absorbéancia foram determinadas por analise em um UV-
vis modCary 1G, Varian, em 405 nm, disponivel no Laboratorio de Biomateriais,
da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp.

Essa anélise mostrou a atividade da trombina presente na membrana, e
permitiu quantificar sua atividade apds o processo de eletrofiacdo, assim como
a duracao de sua atividade ao longo do tempo analisado, podendo mensurar

um “prazo de validade” para o material obtido.
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4.4. Caracterizacao biolégica

4.4.1. Teste de Viabilidade celular- MTT

Com o objetivo de avaliar o perfil citotdxico das membranas, foi realizado
o teste de MTT (Vybrand MTT Cell Proliferation Assay, Thermo Fisher
Scientific, USA) em células epiteliais humanas in vitro, seguindo a literatura
(FERREIRA et al.,, 2018). O MTT é um método quantitativo baseado na
conversao pelas células do reagente MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) - 2,5-
diphenyltetrazolium brometo) em cristais de formazana, determinando assim a
atividade mitocondrial das células viaveis.

Uma vez em confluéncia, os queratinécitos humanos imortalizados
(células HaCaT), que tém se mostrado um excelente modelo para estudos
toxicoldgicos, foram transferidos para placas de cultura celular de 24 pogos, na
concentracdo de 5 x 10* células/pogco e posteriormente incubados em
atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por 24h. Apds o periodo de incubacéo, as
membranas de PEO, com e sem trombina, e em diferentes concentracées,
foram suspensas dentro dos pocos, fixadas em ganchos (figura 11), e
permaneceram assim no meio de cultura em contato com as células por 1 e por

24 h, em placas distintas.
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Figura 11 - Membranas fixadas em ganchos.

Fonte: A autora

Apos esses tempos, os pogos foram esgotados, lavados duas vezes
com PBS (pH=7,4), para entdo adicionar 500 pyL da solugdo de MTT a 0,3
mg/mL diluido em meio DMEM. As placas foram incubadas por trés horas em
atmosfera de 5% de COz2 a 37°C. Posteriormente, os pogos foram lavados duas
vezes com PBS e preenchidos com 200 pL de etanol PA. Finalmente, as
absorbéancias foram obtidas através de um micro espectrofotdmetro (ASYS
UVM340, BiochromlLtd, Cambridge, England) a 570 nm, localizado no
laboratério de Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica da Faculdade de
Odontologia da Unicamp.

As amostras foram esterilizadas com éxido de etileno na empresa Acecil
(Campinas, Sao Paulo) e deixadas em repouso por 15 dias antes do inicio dos
testes. O teste foi realizado em ftriplicata em dois momentos diferentes. Este

ensaio foi realizado na Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Unicamp.
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4.4.2. Teste de Viabilidade celular — Live/Dead

O ensaio Live/Dead (LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity for mammalian
cells, Invitrogen Life Technologies, USA) é um teste qualitativo que faz uso da
microscopia de fluorescéncia. As células HaCaT foram transferidas para as
placas de cultura de células de 24 pocos como indicado anteriormente na
metodologia do ensaio de MTT. As placas foram incubadas por 24 h e em
seguida os tratamentos foram aplicados, isto €, membranas de PEO com e
sem trombina, fixadas em ganchos (figura 11), e em diferentes concentragdes,
foram colocadas suspensas no meio de cultura em contato com as células.
Terminado os periodos de incubacdo de 1 e 24h, em placas distintas, a
citotoxicidade das formulagdes foram verificadas através da marcagéo pelos
reagentes de viabilidade/citotoxicidade para células mamiferas LIVE/DEAD™,
seguindo o que foi descrito por Ferreira e colaboradores (FERREIRA et al.,
2017).

As células vivas convertem a calceina permeavel (calceina-AM) néo
fluorescente em calceina impermeavel fluorescente verde, ao qual se distribui
uniformemente pelo citoplasma da célula, por meio da atividade de esterases.
As células mortas ou com a membrana danificada sdo marcadas com o
homodimero-1 de Etidio (EthD-1) pela ligagéo a acidos nucléicos, emitindo uma
fluorescéncia vermelha. Este marcador é excluido pelas membranas das
células intactas.

Foi preparada uma solucdo contendo uma concentragao final de 2 uM

de calceina-AM e 4 uyM de EthD-1. Aproximadamente 300 yL dessa solucéo
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foram adicionados as placas de cultura. As células foram incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente, protegidas da luz.

Posteriormente, as imagens foram obtidas através do microscépio
invertido Zeiss Axiovert 40 CFL acoplado a uma camera AxioCam MEC (Carl
Zeiss, Alemanha). A calceina foi visualizada, utilizando filtro, na faixa de
comprimento de onda 450-490 nm (Ex)/ 515-565 (Em). Ja as células marcadas
em vermelho foram visualizadas na faixa de comprimento de onda de 528-546
nm (Ex)/ 590-617 nm (Em).

Os ensaios foram realizados na Faculdade de Odontologia de Piracicaba
- Unicamp. As amostras foram esterilizadas com 6xido de etileno na empresa
Acecil (Campinas, S&o Paulo) e deixadas em repouso por 15 dias antes do

inicio dos testes. O teste foi realizado em triplicata.

4.4.3. Teste de migracao celular in vitro — Scratch Assay

Para avaliagdo do potencial cicatrizante in vitro, foi utilizada a analise de
migracao celular por meio do método Scratch assay, no qual se baseia na
criagdo de uma é&rea de descontinuidade de uma monocamada celular por
raspagem. Ou seja, é feito a simulacdo de uma ferida para realizar o
acompanhamento do seu fechamento, observando o crescimento e a migracao
de células em direcao ao centro, sendo monitorada por mensuracao utilizando-
se microscopio invertido (CORY, 2011).

Para este ensaio, utilizaram-se fibroblastos, por serem mais
representativos do processo, da linhagem 3T3 de tecido de pele de

camundongo. Garrafas de cultivo estéreis contendo meio de cultura DMEM
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suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) foram acrescidas com
fibroblastos e colocadas em estufa a 5% de COz a 37 °C por 24 horas, para
alcancarem alta confluéncia. Apos esse periodo, realizaram-se as subculturas
utilizando-se a solugéo de tripsina-EDTA para desprender as células aderidas.
Posteriormente, os fibroblastos foram semeados em placas de 24 pogos, numa
densidade de 5 x 10* células/pogo, e mantidos em estufa a 5% de CO2 a 37 °C,
até atingirem confluéncia maxima.

Constatado a confluéncia, iniciou-se o ensaio confeccionando as
“feridas” com a ponta de uma pipeta de 200 uL, produzindo um risco em linha
reta na regido meédia de cada pogo. Este procedimento proporciona uma
ruptura entre as células, causando a “lesao”.

Em seguida, foram aplicados os tratamentos utilizando as membranas
de PEO com e sem trombina, cortada em formato circular de 10 mm de
diametro previamente esterilizadas, e 100 yL das solugbes de trombina, nas
mesmas concentragcdes das utilizadas para o preparo das membranas,
depositados suavemente sobre o “ferimento” produzido nas células.

A migragdo dos fibroblastos foi avaliada por meio de fotografias,
utilizando-se uma objetiva de longa distancia acoplada ao microscépio
invertido, sempre com imagem da mesma area dos pocos. As placas foram
fotografadas a cada 30 min, durante 24 horas em microscépio invertido time-
lapse, Zeiss Observer Z.1 (Zeiss, Alemanha), através do software Zeiss Zen,
em aumento de 10x.

Utilizando do programa Image J, o fechamento foi mensurado em todas

as imagens, sempre mantendo o mesmo ponto de medida, e a taxa de
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fechamento da ferida foi calculado de acordo com a equagédo 1

(PATHALAMUTHU et al., 2019).

SCR = Po=%2) 400 eq. 1
do

onde:
SCR = grau de fechamento da ferida (Scratch Closure Rate)
do=distancia entre as bordas da “ferida” no tempo inicial

d>=distancia entre as bordas da “ferida” no tempo analisado (6,12,18,24)

Os dados foram expressos em porcentagem de migragao as 0, 6, 12,
18 e 24h apéds a aplicacao do tratamento, fazendo a medida da aproximacao
das bordas do ferimento e o resultado é a média da migragdo entre os grupos.
A andlise foi realizada em quadruplicata no Laboratério de Trombose,

Aterosclerose e Terapia Celular do Instituto de Biologia da Unicamp.
4.4.4. Teste de cicatrizacao in vivo

A analise do crescimento celular in vivo foi realizada de acordo com
Santos et al, (2013). Camundongos C57/BI6 machos com 7 semanas de idade
pesando em torno de 20 g, obtidos no CEMIB/Unicamp, com livre acesso a
comida e agua, foram anestesiados com 100 mg/kg de cetamina e 8 mg/kg de
xilasina por via intraperitoneal. A regido do dorso do animal foi limpa com alcool
70% e realizada tricotomia da regido (area dorsal proxima a escapula)

(SANTOS et al., 2013).
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Foram retiradas 2 amostras com punch de biopsia estéril descartavel de
6 mm de didmetro, uma de cada lado do dorso, na qual um dos lados recebeu
a membrana, com ou sem trombina, e outro lado recebeu a solucdo de
trombina suficiente para cobrir a ferida. Foi colocado o curativo polimérico e
este fixado ao local com esparadrapo micropore (figura 12). Apds o
procedimento cirurgico, foi administrado via intramuscular, 25 uL de ibuprofeno,
e os animais foram alocados em gaiolas, sendo 3 animais em cada, com livre

acesso a comida e agua.

Figura 12 - Camundongo apds procedimento cirdrgico e com curativo de

micropore para fixar a membrana.

Fonte: A autora

As membranas foram cortadas em amostras de 10 mm de diametro e
enviadas a esterilizacao por 6xido de etileno na empresa ACECIL (Campinas-
SP). Entre a utilizacdo e a esterilizacdo, foi aguardado um tempo minimo de

72h.
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Os animais foram divididos em 4 grupos com 9 animais cada, e o
tratamento aplicado em cada grupo e em cada lado do dorso do animal, consta

na tabela 2.

Tabela 2 - DistribuicAo dos animais por grupos de estudo e tratamento

utilizado.
Dorso do animal
Grupos
Lado esquerdo Lado direito
Membrana de PEO sem
1 Controle
trombina

5 Membrana de PEO com 10 pL solucao de trombina
trombina 2 Ul/mL 2 Ul/mL

3 Membrana de PEO com 10 pL solucéo de trombina
trombina 4 Ul/mL 4 Ul/mL

4 Membrana de PEO com 10 pL solucao de trombina
trombina 8 Ul/mL 8 Ul/mL

Para analise da reepitelizacéo, as feridas foram medidas fazendo-se uso
de um paquimetro digital no dia do procedimento cirargico e nos dias de coleta
de material (2°, 6° e 10° dias). A area das feridas e seu grau de contracao ao
longo do tempo foram determinados de acordo com as equagbes 2 e 3

(BATISTA et al., 2010):
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onde:
A= area da ferida (cm?)
R= raio maior da ferida

r= raio menor da ferida

% ¢ = @.100 eq. 3

0

onde:
% C= grau de contracao da ferida
Ao= area inicial da ferida

Ai= area da ferida no dia da biépsia

Nos 2°, 6° e 10? dias ap6s o procedimento cirdrgico, 3 animais de cada
grupo sofreram eutanasia por uma superdose de anestésico, sendo aplicado
uma dose 5 vezes maior que a indicada. Em seguida, foi delimitado uma éarea
de 10 mm? a partir do centro da lesdo para coleta de amostras padronizadas.
Os materiais coletados foram fixados em paraformol 4% por 24 h, depois
ficaram em solugcao de alcool 70%, para entdo serem fixados em parafina e
submetidos a corte histolégico.

Posteriormente 4 amostras foram coradas com Hematoxilina-Eosina
para identificacdo da espessura do epitélio e vasos sanguineos; 4 amostras
foram coradas com Tricomico de Masson (EasyPoth) para identificacao do
percentual de fibras colagenas, realizado apenas com as amostras do 10° dia

do estudo; e por fim o método imunoistoquimico foi realizado com anticorpo
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MAC | CD 68 (Biolegend) para analise de identificagdo de macréfago, realizado
apenas com as amostras do 2° dia do estudo.

Foi utilizado microscépio Optico da marca Olympus série BX60,
conectado a uma camera digital Q-Color3, acoplado a um computador, fazendo
uso do programa QCapture para obtencao das imagens, com aumento de 10x.

Os protocolos utilizados para inclusdo em parafina, coloragdo e
fluorescéncia, constam no anexo 1.

Este teste foi aprovado pelo Comité de Etica da Unicamp, sob n? 5253-
1/2019 (Anexo 2), e desenvolvido no Laboratério de Trombose, Aterosclerose e

Terapia Celular do Instituto de Biologia da Unicamp.

4.4.4.1. Analise Estatistica

Os dados obtidos no teste de cicatrizagao in vivo foram submetidos a
analise estatistica utilizando ANOVA e teste Tukey. Em todos os testes foram
considerados nivel de significancia de 5%. Os resultados foram expressos
como médias, sendo considerado positivo quando houve um aumento

estatisticamente significante.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.Producao das membranas com e sem trombina

Para se obter a melhor condicdo no processo de eletrofiagdo de
nanofibras de PEO com um maior grau de organizagdo, variou-se alguns
parametros selecionados. Foi escolhido variar a vazdo e a concentragédo do
PEO, mantendo os demais parametros constantes (voltagem, disténcias entre
agulha e coletor, umidade relativa), com objetivo de encontrar a melhor
condicdo para obtencdo de nanofiboras com menor didametro, para
posteriormente se adicionar as solugbes de trombina.

Ressaltando que a viscosidade da solucdo esta relacionada a
concentragdo, massa molar e ao enovelamento das cadeias de polimero. Por
estudos prévios, verificou-se que polimeros com maior massa molar produzem
fibras com menor niumero de contas, e solugbes com maior viscosidade, ou
concentradas, resultam em fibras de maior didmetro, devido ao maior
emaranhamento das cadeias (CASTRO; COSTA; MEI, 2020).

Também € de conhecimento que a vazdo interfere no resultado das
membranas, de forma que com um aumento da vazao, acarretard em um
aumento do didmetro das fibras e aparecimento de defeitos devido a
incapacidade das fibras de secarem completamente antes de atingir o coletor
(CASTRO; COSTA; MEI, 2020; SILL; VON RECUM, 2008).

Para o estudo dessas variaveis, foram preparadas membranas a partir
de trés diferentes concentracées de solucbes de PEO, e com 4 diferentes

vazdes, conforme tabela 1 pag. 57.
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As membranas foram obtidas com sucesso praticamente em todos os
cruzamentos dos parametros escolhidos, apenas nos dois Ultimos cruzamentos
de parametros, 6,5% - 1,5 mL/h e 6,5% - 2,0 mL/h, ndo foram obtidas fibras.
Isso ocorreu provavelmente devido a alta concentracdo do polimero, portanto
maior viscosidade.

Alem disso, as duas vazbes maiores usadas neste caso levaram a
obtencédo de uma quantidade muito grande de material depositada no anteparo,
o que dificultou a evaporacdo do solvente dentro da distancia que separava a
agulha do coletor. Deste modo, as fibras colapsaram entre si ao entrarem em
contato, corroborando com o0 que é descrito na literatura por outros
pesquisadores (AHMED; LALIA; HASHAIKEH, 2015).

Para evitar esse tipo de problema, ao se utilizar solugbes mais
concentradas, € necessario diminuir a vazao, que de acordo com a literatura
varia entre 0,5 e 1,0 mL/h para o PEO (WANG et al., 2013b).

Com as imagens de MEV, figura 13, foi possivel estimar o diametro
médio das fibras obtidas, com auxilio do programa Image J, conforme consta

na tabela 3.
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Figura 13 - Imagens de MEV das membranas de PEO sem e com trombina,
com diferentes concentragdes do polimero e vazao da solugdo no processo de

eletrofiacdo. Aumento de 10000 vezes.

0.5 mLh 1.0 mL'h

Nao formou

2UlimL 4 UlimL 8 UlimL

4,5%

Fonte: A autora
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Tabela 3 - Variagdo do didametro das fibras de PEO em funcéo dos fatores

analisados.
Concentracao PEO (%) Vazao (mL/h) Diametro médio das
fibras (um)
2,5 0,5 0,21+ 0,07
2,5 1,0 0,23+ 0,09
2,5 1,5 0,26 + 0,11
2,5 2,0 0,22+ 0,08
4,5 0,5 0,31+ 0,06
4,5 1,0 0,19+ 0,03
4,5 1,5 0,42+ 0,12
4,5 2,0 0,53+ 0,25
6,5 0,5 0,41+ 0,07
6,5 1,0 0,34+ 0,14
6,5 1,5 Nao formou
6,5 2,0 Nao formou

Solucoes de PEO 4,5% e 1,0 mL/h com trombina

2 Ul/mL 0,19+ 0,04
4 Ul/mL 0,27+ 0,07
8 Ul/mL 0,23+ 0,05

Com os dados obtidos, foi escolhida a condicdo de 4,5% de
concentracao de PEO e 1,0 mL/h de vazao, obtendo-se fibras com o menor
valor de diametro médio e com o menor desvio padrdo. A viscosidade dessas

solucdes foi bem adequada e dentro dos valores obtidos com as solugdes
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estudadas (vide tabela 4, pag. 82), o que favoreceu a formagéo das fibras com
as dimensodes apresentadas, dentro do esperado.

Com a adigéo das solugdes de trombina, as membranas foram refeitas e
as medidas foram mensuradas. Como demonstrado na analise de RMN-Dosy,
a trombina apresenta um acoplamento ndo-covalente com as cadeias do
polimero, situacdo ja descrita anteriormente na literatura (COBO et al., 2015),
devido as cargas presentes em sua estrutura, resultando em solugdes com
maior condutividade elétrica e menor viscosidade.

Entretanto, apesar dessas novas condi¢des das solugdes, as dimensdes
das fibras ndo apresentaram variacdes significativas quando comparadas as
fioras do polimero puro, da mesma concentragdo, considerando o desvio
padrdo. Sendo assim, as membranas com adi¢cao de trombina apresentaram as
caracteristicas desejadas para o0 processo de eletrofiacdo, permitindo
prosseguir com as pesquisas e obter membranas para o estudo de liberacédo

controlada e seus efeitos em cobaias.

5.2.Caracterizacao das solucoes poliméricas

Conhecer as caracteristicas das solugdes poliméricas para producao de
nanofibras € de extrema importancia, pois influenciam em sua morfologia e
geometria. Sendo assim, as medidas de viscosidade, condutividade elétrica e
tensao superficial das solucdes de PEO, com e sem trombina, encontram-se na

tabela 4.
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Tabela 4 - Dados de viscosidade, tensédo superficial e condutividade elétrica

das solucdes de PEO e PEO com trombina.

Concentracao da solugao Solugcao PEO 4,5% com
PEO (%) trombina
2,5 45 6,5 2Ul/mL 4 Ul/mL 8 Ul/mL
Viscosidade
280,50 3047,30 16920,00 2218,33 2656,67 2316,67
(mPa.s)
Tensao
Superficial 61,6 61,5 59,9 60,0 59,2 61,7
(mN/m)
Condutividade
elétrica 216,7 101,6 103,6 440,3 507,7 375,0
(MS/cm)

O emaranhamento das cadeias de um polimero é funcéo direta de sua
concentracdo. Quando altamente concentradas, as solucdes poliméricas
apresentam alta viscosidade, podendo chegar ao ponto de dificultar o fluxo
pela agulha e a ejecao da gota em direcao ao coletor. Por outro lado, solucdes
muito diluidas resultam em baixa viscosidade, podendo ocorrer gotejamento na
ponta da agulha e impedir a formacgao de jato e, portanto, da membrana. Deste
modo, é primordial que se encontre um balanco para que a viscosidade da
solucado a ser eletrofiada ndo produza membranas com defeitos, do tipo contas
(COSTA et al., 2012a; RAY et al., 2016).

Mantendo-se fixos os outros parametros, encontrar os melhores valores
de viscosidade para se obter fibras nanométricas sem defeitos e com diametro

desejado é importante para o sucesso das pesquisas nesta area.
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Essa observacao € corroborada pela pesquisa de Jin e colaboradores,
0s quais ndo conseguiram eletrofiar solu¢cdes de seda (Bombyx Mori) devido a
viscosidade muito baixa. Isso foi solucionado pela adi¢cdo de solugdes de PEO
para alcangar uma viscosidade ideal e dar prosseguimento ao estudo (JIN et
al., 2002).

Ao comparar a viscosidade das solu¢gdes de PEO, em diferentes
concentragdes, observou-se um aumento consideravel deste parametro com o
aumento da concentragdo do polimero, seguido de um aumento no diametro
das nanofibras, que foi de 0,21 para 0,31 e 0,41 um relativos as concentragdes
de 2,5%, 4,5% e 6,5% de PEO, respectivamente, como podem ser visto na
tabela 3 (item 5.1, pag. 80).

Ao observar os valores de viscosidade da solucdo de PEO 4,5% com
trombina em diferentes concentragdes, observou-se que houve uma diminuigao
consideravel desta variavel, independente da concentracdo de trombina
utilizada. Isso pode ter acontecido devido a interacdo entre as cadeias de PEO
e trombina, identificada na andlise de RMN-Dosy (tratada mais adiante).

A diminuicdo da viscosidade com o aumento de uma carga pode ser
encontrado na literatura, onde Liu e equipe prepararam e caracterizaram
nanofioras de PEO com queratina humana, e a viscosidade das solucoes
diminuiu conforme eles aumentaram a proporcdo de queratina em suas
blendas (LIU et al., 2014). A queratina € uma proteina, assim como a trombina,
portanto também possui cargas em sua estrutura, corroborando com o0s
resultados de viscosidade obtidos.

A tensdo superficial da solugdo a ser eletrofiada esta diretamente

relacionada com a formagao do cone de Taylor, pois este acontece quando a
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voltagem aplicada no sistema for alta o suficiente para fazer com que as forgas
eletrostaticas superem a tensdo superficial da gota, iniciando o processo de
fiacdo (AHMED; LALIA; HASHAIKEH, 2015; COSTA et al., 2012a).

Encontra-se descrito na literatura que a diminuicdo da tens&o superficial
pode favorecer a formacéo de fibras sem contas, e que uma voltagem maior
aplicada pode superar a tensao superficial da solu¢cdo e produzir fibras com
menor diametro (RAY et al., 2016). No caso do PEO, a variacdo da tensao
superficial, que ocorreu com a variagdo da concentracdo, nao apresentou
grandes modificagdes em todas as concentracées do polimero com e sem
trombina (tabela 4), e com a voltagem utilizada (25 kV) permitiu que o processo
ocorresse normalmente.

A condutividade elétrica da solucdo, embora desempenhe um papel
menor, pode influenciar o tamanho da fibra. Uma solugéo altamente condutora
€ submetida a uma forca de tragdo maior na presenca de um campo elétrico do
que uma solugdo com baixa condutividade. De acordo com a literatura,
solugbes com maior condutividade elétrica sdo capazes de proporcionar um
menor diametro médio de fibra, e isso se deve ao aumento da densidade da
carga em solugdo, o que aumenta a forca elétrica exercida no jato precursor
das fibras (AHMED; LALIA; HASHAIKEH, 2015; SILL; VON RECUM, 2008).

Com a aplicacdo de um campo elétrico externo, as cargas da solucao se
orientam, permitindo que a gota sofra um maior alongamento, resultando em
segmentos menos espessos e numa diminuicdo no didmetro das fibras, como
descrito na literatura (AHMED; LALIA; HASHAIKEH, 2015).

Os resultados encontrados para a solugao de PEO (tabela 4) mostraram

que na concentracao de 2,5% a condutividade foi maior, e esta apresentou um
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dos menores tamanhos de diametro de fibra, dentre as amostras analisadas
(vide tabela 3, pag. 80).

Quando a trombina esteve presente, os valores de condutividade foram
todos superiores ao valor para a membrana de PEO puro, de mesma
concentragdo. O aumento da condutividade com a adicdo de trombina é
explicado pelo grande numero de cargas presente nas moléculas da proteina,
aumentando a densidade de cargas em solucao, favorecendo a producao de
membranas com menor didmetro de fibra, de acordo com a literatura
(CASTRO; COSTA; MEI, 2020).

Com o conjunto de dados cuidadosamente estabelecidos para o par
PEO/trombina, ou seja, viscosidade, tensao superficial e condutividade elétrica,
a eletrofiagéo foi realizada com sucesso, conforme o desejado. A diferenca
entre as membranas obtidas se deu principalmente no campo do diametro das
fibras, pois a formacéo de contas ocorreu apenas nas concentragdes de 2,5%
de PEO, estrutura esta ndo desejada para o processo, justificando o porqué

desta solugéo nao ter sido escolhida para dar continuidade ao trabalho.

5.3.Caracterizacao fisico-quimica das membranas com e sem trombina

5.3.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A andlise de MEV ¢é de fundamental importancia na técnica de

eletrofiacdo, pois permite visualizar a morfologia das membranas preparadas,

como mostram as figuras 14 a 19 deste topico.
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As membranas preparadas com solugbes de PEO 25% de
concentragdo apresentaram facilidade de processamento (figura 14);
entretanto, nota-se que as fibras ndo se mostraram morfologicamente
homogéneas. Em alguns locais observa-se a formacao de contas (pérolas),
que sé&o mais evidentes nas fibras que foram preparadas com uma vazao maior

(figuras 14 C e 14 D).

Figura 14 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura de membranas
eletrofiadas com PEO 2,5% com aumento de 20000 vezes: A — 0,5 mL/h; B —

1,0 mL/h; C - 1,5 mL/h; D — 2,0 mL/h.

—- v S . .
w EHT=15.00 kV EHT=15.00 KV LRAC/FEQ
Mag= 20.88 K X I Probe= 58 pA  WD= 25 nm  Detector= SE1 UNICAMP  Mag= 20.88 K X I Probe= 58 pA  WD= 25 nm  Detector= SE1 UNICAMP

’ < = 1Y
EHT=15.00 kV LRAC/FEQ 1pn

EHT=15.00 kV LRAC/FEQ
Mag- 20.80 K X 1 Probe= 58 pA WD= 25 mm Detector= UNICAMP

1
Mag- 20.88 K X I Probe= 50 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

Fonte: A autora
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Embora sejam consideradas como defeitos, essas estruturas podem
apresentar potencial para atuar como reservatérios de medicamentos, com
capacidade de mitigar a liberagdo controlada, diminuindo o efeito burst e
propiciando uma liberacao sustentada (SILL; VON RECUM, 2008). Entretanto,
para aplicacdo no crescimento de células, estas estruturas podem dificultar a
aderéncia das células ao material, sendo entdo de suma importancia o estudo
dos parametros para obtengdo de nanofibras homogéneas e sem contas, a
depender da aplicagéo.

Essas estruturas podem aparecer devido a trés situacdes possiveis: (i)
forca do campo elétrico, que dependendo da magnitude pode aumentar a
instabilidade do jato e proporcionar sua formacéo; (ii) vazdo muito alta, que
fornece uma maior quantidade de polimero durante o processo, dificultando a
formacao da fibra; (iii) curta disténcia entre a agulha e o coletor, que impede a
evaporacao total do solvente e dificultara a formagéo das fibras (COSTA et al.,
2012a; NISTA; BETTINI; MEI, 2015).

Apesar da formagédo dessas contas, as membranas apresentaram bons
valores de diametro de fibra (vide tabela 4, pag. 82), exibindo valores de 0,21+
0,07 um para a vazéo de 0,5 mL/h (figura 14 A), 0,23+ 0,09 um para a vazao
de 1,0 mL/h (figura 14 B), 0,26 + 0,11 um para vazao de 1,5 mL/h (figura 14 C)
e 0,22 + 0,08 um para vazdo de 2,0 mL/h (figra 14 D), sem diferencas
significativas entre si, caracteristica provavelmente adquirida devido a baixa
concentracdo das solucbes, e portanto, baixa viscosidade e maior
condutividade elétrica quando comparada com as demais solugdes.

A despeito dos bons resultados com os diametros das fibras, foram

encontradas dimensdes menores € com menor desvio padrdo nos outros
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parametros estudados, como sera discutido adiante. Além disso, é sabido que
nanofibras alinhadas podem ser usadas para orientar as células em uma
direcéo especifica necessaria para fornecer a anisotropia encontrada em certos
orgaos (HASAN et al., 2014), e em uma analise visual, as membranas de 2,5%
de PEO nao apresentaram qualquer grau de organizacdo na deposi¢cao de
suas fibras.

Quando a concentragdo de PEO aumentou de 2,5 para 4,5%, as fibras
apresentaram uma estrutura visualmente mais organizada, sendo mais
uniformes e com formato cilindrico, sem formacao de contas em nenhuma das

vazoes utilizadas (figura 15).
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Figura 15 - Imagens de microscopia eletrbnica de varredura de membranas
eletrofiadas com PEO 4,5% com aumento de 20000 vezes: A — 0,5 mL/h; B —

1,0 mL/h; C - 1,5 mL/h; D — 2,0 mL/h.

Tpn EHT=15.00 kV LRAC/FEQ Tpm EHT=15.00 kV LRAC/FEQ
Mag= 20.80 K X 1 Probe= 58 pA W= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP Mag- 20.80 K X 1 Probe= 58 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

\

.«

LRAC/FEQ
ctor= SE1 UNICAMP

1 EHT=15.80 kV LRAC/F]ZZO 1pn | EHT=15.00 kV
Mag- 20.88 K X I Probe= Si = nn = UNICAMP Mag- 20.88 K X 1 Probe= 50 pA WD= 25 mn Det

Fonte: A autora

As medidas dos diametros das fibras foram mensuradas, e os valores
encontrados foram 0,31 + 0,06 um para a vazao de 0,5 mL/h (figura 15 A), 0,19
+ 0,03 um para a vazao de 1,0 mL/h (figura 15 B), 0,42+ 0,12 um para a vazao
de 1,5 mL/h (figura 15 C) e 0,53 + 0,25 um para a vazao de 2,0 mL/h (figura 15
D).

Esses valores sdo coerentes com a literatura, pois com uma
concentragdo maior, a viscosidade tende a aumentar e induzir a formacao de

fibras com maiores valores de didmetro. Esta solucao de 4,5% de PEO também
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apresentou menor condutividade elétrica, o que também resulta em um
aumento de diametro das fibras, uma vez que solugdes menos condutoras,
estardo submetidas a uma forga de tragdo menor na presenga de um campo
elétrico (HASAN et al., 2014; NISTA; BETTINI; MEI, 2015).

Entretanto, foi nesta concentragdo que se obteve o menor didametro de
fibras e com menor desvio padrdo, utilizando a vazdo de 1,0 mL/h. Neste
ponto, estabeleceu-se os melhores parametros para dar continuidade na
pesquisa.

A escolha dos parametros baseados no tamanho e distribuicdo de fibras
€ bastante coerente, uma vez que para aplicagdo das membranas como
biomaterial ou como scaffold, menores dimensbées sdo desejadas, pois
fornecem maior area de conato. Assim, estas se assemelhariam as dos
componentes da matriz extracelular, podendo simular ambientes teciduais, com
elevada organizagcdo e permanéncia da funcionalidade das células, conforme
relatado pela literatura (AHMED; LALIA; HASHAIKEH, 2015; COSTA et al.,
2012b).

De acordo com Frohbergh e colaboradores, a arquitetura nanofibrosa
pode ser benéfica em termos de proliferacao, diferenciacdo e mineralizacao de
células osteoprogenitoras. A eletrofiacdo de polimeros com substancias
bioativas pode melhorar ainda mais as propriedades biomiméticas dos
scaffolds nanofibrosos e, portanto, melhorar a ligacdo celular, a diferenciacao
osteoblastica e a sintese da matriz extracelular (ECM) 6ssea (FROHBERGH et
al., 2012).

Tal caracteristica € também defendida por Zarghami e equipe, que

relatam que, o processo de eletrofiacdo é eficaz na fabricagdo de fibras na



91

faixa de didametros de tamanho micro ou nano. Além disso, sua alta porosidade,
tamanho de poros pequeno e com grande superficie de contato (razéo
area/volume) tem um bom potencial para as aplicagcbes biomédicas
(ZARGHAMI et al., 2015).

Na ultima variagcdo dos parametros, devido a alta concentracdo do
polimero, 6,5%, obteve-se membranas apenas nas vazoes de 0,5 e 1,0 mL/h
(figura 16), convergindo com informacdes da literatura (WANG et al., 2013b).
Maiores vazdes entregam uma maior quantidade de material durante o
processo, e associado a solu¢des de alta viscosidade, ndo favorecem a
formacgao de fibras (SILL; VON RECUM, 2008), o que justifica os resultados

obtidos nestes ultimos cruzamentos de parametros.

Figura 16 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura de membranas

eletrofiadas de PEO 6,5% com aumento de 20000 vezes: A—-0,5mL/h;B-1.,0

LRAC/FEQ 1pm EHT=15.008 kV LRAC/FEQ
UNICAMP Mag- 20.90 K X 1 Probe= 58 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

Fonte: A autora

Apesar de nao ter formacdo de contas nessas condi¢gdes, maiores

medidas de didametro das fibras foram encontrados, 0,41+0,07 um para a vazéao
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de 0,5 mL/h (figura 16 A) e 0,34+ 0,14 um para a vazéo de 1,0 mL/h (figura 16
B). Esses resultados corroboram informagdes ja conhecidas, em que maior
viscosidade e menor condutividade elétrica induzem o aumento do diametro
das fibras (SILL; VON RECUM, 2008), como ja discutido anteriormente.

Para as vaz6es mais elevadas, 1,5 e 2,0 mL/h, na qual ndo obtivemos
sucesso, observou-se durante o processo que a solugéo, ao alcangar o coletor,
se depositava em grande quantidade sobre o mesmo. Possivelmente, se o
coletor estivesse a uma distancia maior que a utilizada, talvez as fibras teriam
se formado; isto €, a pequena distancia provavelmente impossibilitou que o
solvente evaporasse, para que a fibra fosse formada.

A partir de todas essas informagdes, nota-se a importancia de se definir
os parametros do processo de eletrofiagdo para se obter fibras homogéneas e
com dimensdes adequadas sem a presencga de pérolas. Isso garantird uma boa
eficiéncia da membrana no transporte das moléculas dos farmacos, ou mesmo
serem usadas como scaffolds no crescimento de tecidos (KRSTIC et al., 2017).

Na sequéncia do trabalho, utilizando os paréametros ideais escolhidos
para a adicdo do principio ativo, membranas com 4,5% de PEO foram
preparadas, adicionando-se trombina nas concentragbes de 2, 4 e 8 Ul/mL,
que foram analisadas por MEV.

A quantidade de trombina adicionada foi mensurada baseada em uma
quantidade da mesma por area de membrana (EVERLAND et al.,, 2013).
Ressalta-se, porém, baseado em conhecimentos prévios, que membranas
obtidas por eletrofiacdo ndo possuem uma area definida; assim, nao é raro
obter-se membranas com tamanhos de area diferentes dependendo do

polimero utilizado.
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Quanto a quantidade de trombina, esta pode variar dependendo do uso
pretendido do dispositivo; quanto maior o sangramento a ser tratado, maior a
concentragdo de trombina desejada, podendo estar em uma faixa de 1 Ul/cm?
a 1000 Ul/cm? de membrana. Prosseguindo o trabalho, adotou-se uma
quantidade efetiva de trombina na recuperacdo de lesdes, ja descrita
anteriormente (GUGERELL et al., 2014), equivalente a um volume de 100 pL,

fixado para as demais concentragoes.

Figura 17 - Membranas PEO 4,5% com trombina 2 Ul/mL - 10000 e 120000

vezes de aumento e histograma da variacdo do tamanho das fibras.
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Fonte: A autora

As membranas com trombina mantiveram o visual uniforme obtido com

as membranas do polimero puro, ou seja, a adicao de trombina, independente
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da concentracdo, nao interferiu na morfologia das fibras, que continuaram a

néo apresentar a formag&o de contas.

Figura 18 - Membranas PEO 4,5% com trombina 4 Ul/mL - 10000 e 120000

vezes de aumento e histograma da variagdo do tamanho das fibras.
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Fonte: A autora

Observa-se normalmente na literatura que a adicdo de alguma carga
modifica a morfologia de fibras eletrofiadas, tal como mostra o trabalho de Liu e
colaboradores ao eletrofiarem PEQO/queratina. Esses pesquisadores
observaram que para algumas proporcbes destas substancias, houve a
formacao de contas (LIU et al., 2014). O mesmo ocorreu com Santos e equipe,

que ao eletrofiarem PLA/Sedum dendroideum observaram a modificagdo
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completa das estruturas, com formagdo de muitas contas nas membranas
(SANTOS et al., 2013).

A divergéncia observada entre os resultados obtidos com PEO/trombina
possivelmente deveu-se a pequena quantidade, em volume, de trombina
adicionada ao sistema.

O diametro das fibras foi mensurado (vide tabela 3, pag. 80),
apresentando os valores de 0,19+ 0,04 um para a solu¢cado com 2 Ul/mL (figura
17 C), 0,27 + 0,07 um para a solugdo com 4 Ul/mL (figura 18 C) e 0,23 + 0,05
um para a solugdao com 8 Ul/mL (figura 19 C), médias um pouco maiores que a

do polimero puro, mas sem diferengas significativas entre si.

Figura 19 - Membranas PEO 4,5% com trombina 8 Ul/mL - 10000 e 120000

vezes de aumento e histograma da variagdo do tamanho das fibras.
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Notou-se que apds a adicdo de trombina, ocorreu a diminuicdo da
viscosidade e o aumento da condutividade elétrica, fato que resultaria numa
diminuicdo do diametro das fibras (RAY et al., 2016). Entretanto, considerando
0 desvio padrdo de todas as medidas, de membranas com e sem trombina,
pode-se afirmar que o tamanho das fibras se manteve dentro da mesma faixa
de dimenséao, por possivelmente a modificacdo das propriedades nao ter sido
suficiente para causar uma diminuicdo significativa do didmetro das fibras
produzidas.

Visualmente, as membranas com 2 Ul/mL (figura 17 A) se mostraram
menos organizadas que as demais (figuras 18 A e 19 A), com fibras mais
tortuosas e menos alinhadas. Como é descrito na literatura que nanofibras
mais alinhadas podem auxiliar no crescimento de células (HASAN et al., 2014),
€ esperado que as membranas com 4 e 8 Ul/mL apresentem um desempenho

melhor nas andlises de crescimento de tecido in vitro e in vivo.

5.3.2. Andlise de grupamentos quimicos por ATR - FTIR

Para verificar se o principio ativo permanecia nas membranas apds o
processo de eletrofiacao, foi realizada a analise de FTIR para identificacao de
bandas de transmitancia de trombina na membrana, e o resultado foi
comparado com bandas de uma membrana de PEO puro. Os espectros

obtidos podem ser vistos na figura 20.
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Figura 20 - Espectro FTIR em modo transmitancia da membrana de PEO puro,

membrana de PEO/trombina e da solucao de trombina.
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Fonte: A autora

Segundo a literatura, as bandas tipicas de uma proteina sao baseadas
na molécula modelo N-metil-acetamida, que apresenta uma banda em 3300
cm™ correspondente as vibragdes dos grupos N-H; uma banda em 1650 cm™,
que € associada a um grupo de vibragdes, sendo 80% do estiramento do grupo
carbonila, 10% de deformacdo angular —-CNH e 10% de estiramento —CN.
Ainda ha outra banda em torno de 1300 cm™, que corresponde a uma
sobreposicao de varios grupos de vibragbes (C=0; CN; CNH; OCN; entre
outros) (FORATO et al., 2010).

Corroborando com esta afirmacgéo, Liao e colaboradores utilizaram o
FTIR no desenvolvimento de um método de biossensibilidade para monitorar
processos bioquimicos em superficies. No estudo foi apresentado um espectro

de solugdes de trombina em diferentes concentragdes, e também obtiveram
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bandas na faixa entre 3200-3500 cm!, que foram atribuidas as ligacdes N-H
(LIAO et al., 2006).

Em consonancia com esses valores encontrados na literatura, o
espectro da trombina pura, representado pela curva em azul na figura 20,
apresenta as bandas na faixa caracteristica das proteinas, entre 3200 e 3500
cm™ para vibragdes dos grupamentos N-H, e entre 1500 e 1700 cm', para os
grupos carbonila.

Bandas entre 3000 e 3800 podem estar relacionados a agua, como pode
ser encontrado na literatura (ROSA; DISALVO; FRIAS, 2020), o que se faz
coerente uma vez que a trombina usada para a andlise estava em solucéo
aquosa. Entretanto, a banda entre 1500 e 1700 sdo frequentemente
encontradas em estudos envolvendo proteinas, como caracteristica da
carbonila (ABROSIMOVA; SHULENINA; PASTON, 2016; ANDRADE et al.,
2019), ratificando os resultados encontrados nesta andlise para a trombina.

O espectro do PEO puro, curva em preto, apresenta picos ao redor de
2800, referente ao estiramento vibracional do CHz assimétrico do polimero,
entre 1200 e 1100 cm, de vibragdes do estiramento C-O-C de grupo éter na
fase cristalina. Picos de fraca intensidade entre 1250 e 1500 cm
correspondem a vibracdes de deformacédo do C-H. A presenca da banda em
torno de 960 cm” é um indicativo de conformacdo helicoidal do PEO
(BURGAZ, 2011; RATNA; ABRAHAM; KARGER-KOCSIS, 2008).

Na literatura, sdo encontrados esses mesmos valores para o PEO puro,
como mostra o trabalho de Burgaz (2011) que preparou compdésitos de
PEOQ/argila/silica. Ele identificou os picos de 1150, 1100 e 1060 cm™ para o

polimero puro, destacando estarem relacionados aos modos de alongamento
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simétrico e assimétrico dos grupos C-O-C, presentes no polimero. Ainda
ressaltou o fato de existirem bandas na faixa entre 1000 - 900 cm™,
pertencentes aos modos de vibragdo do CH2 presente na molécula de PEO
(BURGAZ, 2011).

Esses picos também foram observados, em menor intensidade quando
comparados com o0s picos das ligagbes C-O, no espectro do PEO puro e o
PEO/trombina, vide figura 20. Ravindar Reddy e colaboradores também
encontraram os mesmos valores de bandas caracteristicas dos grupos C-O-C
do PEO, na faixa de 1100 cm’, ao estudarem blendas de PMMA/PEO
(RAVINDAR REDDY et al., 2016).

Lu e colaboradores encontraram os mesmos valores de bandas para
esse grupo C-O, ao testarem a condutividade térmica de membranas
eletrofiadas de PEO (LU et al.,, 2017). Todos esses exemplos da literatura,
independente da forma testada do polimero, em blendas, puro, filme ou
membrana, corroboraram com os resultados aqui demonstrados na figura 20.

Por sua vez, o espectro do conjunto PEO/trombina, realizado com a
membrana, ndo apresentou as bandas observadas na trombina, apenas as
observadas no polimero. Na analise de blendas e compdsitos, 0 espectro de
FTIR deve apresentar as bandas de ambos os materiais do conjunto, mesmo
gue em menor intensidade (RAVINDAR REDDY et al., 2016).

Um exemplo vem do trabalho de Li e Yang, em que prepararam um
material bioativo com acetato de celulose/PEQO e rutina (ou vitamina P) como
principio ativo, e no espectro desta blenda foi observado uma ligeira alteracao
da banda caracteristica da ligagcao O-H da fibra acetato de celulose/PEQ. Esta

mudanca foi interpretada pelos autores como uma interferéncia da cetona
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insaturada presente na rutina, mostrando que houve interagdo entre as
substancias utilizadas no preparo da blenda (LI; YANG, 2020).

Neste resultado ndo se observou trombina no espectro de
PEO/trombina, que constitui a membrana. Considerando-se a hipdtese da
trombina ter sido encapsulada pelo PEO e que a técnica nao foi capaz de
detectar a mesma no interior das fibras e/ou que a técnica néo foi eficiente para
detectar trombina numa concentracdo baixa, buscou-se utilizar uma técnica

mais apurada, como 'H-NMR- Dosy que sera discutida a seguir.

5.3.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e DOSY

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear foi usada para
identificar a presenca de trombina nas nanofibras PEO/trombina, cujos
espectros de RMN-'H sdo mostrados na figura 21 A-B. A técnica possui como
vantagem conseguir captar concentragdes minimas em misturas de
substancias (REILE et al., 2017), o que nem sempre é possivel em outras

técnicas como FTIR, por exemplo.
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Figura 21 - (A) espectros de '"H RMN de PEO (verde), trombina (azul) e PEO /

T2U (magenta) e (B) zoom dos espectros de 'H RMN. (C) Coeficientes de

difusdo determinados a partir de medicées de 'H DOSY das amostras PEO

(verde) e PEO / trombina (magenta) e (D) zoom dos espectros 'H DOSY.
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Fonte: A autora

O espectro de PEO mostrou um pico centrado em 3,7 ppm relacionado

aos protons da principal cadeia polimérica (CHz2 — CHz — O), corroborando com

0 que esta descrito na literatura.Heng e colaboradores, ao trabalharem com

copolimero de PEO-b-carboxi-terminal-butadieno-acrilonitrila, encontraram o

mesmo valor de 3,65 ppm para o pico correspondente ao PEO presente no

copolimero (HENG et al., 2015).
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Também, em seus estudos, Lemma, Bossard e Rinaudo utilizaram a
técnica de RMN para investigar as alteracbes quimicas em nanofibras de
Quitosana/PEO e identificar acido acético residual nas mesmas. Novamente o
pico referente ao PEO, em 3,73 ppm foi detectado (LEMMA; BOSSARD;
RINAUDO, 2016). Além disso, o pico a 4,7 ppm esta relacionado a agua
residual, seguindo o que ja esta descrito na literatura (DE MOURA RIBEIRO et
al., 2017).

Os sinais proximos de 8,0 e de 1,4 ppm também foram observados e
estdo relacionados a impurezas ou contaminagdo. No caso do espectro da
trombina, foram observados sinais tipicos de 0,5 a 4,5 ppm, correspondendo a
prétons alifaticos da proteina, assim como também é descrito na literatura
(CLEARY; TRUMBO; MAURER, 2002).

O espectro de PEO/Trombina mostrou sinais de ambos 0os componentes
(PEO e trombina), confirmando que a trombina estava presente na membrana
eletrofiada. Além disso, uma vez que nao foi observado desvio do pico do PEO
apés a adicdo de trombina, provavelmente ndo houve reagcdo quimica entre as
substancias durante a mistura. Assim, a hipoétese mencionada anteriormente da
encapsulacao da trombina pelo PEO ganhou forcga.

A espectroscopia de RMN ordenada por difusdo (DOSY) foi realizada
para fornecer informacdes adicionais sobre a interacdo PEO/trombina, uma vez
que essa técnica permite a discriminacao de moléculas em solucado de acordo
com suas taxas de difusao (REILE et al., 2017).

Os espectros de DOSY-RMN sao apresentados na figura21 Ce 21 D e
revelaram que o coeficiente de difusdo de PEO/Trombina era menor que o

coeficiente do PEO puro, ambos em agua deuterada (D20). A diminuicdo do
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coeficiente de difusdo do conjunto PEO/Trombina pode estar relacionada a
uma interagdo secundaria forte entre as cadeias do polimero e da proteina, o
que possivelmente dificultou a mobilidade do conjunto.

De acordo com a literatura, diferentes tipos de interacdo, como Van der
Walls e ligacao de Hidrogénio, podem atrasar o transporte da estrutura em um
meio, interferindo no coeficiente de difusdo (LAJARRIGE et al., 2019). Também
é descrito na literatura que analitos mais leves apresentam difusdo mais rapida,
e vice-versa (REILE et al., 2017), sendo assim, é entendivel que essa possivel
interacdo entre as cadeias de PEO e trombina, pode ser compreendido como
um aumento da massa molar do conjunto, que resultou na diminuicao da
difuséo.

A literatura relata que proteinas e polimeros podem ser conjugados
através de ligacoes covalente ou ndo covalentes por acoplamento reativo ou
afinidade, método chamado “grafting — to”, o mais comum na construgdo de
bioconjugados poliméricos, que propicia a retencdo da atividade da
biomacromolécula, através de uma alta eficiéncia de acoplamento (COBO et
al., 2015). Sendo o PEO um poliéter, ndo apresentando grupos reativos, essa
interagdo entre as cadeias seria de natureza ndo covalente, possivelmente
interacdes intermoleculares do tipo ligacdo de Hidrogénio, entre os -OH
terminais do polimero e as cargas da proteina.

Assim, os resultados obtidos sugerem uma boa interacdo entre PEO e
trombina, mostrando que o material bioconjugado obtido mostrou melhorias
nas propriedades fisicas e responsivas as células, como ja discutido nos

resultados das outras analises, justificado pela existéncia dessa interacao.
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O resultado fornecido pela técnica foi fundamental para se esclarecer a
presenca de trombina na membrana e, mais ainda, para se observar a
interacao entre elas.

Essa caracteristica obtida traz uma informacao importante para o
estudo, pois, como ja € de conhecimento, membranas obtidas por eletrofiagao
apresentam uma pequena espessura, e esta caracteristica para aplicagdo na
liberacdo controlada pode ser uma desvantagem. Lembramos que, a difusdo
do principio ativo esta relacionada a espessura do dispositivo, que quanto
menor mais rapida esta difusdo ocorrera. Como consequéncia, o efeito burst
aumentara, mudando o perfil das taxas de liberacdo dos medicamentos, que
passam a ser rapidos demais para serem terapeuticamente benéficos (SILL;
VON RECUM, 2015).

Entdo a interagdo observada entre PEO e a trombina no RMN - Dosy
pode funcionar como um retardante na liberacdo da trombina, aumentando sua

eficiéncia para a aplicacao desejada.

5.3.4. Dicroismo Circular (CD)

O entendimento entre a estrutura e a funcdo desempenhada por uma
proteina € um passo necessario para o desenvolvimento de biomateriais
biofuncionalizados, scaffolds, sistemas de liberacdo de medicamentos,
recobrimento de feridas, dentre outras aplicagdes. Devido a isso, a analise de
dicroismo circular foi realizada com o intuito de determinar a possivel interacao

entre o PEO e a trombina, assim como indicar a manutencao de sua atividade
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apds o processo de eletrofiacdo identificando suas estruturas secundarias. O

espectro da analise pode ser visto na figura 22.

Figura 22 - Espectros de dicroismo circular da trombina pura (A) e das

membranas com trombina (B).
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Fonte: A autora

Em geral, quando um ligante se liga a uma proteina, ele causa uma
certa mudanca em sua estrutura secundaria, desta forma, na espectroscopia
de dicroismo circular, as altera¢des conformacionais na proteina causada pelo
ligante podem ser avaliadas medindo a estrutura secunddria da proteina
(CHEN et al., 2019).

Em um tipico espectro de dicroismo circular pode-se observar um pico
de banda positivo em 190 nm e dois negativos em 208 e 222 nm para
conformacéo a-hélice, um pico positivo em 196 nm e um pico negativo em 218
nm para a conformagao B-folha e um pico positivo em 212 nm e um pico
negativo em torno de 195 nm para estruturas aleatoérias (random coil), como

mostrado na figura 10 na pag. 64 (MILES; WALLACE, 2016).
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Partindo desses parametros e observando o espectro da trombina pura
(figura 22 A), nota-se que ha um pico em 190 nm para a proteina, também
detectada pela banda amida no FTIR referente a conformagdo de
predominancia a-hélice. Entretanto, ndo foram obtidos os picos negativos que
caracterizam essa estrutura, possivelmente pelo fato da proteina estar em
processo de desnaturacao, o que faria com que nao fossem observados picos
nesta analise (BURRIDGE et al., 2020).

Analisando o espectro dos conjugados polimero-proteina (figura 22 B),
observa-se que a interagdo entre as cadeias fez com que picos positivos e
negativos aparecessem, podendo identificar a conformagdo que a trombina
adquiriu ao se ligar com o PEO. Contudo, comparando com os valores de
referéncia dos picos para dicroismo circular, conclui-se que o polimero pode
ter causado instabilidade conformacional na proteina, uma vez que os picos
foram deslocados.

Nota-se um pico positivo em torno de 200 nm para os agrupamentos
PEO/T2U e PEO/T4U, o que pode indicar uma conformagéo do tipo B-folha,
porém em nenhum dos dois casos foi obtido o pico negativo caracteristico
dessa estrutura. Ja para o agrupamento PEO/T8U s&do observados picos
positivos em 190, 198 e 214 nm, e um pico negativo em torno de 206 nm,
caracteristicas mais proximas das estruturas a-hélice e B-folha.

Chen e equipe (2019) estudaram a interferéncia da ligacdo de um
anticoagulante a trombina em sua estrutura secundaria. Como resultado
observaram que com o aumento do anticoagulante, e consequentemente
perca da atividade da trombina, houve a modificacao da estrutura da proteina,

passando de B-folha para estrutura aleatéria (random coil) (CHEN et al., 2019).
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O contrario foi observado em nossos resultados, onde a trombina que foi
conjugada ao PEO manteve suas estruturas de a-hélice e B-folha, justificando
a manutencao de sua atividade.

Ainda assim, pode-se afirmar que embora a proteina apresente estrutura
secundaria, ndo estando entdo desnaturada, esta se difere da estrutura
proteica inicial, e apesar da associagao da trombina com o PEO ter mudado a
estrutura da proteina, esta continua apresentando as estruturas secundarias
que lhes sdo caracteristicas, de acordo com a literatura (XU et al., 2020), o
que possibilita a manutencao de suas fungdes.

A diferenca apresentada na membrana de PEO/T8U em comparacao
com as outras duas formulagbes possivelmente se deu devido a maior
concentracdo da proteina e, portanto, maior disponibilidade de sitios ativos
presentes, fazendo com que seu espectro se apresentasse mais semelhante a
da trombina pura (figura 22 A) e ao que € descrito na literatura (XU et al.,
2020).

Estudos de bioconjugados entre polimeros e proteinas tem sido
desenvolvido ha bastante tempo, entretanto, maiores informagdes sobre as
estruturas desses agrupamentos ainda apresentam dados experimentais
limitados no meio cientifico. Burridge e colaboradores desenvolveram um
estudo sobre polimeros conjugados a proteina ubiquitina, no qual conseguiram
obter informacdes sobre estabilidade e desnaturacdo dos complexos, sendo
que o ganho de estabilidade que encontraram, foi atribuida a interacao entre
polimero e a proteina (BURRIDGE et al., 2020).

Lee e equipe desenvolveram hidrogel de peptideos conjugados com

polimeros funcionalizados com bivalirudina, um inibidor de trombina, e apesar
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das misturas no complexo, as caracteristicas dos hidrogéis foram mantidas e a
proteina manteve sua estrutura inicial. E apds a realizagdo dos trabalhos,
concluiram que devido a manutencdo das propriedades, este material tem
potencial para aplicacdo em transplante de células na medula espinhal (LEE et
al., 2020).

Sendo assim, baseado na literatura e nas analises de Dosy, discutidas
anteriormente, e de UV (a ser tratada mais adiante) realizadas nesta pesquisa,
concluimos que a associagdo do PEO e da trombina, fez com que a atividade
da proteina fosse mantida ap6s a producdo das membranas, e que
possivelmente o polimero funcionou como suporte para a atuacédo da trombina
in loco, demonstrada no teste de migracéo celular in vitro (a ser tratada mais

adiante).

5.3.5. Ensaio Mecanico — DMA

Os resultados encontrados nesta andlise para as membranas de PEO,
com e sem trombina, mostraram o efeito da adicdo da proteina nas
propriedades termomecanicas das membranas.

Na presenca de trombina o0 médulo de armazenamento (E') do polimero
a 25° C aumentou, para as concentracoes 2 e 4 Ul/mL. Entretanto para a
concentragdo de 8 Ul/mL houve uma significativa diminuicdo, como pode ser

visto na tabela 5.



109

Tabela 5 - Valores do moédulo de armazenamento (E') e Tg de PEO e PEO /

trombina.

Amostras E' (MPa)' Ty (°C)”
PEO 4,5% 421 -52
PEO/T2U 294.5 -45
PEO/T4U 1146.2 -45
PEO/T8U 733.5 -45

* valor do médulo observado a 25 °C. ** valores de Tg obtidos do pico & tan

Esse resultado pode ser atribuido ao acoplamento entre trombina/PEQO,
ja comprovada na analise DOSY, que incentivou a formagdo de uma estrutura
mais rigida do conjugado formado, devido a presenca da trombina. Proteinas
podem aumentar o médulo elastico de blendas com sua presenga, impondo
maior rigidez ao sistema (SELVAKUMAR; MEENAKSHISUNDARAM, 2019).

Essas interacdes também podem explicar o motivo do mddulo de
armazenamento ter gradualmente aumentado nas concentracées de 2 e 4
Ul/mL de trombina, mas terem diminuido na concentracao de 8 Ul/mL, uma vez
que a quantidade de PEO foi a mesma para todas as membranas, pressupde-
se que a disponibilidade de polimero para interagir com a trombina possa ter se
esgotado, diminuindo a interacao entre as cadeias. Essa caracteristica também
foi observada nas medidas de viscosidade e condutividade elétrica das
solucdes.

O aumento do moédulo de armazenamento também foi observado por

Burgaz (2011), que produziu nanocompésitos de PEO/argila/silica e
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observaram um aumento significativo do E’ com a adigdo das cargas, quando
comparado ao polimero puro, e esse aumento foi indicado devido a interagdo
polimero-particula, que fez com que se formasse uma rede fisica, oferecendo
maior refor¢o ao nanocompésito (BURGAZ, 2011).

Qin e colaboradores observaram a mesma situagcdo ao prepararem
nanofibras de quitosana com pululana (polissacarideo constituido de unidades
de maltotriose). Eles observaram que o médulo de armazenamento aumentou
com a adicdo de quitosana, em proporgdes de até 30% de quitosana nas
blendas estudadas, aumentando a rigidez do material (QIN et al., 2019).

Temos também varios autores que relatam uma dependéncia da massa
molar com as propriedades termomecanicas do polimero (RIVERA NICHOLLS
et al., 2019; WANG et al., 2020b). Como as medidas de DOSY sugeriram um
aumento na massa molar do polimero, devido a bioconjugacéo entre trombina
e PEO, o aumento do E' pode ser atribuido a essa associagdo PEO-trombina.

A temperatura de transicdo vitrea (Tg), parametro também obtido por
analise térmica, foi afetada pela adicdo de trombina; as Tg do PEO puro e do
conjunto PEO/trombina, foram de -52 e -45 ° C, respectivamente. O aumento
de Tg apd6s a adicdo de trombina também pode estar relacionado ao
acoplamento trombina/PEQO, onde a trombina introduziu certa rigidez ao PEOQ,
bem como a prépria rigidez da trombina que é uma proteina helicoidal. Assim,
tanto a interacdo secundaria das moléculas como a estrutura rigida da
trombina colaboraram para o aumento da Tg.

Esta situacdo € corroborada pela literatura, por Burgaz, (2011), ao
analisar a Tg de blendas de PEQO/argila/silica. As temperaturas aumentaram

com o aumento da concentracao de argila e silica nas blendas, bem como a
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resisténcia do material, devido as cargas restringirem a mobilidade das cadeias
do PEO (BURGAZ, 2011).

Também, Qin e colaboradores observaram um aumento da Tg com o
aumento da quantidade de quitosana nas blendas com pululana. Isso ocorreu
devido a rigidez da estrutura da quitosana, um polissacarideo natural, que
inclusive causou uma melhora na estabilidade térmica dos filmes estudados
(QIN et al., 2019).

Os resultados aqui obtidos mostram que o material desenvolvido pode
ser utilizado no recobrimento de feridas, pois apresenta propriedades

mecanicas para tal.

5.3.6. Estudo da atividade da Trombina nha membrana (UV-Vis)

Todas as técnicas de caracterizacdo confirmaram a presenca de
trombina nas solugbes e nas membranas eletrofiadas. Como foi constatado, a
viscosidade das solugdes diminuiu, a condutividade elétrica do sistema
aumentou, o RMN evidenciou picos caracteristicos de prétons alifaticos da
trombina na membrana, o DOSY demonstrou que o coeficiente de difusdo
diminuiu para as membranas de PEO/trombina e, por ultimo, o médulo de
armazenamento (E’) das membranas aumentou com a adicdo de trombina. O
proximo passo foi determinar a atividade da trombina, ap6s o processamento
da membrana por eletrofiagéo.

O método para a determinacdo da atividade de trombina é baseado na
diferenca de absorbancia entre o substrato original e o produto resultante da

quebra feita pela trombina, de uma porcéao terminal do substrato. A taxa de
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formagao deste produto é determinada seguindo-se 0 aumento da absorbancia
por segundo em 405 nm e é proporcional a atividade enzimatica. Sendo assim,
quanto maior a atividade da trombina, mais substrato sera convertido e,
portanto, maior sera a absorbancia.

Na figura 23 temos as curvas de absor¢do da trombina nas trés
concentragbes utilizadas para o preparo das membranas (curvas em
vermelho), das solucdes de trombina nas mesmas concentracdes (curvas em

verde), e da membrana de PEO puro (curvas em preto).

Figura 23 - Atividade da trombina nas membranas de PEO e em solugéo

tamp&o, PEO/T2U (A), PEO/T4U (B) e PEO/T8U (C).
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Observa-se que a trombina ainda apresenta atividade apds o
processamento por eletrofiacdo, e que esta atividade se apresentou maior que
das solugdes pura de trombina. Esta analise foi realizada com membranas que
estavam armazenadas sob refrigeragdo por 3 meses, e mesmo apds esse
periodo, a atividade da trombina foi mantida.

Na curva da trombina 2 Ul/mL (figura 23 A), € observado que a
atividade da trombina encapsulada na membrana apresenta um crescimento
até os primeiros 2000 s e depois mantém um crescimento menor, porém
constante, e que durante o tempo analisado ndo apresenta decréscimo de
atividade.

Na curva da membrana com trombina 4 Ul/mL (figura 23 B) vé-se um
pico de atividade em 2000 s, e esta permanece, em declinio, até os 3500 s,
quando passa a apresentar zero atividade. Para a membrana com trombina 8
Ul/mL (figura 23 C) a atividade maxima se deu em 4000 s, porém néo alcangou
zero atividade durante no tempo estudado (2 h).

Todas as membranas analisadas foram capazes de manter a atividade
da trombina, mesmo apds o processo de eletrofiagdo, sendo esta atividade
sempre maior que a das solugdes de trombina pura, o que sugere uma sinergia
cooperativa entre trombina e PEO. Ja foi demonstrado que o acoplamento
entre as cadeias de um polimero e de uma biomacromolécula para se obter
bioconjugados, € capaz de apresentar um alto rendimento com atividade retida
(COBO et al., 2015).

Um fato interessante é que a hirudina (anticoagulante extraido de
sanguessugas), atua ligando-se diretamente em varios locais da trombina. A

partir dos nitrogénios se liga aos sitios ativos da trombina, e com os carbonos
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se liga nos exositios distantes dos seus sitios ativos (HUANG et al., 2014).
Uma vez que o PEO é um polimero que ndo apresenta nitrogénio em sua
composicao, a interagcdo apresentada entre ele e a trombina provavelmente
ndo se deu em locais proximos aos sitios ativos, justificando a atividade da
trombina encapsulada ter sido mantida.

A trombina apresenta dois exositios, sendo o exositio | formado
majoritariamente por cargas positivas, e esta relacionado a possibilidade de se
ligar a hirudina e com fung¢des relacionadas a coagulacdo no processo de
hemostasia. Ja o exositio |l apresenta carbonos terminais e locais para
interacdo com ligantes polianibnicos (MARAGOUDAKIS; TSOPANOGLOU,
2009).

Partindo da hipotese de que o PEO atuaria, em sua interagdo com a
trombina, de modo diferente da hirudina, e que este polimero apresenta
oxigénio em suas extremidades, podendo estar carregado negativamente,
possivelmente, a interacdo entre PEO e trombina se deu no ambito do exositio
Il, deixando liberado o exositio | responsavel pelas fungbes da coagulagao,
justificando o aumento da atividade apresentado na analise do UV e verificado
no teste de migracao in vitro.

As membranas apresentaram atividade de trombina mais acentuada
apenas no comego da analise, ou seja, depois que solubilizada a membrana
em solucdo tampao, a trombina manteve sua atividade por pouco tempo,
entretanto esse curto tempo de atividade, n&o pode ser considerado um fator
negativo, jA que a hemostasia, primeira etapa da cicatrizacdo e onde a
trombina é mais requisitada, ocorre imediatamente apdés a lesdo (GUO;

DIPIETRO, 2010).
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Vendramin, Franco e Franco estabeleceram um método para obter gel
de plasma rico em plaqueta, para utilizagao em cirurgia plastica. Nesse método
eles também obtiveram trombina autdloga do préprio plasma, e através do
ensaio realizado por eles, conseguiram obter trombina com atividade de 8,55
Ul/mL. Essa trombina foi utilizada para ativar as plaquetas do plasma e fazer
dele um gel, que a principio estava no estado liquido. Este processo ocorreu de
forma rapida, com duracao de 30 a 60 segundos apds o contato da trombina
com o plasma (VENDRAMIN; FRANCO; FRANCO, 2009), o que indica que o
tempo de atividade do material proposto € suficiente para atender a aplicagao
desejada.

Assim também, na analise de migragao celular in vitro, que falaremos
mais adiante, as membranas de PEO com trombina incentivaram a migracéo
celular, com resultados superiores as solugbes de trombina pura. Esse
resultado revelou que ha uma sinergia entre estas moléculas, fato esse que
pdde ser constatado pela anédlise de dicroismo circular, que demonstrou que a
trombina manteve sua estrutura mesmo apds o processo de fabricacdo das
membranas, mantendo assim sua atividade, e que o polimero possivelmente
atuou como suporte para sua atuagao.

Outro ponto positivo a ser levantado € que enquanto a membrana for
preservada seca e sob refrigeracao, a trombina serd mantida ativa, ao contrario
de solucdes aquosas de trombina que se instabilizam facilmente. Portanto,
trata-se de um curativo que estara facilmente disponivel, estavel e que sera
ativado no momento que entrar em contato com o local da hemostasia,
superando o fato da instabilidade da trombina em solucdes aquosas, fato esse

ja descrito na literatura (HIDEO NISHIMAKI et al., 1992).
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5.4.Caracterizacao bioldgica

5.4.1. Teste de Viabilidade celular — MTT

Analisar a viabilidade celular se faz importante em qualquer estudo de
desenvolvimento de materiais para aplicagdo na area da saude. Um material
ao entrar em contato com qualquer tecido vivo, ndo pode ser toxico € nem
gerar subprodutos téxicos ao organismo. Podendo ocorrer uma geracgao reativa
de espécies de oxigénio, desnaturacdo proteica, desarranjo mitocondrial e
perturbacao das fungdes fagociticas (JEEVANANDAM et al., 2018).

O PEO ja é conhecido por ser biocompativel, e tem sido amplamente
estudado para aplicacdo como biomaterial, isolado ou em associacao a outros
materiais (NETO; FONSECA; PEREIRA, 2015; WANG et al., 2013a, 2013b). A
trombina € uma proteina que ja esta presente nos individuos, portanto néo
apresenta qualquer toxicidade. Entretanto, quando se misturam materiais
diferentes, existe a possibilidade de ocorréncia de reagdo primaria ou
interacbes quimicas secundarias entre eles, que podera mudar as
caracteristicas iniciais de cada componente. Isso justifica a necessidade de
analisar a toxicidade do novo material.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que nado ha diferenca
significativa entre os grupos controle e o0 que fez uso da membrana de PEO
puro e PEO/T2U. Ao contrario, notou-se que as membranas com trombina
foram capazes de aumentar a viabilidade celular apés 1 h de tratamento,
mostrando que o material em questdo ndo apresentou toxicidade as células.

Observou-se ainda que o material propiciou um aumento significativo no
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nuamero de células viaveis, com destaque para a membrana PEO/T8U (figura

24).

Figura 24 - Viabilidade celular apds 1h (a) e apds 24h (b) de exposi¢ao ao

tratamento. (n=6, NS: nao significativo, *: p < 0.01, ANOVA - Tukey).
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Fonte: A autora

Oliani e colaboradores apresentaram em seu trabalho que, uma
amostra s6 € considerada tdéxica quando 50% ou mais das células se tornam
inviaveis quando expostas ao tratamento (OLIANI et al., 2017). Desta forma,
apesar do resultado obtido em 24 h, ndo se pode afirmar que o material em
questdo apresente toxicidade as células em um periodo prolongado. O fato
apresentado na analise em 24h pode estar relacionado ao aumento da
densidade celular, com consequente diminuicdo de substrato para a
sobrevivéncia das células.

Com isso, conclui-se que a viabilidade celular foi estimulada pela
trombina em suas diferentes concentracdes, e esse efeito pode ser explicado
pelo aumento da sintese de DNA e mitose celular, como ja demonstrado

anteriormente (STOCUM, 2019).
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5.4.2. Teste de Viabilidade celular — Live/Dead

Foi analisado o efeito citotoxico das membranas de PEO, com e sem
trombina, pelo método Live/Dead® de imunofluorescéncia, com resultado
apresentado na figura 25.

Nesta analise de viabilidade celular foram utilizados queratindcitos
humanos imortalizados (células HaCaT), aonde as células metabolicamente
viaveis se apresentam coradas em verde, e as células mortas ou
metabolicamente inativas, em vermelho. Os resultados estdo apresentados na

figura 25, com tempos de exposicao aos tratamentos de 1h e 24h.
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Figura 25 - Viabilidade celular apdés 1h e 24h de exposicdo aos diferentes

tratamentos. Aumento 10x.
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Fonte: A autora
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Observa-se com a analise das imagens que as células se mantiveram
viaveis, em sua maioria, independentemente do tipo de tratamento aplicado e
do tempo de exposigcédo, pois mostrou uma quantidade significativa maior de
células verdes comparada com as células vermelhas. A imagem também nos
permite identificar que as células mantiveram sua morfologia, como descrito na
literatura para queratindcitos (COLOMBO et al.,, 2017), ndao havendo
modificacdo da arquitetura da membrana celular, diminuindo a sensibilidade a
apoptose (SPENCER NETTO; FERRAZ, 2001).

E descrito na literatura que a trombina também esta associada a
apoptose celular (KRENZLIN et al., 2016), justificando o fato de nas maiores
concentracdes de trombina no material estudado, ter sido observado uma
quantidade maior de células inviaveis. Entretanto este fato ndo fez com que o
material fosse considerado toxico as células, uma vez que a quantidade de
células inviaveis se apresentaram em numero abaixo de 50% (OLIANI et al.,
2017).

Esta analise confirma o resultado apresentado pelo teste de MTT, no
qual o material testado ndo apresentou toxicidade para as células estudadas,
independentemente do tempo de exposicao.

Resultados semelhantes foram encontrados por Xuan e colaboradores,
que produziram microesferas de alginato de calcio carregados com trombina
para atuacao com agente hemostatico, e ao analisar a toxicidade do material
através do ensaio Live/Dead encontraram uma viabilidade superior a 90% apds
24h de exposicao (XUAN et al., 2017).

Na mesma linha, Shi et al (2020) desenvolveram uma estrutura tipo

esponja de quitosana e microparticulas de amido carregado com trombina para
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aplicacdo na hemostasia, e este compoésito ndo apresentou toxicidade, com
viabilidade acima de 80%, apds 24h de contato das células com o material (SHI
et al., 2020).

Diversos estudos fazendo uso do PEO para aplicagdo como biomaterial
podem ser encontrados na literatura, em muitos desses estudos o teste de
Live/Dead foi utilizado, encontrando resultados equivalentes aos apresentados
aqui nesta pesquisa, ou seja, um numero minimo de células mortas quando
comparado as células vivas, apos a exposi¢do ao material, comprovando a nao
toxicidade deste polimero e corroborando com os resultados deste trabalho
(REMYA et al., 2018; YUAN et al., 2018; ZHAO et al., 2016).

Mesmo sendo uma analise qualitativa, as porcentagens de células
viaveis e inviaveis foram quantificadas, fazendo uso do software Image J, e
analisando a significancia entre os resultados com método ANOVA e teste de

Tukey (figura 26).
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Figura 26 - Viabilidade celular ap6s 1h (verde) e apds 24h (azul) de exposicéao
ao tratamento. * - diferenca significativa em relacdo ao controle; # - diferenca
estatistica entre os mesmos tratamentos nos diferentes tempos (n=3, p < 0.05,

ANOVA - Tukey).
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A quantidade de células mortas apresentou uma diferenca nao
significativa em quase todos os grupos analisados. Somente entre 0s grupos
PEO/T4U e PEO/T8U apresentaram diferenga estatistica quando comparados
com o controle do mesmo tempo. Da mesma forma, existiu diferenga
significativa na viabilidade celular entre os mesmos grupos tratados com
PEO/T2U e PEO/T8U apds 1h e 24h de tratamento. Apesar disso, 0 numero de
células viaveis se manteve maior de 50%, mesmo no grupo que apresentou
menor viabilidade (PEO/T8U em 1h), corroborando o fato do material nédo

apresentar toxicidade para as células.
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5.4.3. Teste de migracao celular in vitro

O teste de migragao in vitro (Scratch assay) é uma analise simples,
normalmente usada para medir parametros basicos de migracao celular, como
velocidade, persisténcia e polaridade. As células crescem até confluéncia e
uma fina “ferida” é produzida, arranhando-as com a ponta de uma pipeta. As
células na borda da “ferida” polarizam e migram para o espago da ferida
(CORY, 2011).

As feridas foram produzidas com uma ponteira de pipeta nas células
em confluéncia dentro dos pogos e, em seguida foram administrados os
tratamentos. As imagens obtidas ao longo de 24h, para o acompanhamento do
fechamento das “feridas” estdo demonstradas na figura 27, com as imagens

iniciais e finais do tratamento.
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Figura 27 - Evolucao do teste de migragao celular, controle, T2U, T4U e T8U, PEO puro, PEO/T2U, PEO/T4U e PEO/T8U nos
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Observa-se que as feridas tratadas com solugbes de trombina
apresentaram um fechamento menor do que as que foram tratadas com
membranas PEO/trombina, mostrando, mais uma vez que a trombina esta
presente e ativa nas membranas e que o0 conjunto atuou em sinergia para
favorecer a migragao das células.

Esta sinergia provavelmente se deu devido a interagdo entre os dois
compostos, comprovada na analise de DOSY, e pela possivel interagao entre o
polimero e o exositio Il da trombina, ndo responsavel pelas funcbes da
coagulacdo, deixando livre o exositio | para atuar na cicatrizacdo
(MARAGOUDAKIS; TSOPANOGLOU, 2009), e mantendo assim, a atividade da
trombina por mais tempo.

A solucdo de trombina 2U e a membrana de PEO puro néao
apresentaram diferencas significativas com o controle, entre 30 e 35% de
fechamento, assim como as solug¢des 4U, 8U e membrana PEO/T2U também
néao apresentaram diferenca significativa entre si, com fechamento na faixa de
45%.

As condicbes que se destacaram de todas as demais foram as
membranas PEO/T4U e PEO/T8U, que apresentaram um fechamento de ferida
que ficou entre 65 e 70%, nao apresentando diferencas significativas entre si
(figura 28 A).

Aléem de funcionarem como scaffolds no crescimento de células, as
nanofibras podem carrear algum principio ativo, e neste teste verificamos que
ocorreu exatamente isso. A trombina é expressa nos locais da lesdo e
desempenha um papel critico na migracao de uma ampla variedade de tipos de

células, e o aumento da migracdo depende da atividade proteolitica da
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trombina (KARP et al.,, 2005). Entdo, ao associar as caracteristicas
cicatrizantes da trombina, com uma estrutura atoxica que oferece um aumento
da superficie de contato para que células possam se proliferar criou-se uma
situacao que favoreceu o crescimento de células.

Na figura 28 B é mostrado o acompanhamento do crescimento das
células em todos os tempos analisados, 6, 12, 18 e 24h. Pode-se observar
também, que a maioria dos grupos apresentaram um crescimento similar, com
excecao dos grupos PEO/T4U e PEO/T8U, que se destacam positivamente

apds 18h de crescimento.

Figura 28 - Migracao celular in vitro apds 24h de exposi¢do ao tratamento (A) e

em 6, 12, 18 e 24h apds a exposi¢ao ao tratamento (B) (n=4, p < 0.05, ANOVA
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Em artigos publicados recentemente, pode-se encontrar este teste para
o mesmo polimero utilizado nesta pesquisa. Blendas eletrofiadas de Aloe-

vera/quitosana/PEQO foram testadas como scaffolds no crescimento de células
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em 48 h de tratamento, e como resultado obtiveram 32% de fechamento, 24 h
apods o inicio e 56% ao final do tratamento (PATHALAMUTHU et al., 2019).

Em outro estudo, foi pesquisado se a trombina pode induzir a secrecéo
de um tipo de citocina que regula a migracdo e invasao celular durante a
gestacdo. Para isso estudaram a cicatrizagcéo, pelo método scratch assay, de
um tipo de célula encontrada no inicio da gestagao (HTR-8/SVneo). Obtiveram
como resultado uma taxa de fechamento de 60% da ferida por atuagéo da
trombina (BRUNNERT et al., 2019).

Esses estudos mostram que os resultados obtidos com as membranas

de PEO/trombina estdo dentro do esperado para os materiais analisados.

5.4.4. Teste de cicatrizacao in vivo

A andlise da cicatrizacdo tecidual foi baseada na comparagcdo dos
aspectos estruturais e morfométricos apds os 22, 6° e 10° dias da cirurgia, nos
diferentes grupos experimentais: grupo controle (C), grupo que fez uso da
solugao de trombina com concentragdo 2 Ul/mL (solT2), grupo que fez uso da
solucdo de trombina com concentracdo 4 Ul/mL (solT4), grupo que fez uso da
solucéao de trombina com concentracdao 8 Ul/mL (solT8), grupo que fez uso da
membrana de PEO puro (PEO puro), grupo que fez uso da membrana de PEO
com trombina na concentracdo 2 Ul/mL (PEO/T2U), grupo que fez uso da
membrana de PEO com trombina na concentracdo 4 Ul/mL (PEO/T4U) e grupo
que fez uso da membrana de PEO com trombina na concentragdo 8 Ul/mL

(PEO/T8U).
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Foram quantificados macréfagos apoés o 2° dia da lesdo, vasos
sanguineos e espessura do epitélio em todos os dias do estudo, porcentagem
de fibras colagenas no 10° dia apds a leséo e a reepitelizagao do local, medida
pelo grau de contragéo da ferida.

Os macro6fagos possuem um importante papel no inicio do processo de
cicatrizagdo de uma lesdo. Logo no comego da fase inflamatoria, sdo ativados
mondcitos no sangue que irdo se diferenciar em macréfagos no local afetado,
estes por sua vez executam multiplas fungdes no local da ferida, incluindo
desbridamento, inducdo do crescimento de tecidos e resolucao de inflamacéao
(EMING, 2019).

Macrofagos também contribuem para a formagdo de novos vasos
sanguineos, proliferacdo de fibroblastos e sintese da matriz extracelular,
essenciais na transicdo para a préxima fase (DHIVYA; PADMA; SANTHINI,
2015; OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014), sendo entdo
compreendido a importancia da quantificacdo deste tipo de célula na regido da
leséo.

A quantificacdo dos macrofagos foi realizada apenas no 2° dia apés a
cirurgia, uma vez que eles serdo ativados no inicio da fase inflamatdria, e esta
€ observada nos primeiros dias apdés a ocorréncia da lesdao (OLCZYK;
MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEYV, 2014). Para tal, foi utilizado o programa
Image J, a partir da imagem MERGE, na qual foi contabilizado onde houve
marcagao do nucleo, em azul, em conjunto com a marcagao do citoplasma, em

verde, caracterizando a célula completa.
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Figura 29 - Imunofluorescéncia de cortes transversais da area da lesdo em
pele de dorso de camundongo nos diferentes grupos estudados, no 2° dia apés
a cirurgia, com o marcador CD 68 de macréfago. Os nucleos estdo corados
com DAPI (azul) e os citoplasmas estdo corados com FITC (verde), MERGE é

a sobreposigcao das imagens. Aumento 10x.
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Fonte: A autora
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Na analise estrutural, é possivel observar um aumento no numero de
macréfagos apds aplicacdo dos tratamentos em comparagao ao controle (figura
29), com destaque para a membrana PEO/T8U, na qual nota-se na imagem
sobreposta (MERGE) um numero consideravelmente maior de marcagoes
fluorescentes em comparagéo as outras imagens.

Confirmando as observagdes das imagens, a andlise estatistica dos
dados obtidos (figura 30) mostra que a membrana de PEO/T8U apresentou
uma quantidade significativa maior do niumero de macréfagos em comparagéao

com o grupo controle e com todos os demais grupos analisados.

Figura 30 - Numero total de macréfagos na regido da lesao dos diferentes
grupos experimentais. * - diferenca significativa em relacdo ao controle; # -

diferenga estatistica entre os mesmos tratamentos (n=4, p < 0.05, ANOVA -
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Tal fato pode ser atribuido a maior concentragdo de trombina ativa na
membrana e apresentar estrutura secundaria mais semelhante a trombina
pura, como foi demonstrado na analise de dicroismo circular.

A trombina atua como fator quimiotatico e mitogénico para
monocitos/macréfagos na  area lesionada (OLCZYK; MENCNER;
KOMOSINSKA-VASSEV, 2014), justificando o resultado obtido nesta andlise,
em que a membrana com maior concentracdo de trombina, apresentou maior
quantidade de macréfagos na leséo.

Ha de se destacar que houve diferenga positiva entre 0s grupos que
fizeram uso da membrana com trombina e os grupos que fizeram uso apenas
da solucdo de trombina, na mesma concentracdo. Esse fato foi demonstrado
para as concentracdes de T4U e T8U, mostrando que houve uma sinergia
entre as moléculas de PEO e da trombina, que possibilitou aumento da
atividade da proteina, como ja demonstrado em andlises anteriormente
discutidas, melhorando o desempenho do curativo desenvolvido.

Apdbs a hemostasia e a fase inflamatéria, o processo de reparo tecidual €
intensificado na fase proliferativa. Nesse periodo, o numero de células na ferida
aumenta, o que esta relacionado a migracao e proliferacdo de fibroblastos e
células endoteliais, responsaveis por estimular e modular a sintese da matriz
extracelular, epitelizacdo e angiogénese (EMING, 2019; OLCZYK; MENCNER,;
KOMOSINSKA-VASSEV, 2014), sendo que essas duas Ultimas podem ser

vistas na figura 31.
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Figura 31 - Coloracdo em Hematoxilina e Eosina de cortes transversais da
area da lesdao em pele de dorso de camundongo nos diferentes grupos

estudados. Destaque para epiderme (asterisco). Aumento 10x. Barra = 100 um.
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Na sintese da matriz extracelular, uma matriz temporaria, é substituida
pela matriz de colageno, enriquecida em proteoglicanos, glicosaminoglicanos e
glicoproteinas nao colagénicas, o que leva a restaurar a estrutura e a funcao
do tecido adequado (DARBY et al., 2014).

Na epitelizagédo, as células epiteliais que participam do fechamento da
superficie da ferida tém origem em suas bordas e nos anexos epiteliais, como
foliculos capilares, glandulas sudoriparas ou glandulas sebaceas (GUO;
DIPIETRO, 2010; ZHAO et al., 2017). A evolugdo da espessura do epitélio
pode ser vista na figura 31, destacado com um asterisco, ao longo dos dias
analisados no estudo. E observada a manutencdo do epitélio em todos os
grupos, com formagcao de anexos da pele em maior intensidade a partir do 6°
dia ap0s a leséo.

A angiogénese é um processo de criacdo de novos vasos sanguineos,
onde sera restaurada a circulagdo sanguinea no local da leséo, evitando o
desenvolvimento de necrose isquémica, estimulando simultaneamente o
processo de reparo tecidual. Além disso, muitos fatores de crescimento
secretados por células epiteliais, fibroblastos, células endoteliais e macréfagos,
demonstram uma forte atividade pré-angiogénica (CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007; OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV,
2014).

O estudo estatistico do numero de vasos neoformados pode ser
observado na figura 32. A quantificacdo dessas estruturas, a partir de areas
mais vascularizadas (hot-spot) (SATO et al., 2019), indicou valores maiores no
6° dia apo6s a lesdo em relagdo ao 2° dia, em praticamente todos os grupos

analisados, o que estd de acordo com os acontecimentos das fases da
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cicatrizacdo, pois é na fase proliferativa em que a angiogénese acontece, e
esta fase se inicia apds alguns dias da leséo ter ocorrido (GUO; DIPIETRO,

2010).

Figura 32 - Numero de vasos neoformados na regido da lesdo dos diferentes
grupos experimentais. * - diferenga significativa em relagdo ao controle; # -

diferenca estatistica entre os mesmos tratamentos (n=3, p < 0.05, ANOVA -

Tukey).
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E possivel identificar também que o grupo que fez uso da membrana
PEO/T8U apresentou melhor resultado no 6° dia apds a leséo, e esse resultado
s6 nao foi maior significativamente que o grupo que usou a solugdo pura de
trombina 2 Ul/mL. Esse dado se mostra coerente com a andlise anterior, a
quantificacdo de macréfagos, uma vez que fatores de crescimento secretados
por este tipo de célula apresentam atividade pré-angiogénica (OLCZYK;

MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).
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Quando comparado a quantidade de vasos no 2° dia do tratamento para
a membrana PEO/T8U com os valores obtidos pelos grupos que usaram a
solugcao de trombina pura de mesma concentracdo € a membrana de PEO
pura, observa-se que a angiogénese se mostrou maior significativamente para
o grupo PEO/T8U, mostrando mais uma vez que a associagao entre as cadeias
do polimero e da proteina se mostrou efetiva.

O mesmo nao foi observado para as outras formulagées da membrana
com trombina, possivelmente devido a mudanga na estrutura secundaria da
proteina, indicado na analise de dicroismo circular.

A medida da espessura do epitélio foi realizada utilizando o programa
Image J e seguindo metodologia descrita na literatura (GARG; MEHROTRA,
2014), onde trés medidas (figura 33) de cada imagem foram obtidas para se

chegar a uma média da espessura, em pm.

Figura 33 - Medidas da espessura do epitélio (um) em trés pontos (marcagdes

em amarelo).

Fonte: A autora
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Os resultados apés andlise estatistica da espessura do epitélio constam
na figura 34, onde é possivel avaliar que a espessura do epitélio ndo mostrou
diferenga significativa entre os grupos nos 6° e 10° dia do estudo, entretanto
forneceu valores significativamente maiores para os grupos PEO/T2U e
PEO/T8U no 2° dia, em comparagao ao controle e aos demais grupos, o que €
algo a ser ressaltado, uma vez que a epitelizagdo se da principalmente na fase
proliferativa, que ocorre de maneira sobreposta com o final da fase inflamatéria
(DARBY et al.,, 2014). No entanto, vemos que para esses dois grupos o
aumento do epitélio foi antecipado, mostrando possivelmente a atuagdo da
trombina associada ao polimero, j& que na membrana e nas solu¢des puras,

essa caracteristica nao foi observada.

Figura 34 - Espessura do epitélio (um) na regido da lesdo dos diferentes

*

grupos experimentais. * - diferenca significativa em relacdo ao controle; # -
diferenca estatistica entre os mesmos tratamentos (n=3, p < 0.05, ANOVA -

Tukey).
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Pode-se ressaltar que o fato da membrana ser soluvel e realizar a
disponibilidade da trombina de forma imediata, e ndo de forma controlada,
pode ter sido o motivo da espessura do epitélio ter apresentado um resultado
insatisfatorio, principalmente no 10° dia do estudo, ja que a trombina possui
fungéo de atrair e proliferar macrofagos, que por sua vez sao a principal fonte
de citocinas e fatores de crescimento que estimulam a proliferacdo de
fibroblastos e biossintese de colageno, que dardo suporte para reconstrucao
do epitélio (OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).

E durante a fase de remodelamento que ocorre a deposicdo de
colageno de maneira mais organizada, sendo entdo a caracteristica mais
importante da cicatrizacdo (GUO; DIPIETRO, 2010). Analisar a organizacao e a
porcentagem da area ocupada por fibras colagenas possibilita observar o
estado de agregacgéao das fibras, que indica uma maturidade desses elementos.

A coloragdo com Tricobmio de Masson, utilizada para identificar as fibras
colagenas, coradas em azul, foi realizada apenas com os grupos do 10° dia
apdés a lesdo, uma vez que sua deposicdo de forma organizada ocorre nos
momentos finais da cicatrizagdo, como ja mencionado anteriormente. Pode-se
observar nas imagens (figura 35) que as fibras se apresentaram distribuidas

por boa parte do tecido e organizadas paralelamente a epiderme.
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Figura 35 - Coloracdo em Tricomio de Masson de cortes transversais da area
da lesdo em pele de dorso de camundongo nos diferentes grupos estudados
no 10° dia apds a lesdo. Destaque para fibras colagenas (seta amarela).
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Para a quantificacdo das fibras colagenas, foi usado o programa Image J
e seguindo a literatura (CHEN; YU; XU, 2017), determinou a porcentagem de
colageno depositado, em relagao a area total analisada.

Os resultados ap6s analise estatistica constam na figura 36, onde pode-
se verificar que ndo houve diferenga significativa entre os grupos analisados,
possivelmente pelo mesmo motivo do resultado da espessura do epitélio, uma
vez que a membrana se desfaz em contato com o ferimento, disponibiliza a
trombina de forma imediata, fazendo com que os resultados positivos

observados estivessem no inicio do processo de cicatrizagao.

Figura 36 - Porcentagem de area ocupada por fibras colagenas em relacao ao
total de reparo na regido da lesdo dos diferentes grupos experimentais no 10°

dia ap6s a lesédo (n=4, p < 0.05, ANOVA - Tukey).
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Ao longo do experimento, a lesdo produzida foi medida fazendo uso de
um paquimetro digital e seguindo a literatura (BATISTA et al., 2010) para

mensurar a area da ferida, assim como seu grau de contragdo. Os valores
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encontrados foram estatisticamente analisados e os resultados podem ser visto

na figura 37.

Figura 37 - Grau de contracdo da ferida dos diferentes grupos experimentais. *
- diferencga significativa em relagdo ao controle; # - diferenca estatistica entre os

mesmos tratamentos (n=3, p < 0.05, ANOVA - Tukey).
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Os dados nos mostram que houve diferenga significativa com relagéo ao
controle e aos demais grupos estudados apenas no grupo PEO/T8U e apenas
no 22 dia do estudo. Este dado acompanha outros resultados anteriores para
este mesmo grupo, numero de macrofagos e espessura do epitélio no 2° dia,
indicando que a maior concentragdo de trombina, unida ao polimero, que fez
manter sua atividade apds o processo de eletrofiacdo, fez a diferenca para a
finalidade a que se propés o curativo desenvolvido neste trabalho.

Corroborando com este resultado, Ziv-Polat e colaboradores

compararam a agao da trombina livre e ligada a nanoparticulas de 6xido de
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ferro lll na cicatrizagcdo de feridas na epiderme de ratos Wistar, e como
resultado obteve uma maior contragéo da ferida apds o 3° dia do estudo com a
trombina ligada, quando comparado aos outros grupos (ZIV-POLAT et al.,
2010).

N&o houve diferengas significativas no grau de fechamento das feridas
nos 62 e 10° dias apds a lesédo, e justifica-se pelo fato da trombina ter sido
disponibilizada no ferimento imediatamente assim que o curativo é depositado
no local, fazendo com que sua atuacao se desse apenas no inicio do processo.

Este resultado, assim como outros que apresentaram esta mesma
caracteristica e que foram discutidos anteriormente, justifica a importancia de
obtermos um dispositivo pouco ou nada soluvel para disponibilizacdo de
medicamentos, pois melhores resultados na aplicagdo em longo prazo podem

ser alcancados.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos pode-se afirmar que é possivel inserir
trombina em uma matriz polimérica eletrofiada, e ainda assim manter sua
atividade.

Os dispositivos de PEO/Trombina eletrofiados desenvolvidos nesta
pesquisa apresentaram as dimensdes esperadas com fibras de didametro médio
proximo de 200 nm, nas condi¢cdes de 4,5% de concentragdo e 1 mL/h de
vazao. Tais condigdes apresentaram caracteristicas como viscosidade,
condutividade elétrica e tensédo superficial, que em conjunto, propiciaram a
obtencédo das membranas com a estrutura esperada.

Andlises de FTIR e RMN mostraram que ambas as substancias, PEO e
trombina, estavam presentes nas membranas, confirmando a presengca do
principio ativo apds o processo de eletrofiacao.

O espectro de RMN-Dosy mostrou que a adi¢cdo de trombina fez com
que o coeficiente de difusdao do conjunto PEO/trombina fosse menor, quando
comparado com a membrana do polimero puro, mostrando haver uma
interacdo entre as cadeias das duas substancias.

A andlise de dicroismo circular (CD) mostrou que a estrutura secundaria
da proteina foi mantida apdés a producdo das membranas, justificando a
manutencdo da atividade da trombina na membrana e sua atuacdo nas
analises de migracao e cicatrizagao.

A analise dinamico-mecanica, DMA, mostrou que com a adicdo de
trombina houve um aumento nas propriedades mecénicas e na Tg das

membranas, possivelmente devido a uma forte interacdo entre as cadeias de
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PEO e trombina, atribuida a ligacdo de Hidrogénio, evidenciada na anélise
RMN-Dosy.

O resultado da andlise em UV-vis mostrou que a atividade da trombina
foi mantida, mesmo apds um periodo de 3 meses de armazenamento das
membranas sob refrigeragéo.

Nos ensaios de toxicidade, MTT e Live/Dead, o material desenvolvido
nao apresentou toxicidade as células queratindcitas nos periodos analisados, 1
e 24h. No teste de migracao in vitro (Scratch Assay) as membranas com
trombina apresentaram um resultado superior ao controle e as solugdes de
trombina isolada, com um resultado em torno de 69% para as membranas de 4
e 8 Ul/mL, evidenciando sinergia entre PEO e Trombina.

Na cicatrizagcéo in vivo a membrana contendo trombina na concentragcéo
8 Ul/mL apresentou resultados satisfatérios no niumero de macrofagos e na
contracdo da ferida apds dois dias do experimento, bem como maior
angiogénese no 6° dia apds a lesdo. Também foi obtido maior espessura do
epitélio nas membranas com 2 e 8 Ul/mL no 2° dia apds a cirurgia.

A sinergia entre o PEO e a trombina foi essencial para a cicatrizacao,
conforme verificado pela quantificacdo de macréfagos e angiogénese, e se
mostrou superior em relacdo a trombina isolada.

Resultados insatisfatérios na espessura do epitélio no ultimo dia da
analise de cicatrizagcdo e da quantificacdo de fibras coldgenas mostraram a
necessidade de obter um dispositivo que se mantenha integro ao longo do
processo, para que ocorra de fato uma liberacdo controlada do principio ativo

estudado. Apesar da forte associacdo PEO/Trombina e da sinergia no trato das
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feridas, as membranas se dissolveram e impediram que se obtivesse um
modelo de liberagdo da trombina a longo prazo.

Com base nas andlises realizadas, o material apresentou propriedades
significativas para ser aplicado no recobrimento de feridas, atuando no inicio do
processo de cicatrizagdo. A membrana estocada a seco e sob refrigeracéo
manteve a atividade da trombina, por tempos mais prolongados em
comparagdo com solu¢cdes aquosas. Esse material podera ser aplicado de
forma topica, funcional e eficaz, proporcionando uma difusdo mais efetiva da

trombina no local desejado.
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7. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Como continuagao desta pesquisa, é proposto:

e Realizar analise de fluorescéncia de Quenching para identificar o tipo de
interacao entre o PEO e a trombina.

¢ Desenvolvimento das membranas em coletor rotativo, para obtencao de
fibras alinhadas e tragcar um comparativo entre os diferentes coletores.

o Fazer reticulagdo da membrana para diminuir sua solubilidade e analisar a
atividade da trombina apds mais esse processo.

e A partir de uma membrana ndo solivel e com uma trombina ativa,

desenvolver a modelagem do processo.
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9. ANEXOS

Anexo 1 — Protocolos

Protocolo de inclus&o do tecido em parafina
- Alcool 80% - 60 min

- Alcool 100% | - 60 min
- Alcool 100% Il - 60 min
- Alcool 100% I - 60 min
- Alcool/Xilol -30 min

- Xilol' | - 60 min

- Xilol Il - 60 min

- Xilol/parafina - 60 min

- Parafina I - 60 min

- Parafina Il - 60 min

- Emblocar



163

Protocolo coloragdo em Hematoxilina e Eosina
- Xilol I = 10 min

- Xilol I =10 min

- Alcool 100% - 5 min

- Alcool 95% - 5 min

- Alcool 70% - 10 min

- Lavar em agua corrente 3 vezes
- Hematoxilina — 2 min

- Lavar em agua corrente 3 vezes
- Lavar 1 vez com agua &cida

- Lavar em agua corrente 1 vez

- Eosina — 2 min

- Lavar até sair coloragao

- Alcool 70% - 2 min

- Alcool 95% - 2 min

- Alcool 100% - 2 min

- Xilol — 5 min

- Deixar secar para montagem das laminas
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Protocolo coloracdo em Tricbmio de Masson

- Xilol — 5 min

- Alcool100% - 10 min

- Alcool 95% - 10 min

- Alcool 70% - 10 min

- Lavar em agua corrente 2 vezes

- Lavar em agua destilada

- Deixar secar

- Cobrir tecido reagente A+B proporcéo 1:1 (kit Tricomio de Masson) — 10 min
- Lavar em agua corrente e secar

- Cobrir tecido reagente C (kit Tricomio de Masson) — 6 min
- Lavar em agua destilada rapidamente e secar

- Cobrir tecido reagente D (kit Tricomio de Masson) — 4 min
- Lavar em agua corrente e secar

- Cobrir tecido reagente E (kit Tricémio de Masson) — 5 min
- Secar as laminas, sem lavar

- Cobrir tecido reagente F (kit Tricomio de Masson) — 5 min
- Lavar em agua destilada e secar

- Alcool50% - 2 min

- Alcool 95% - 2 min

- Alcool 100% - 2 min

- Xilol I = 2 min

- Xilol I = 2 min

- Deixar secar para montagem das laminas
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Protocolo anticorpo CD68

- Xilol — 5 min

- Alcool 100% - 5 min

- Alcool 95% - 5 min

- Alcool 50% - 5 min

- Agua destilada — 5 min

- Lavar em PBS — 5 min

- PBS BSA 2% - 60 min

- PBS - overnight

- Anticorpo primario — over night

- Lavar PBS 2 vezes — 5 min cada
- Anticorpo secundario/FITCH — 45 min
- Lavar PBS 2 vezes — 5 min cada
- Colocar DAPI — 15 min

- Lavar agua destilada

- Secar e montar em meio de glicerol
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Anexo 2 — Parecer do comité de ética

-

N »
«’ CEUNUNIJC.AMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Estudo da cicatrizacdo de lesdes teciduais utilizando
membranas poliméricas carregadas com trombina., registrada com o n® 5253-1/2019, sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Cristina Pontes Vicente e Larissa Giorgetti dos Santos, que envolve a
produgdo, manutengé&o ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto 0 homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos
da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP,

em reunido de 09/05/2019.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/04/2019 a 01/03/2020
Vigéncia da autorizagdo para 09/05/2019 a 01/03/2020
manipulagdo animal:
Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 3
Idade/Peso: 7.00 S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos
Espécie / linhagem/ raga: C dongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 3
Idade/Peso: 7.00 S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos
Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 3
Idade/Peso: 7.00 S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos
Espécie / linhagem/ raga: C dongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 3
Idade/Peso: 7.00 8 /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos

s Espécie / linhagem/ raga: C dongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 3
Idade/Peso: 7.00 S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos
Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 3
Idade/Peso: 7.00S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos
Espécie / linhagem/ raca: C dongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 3
Idade/Peso: 7.00 S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos
Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 3
Idade/Peso: 7.00 S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos
Espécie / linhagem/ raga: % dongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 3
Idade/Peso: 7.00 S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos
Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6]




No. de animais: 3

Idade/Peso: 7.00 S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos

Espécie / linhagem/ raga: C dongo isogénico / C57BL/6]
No. de animais: 3

Idade/Peso: | 7.00 S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos

Espécie / linhagem/ racga:

(s dongo isogénico / C57BL/6)

No. de animais:

3

Idade/Peso: 7.00 S /22.00 Gramas
Sexo: 3 Machos
Origem: biotério cemib

Biotério onde serao mantidos Biotério da Biologia Celular, DBEF, IB/UNICAMP
os animais:

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagéo a junto ao IBAMA, SISBIO ou
CIBio e é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade
Estadual de Campinas.

Campinas, 18 de junho de 2019.

= %13
OAD J

Prof. Dr. Wagher José{Fdvaro
Presidente \J

Rosangela dos Santos
Secretaria Executiva

envio ividades referente a este 30 dias apés igén

PP A que novos protocolos sejam

submetidos.
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