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RESUMO

Materiais poliméricos sdo frequentemente utilizados na engenharia de tecidos como cobertura ou
suporte para o crescimento celular, permitindo a adesdo, o crescimento € a manutencio da funcao
das células neles cultivadas, de forma a viabilizar o desenvolvimento e/ou a cicatriza¢ao de tecidos
como a pele. Dentre os requisitos para a selecdo destes materiais destacam-se propriedades como
biocompatibilidade, tamanho e formato de poros, comportamento na presenca de fluidos biolégicos,
assim como as proprias caracteristicas do tecido a ser regenerado. Este trabalho visou ao
desenvolvimento e a avaliagdo do uso de membranas constituidas de complexos polieletrdlitos
obtidos com os polimeros xantana e quitosana como curativos dérmicos e suportes de adesao e
crescimento de células-tronco mesenquimais (CTMs). Para tal, amostras lamelares e porosas foram
preparadas e caracterizadas quanto a morfologia, espessura, comportamento em solugdes aquosas e
resisténcia mecanica, assim como quanto a citotoxicidade direta e indireta a células 1.929. Testes de
adesdo e proliferacdo de CTMs sobre o biomaterial também foram realizados. Os resultados obtidos
mostram que diferentes propor¢des poliméricas, a inclusao ou nao da etapa de desaeracdo e a adicao
de tensoativos resultam em materiais com distintas caracteristicas. Membranas com maior
concentracdo de xantana mostram-se instdveis frente a exposicao por longos periodos a meio de
cultivo celular, enquanto que membranas com propor¢do polimérica equivalente sem adicdo de
surfatantes e desaeradas tendem a ser finas e transparentes, apresentando elevada capacidade de
absor¢do de dgua (85,57g/g) e de fluido corpdéreo simulado (15,78g/g), com perda de massa maxima
de 17% quando expostas por 144h a meio de cultura de células animais. Tais membranas ndo sdo
citotoxicas a células L929 e apresentam adequada estrutura para adesdo e proliferacio de CTMs,
revelando-se ideais para o uso como curativos dérmicos bioativos. A adi¢do de Pluronic F68
durante a preparacdo das amostras de igual propor¢do polimérica possibilitou a obtencdo de
membranas porosas € espessas, com caracteristicas favordveis para a aplicagdo como suportes para
engenharia de tecidos, como a presenca de poros interconectados e distribuidos de forma
homogénea pela estrutura, baixa toxicidade in vitro, espessura de 1,84 mm, elevada absor¢ao de
fluidos fisiolégicos (17,99g/g) e de meio de cultivo celular (8,58g/g) e perda de massa em meio de

cultivo de 33% em 144 horas, além de adequada estrutura para adesao e proliferagao de CTMs.

PALAVRAS-CHAVE: biomateriais, quitosana, xantana, curativos, suportes, célula-tronco

mesenquimal.
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ABSTRACT

Polymeric materials are frequently used in tissue engineering as dressings or scaffolds, allowing
the adhesion, growth and maintenance of function of the cells cultured on their surfaces, in order
to facilitate the development and / or healing of tissues such as skin. The requirements for the
selection of these materials include properties such as biocompatibility, pore size and shape,
behavior in the presence of biological fluids, as well as the actual characteristics of the tissue to
be regenerated. This work aimed to develop and evaluate the use of membranes formed by
polyelectrolyte complexes obtained from the polymers xanthan and chitosan as dermal dressings
and supports for the attachment and growth of mesenchymal stem cells (MSCs). Lamellar and
porous samples were prepared and characterized according to morphology, thickness, behavior
in aqueous solutions and mechanical strength, as well as direct and indirect cytotoxicity to L929
cells. Tests of adhesion and proliferation of MSCs on the obtained biomaterial were also
performed. The results show that different polymer ratios, the inclusion or not of a deaeration
step and the addition of surfactants result in materials with different characteristics. Membranes
with high proportions of xanthan were not stable for long periods of exposure to animal cell
culture medium, while membranes with equivalent polymeric proportion, degassed and not
prepared in the presence of surfactants tended to be thin and transparent, presenting high
absorption capacity of water (85.57 g/g) and simulated body fluid (15.78 g/g) and mass loss of
up to 17% when exposed for 144h to animal cells culture medium. Those membranes were not
cytotoxic to 1929 cells and provided adequate structure for adhesion and proliferation of MSCs,
showing characteristics suitable for use as dressings for skin lesions. The addition of Pluronic
F68 during the preparation of samples of equal proportion of xanthan and chitosan resulted in
thick porous membranes, with favorable characteristics for application as scaffolds for tissue
engineering, such as the presence of homogeneously distributed interconnected pores, low
toxicity in vitro, thickness of 1.84 mm, high absorption of physiological fluids (17.99 g/g) and
cell culture medium (8.58 g/g), mass loss in culture medium of 33% after 144 hours, and

adequate structure for adhesion and proliferation of MSCs.

KEYWORDS: biomaterials, chitosan, xanthan, wound dressing, scaffolds, mesenchymal stem

cells.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, constitui a primeira barreira de defesa do
organismo, desempenhando importantes funcdes na homeostasia, como a regulacdo da
temperatura corporal e a protecdo contra a desidratacdo, além de proporcionar apoio aos vasos
sanguineos e nervos (Rodrigues et al., 2008; Ratner et al., 1996). Lesdes extensas e profundas da
pele e mucosas podem causar destruicdo da derme e dos elementos epidérmicos, resultando em

um processo de reparo lento e sujeito a complicacoes.

Uma solucdo corrente para este tipo de problema consiste em enxertos de pele humana,
aut6logos ou ndo, que hospedam o tecido conjuntivo e estimulam o desenvolvimento de vasos
sanguineos (Souto et al., 2006). No entanto, esta solu¢do € limitada pela escassez de doadores,
por envolver sempre um considerdvel risco de rejei¢do e, em geral os enxertos sdo degradados

precocemente (Souto et al., 2009).

Neste contexto, epidermes artificiais podem servir como substitutos temporarios,
recobrindo a lesdo e reduzindo a perda de fluidos e a ocorréncia de infec¢des, além de possibilitar

a melhora do progndstico do paciente e diminuir seu tempo de internagao.

E neste cendrio que surge um novo campo da biotecnologia - a Engenharia de Tecidos —
que consiste em um conjunto de conhecimentos e técnicas para a reconstrucdo de Orgdos e
tecidos. Baseada em conhecimentos das dreas das ciéncias biologicas e médicas, e da engenharia
de materiais, dentre outras, esta técnica envolve o cultivo in vitro de células viaveis do doador
sobre suportes, em geral poliméricos, os chamados scaffolds (Silva, 2008; Asti et al., 2005;

Barbanti et al., 2005).

Uma das abordagens tidas como ideais na engenharia de tecidos para a regeneracdo de
pele lesada fundamenta-se no uso de matrizes tridimensionais obtidas a partir de substancias
biocompativeis, nas quais as células possam se desenvolver. Antes de sua aplicagcao na lesao, tais
matrizes seriam inoculadas com células sauddveis obtidas por bidpsia, idealmente do proprio

paciente. Estas células proliferariam na matriz que, entdo, seria colocada na regido danificada.



INTRODUCAO

Com o passar do tempo, a matriz se degradaria naturalmente, sendo substituida por um tecido

saudavel.

Atualmente os curativos utilizados em lesdes de pele buscam primordialmente proteger as
lesdes do ambiente circundante. Entretanto, um curativo ideal deve apresentar algumas
propriedades peculiares, dentre elas: prevenir infeccdes secunddrias, prover um microambiente de
regeneragdo umido, possibilitar o isolamento térmico, poder ser removido sem causar danos ao
tecido em recuperagao, ser livre de particulas e toxinas, estimular a reconstitui¢ao tecidual, além

de absorver o exsudato presente na lesao (Wittaya-Areekul e Prahsarn, 2006).

A selecdo do material a ser usado na preparacdo do suporte é um dos primeiros passos
para a reconstrucao de um 6rgdo, dependendo do tecido a ser regenerado. Propriedades como
biocompatibilidade do material, resisténcia mecanica, tamanho e formato de poros sao de grande
relevancia, além de sua interagdo com as células, de modo a permitir sua adesdo, crescimento,

migracdo e diferenciacdo, caso seja requerida (Machado et al., 2006; Hutmacher, 2000).

Usualmente, biomateriais porosos sdo produzidos por liofilizacdo, uma técnica de
desidratacdo pela qual a dgua e outros solventes contidos no material sdo removidos por
sublimagdo, porém trata-se de um método oneroso, trabalhoso e que geralmente apresenta
dificuldades no aumento em escala. Outra forma de obtencdo de poros no biomaterial € a adi¢ao
de agentes porogénicos solubilizdveis, como glicose ou NaCl (Bueno e Moraes, 2011; Ma et al.,
2001), no entanto, caso ndo sejam removidos eficientemente, podem ocasionar um aumento da
osmolalidade do meio de cultivo celular. Alternativamente, é possivel a obtencdo de membranas
porosas pela incorporacao dos tensoativos Tween 80 e Pluronic F68 em complexos polieletrélitos
propiciando a formagdo de poros e ainda facilitando a dispersdo polimérica (Bueno e Moraes,

2011).

Diversos estudos t€ém apontado o uso de polimeros biorreabsorviveis de origem natural
como quitosana, alginato, gelatina, celulose e seus derivados (Meng et al., 2010; Wittaya-Areekul
e Prahsarn, 2006; Zhao et al., 2002), separadamente ou combinados, para aplicacdes em
engenharia de tecidos. Assim, sistemas a base de polissacarideos como a quitosana e a xantana

representam uma alternativa promissora para a produgdo destes suportes.
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A quitosana é um polissacarideo derivado da quitina, formado por dois mondmeros, a D-
glicosamina e a N-acetil-D-glicosamina (Meng et al., 2010). Caracteristicas como elevada
biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades de absorcdo e adsorcdo, aliados a sua
capacidade de acelerar a cicatrizacdo e a sua atividade antimicrobiana (Campos et al., 2009;
Rodrigues et al., 2008; Mi et al., 2001), possibilitam sua utilizacdo na confec¢do de curativos

dérmicos e de scaffolds.

A natureza policationica da quitosana permite seu uso na preparacdo de complexos
polieletrélitos (PECs) com espécies anidnicas (Meng et al., 2010; Rodrigues et al., 2008; George
e Abraham, 2006). Sendo a xantana um polidnion, sua interagdo com a quitosana, em condi¢cdes
apropriadas, possibilita a formacdo de um complexo i0nico com caracteristicas interessantes para

0 uso como curativos (Veiga e Moraes, 2011).

Assim como a quitosana, a xantana € um polissacarideo atéxico, sendo obtido por
fermentagdo pela bactéria Xantomonas campestris, podendo apresentar atividade emulsificante,
estabilizante e floculante, formando géis, filmes e membranas (Bejenariu et al., 2008). Sua
complexacdo com quitosana, através de interacdes entre os grupos amino da quitosana e carboxil
da xantana, possibilita a obtencdo de matrizes que apresentam elevada absorcdo de solugdes
aquosas e com estabilidade comprovada em fluidos biolégicos (Veiga e Moraes, 2011). Tais
caracteristicas sdo fundamentais na aplicacdo como curativos e suportes tridimensionais para o

cultivo celular na 4rea de engenharia de tecidos.

Atualmente, a terapia celular voltada para o tratamento de lesdes cutdneas ulceradas
depende frequentemente de transplantes autélogos de epiderme reconstituida in vitro. Entretanto,
nos ultimos anos, a expansdo do conhecimento sobre células-tronco (CTs) abriu perspectivas para
sua utilizacdo no tratamento de vdrias patologias, inclusive de lesdes cutaneas. Células-tronco
mesenquimais (CTMs) sdo CTs encontradas em diversos tecidos adultos, como medula dssea,
tecido adiposo e sangue do cordao umbilical. O potencial regenerativo das CTMs deve-se a sua
grande capacidade de diferenciacdo (multipotencialidade). Além disso, as CTMs secretam um
largo espectro de moléculas bioativas capazes de equilibrar o microambiente de regides lesadas

(Oliveira, 2010).
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Dessa forma, o desenvolvimento de curativos bioativos associando-se CTMs a
dispositivos porosos constituidos de polissacarideos biocompativeis pode representar uma
alternativa vidvel para o tratamento de lesdes de pele. Assim, o presente trabalho tem como
principal objetivo analisar o potencial uso de membranas poliméricas, obtidas pela complexagao
de xantana e quitosana, como curativos e scaffolds para adesdo e multiplicacio de CTMs,

destinados ao uso terapéutico em lesdes de pele, sendo este o foco inovador deste trabalho.

Como objetivos especificos, neste trabalho propdem-se:

* Padronizar a producdo e caracterizacdo de membranas de xantana e quitosana,
testando diferentes tipos de goma xantana e diferentes propor¢cdes dos polimeros
quitosana e xantana;

*  Avaliar a influéncia da adicdo de tensoativos nas caracteristicas destas membranas;

*  Avaliar o grau citotéxico e mutagénico do material produzido;

* Avaliar a aplicabilidade do uso das membranas produzidas como curativos para a
cobertura de lesOes cutaneas ulceradas;

* Testar a adesdo e crescimento de células-tronco mesenquimais de camundongos e
ratos nas matrizes produzidas, verificando a viabilidade de seu uso como scaffolds;

* Avaliar a recuperagdo da pele lesada mediada pelos dispositivos produzidos através

de testes in vivo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O tema deste trabalho envolve o conhecimento de principios da engenharia e das ciéncias
da vida. Assim sendo, para sua melhor compreensdo, fez-se necessaria a realizacdo de uma

detalhada revisdo da literatura a cerca destes assuntos, os quais sdo abordados a seguir.

2.1. Engenharia de tecidos

A busca pelo homem por padrdes de vida superiores e maior longevidade tem gerado a
necessidade de alternativas para o reparo e substituicdo de tecidos vivos vitimados por traumas
ou patologias. Neste contexto, o uso de biomateriais, definidos como materiais
farmacologicamente inertes, utilizados em implantes ou incorporados a sistemas biolégicos a fim
de suplementar ou substituir funcdes de tecidos ou 6rgaos (Bhat, 2005), aparece com grande

destaque.

Atualmente as terapias disponiveis consistem fundamentalmente de reconstrugdes
cirirgicas e de transplantes de 6rgaos. No caso de lesdes cutaneas, podem ser citados o enxerto
dermo-epidérmico e os retalhos dermo-cutaneo e fascio-cutaneo (Calil et al., 2001). Embora nao
exista divida que essas terapias tém salvado e melhorado incontdveis vidas, elas tém sérias
limitagdes terapéuticas e metodologicas. Dois dos maiores problemas associados a tais
abordagens sao os efeitos colaterais causados pelo uso continuo de agentes imunossupressores
para evitar a rejeicdo e a propria escassez de tecidos e 6rgdos disponiveis para transplantes

(Tabata, 2009), o que € agravado no caso de grandes dreas queimadas.

E neste cendrio que a engenharia de tecidos aparece como real opgdo, visando resolver
esses problemas, propondo terapias alternativas para a reparacdo e regeneracdo tecidual,
buscando restabelecer a capacidade funcional de tecidos lesados (Smith et al., 2009). A
engenharia de tecidos apresenta-se como um campo de pesquisa multidisciplinar, envolvendo
conhecimentos das dreas de biologia, ciéncias da saide e de engenharia e ciéncia dos materiais.
Uma de suas abordagens mais recentes, e que oferece 6timas perspectivas para a obtencdo de

tecidos complexos em laboratério, € a utilizacdo de matrizes porosas tridimensionais (scaffolds),
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naturais ou sintéticas, que servem como moldes estruturais para o crescimento celular direto (Hou

et al., 2010; Liu et al., 2007; Vacanti, 2006; Barbanti er al. 2005).

Esses suportes sdo inoculados com células vivas, provenientes de bidpsias ou de células
multipotentes que, na presenca de fatores de crescimento e diferenciagdo, proliferam-se, como
ilustrado na Figura 2.1. Providas das condi¢bes adequadas, as células criardo um tecido vivo que
podera ser usado como substituto ao ser reimplantado (Barbanti et al., 2005; Asti et al., 2005;

Levenberg et al., 2003).

Células Scaffold
Diesrivadas da pele, — Filme ou malnz
madidl GSse.. | Iridimensaonl

Figura 2.1 - Representacdo esquemadtica da técnica da Engenharia de Tecidos. Através da retirada
de material do proprio paciente, células vidveis sdao expandidas in vitro sobre suportes biologicos
ou sintéticos, conhecidos como scaffolds, para entdo serem reinseridas no paciente, promovendo

a regeneracao de 6rgaos e tecidos vivos.
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Um dos grandes desafios da medicina tem sido a reconstituicdo de pele em pessoas que
sofrem queimaduras extensas. Substitutos de pele obtidos por engenharia de tecidos representam
hoje uma op¢ao terapéutica avancada para o tratamento de queimaduras graves e outros tipos de

lesOes cutaneas.

2.2.Curativos e substitutos dérmicos

A pele constitui a primeira barreira de defesa do corpo humano, desempenhando
importantes funcdes na protecdo contra uma grande variedade de agressdes ambientais e na
manuten¢do da homeostasia através da termo-regulacdo e do balango de fluidos (Oliveira, 2010).
E 0 maior orgdo do corpo humano, com dimensdes que variam, no adulto, de 1,5 a 2,0 m’ e

corresponde, em média, a 16% do peso corporeo (Souto et al., 2006; Dallan, 2005).

O epitélio cutaneo € composto de duas camadas principais, a epiderme e a derme,
camadas que recobrem a hipoderme (Huss et al., 2008). A epiderme, camada mais externa da
pele, estd posicionada sobre uma membrana basal que a separa da derme. As células da camada
basal sdo mitoticamente ativas, conferindo a epiderme grande capacidade regenerativa

(Ghazizadeh e Taichman, 2001).

Enquanto a epiderme atua como uma barreira externa, a derme confere forca e
flexibilidade. A elasticidade e resisténcia da derme sdo caracteristicas essenciais que determinam
os aspectos funcionais e estéticos da pele (Gragnani et al., 2003). Desta forma, para uma
completa regeneracao da pele lesionada, ambas, derme e epiderme, devem ser substituidas ou a

ferida ira se curar com uma cicatriz (Huss et al., 2008).

Diversos tipos de lesdes podem acometer esse tecido, porém, devido a seu alto potencial
regenerativo, grande parte das lesdes € corrigida espontaneamente, através do crescimento e da
proliferacdao das células remanescentes da derme (fibroblastos e outras células do estroma) e da
epiderme (queratindcitos e melandcitos). No entanto, em queimaduras graves (como as de

segundo grau profundo e as de terceiro grau) e ulceras cronicas de vdrias etiologias, esse processo
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de regeneragdo espontinea é gravemente comprometido, havendo frequentemente a necessidade

de interveng¢des terapéuticas.

Desde o inicio da histéria da civilizacdo ha relatos de tentativas para se curar feridas
abertas na pele. O homem de Neanderthal da regido do Iraque ja tratava de queimaduras com
extratos de plantas, cerca de 60.000 anos a.C. Na Mesopotamia, as feridas eram limpas com leite
e/ou dgua e cobertas com resina, mel, 1a de carneiro e cascas de arvores, e no Egito antigo foi
observado que a ulcera fechada com versdes primitivas de curativos cicatrizava antes que a
mantida aberta. No inicio do século XIX curativos feitos de algoddo e 1a eram largamente

utilizados (Bosnardo, 2010).

Atualmente sdo conhecidos diversos tipos de curativos para o tratamento das lesdes de
pele, indo desde os curativos tradicionais com gaze, pomadas e ataduras aos curativos bioativos,
que liberam substancias ativas na cicatrizag¢ao da ferida, interagindo diretamente com as camadas
da pele e promovendo a aceleragdo do processo de cura, mas que sdo caros € nem sempre

acessiveis as condi¢des econdmicas do paciente.

Ao contrario dos curativos convencionais que favorecem uma protecao passiva da ferida,
um curativo eficaz nos dias de hoje deve nao sé a proteger a ferida de ambientes vizinhos, como
também promover o processo de cura, proporcionando um microambiente ideal, hidratado e com
isolamento térmico, removendo o excesso de exsudato e ainda ser livre de particulas e produtos

téxicos (Wittaya-Areekul e Prahsarn, 20006).

Diversos tipos de curativos e coberturas para o tratamento de lesdes dérmicas encontram-
se disponiveis hoje em dia no mercado. Dentre muitos, podem ser citados os produzidos a partir
de alginato de célcio, como: Algoderm®, Curasorb®, Kaltostat®, Melgisorb® e SeaSorb®, os
produzidos com alginato de célcio associados a prata (Actcoal®), carvado ativado (Carboflex®),
além dos dispositivos a base de poliuretano (Allevyn®) e de hidrocoldides como gelatina e
pectina (Ultec PRO®). Destacam-se ainda as matrizes de regeneracao dérmica a base de colageno
bovino (Integra®, Kollagen®) e suino (TransCyte®), as biomembranas derivadas do latex
vegetal de seringueira Hevea brasiliensis, com fator de crescimento vasculo-endotelial, que
acelera a formagao do tecido de granulacdo (Biocure®) e as derivadas de microfibras de celulose

(Membracel®) que, de acordo com o fabricante, apresentam elevada elasticidade.
8



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Hoje em dia a forma convencional de tratamento de lesdes extensas e profundas da pele
sdo os enxertos de pele humana, que podem ser aut6logos ou ndo. Esses enxertos hospedam o
tecido conjuntivo e estimulam o desenvolvimento de vasos sanguineos. No entanto, esta solu¢cao
¢ limitada pela extensdo da drea doadora, pela condicdo clinica dos pacientes e pela escassez de
doadores, além do que os enxertos podem ser rejeitados ou entdo degradados precocemente,

garantindo apenas uma cobertura tempordaria da lesdo (Rehder et al., 2004).

Nos tltimos anos a engenharia de tecidos tem apresentado grandes avangos, em especial
na area da dermatologia. As primeiras aplicagdes clinicas de células humanas comegaram por
volta de 1980, com experimentos usando fibroblastos e queratindcitos para a regeneracdo em
tecidos de pele (Ikada, 2006), e desde entdo, técnicas promissoras de producdo de curativos

dérmicos bioativos tém sido descritas.

Curativos a base de derme acelular, obtida de bancos de pele, com posterior cultivo de
células aut6logas dérmicas e epidérmicas possibilitam a sobrevida de pacientes com lesoes
graves, que nas ultimas décadas levavam os individuos a morte e continuam a evoluir desta forma

em lugares onde ndo ha esse tipo de tecnologia (Gragnani et al., 2003).

Recentes estudos relatam a formacdo de pele humana, reconstituida in vitro, morfoldgica
e funcionalmente compativel com a pele humana observada in vivo. Rehder e colaboradores
(2004) reconstruiram in vitro epiderme humana completamente diferenciada através da cultura de

queratindcitos € melandcitos sobre uma derme humana morta desepidermizada.

Souto e colaboradores (2006) reproduziram in vitro a formacdo de pele composta de
derme e epiderme associadas, inoculando células epidérmicas humanas (queratindcitos e

melandcitos) em uma matriz de coldgeno bovino contendo fibroblastos em seu interior.

No entanto, técnicas que envolvam a utilizagdo de matrizes bioldgicas, humanas ou nao,
como suportes de crescimento celular tornam-se limitadas devido a escassez de doadores e a
possibilidade de transmissdo de agentes patogénicos. Neste contexto, o desenvolvimento de
matrizes poliméricas produzidas em laboratorios com materiais inertes destinadas ao uso como

suportes de crescimento e desenvolvimento celular € de grande relevancia.
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Outra grande limitacdo de técnicas que utilizam matrizes bioldgicas € o tempo necessario
para a producdo desses substitutos dérmicos, cerca de 4 a 5 semanas (Souto et al., 2006). Este
longo periodo de espera pode causar desidratacdo e predispor o paciente a infeccdes. Assim,
epidermes artificiais produzidas a partir de células multipotentes poderiam servir de substitutos
tempordrios enquanto o paciente aguardaria por enxertos autdélogos ou mesmo a prépria

recuperacao.

Nos dltimos anos, a expansdo do conhecimento sobre células-tronco (CTs) abriu
perspectivas para sua utilizagao no tratamento de varias patologias, inclusive de lesdes cutaneas.
Pesquisadores franceses liderados pela Dra. Christiane Baldeschi conseguiram produzir uma
epiderme pluriestratificada a partir de células-tronco embriondrias humanas. Inicialmente, a
equipe induziu a diferenciacdo destas células em queratindcitos que, posteriormente, foram
transplantados em camundongos imunodeficientes. Doze semanas apds o transplante, 0os animais
desenvolveram uma pele com as mesmas caracteristicas da pele adulta humana (Guenou et al.,

2009).

No entanto, o uso de células-tronco humanas embrionarias no Brasil € no mundo vem
sendo alvo de grande polémica. Desta forma, a utilizacdo de linhagens celulares multipotentes
provenientes do tecido adulto é especialmente interessante. As possibilidades de diferenciagcdao
conferidas as diversas linhagens e tipos de células-tronco adultas (CTAs), tanto em ensaios in
vitro quanto em modelos experimentais de entidades clinicas in vivo, disponibilizam suficiente

embasamento tedrico para a aplicagdo terapéutica no espectro da engenharia de tecidos.

O emprego de células-tronco mesenquimais (CTMs) na bioengenharia tecidual, em
especial, para o tratamento de lesdes de pele, é alvo de crescente e intenso interesse em
decorréncia das propriedades a elas conferidas. Caracteristicas como o fécil isolamento,
multipotencialidade, potencial regenerativo e imunomodulador (Oliveira, 2010) favorecem o uso
das CTMs para terapia celular de vérias patologias, o que € especialmente interessante para a

medicina regenerativa e a engenharia de tecidos.

10
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2.3. Terapia celular e células-tronco mesenquimais

As células-tronco (CTs) representam uma promissora fonte terap€utica no contexto do
emprego em transplantes, embora o controle de sua proliferacdo e diferenciacio envolva o
dominio de mecanismos complexos (Levenberg et al., 2003). No entanto, devido ao potencial de
diferenciacdo das CTs, tem sido alvo de crescente e intenso interesse, em especial, nas aplicagcdes

de bioengenharia tecidual (Atala, 2008).

Segundo Melton e Cowan (2004), célula-tronco é uma entidade clonal autorenovével,
pluripotente e capaz de originar vdrios tipos celulares diferenciados. As CTs caracterizam-se pela
capacidade de realizar divisdes assimétricas, ou seja, podem originar células que permanecem
indiferenciadas, repondo o pool de CTs para a substituicdo, remodelacdo e reparo tecidual, ou
alternativamente, podem se diferenciar em células especializadas (Ribeiro-Paes et al., 2009). As
divisdes assimétricas podem ser ainda direcionadas para a formacgdo de tipos celulares maduros
ou indiferenciados, de acordo com a necessidade do organismo (Silva Junior e Borojevic, 2007),

como ilustra a Figura 2.2.

Autorenovagéao

Divisao 9
Assimétrica ﬁ

Figura 2.2 - Divisao assimétrica de células-tronco.

Desde a década de 40 sabe-se que na medula 6ssea existem células ndo diferenciadas que
repdem as células maduras do sangue que vao sendo eliminadas. Estas sdo as denominadas

células-tronco hematopoéticas (CTH). O sangue fetal é muito rico neste tipo celular e as células

11
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podem ser recuperadas apds a sec¢cdo do corddo umbilical. Em muitos paises, incluindo o Brasil,
¢ permitida a coleta do sangue placentario apds o parto, podendo-se armazend-lo para futuro uso

terapéutico.

Em func¢do da origem, é possivel a definicdo de trés tipos gerais de CT: células-tronco
embriondrias (CTE), oriundas da massa celular interna do blastocisto; células-tronco
germinativas (CTG), oriundas da crista gonadal; e células-tronco adultas (CTA), ou tecido-

especificas, categoria esta que inclui as CTMs (Ribeiro-Paes et al., 2009; Martin, 1981).

Também chamadas de células mesenquimais estromais multipotentes (Dominici et al.,
2006), as CTMs foram descritas pioneiramente por Friedenstein e colaboradores em 1966. Estas
células foram identificadas a partir de células mononucleares da medula éssea murina e
denominadas unidades de coldnias formadoras de fibroblastos ou CFU-F (Colony forming units -
fibroblastic). As CTMs constituem uma pequena populacdo celular da medula Ossea,
correspondendo de 0,001% a 0,01% do total de células nucleadas medulares (Pittenger et al.,
1999). CTMs sdo rotineiramente isoladas da medula dssea e de tecidos de origem mesodérmica,
tais como o tecido adiposo, muscular, 6sseo e cartilaginoso (Verfaille, 2004). No entanto,
estudos revelam o isolamento de CTMs a partir de outros tecidos de origem ndo mesodérmica

(Meirelles et al., 2008).

A fim de justificar a vasta distribuicdo desse tipo celular pelo organismo vérios estudos
tém sugerido a natureza perivascular das CTMs. Crisan e colaboradores (2008) isolaram células
perivasculares a partir de tendao adulto, musculo esquelético fetal, pancreas fetal, placenta,
coragdo fetal, pele fetal, pulmdes, cérebro, olhos, intestino, medula dssea, corddo umbilical e
observaram que essas células expressavam nativamente marcadores comuns as CTMs, indicando

que esses tipos celulares estariam intimamente relacionados.

Paralelamente, Covas e colaboradores (2008) caracterizaram em detalhes a ocorréncia de
CTMs e pericitos na parede vascular, apontando que tais células ndao s6 coexistem, mas
compartilham caracteristicas como a diferenciacdo em outros tipos celulares. Para os autores, as
paredes vasculares, de forma geral, constituem um compartimento fornecedor de CTMs que se
estende por todo o organismo, sendo responsdvel ndo sé pela manutencdo de tecidos como

também pelo reparo de lesdes.
12
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A caracterizacdo fenotipica das CTMs € feita a partir da andlise por citometria de fluxo de
marcadores de superficie positivos e negativos, uma vez que ndo existe um marcador especifico
para identificar estas células. As CTMs geralmente nao t€m marcadores de superficie das células
hematopoiéticas (CD14, CD34, CD11b e CD45), eritrécitos (Glicoforina A), plaquetas e
moléculas de células endoteliais de adesdao (CD31). Eles expressam niveis varidveis de CD105
(SH2), CD73 (SH3 / 4), CD44, antigeno estromal 1, e um grupo de moléculas de adesdo e outros
receptores, incluindo CD166, CD54, CD102 e CD49 (Abdi et al., 2008).

De acordo com critérios estabelecidos pela Sociedade Internacional para Terapia Celular
(ISTC), s@o caracteristicas minimas para a definicio de CTMs: a propriedade de aderir a
superficies quando mantidas em garrafas de cultura; a expressdao dos marcadores de superficie
celular CD105, CD73 e CD90 e a expressio menor que 2% ou auséncia de expressdo dos
marcadores de superficie celular CD45, CD34, CD31, CD14, CD11b, CD79a ou CD19 e HLA
classe II e a capacidade de se diferenciarem em adipdcitos, condrdcitos e ostedcitos apds a

inducao especifica in vitro (Dominicti et al., 2000).

7z

A diferenciacao adipogénica ocorre quando a monocamada celular é cultivada em
presenca de isobutilmetilxantina. J4 a diferenciagao osteogénica das CTMs é observada na
presenca de indutores como betaglicerolfosfato, acido ascorbico, dexametasona e soro fetal
bovino. Essas substincias sinalizam o destino morfolégico das CTMs em osteoblastos, a
expressdo de fosfatase alcalina e a deposi¢do de uma matriz extracelular rica em célcio (Zago e
Covas, 2006). A diferenciacdo condrogénica ocorre ao cultivar as CTMs em ambiente
tridimensional, em meios com baixa concentragdo de soro fetal bovino e na presenca de fator de
crescimento transformante-o (TGF-a). Nestas condicdes, a morfologia fibroblastéide
caracteristica € alterada e a célula passa a secretar componentes proprios de uma matriz
cartilaginosa, como fibromodulina, coldgeno tipo Il e proteina oligomérica da matriz

cartilaginosa (Barry et al., 2001).

O isolamento das CTMs pode ser realizado a partir de aspirados medulares obtidos da
crista iliaca superior, tibia, fémur e coluna vertebral lombar e tordcica de humanos e mamiferos
de grande e pequeno porte (Pittenger et al., 1999). As células mononucleares sdo separadas por

gradiente de densidade e inoculadas em frascos de cultura, sendo a concentracdo inicial de
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plaqueamento varidvel (1 x 10* células/cm® a 4 x 10° células/cm®). A manutengdo da cultura é
realizada com meio minimo essencial suplementado com 10 a 20% de soro fetal bovino.
Preservadas as condicdes adequadas de cultura, as CTMs aderem a superficie plastica do frasco
de cultura, apresentando morfologia fibroblastéide e, em geral, ndo sdo verificados sinais de

senescéncia durante a propaga¢do, mesmo apos 15 passagens (Zago e Covas, 2006).

A expansdo do conhecimento sobre a multipotencialidade das CTMs tem aberto novas
perspectivas para a sua utilizacdo terapéutica, em especial na medicina regenerativa. Diferentes
trabalhos demonstram o elevado potencial de diferenciacdo deste tipo celular. Em 1999 Pittenger
e colaboradores (1999) demonstraram que CTMs sdo capazes de se diferenciar em cartilagem,
0sso0, tenddo, gordura e musculo. Posteriormente foram demonstradas diferenciacdes das CTMs
em células endoteliais (Reyes et al., 2002), células neurais (Kang et al., 2004), hepatdcitos (Sato

et al., 2005) e células da epiderme (Sasaki et al., 2008).

Ademais, as CTMs apresentam elevado potencial regenerativo, uma vez que secretam um
largo espectro de moléculas bioativas como citocinas e fatores de crescimento, importantes na
reestruturacdo tecidual (Oliveira, 2010). Estas caracteristicas, aliadas as propriedades
imunorreguladoras e imunomoduladoras in vitro e in vivo (Abdi et al., 2008), permitem a

veiculacdo das CTMs no tratamento de lesdes de pele.

O processo de regeneragdo da pele, apds uma lesdo cutdnea severa, envolve um
mecanismo complexo de remodelacdo tecidual que acompanha a formacdo e regeneracdo de
varios outros tecidos, como cartilagem, glandulas sebdceas, foliculos pilosos e a reformulacao
dos vasos sanguineos (Metcalfe e Ferguson, 2008). A Figura 2.4 ilustra, de forma esquematica, a

estratégia empregada pela engenharia de tecidos com aplicacdo em lesdes de pele.
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Figura 2.3 - Representacio esquemadtica da engenharia do tecido de pele. As células progenitoras
sdo representadas por linhagens de maior potencial, como as CTMs (adaptada de Metcalfe e

Ferguson, 2008).

No intuito de demonstrar a contribuicdo das CTMs no reparo de lesdes da pele, Sasaki e
colaboradores (2008) relataram eventos de diferenciagdo em multiplos tipos celulares da pele. Os
autores inocularam intravenosamente CTMs provenientes de camundongos machos com back
ground genético C57BL/6 transgénicos capazes de expressar a proteina EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) em camundongos fémeas C57BL/6 lesados por bidpsia de pungdo. Duas
semanas apos a injecdo, foi verificada regeneracdo tecidual em todos os animais. A andlise dos
resultados por imunofluorescéncia e citometria de fluxo indicou a migracdo de CTMs até o sitio
da les@o, bem como a diferenciacdo em queratindcitos, células endoteliais e pericitos presentes na
parede vascular. Tais resultados sao de extrema relevancia quanto ao emprego de CTMs no

ambito da engenharia tecidual para regeneracdo de pele.

Sabe-se que o direcionamento da diferenciacdo celular baseia-se na manipulacdo das
caracteristicas do ambiente extracelular, bem como na determinagdo de fatores intrinsecos as
células. Levenberg et al. (2003) inocularam células-tronco embriondrias humanas em scaffolds

poliméricos compostos por poli(dcido latico-co-glic6lico) (PLGA) e poli(acido L-latico) (PLLA)
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e demonstraram que a diferenciacdo celular e a formacdo de estruturas tridimensionais nao sao
apenas dirigidas por fatores de crescimento especificos, mas também podem ser influenciadas

pelo tipo de suporte no qual sdo cultivadas.

Outros estudos comprovam que a composicdo quimica e propriedades fisico-quimicas das
matrizes de crescimento influenciam a diferenciacdo de células multipotentes. Mohan e Nair
(2010) semearam CTMs sobre scaffolds de origem sintética (poli(dlcool vinilico)-
poli(caprolactona)) e de origem natural (gelatina-albumina) em meio especifico para
diferenciacdo condrogénica e verificaram que o scaffold sintético favoreceu a diferenciacao,
resultando em células com adequada morfologia e secre¢do de componentes da matriz
extracelular, enquanto que as células inoculadas no scaffold natural mantiveram a morfologia

fibroblastoide, caracteristica das CTMs ndo diferenciadas.

Desta forma, a utilizacdo de linhagens celulares progenitoras em combina¢do com
matrizes celulares de reconhecida biocompatibilidade e adequada morfologia, bem como fatores
de estimulagdo, resultariam no surgimento de novas geragdes teciduais ou substitutos biolégicos,
capazes de restaurar e proporcionar manuten¢do funcional em tecidos lesados (Ragetly et al.,

2010a).

Diversos trabalhos relatam o emprego de suportes poliméricos como superficies de
aderéncia, crescimento e diferenciacdo para CTMs no tratamento de tecidos lesados com
insuficiéncia de reparo, fornecendo embasamento experimental para a utilizacdo de scaffolds

como promotores de diferenciagao seletiva de CTMs.

Ragetly e colaboradores (2010a) avaliaram o efeito da estrutura de uma matriz de
quitosana sobre a proliferacdo e condrogénese de CTMs. Scaffolds fibrosos e esponjosos de
quitosana foram inoculados com CTMs murinas em meio de estimulacdo condrogénica. A
viabilidade celular foi mantida superior a 90%, sendo a condrogénese das CTMs maior quando da

utiliza¢do de matrizes fibrosas quando comparada as matrizes esponjosas.

Weir e Xu (2010) investigaram a resposta, proliferacdo e diferenciacdo osteogénica de
CTMs humanas em scaffolds de quitosana conjugada a cimento de fosfato de célcio. A utilizacao

do suporte polimérico desencadeou maior atividade da fosfatase alcalina, bem como maior drea
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de mineralizagdo em comparagdo ao grupo controle. O perfil de aderéncia celular foi considerado

excelente, bem como a viabilidade celular e a biocompatibilidade do material.

Neste contexto, a utilizacdo de suportes poliméricos para aderéncia, proliferacio e
diferenciacdo de CTMs em aplicagdes na engenharia de tecidos € potencialmente vidvel e

promissora.

2.4. Suportes poliméricos para o cultivo celular

Os scaffolds sdo suportes tridimensionais nos quais podem ser inoculadas células em
meios de cultura adicionados de fatores de crescimento, o que torna possivel a proliferacdao
tecidual, bem como a regeneracio de tecidos com insuficiéncia de reparo. Estes suportes devem
desempenhar seu propdsito basico: servir como molde temporario para o crescimento, migracao e

diferenciacao celular (Barbanti et al., 2005).

Para cumprir essa funcdo, estes suportes devem possuir propriedades como
biocompatibilidade, formato e poros de tamanhos adequados, além de resisténcia mecanica

compativel com a do tipo de tecido lesado (Machado et al., 2006).

No contexto da medicina regenerativa, a composi¢ao e arquitetura interna dos scaffolds
compreendem aspectos relevantes para o sucesso da reparacdo tecidual. Desta forma, diversos
biomateriais e técnicas de produgdo sdo avaliados no espectro da engenharia de tecidos com a
finalidade de averiguar potenciais estratégias miméticas do ambiente extracelular. Estudos
representativos que objetivam a producdo de scaffolds de composicdes poliméricas variadas
como ferramentas para a regeneracdo de diferentes tipos de tecidos, tais como pele (Souto et al.,
2009; Sasaki et al., 2008; Huss et al., 2008), osso (Kuo et al., 2009), cartilagem (Silva et al.,
2010; Yang et al., 2010) e musculo (Stern-Straeter et al., 2007), tém reportado resultados

promissores quanto ao reparo tecidual.

A porosidade € um requisito muito importante para um material que se destina ao uso
como scaffold. A estrutura porosa do suporte € responsédvel pelo transporte, dentro da matriz, de
nutrientes, metabdlitos, proteinas, gases, assim como pela vascularizacdo geral e regeneracdo dos
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tecidos (Adekogbe e Ghanem, 2005). Estudos indicam que materiais destinados a aplicagdo na
engenharia de tecidos devem apresentar porosidade superior a 85%; este critério também é
decorrente da demanda de espago para a entrada e proliferacdo das células no scaffold antes de
sua implantacdo (Yang et al., 2010; Kuo e Lin, 2006; Mao et al., 2003). De acordo com a
literatura consultada, o tamanho 6timo de poro de um material utilizado na bioengenharia estd na

faixa de 100 a 500 pm (Ikada, 2006, Adekogbe e Ghanem, 2005).

2.4.1. Composicao dos scaffolds

A escolha da matéria-prima do biomaterial destinado ao uso como scaffold é muito
importante. Alguns critérios devem ser atendidos, como ndo toxicidade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, e de preferéncia, a matéria-prima deve ser de fonte renovavel e de baixo

custo (Hutmacher, 2000; Barbanti et al., 2005).

Diversos materiais de considerdvel biocompatibilidade encontram-se disponiveis para a
fabricacdo de suportes teciduais, podendo-se citar as bioceramicas, os metais, os biopolimeros
(polimeros de origem natural) e os polimeros de origem sintética. Propriedades e caracteristicas
inerentes a cada material sdo importantes critérios de escolha para o emprego na elaborac¢do do

scaffold.

Polimeros de origem sintética, ao contrdrio dos naturalmente encontrados, tém
caracteristicas mais previsiveis e sdo mais facilmente adaptdveis para o estabelecimento de
diversas propriedades de interesse. Dentre os polimeros biodegraddveis e biorreabsorviveis mais
comumente utilizados e estudados encontram-se os poli(a-hidroxi dcidos) representantes de uma
classe de poliésteres alifaticos sintéticos, dos quais fazem parte o poli(acido glicdlico) (PGA), o
poli(dcido l4ctico) (PLA), o poli(adcido lactico-co-dcido glicélico) (PLGA) e a poli(ll-
caprolactona) (PCL) (Barbanti et al., 2005).

No entanto, a busca por polimeros naturais para a fabricacdo de suportes destinados a
aplicagdo na engenharia de tecidos vem aumentando, uma vez que a intensa degradacdo sofrida

por polimeros sintéticos, quando implantados no organismo, pode ocasionar a liberacdo de
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subprodutos &cidos e consequentes reagdes inflamatérias quando héd baixa vascularizagido e

atividade metabdlica na regido tecidual adjacente.

Virios polissacarideos obtidos de fontes naturais t€m sido utilizados na composi¢iao de
materiais com aplica¢do clinica e farmacéutica. Dentre os principais polissacarideos naturais
empregados estdo a celulose e seus derivados (Wittaya-Areekul e Prahsarn, 2006; Hutmacher,
2000), a heparina (Kikuchi e Noda, 1976), a dextrana (Kikuchi e Fukuda, 1974), o alginato
(George e Abraham, 2006; Lai et al., 2003; Wang et al., 2002; Ikada, 1996) e a quitosana, que
téem desenvolvido especial interesse na composicdo de scaffolds para regeneracdo tecidual
(Uygun et al., 2010). Dispositivos que combinam quitosana e alginato na forma de complexos
i0nicos sdo particularmente atrativos, visto que possibilitam que se contornem limita¢des

individuais de ambos os polissacarideos (Florczyk et al., 2011).

Assim, serdo discutidas a seguir as caracteristicas da quitosana no ambito da finalidade
deste trabalho, e da xantana, um polissacarideo bacteriano proposto para substituir o alginato
neste tipo de aplicacdo, uma vez que se trata de um polimero biocompativel capaz de ser
produzido por processo fermentativo em grande escala, com condi¢des controladas e em um

curto espago de tempo.

2.4.1.1. Quitosana

A quitosana tem sido comumente utilizada na composicao de suportes empregados na
area de engenharia de tecidos. Por ser um polissacarideo linear e com estrutura semelhante a das
glicosaminoglicanas (GAGs) presentes na cartilagem, possui propriedades muito interessantes
para este tipo de aplicac@o, permitindo o desenvolvimento de vdrios tipos de scaffolds (Ragetly
et al., 2010b). Outra vantagem do uso da quitosana € que ela pode ser moldada em diversas
formas, possibilitando a formacao de estruturas com diferentes tamanhos de poros. Além disso, €
metabolizada por certas enzimas humanas, especialmente a lisozima, sendo, por esta razao

considerada biodegradédvel (Alves da Silva et al., 2010; Berger et al., 2004).
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A quitosana ¢ um copolimero formado por dois mondmeros, a D-glicosamina e a N-acetil-
D-glicosamina. E produzida através da desacetilacio da quitina (2-acetamido-2-desoxi f-1,4-D-
glucana), vastamente encontrada na natureza (em crusticeos, fungos, insetos, anelideos e
moluscos, dentre outros). Comercialmente a quitosana é produzida a partir da quitina de
crustdceos, devido a sua abundancia e viabilidade de processamento (Dumitriu, 2002). Na Figura

2.4 estdo representadas as estruturas quimicas parciais da quitina e da quitosana.

Para a desacetilacdo da quitina, dois caminhos distintos podem ser tomados, um por adi¢ao
de solu¢do de NaOH a 50% (m/m) seguida de aquecimento a 110°C por 5 h e outro por
degradacdo parcial com enzimas especificas. Ambos os processos promovem a formacdo de
grupos amino na cadeia, que na sua forma natural estdo ligados a grupos acetila. Como a remocao
das acetilas ndo € total, ou seja, alguns complexos amina-acetila permanecem ligados, ndo se
pode considerar o polimero quitosana como regular, mas um composto formado de grupos
parcialmente desacetilados (Miyaguti, 2008; Adati, 2006). O termo quitosana €, entdo, aplicado

para a denominagdo da quitina contendo mais de 50% de grupos desacetilados.

A solubilidade € um importante critério para diferenciar o uso da quitina e da quitosana.
Por muitos anos a quitina nao foi usada por ser insolivel em quase todos os solventes. A grande
quantidade de pontes de hidrogénio garante que a degradacdo da quitina ocorra antes de se atingir
seu ponto de fusdo, propriedade esta que dificulta a dissolucao em dgua, 4dcidos diluidos, bases e
solventes organicos. Hoje se sabe que a quitina é solivel em dcido férmico, dlcool
hexafluroisopropilico, hexafluroacetona, dentre outros, porém sua aplica¢do industrial é restrita

devido a toxicidade, corrosividade e propriedades mutagénicas destes solventes (Hon, 1996).
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Figura 2.4 - Estruturas quimicas parciais: a) quitina; b) quitosana (Hon, 1996).

A quitosana, por outro lado, € solivel em 4cidos diluidos e pode facilmente formar géis,
filmes ou membranas através da evaporacao do solvente. Devido a sua carga positiva em meios
acidos, causada pela protonacdo do grupo amino, torna-se um hidrogel higroscépico, amplamente
usado na inddstria alimenticia e na clarificacdo de dguas, tendo a capacidade de remover 6leos,

graxas, metais pesados e particulas que causam a turvagdo de materiais (Juang e Ju, 1997).

A atividade imunoestimuladora da quitosana, assim como sua propriedade anticoagulante,
além da acdo antiftingica e bactericida, garantem seu extenso uso na constituicao de biomateriais,
como por exemplo, no desenvolvimento de membranas e fibras para aplicacdo em hemodidlise e

na constitui¢do de pele artificial, dentre outras dreas (Campos et al., 2009).

Devido a sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de sua capacidade

de acelerar a cicatrizagdo, a quitosana é frequentemente considerada na composi¢ao de curativos,
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recobrindo e protegendo a ferida, e ainda sendo eficaz no controle da liberacdo de farmacos nela
incorporados (Dallan, 2005; Berger et al., 2004; Kurita, 1998). Ainda, no contexto de
compatibilidade celular, estudos mostram que a quitosana promove a diferenciacdo das células
em cultura in vitro, estimulando o crescimento celular e promovendo a organizac¢io arquitetonica

do tecido (Dumitriu, 2002).

No entanto, filmes produzidos unicamente a partir de quitosana ndo se mostram
favoraveis a adesdo celular. Dallan e colaboradores (2007) verificaram baixos valores de adesido
de células Vero em superficies de membranas de quitosana, sugerindo a utiliza¢do deste tipo de
filme como curativos do tipo barreira, j4 que estes apresentam como func¢des principais a
prote¢do fisica e microbioldgica do ferimento, além do controle da perda de fluidos corpéreos, e
nio como curativos do tipo scaffold, utilizados como suportes para o crescimento de células. O
grau de desacetilacdo da quitosana também interfere na adesao e crescimento celular em filmes
confeccionados com este material. Chatetet e colaboradores (2011) comprovaram que quanto

maior o grau de acetilacdo menor € a adesao celular sobre filmes de quitosana.

Devido a caracteristica de baixa adesao celular, filmes de quitosana t€ém sido utilizados
para minimizar a formagao de aderéncias peritoniais induzidas por telas de polipropileno. Paulo e
colaboradores (2009) avaliaram in vivo o efeito de barreira de filmes de quitosana associados a
telas de polipropileno na formagdo de aderéncias induzidas experimentalmente em ratos Wistar,
verificando-se um efeito protetor dos filmes de quitosana, bem como a ndo exacerbacdo da

inflamacdo associada as lesdes peritoneais.

A agdo bactericida confere a quitosana uma vasta aplica¢do na medicina. Vdrias hipéteses
tentam explicar esta acdo, uma delas fundamenta-se na formacdo de ligacdes cruzadas entre os
polications da quitosana e os anions da superficie das bactérias, o que promove uma alteracdo na
permeabilidade da membrana celular. Estudos mostram que esta mudanga na permeabilidade esta
relacionada com propriedades estruturais da quitosana, como o grau de acetilacdo e a massa
molar, apontando que baixos graus de acetilacdo e/ou elevadas massas molares sdo necessarios
para o aumento da permeabilidade da membrana das bactérias (Dumitriu, 2002; Artursson et

al.,1994). Destaca-se, entretanto, que na forma de filmes a quitosana ndo mais apresenta
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atividade microbicida, somente na forma de géis ou solucdes (Foster e Butt, 2011), na qual seus

grupos amino apresentam-se positivamente carregados.

Propriedades como absor¢do de dgua e de solugdes aquosas, resisténcia mecanica e
permeacdo controlada de farmacos, dentre outras, de um hidrogel hidrofilico podem ser alteradas
por meio de sua modificagdo quimica, como sua reticulacdo, e de sua complexacdo com outros
polimeros. Viarios métodos estdo disponiveis para a reticulacdo da quitosana, no entanto,
precaucdes devem ser tomadas quanto a toxicidade dos agentes de reticulagdo, que podem

comprometer a biocompatibilidade do dispositivo final (Wang et al., 2010; Campos et al., 2009).

A natureza policatidonica da quitosana possibilitam seu uso para a preparagdo de
complexos polieletrdlitos (PECs) com polianions. Diversos estudos indicam uma variedade de
polimeros anionicos capazes de formar complexos i0nicos insoliveis com a quitosana, dentre eles
pode-se citar a dextrana (Kikuchi e Fukuda, 1974), a carboximetildextrana (Fukuda e Kikuchi,
1978), o alginato (Rodrigues et al., 2008; George e Abraham, 2006; Lai et al., 2003; Wang et al.,
2002), poliésteres (Alves da Silva et al., 2010; Wan et al., 2007), fibras de seda (She et al., 2008),
gelatina (Yin et al., 2005) e a xantana ( Veiga e Moraes 2011; Eftaiha et al., 2009). Muitos destes
complexos sdo atualmente utilizados na engenharia de tecidos como matrizes de adesdo e
crescimento celular e ainda para a liberacdo controlada de farmacos (Jiang et al., 2010; Deming,

2007).

Campos e colaboradores (2009) descrevem a preparacdo de um filme curativo de
quitosana reticulado com 1,6-bis hexametileno (aminocarboxissulfonato) para a difusdo de
gentamicina, com potencial para cobrir e proteger feridas. Os autores relataram que a taxa de
difusdo do farmaco foi direcionada por meio da concentracdo inicial de gentamicina e pelo grau
de reticulacdo. Valores elevados quanto a concentragdo inicial do farmaco, bem como quanto ao
grau de reticulagdo proporcionaram libera¢dao lenta do medicamento, aproximadamente 20% da
concentracdo inicial em 14 dias. J4 os extremos minimos dos mesmos parametros provocaram

liberagdo mais rapida da gentamicina, o equivalente a 70% da concentragdo inicial em 14 dias.

Costa-Junior e colaboradores (2009) sintetizaram e caracterizaram a biocompatibilidade
de misturas de poli(dlcool vinilico) (PVA) e quitosana, quimicamente reticuladas com

glutaraldeido para aplicagcdo potencial na reparacdo de pele. A microestrutura e morfologia dos
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hidrogéis foram caracterizadas através de espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (EI-TF) e microscopia eletronica de varredura (MEV). A biocompatibilidade,
citotoxicidade e viabilidade celular foram avaliadas através do indicador metabdlico MTT (3-
(4,5-dimetilazol-2-il)brometo-2,5-difeniltetrazol) empregando culturas de células da linhagem
VERO. Os hidrogéis testados ndo se mostraram citotoxicos, apresentando propriedades

apropriadas para o uso potencial na engenharia de tecidos.

Visando a obten¢do de um biomaterial a ser usado em terapias de lesdes de pele, Wang e
colaboradores (2001) propuseram a preparagdo de filmes de quitosana e alginato misturando
gradualmente solucdes destes dois polimeros. Apds a mistura, os autores obtiveram um
precipitado que foi centrifugado e ressuspenso em solu¢do de cloreto de cdlcio, levando a
formacdo de uma suspensao que, apés seca, formou uma membrana flexivel, insolivel em dgua e

com efetivo controle na liberacao de materiais nela incorporados.

Rodrigues e colaboradores (2008) desenvolveram uma metodologia escalondvel de
preparacdo e caracterizacdo de membranas produzidas com quitosana e alginato complexados,
empregando condi¢des controladas de adi¢do e agitacdo durante a mistura dos polissacarideos.
Fazendo parte do mesmo grupo de pesquisa, Veiga e Moraes (2011) propuseram a substituicao do
alginato por xantana, um polimero de origem microbiana, na produ¢do dessas membranas. Esta

mudanga promoveu um aumento na capacidade de absorcdo de solventes.

A preferéncia por biopolimeros de origem microbiana ao invés daqueles oriundos de
plantas, algas ou animais deve-se fundamentalmente as vantagens da producdo independente de
condic¢des climadticas, permitindo que estes sejam obtidos em condi¢des controladas e em lotes
homogéneos, com qualidade mais assegurada. No espectro da producao de biopolimeros, a goma
xantana tem como vantagem caracteristicas associadas a sua manuten¢do de qualidade, garantidas
mediante utilizacdo de linhagens bacterianas especificas para sua producdo, bem como de
condicdes fermentativas padronizadas (Becker et al., 1998). As caracteristicas deste composto de

maior relevancia no ambito do desenvolvimento deste trabalho serdo discutidas a seguir.
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2.4.1.2. Xantana

A goma xantana € um exopolissacarideo microbiano produzido por linhagens de
Xantomonas campestris pertencentes a familia Pseudomonodaceae. Estas bactérias reproduzem-
se por divisdo bindria, consistindo de células em forma de bastonetes, gram-negativas e que
ocorrem predominantemente isoladas. Suas colOnias sdo geralmente lisas, viscosas e amarelas,
resultantes da produg¢do de um pigmento insolivel em 4gua conhecido como xantomanidina
(Kennedy e Bradshaw, 1984; Bradbury, 1984). Estas colonias sdao de facil cultivo in vitro,
apresentando temperatura 6tima de crescimento entre 25 e 30°C, rapido crescimento e produzindo
turbidez caracteristica de proliferacdo celular em meio liquido em 2 a 3 dias de fermentagdo

(Silva, 2007).

A biossintese da goma xantana, em condi¢des adequadas de cultura, envolve a formagao
de uma estrutura primdria composta por unidades repetidas de pentapolissacarideos. A estrutura
do exopolissacarideo € composta, em geral, por uma cadeia principal de celulose formada por
unidades de B-D-glicose conjugadas por ligacdes 1—4. Uma cadeia lateral trissacaridica, na
posicdo C(3) de cada residuo de glicose alternada, compreende unidades de B-D-manose-1,4-f3-
D-4cidoglicurénico-1,2-a-D-manose. E possivel a existéncia de grupos O-acetil na posicio C(6)
da a-D-manose interna e 4,6-4dcido pirivico na B-D-manose terminal (Jansson et al., 1975;

Stankowski et al., 1993). A unidade estrutural da goma xantana € apresentada na Figura 2.5.

A estrutura quimica da biomolécula € responsdvel pelas caracteristicas funcionais da
xantana, como a capacidade de emulsificar, estabilizar, flocular e suspender solu¢des aquosas,

formando assim géis e membranas (Bejenariu et al., 2008).
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Figura 2.5 - Unidade estrutural da goma xantana (Takeuchi ef al., 2009).

Descoberta na década de 50, durante uma triagem para identificar micro-organismos
capazes de produzir gomas soliveis em dgua de interesse comercial, a xantana teve sua primeira
producdo industrial em 1960 e tornou-se comercialmente disponivel em 1964 (Coviello et al.,
2007). Aprovada como aditivo em alimentos em 1965 pelo Decreto de Lei n° 55.871 da
Legislacdo Brasileira de Alimentos (Lima et al., 2001) e, em 1969, pela Food and Drug
Administration (FDA) nos EUA, a goma xantana € estabelecida como um produto atéxico,
incapaz de promover irritacdo na pele e olhos, sensibiliza¢do ou inibi¢do de crescimento (Garcia-
Ochoa et al., 2000). Embora a legislacdo brasileira permita a utilizacdo da goma xantana como
espessante na composi¢ao produtos farmacolégicos, ndao foram localizadas informacdes acerca da

regulamentacdo com referéncia a seu uso interno.

A goma xantana destaca-se no mercado de biopolimeros por suas aplicacdes industriais e
compreende 15,6% da pauta de importacdes brasileira de polissacarideos (Cunha et al., 2009). E
amplamente utilizada em diversos segmentos industriais como na industria alimenticia,

petrolifera, farmacéutica, cosmética, téxtil, de tintas e de produtos agricolas, devido a suas
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propriedades reoldgicas, como alto grau de pseuplasticidade, alta viscosidade mesmo em
pequenas concentragdes, compatibilidade e estabilidade com a maioria dos sais metdlicos,
excelente solubilidade e estabilidade tanto em meio 4cido quanto alcalino, resisténcia a
degradacdo em elevadas temperaturas assim como a oscilacdes de pH (Faria, 2005; Nitschke et

al., 2001; Quinn, 1999; Sutherland, 1993).

Géis de xantana sdo usados em uma variedade de aplicacdes biomédicas como
oftalmologia, implantologia, engenharia de tecidos e sistemas de liberagdo controlada de
farmacos (Bejenariu et al., 2008). Vendruscolo e colaboradores (2005) avaliaram os mecanismos
de liberacdo in vitro da teofilina mediante utilizagdo de matrizes de xantana isolada ou associada
a galactomanana proveniente de sementes de bracatinga (Mimosa scrabella). A variagdo da
concentracdo polimérica influenciou a liberagdo do farmaco. Houve diminuicdo da
disponibilizac¢do da teofilina quando do emprego de concentragdes poliméricas mais elevadas. A
formulacdo mais adequada quanto ao perfil de dissolu¢do foi evidenciada pela utilizacdo da
mistura xantana-galactomana contendo 8% de xantana, tendo sido observada a liberacdo do

equivalente a 90% do farmaco em 8 horas.

Chiou e colaboradores (2009) avaliaram a biocompatibilidade de lipossomas bioadesivos
intranasais constituidos de goma xantana para a liberagdo controlada de um agente vacinal, ndo
observando efeitos toxicos ou anormalidade morfolégica de macréfagos provenientes do bago de
galinhas expostas aos dispositivos. Mesmo em altas concentragdes poliméricas, a viabilidade
celular ndo foi influenciada, fato que evidencia a auséncia de dano celular quando da utilizacao

de xantana em suportes ou veiculos experimentais para a liberacao de agentes bioativos.

A atividade antitumoral da xantana também € reportada na literatura. Takeuchi e
colaboradores (2009) administraram oralmente a goma xantana em camundongos e avaliaram o
efeito antitumoral do polimero por meio do receptor TLR4 (Toll-like receptor 4). A
administracdo da goma xantana foi realizada durante cinco dias mediante aplicag¢do intragdstrica
de 100 uL de uma suspensao a 10 mg/mL. Apds a inoculagdo subcutinea de células de melanoma
BI6K” em camundongos C57BL6, realizada no segundo dia da administracdo da goma xantana,
foi observada a supressdo do crescimento das células tumorais € o aumento da sobrevida dos

animais. Ainda, os grupos tratados com xantana apresentaram maior atividade de células natural
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killer (NK) e de resposta tumor-especifica de células T CD8 quando comparados ao grupo

controle.

Desta forma, a biocompatibilidade da goma xantana aliada a sua comprovada atividade
antitumoral sinaliza o impacto da administracdo, de forma segura e profilatica, deste biopolimero

como agente ativo na engenharia de tecidos.

2.4.1.3. O Complexo Xantana-Quitosana

Conforme ja mencionado, a quitosana e a xantana podem formar um complexo
polieletrélito (PEC), estabelecido por meio de interacdes iOnicas entre os grupos amino da
quitosana e carboxil da xantana, conforme indicado na Figura 2.6. A interacdo i0nica proveniente
da complexacdo polimérica possibilita variar as caracteristicas relativas a sensibilidade ao pH,

permitindo a imobilizacdo de células, agentes terap€uticos e enzimas (Chellat et al., 2000).
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Figura 2.6 - Representacdo esquemadtica da interacdo entre xantana e quitosana na formagao de

hidrogéis (fonte: Chellat et al., 2000).

A biocompatibilidade do complexo xantana-quitosana € relatada na literatura. Chellat e
colaboradores (2000) testaram o efeito citotoxico de comprimidos de xantana-quitosana através
de ensaios in vitro com células fibroblastéides 1929 utilizando o agente MTT (3(4,5-
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dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetraz6lio) e de ensaios in vivo mediante a implantacdo subcutanea
dos comprimidos em ratos Wistar. Os ensaios in vitro nao evidenciaram citotoxicidade e o ensaio
in vivo resultou em reagdo inflamatdria, sem, contudo, se observar reacdo necrética. Ainda, os
produtos da degradacdo das amostras nao resultaram em eventos de citotoxicidade, apontando a

resisténcia do complexo a acdo enzimdtica como relativamente alta.

Mais recentemente, Argin-Soysal e colaboradores (2009) demostraram que o controle das
propriedades do complexo xantana-quitosana pode ser manipulado mediante variacdo de
parametros, especialmente da concentracdo de xantana ¢ do pH da solucdo de quitosana. Os
autores avaliaram o efeito da concentracdo da mistura xantana-quitosana e do pH da solucdo de
quitosana na complexacdo polimérica e no grau de intumescimento de cdpsulas preparadas pelo
método de extrusdo (coacervado complexo), efetuando-se o gotejamento de 300 mL de solucdo
de xantana sobre 50 mL solu¢do de quitosana (vazao ndo reportada). Trés concentragdes
diferentes de solucdo de xantana (0,7; 1,0 e 1,5% m/v) e duas de solucdo de quitosana (0,7 e 1,0%
m/v) em condi¢cdes de pH variando de 4,5 a 6,2 foram testadas. Foram obtidos hidrogéis
completamente reticulados em todas as condi¢des quando a concentragdo de xantana era de 1,5%
(m/v) e observou-se que o aumento da concentragdo de xantana afeta significativamente o grau
de intumescimento, sendo que os melhores e mais significativos resultados obtidos foram para

capsulas preparadas com quitosana a 0,7% m/v em pH 5,5 e xantana a 0,7% m/v.

Popa e colaboradores (2010) descreveram a formulagdo de comprimidos a partir do
complexo polidnico xantana-quitosana para a libera¢do controlada de teofilina. Ensaios in vitro
evidenciaram a estabilidade da matriz em diferentes condi¢cdes de pH e os perfis de liberacao em
solucdo de HCI (pH 1,5) e tampao fosfato (pH 7,4) revelaram que a teofilina foi totalmente
liberada dentro de um periodo de 12 h, com comportamento semelhante nas duas condi¢des de
pH. A difusdo da teofilina pela matriz polimérica foi considerada como possivel em estudos in
vivo e, portanto, o dispositivo obtido mostrou grande potencial para a administracdo oral do

composto bioativo no tratamento da doenca pulmonar obstrutiva cronica.

Desta forma a utilizacdo do complexo xantana-quitosana em dispositivos biomédicos
pode ser considerada segura e potencialmente promissora como estratégia terapéutica auxiliar na

engenharia de tecidos.
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2.4.2. Agentes porogénicos

A porosidade € uma caracteristica importante em um material que se destina a aplica¢do
como suportes para crescimento celular. Biomateriais porosos podem ser produzidos pela adicao
de agentes porogénicos solubilizaveis, como glicose ou NaCl (Ma et al., 2001), ou entdao por
outros métodos, como inversao de fases, gaseificacao por alta pressao, liofilizagdo e processos de

eletrofiacao (Shoichet, 2010).

A liofilizacdo € o método mais comumente utilizado para a produgcdo de poros em
suportes para fins de aplicacdo na engenharia tecidual (Kucharska et al., 2008; She et al., 2008;
Oztiirk et al., 2006), no entanto trata-se de um método caro, trabalhoso e que geralmente
apresenta dificuldades no aumento em escala (Bueno e Moraes, 2011). Desta forma, outras

estratégias para a elaboracdo de suportes porosos sao de consideravel interesse.

E possivel a obtencdo de membranas porosas pela incorporacio dos tensoativos Tween 80
e Pluronic F68 em misturas de polissacarideos (Bueno e Moraes, 2011). A adicdo destes
tensoativos em complexos polieletrélitos, além de facilitar a dispersdo polimérica, propicia a
obtencdo de uma estrutura porosa homogénea, conveniente para utilizacdo como suporte de

adesdo e crescimento celular.

Os surfatantes Tween 80 e Pluronic F68 pertencem a classe dos surfatantes ndo-idnicos,
considerados menos prejudiciais a pele, sendo usados como aditivos em formulagdes cosméticas
e no preparo de emulsdes topicas (Rhein, et al., 2007; Zhang et al., 2003). Por esta razdo foram
selecionados para o desenvolvimento deste trabalho e serdo mais detalhadamente descritos a

seguir.

2.4.2.1. Tween 80

Os tensoativos da classe Tween representam uma familia de surfatantes compostas por
ésteres de sorbitol etoxilados. Conforme o tipo de dcido graxo de origem e o grau de etoxilacdo
podem-se obter produtos com diferentes balancos hidrofilico-lipofilico (HLB), que se adaptam a
diversas aplicacdes (Preté¢, 2000). O Tween 80, ou polisorbato 80 (Figura 2.7) ¢ um éster
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polietileno sorbitol, com uma massa molar de 1310 Da, apresentando 20 unidades de 6xido de
etileno, uma de sorbitol, e uma de 4cido oléico como o principal 4cido graxo (Sigma-Aldrich,

2011a).

O Tween 80 tem sido amplamente utilizado em aplica¢cdes bioquimicas, como a
solubilizacdo de proteinas e a emulsificacdo e dispersdo de substancias em medicamentos e
alimentos (Preté, 2000). E conhecido por suas propriedades crioprotetoras (Hillgren ef al., 2002),
além de ser capaz de aumentar a permeabilidade de numerosas drogas in vitro em células Caco-2,

bem como em tecidos ex-vivo, como saco intestinal invertido de rato (Zhang et al., 2003).

HO(CHaCH20)y  (OCH,CH,)0H

CH(OCH;CH2),0H [ﬁ'
CH50 —=(CH2CH70)74-CHsCH40 =C =CH5{CH5)5CH2 CH =CHCH5(CH5)gCH4

Figura 2.7 — Estrutura quimica do Tween 80, para o qual x + y + w + z = 20 (Sigma-Aldrich,
2011a)

O surfatante Tween 80 € miscivel em 4dgua (0,1 mL Tween 80 por mililitro dgua) e
apresenta-se na forma de um liquido viscoso e inodoro, de coloracio castanha. E também soltvel
em dlcool, 6leo de algoddo, 6leo de milho, acetato de etila, metanol e tolueno, no entanto é
insolivel em 6leo mineral. Sua concentragdo micelar critica (CMC) em 4gua pura € de 0,012 mM

e o pH de uma solugdo aquosa a 1% varia entre 5,5 e 7,2 (Sigma-Aldrich, 2011a).

2.4.2.2. Pluronic Fé68

Assim como o Tween 80, o Pluronic F68 é um surfatante nao-idnico amplamente
utilizado em formulagdes farmacéuticas. Pertencente a familia dos Pluronics, ou Poloxamers, é
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um copolimero de polioxipropileno (PPO) e polioxietileno (PEO), com estrutura tri-bloco PEO-

PPO-PEO, conforme apresentado na Figura 2.8 (Santander-Ortega et al., 2000).

A estrutura quimica de um poloxamer apresenta um bloco central hidrofébico de
polioxipropileno (PPO) com m unidades monoméricas, bloco este ligado em cada extremidade a
uma cadeia hidrofilica de polioxietileno com n unidades monoméricas. A variagdo dos valores de
m e n conferem diferentes caracteristicas aos Pluronics. Particularmente, o Pluronic F68
apresenta valores de n e m iguais a 75 e 30 unidades, respectivamente, conferindo-lhe uma massa
molar equivalente a 8500 daltons (Santander-Ortega et al., 2006). Apresenta-se na forma de um
p6 branco, insipido, inodoro e solivel em dgua (100 mg Pluronic F68 por mililitro de dgua). O
pH de uma solugdo aquosa de Pluronic F68 a 2,5% varia entre 5 ¢ 7,5 a 25 °C e seu CMC em
agua é 0,04 mM (Sigma-Aldrich, 2011b). Diferentemente dos outros Pluronics, o Pluronic F68
ndo se acumula no nicleo nem mesmo no citoplasma celular, e sim nos endossomos e

lisossomos, uma vez que € absorvido pela via endocitica (Gigout et al., 2008).

PEO PPO PEO
f -~
CH3 0 CH, CH, 0
r 7/ \ ]
HO “CH; ' CH O CHy | H
nil n
CH;
\ 4 m

Figura 2.8 — Estrutura quimica de um Poloxamer (Fonte: Santander-Ortega et al., 2006).

O Pluronic F68 € um surfatante comumente empregado na engenharia de micro e
nanoparticulas para a obtencdo de dispositivos de liberagdo de farmacos (Santander-Ortega et al.,
20006), e é também muito utilizado como aditivo em meios de cultura de células animais em larga
escala, em especial em células de mamiferos e de insetos, devido a sua ag¢do protetora contra o

cisalhamento (Gigout, et al., 2008).
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Além de ser um valioso complemento citoprotetor, recentes estudos comprovam a
atividade promotora de crescimento celular do Pluronic F68. Clinke e colaboradores (2011)
mostraram que a adi¢do de Pluronic F68 em meio de cultura para células CHO estimula o
crescimento celular, aumenta a viabilidade, reduz a taxa de lise celular em até quatro vezes e
ainda proporciona um aumento da producdo de vy-interferon. Kerleta e colegas (2010)
demonstraram ainda que meios de cultivos suplementados com de 0,5% de Pluronic F68
proporcionam um aumento da viabilidade e da proliferacao das células Caco-2 apds subcultivos e

ciclos de congelamento e descongelamento.

Desta forma, a adicdo dos surfatantes Tween 80 e Pluronic F68 em complexos
polieletrélitos de quitosana e xantana para a producdo de matrizes tridimensionais porosas

destinadas ao uso como scaffolds mostra-se como alternativa vidvel e segura.

2.5. Estratégias de andlise da adequagdo do uso de membranas como scaffolds

Para que um material polimérico possa ser destinado para a regeneracdo de pele bem
como para o uso como suportes de crescimento celular com aplicacdo na area de engenharia de

tecidos, este deve apresentar caracteristicas que atendam os requisitos descritos anteriormente.

Desta forma faz-se necessdria a caracterizacdo fisico-quimica e bioldgica dos materiais
utilizados, fazendo uso de técnicas complexas e progressivas, pelas quais € possivel avaliar as
propriedades intrinsecas do material, de sua superficie, assim como as consequéncias bioldgicas

decorrentes de sua utilizacao (Dallan et al., 2007).

2.5.1. Caracterizacao fisico-quimica

Os ensaios de caracterizagdo de membranas com potencial aplicacdo em processos de
reparo tecidual sdo, de acordo com diversos autores: determinacio da espessura; determinacao do
grau de hidratacdo ou intumescimento das membranas quando da imersdo em d4gua, solucao

tampao ou outras solucdes fisiologicas; avaliacdo da permeabilidade das membranas ao vapor
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d’4gua e ao oxigénio; andlise da morfologia da superficie e da seccdo transversal; exame da
porosidade e distribui¢do quanto aos tamanho dos poros; determinacdo da resisténcia a tragdo e
do alongamento na ruptura; estabilidade fisica e mecanica, dentre outros (Li et al., 2010;
Chesnutt et al., 2009; Wang et al., 2009; Liang et al., 2008; Kong et al., 2007; Marreco et al.,
2004; Wang et al., 2002; Mi et al., 2001). Quando as membranas sdo formuladas com agentes
ativos incorporados, faz-se também necessdria a determinagdo da eficiéncia de incorporagdo e do

perfil cinético de sua liberagdo (Mi e al., 2003; Lai et al.; 2003).

2.5.2. Caracterizacao biologica

N

Dentre as técnicas reportadas na literatura quanto a caracterizacdo bioldgica destes
dispositivos, as mais frequentemente citadas sdo os testes de citotoxicidade in vitro e in vivo, e de

adesdo e crescimento celular sobre a superficie das membranas.

2.5.2.1. Testes in vitro

A preferéncia por ensaios de toxicidade iniciais in vitro ao invés de testes in vivo em
modelos de materiais curativos, como membranas de quitosana isolada ou complexada com
outros compostos, permite a avaliagdo do desempenho do dispositivo fora do corpo, além de
garantir maior reprodutibilidade e facilidade quanto a avaliacdo clinica (Cheong et al., 2008,
Keong e Halim, 2009). Desta forma, o emprego de células animais em ensaios in vitro admite a
avaliagdo biologica destes biomateriais quanto a possibilidade de efeitos téxicos ou de sua
influéncia sobre eventos de adesdo, crescimento e diferenciacdo celular, no intuito de analisar a

qualidade e o desempenho do biomaterial (Santos Jr., 2001).

A averiguacdo da biocompatibilidade de materiais com potencial aplicacdo médica tem
inicio nos ensaios de citotoxicidade. A mensura¢do dos efeitos sobre as células durante sua
exposicao a agentes toxicos em diversas concentragdes e por tempos determinados caracterizam
os testes de citotoxicidade (Keong & Halim, 2009). A classificagdo de um biomaterial como nao

citotéxico estd relacionada a sua capacidade de ndo provocar a morte das células ou alteracdo
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funcional nas mesmas. Desta forma, a anélise da morfologia, da integridade da membrana (por
meio de indicadores de atividade metabdlica), da proliferacdo celular e da atividade biossintética,

dentre outros pardmetros, permite a avaliacio da citotoxicidade (Freshney, 1989).

O resultado negativo de citotoxicidade sinaliza auséncia ou quantidades insuficientes de
componentes prejudiciais no material avaliado, ou seja, sem potencial de estimulo de efeitos
agudos em células isoladas, sob condi¢des extremas. Um resultado positivo, ao contrdrio, indica a
presenca de uma ou mais substancias que sdo extraidas e que podem ter importancia clinica,
sendo necessdrias outras investigagcdes para a determinacdo da utilidade do material (Dallan et al.,

2007).

Existem dois tipos de testes de citotoxicidade in vitro: os de contato direto e os de contato
indireto. Nos ensaios de contato direto, o biomaterial € colocado diretamente sobre a
monocamada celular ou entdo, as células em suspensdo sdo inoculadas sobre o material. J4 os de
contato indireto podem ser divididos em dois tipos: aqueles em que o material a ser testado é
separado das células por uma barreira de difusdo (dgar ou agarose) e aqueles em que substancias
sdo extraidas do material a ser testado, através de um solvente, e colocadas em contato com as

c€lulas em variadas concentragdes (Dallan et al., 2007).

Os testes de citotoxicidade podem ser realizados com base em protocolos padronizados,
conforme descrito nas normas ASTM-F813-83 (método de contato direto para avaliacdo de
materiais e dispositivos médicos frente a cultura de células), ASTM-F895-84 (método de difusdao
em agar de cultura de células para selecdo de materiais por citotoxicidade ) e ISO-10993-5E (para
a avaliacdo bioldgica de dispositivos médicos, parte 5, categoria de testes para citotoxicidade,

métodos in vitro) (Dallan, 2005).

Nos métodos padronizados, além de aspectos referentes ao procedimento, hd também
especificacdo quanto as linhagens celulares recomendadas, ao meio de cultura e as técnicas para
avaliacdo da citotoxicidade. Em geral, sdo utilizadas linhagens de células estabelecidas e bem
caracterizadas, devido a facilidade de obtenc@o e manuten¢do em laboratério (Northup, 1986).
Dentre as linhagens celulares recomendadas para os testes de citotoxicidade destacam-se a NTC,

a Balb/3T3, a MRC-5, a WI-38, a BHK-21, a V-79, a Vero e a L-929 (Dallan et al., 2007).
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Uma das primeiras linhagens a ser estabelecida em cultura continua e amplamente
utilizada em ensaios de citotoxicidade é a linhagem L929 (Liu et al., 2010; Mortazavi et al.,
2010; Salgado, 2005). Descrita nos anos 40 por W.R. Earle, a linhagem foi estabelecida a partir
do tecido normal subcutaneo areolar e adiposo de um camundongo C3H/An macho com 100 dias
de idade. Apds 95 subculturas da geracdo L parental, Sanford e colaboradores estabeleceram o
NTCC-clone 929, ou 1929 (Sanford et al., 1948). Por terem sido adotadas na avaliacdo de

biocompatibilidade neste trabalho, as células 1.929 sdo mais detalhadamente enfocadas a seguir.

As células L1929 apresentam morfologia fibroblastdide e sdo aderentes. Sao
frequentemente empregadas para avaliar a adequacdo de superficies a adesdao celular e a
biocompatibilidade de materiais diversos, tais como membranas de poli(e-caprolactona) (Serrano
et al., 2005), N-isopropilacrilamida e metil metacrilado (Varghese et al., 2010), quitosana

(Karakecili et al., 2007) e complexos polieletrélitos de quitosana-xantana (Chellat et al., 2000).

A medida que ocorre a propagacio celular, ha o espalhamento horizontal das células sobre
a superficie do material, formando uma monocamada aderente. A superficie das células 1.929,
entretanto, ndo € lisa, mas revestida densamente por filopodia. A existéncia de filopodia na
membrana celular proporciona um aumento de duas a quatro vezes a superficie de contato se

comparado a células lisas de dimensdes semelhantes (Lamb e Mac Kinnon, 1971).

Outra metodologia comumente empregada para a determinagdo da citocompatibilidade de
biomateriais refere-se ao ensaio colorimétrico que emprega o indicador metabdlico MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo). A técnica € baseada na capacidade seletiva
das células vidveis de reduzir o brometo de tetrazdlio a formazan, um composto azul purpura
solivel em solventes organicos, que pode ser quantificado por espectrofotometria, sendo a sua
quantidade proporcional ao nimero de células vivas. A medida da extensdo da formacgdao dos
cristais de formazan é estreitamente relacionada a atividade metabdlica mitocondrial e com

freqiiéncia € utilizada em testes de citotoxicidade (Keong e Halim, 2009).

No espectro da avaliacdo de biosseguranca, os ensaios de mutagenicidade tém sido alvo
de especial atencdo em virtude da possibilidade de existéncia de agentes genotéxicos no
biomaterial a ser implantado in vivo, mesmo quando resultados negativos sdo obtidos em testes

de citotocompatibilidade in vitro. A avaliagdo da atividade mutagé€nica deve assegurar a auséncia
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de componentes téxicos com potencial de exercer efeitos sobre o material genético das células,
como a diminui¢do ou alteracdo do crescimento celular. Os testes de mutagenicidade podem ser

realizados de forma padronizada, de acordo com a norma ISO 10993-3 (Keong e Halim, 2009).

Dentre os varios testes para deteccdo de danos ao DNA, o teste mais comumente utilizado
€ o originalmente descrito por Ames e colaboradores (1973). O método emprega Salmonella
typhimurium, uma linhagem de bactéria incapaz de produzir histidina e, que, portanto, requer a
adicao deste aminodcido no meio de cultura. No entanto, a auséncia de expressdo de histidina
pode ser revertida por mutacdes reversas. Diversas linhagens de Salmonella com varias mutacdes
no sitio do operon da histidina sao empregadas neste teste para assegurar a sensibilidade a uma
ampla variedade de substancias com potencial mutagénico. Desta forma, se bactérias desta
espécie forem cultivadas na auséncia de agentes mutagénicos, a pequena quantidade de coldnias
capazes de expressar histidina correspondera a taxa de mutagdo espontanea. Quando, no entanto,
a frequéncia de coldonias mutadas capazes de sintetizar histidina for maior que a taxa espontanea,

€ possivel a presenca de composto mutagénico no cultivo.

2.5.2.2. Testes in vivo

Os ensaios in vitro, embora eficientes e praticos, podem mascarar alguns resultados
importantes associados ou inerentes a situagdo in vivo. Este quadro é evidenciado mediante
observacdo de diferencas quanto a sensibilidade de linhagens celulares primdrias e estabelecidas.
O comportamento in vivo de materiais com aplicagdo médica constitui-se de um evento
complexo, compartilhado por reacdes imunoldgicas e diversas interagdes com células
inflamatérias. Desta forma, apesar dos ensaios in vitro fornecerem dados em uma situacdo
ambientalmente mais controlada se comparada a realidade in vivo, sdo pequenas as possibilidades

de substituicao total dos ensaios in vivo por modelos in vitro, sendo que a representagdo fidedigna

do comportamento dos dispositivos nos pacientes € dificultada (Keong & Halim, 2009).

Diferentes modelos experimentais in vivo sdo encontrados na literatura com o propdsito
de produzir lesdes de pele em diferentes linhagens animais para posterior tratamento com
curativos de polimeros biodegradaveis ou associados a células. A maioria dos trabalhos

consultados na literatura aponta o uso de linhagens murinas, tanto de ratos (Chen et al., 2009;
37



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Chellat et al., 2000) quanto de camundongos (Sasaki et al., 2008), como modelos animais para
inducgdo de lesdao de pele. Em geral, os modelos de inducgdo de feridas utilizam dgua quente, peso
aquecido (Baoyoung et al., 2010) ou bidpsia por puncdo (Chen et al., 2009; Sasaki et al., 2008).
A titulo de exemplo, pode-se mencionar o trabalho de Baoyoung e colaboradores (2010) que
realizaram um estudo no qual um curativo desenvolvido a partir de uma proteina recombinante
proveniente de seda de aranhas foi testado em ratos SD como modelo in vivo. Os animais foram
lesados por um peso aquecido em dgua a 90°C e posteriormente receberam o curativo proposto.
Foram recolhidas amostras em tempos determinados para andlises histoldgicas,

imunoistoquimicas e biomecanicas.

Em geral, nos modelos de indugdo de lesdo e tratamento com curativo, além das anélises
citadas, hd ainda o exame macroscopico inicial para estimativa do grau de regeneragdo por meio
do cdlculo da drea de cicatrizacdo. Observa-se que a andlise in vivo €, frequentemente, precedida

pela in vitro, € que ambas se complementam.

2.6. Consideracgoes finais

Tendo em vista os topicos abordados nesta revisao bibliografica, verifica-se a importancia
do desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas, bem como de biomaterias adequados,
destinados ao tratamento de queimaduras graves e outros tipos de lesdes cutaneas. Scaffolds e
curativos bioativos obtidos pela associacdo de células multipotentes a dispositivos porosos
constituidos de polissacarideos biocompativeis representam alternativas terapé€uticas relevantes

para o tratamento deste tipo de lesdo.

Membranas de quitosana-xantana apresentam potencial aplicagdo no tratamento de lesdes
com alta producdo de exsudato. Porém, ndo foram localizados trabalhos referentes a associacao
deste biomaterial a células multipotentes. Desta forma, optou-se por explorar neste trabalho a
associacdo de células-tronco mesenquimais, derivadas da medula OGssea, a membranas
poliméricas de quitosana-xantana para a confeccdo de um scaffold para a adesdo e multiplicagao

celular e um curativo bioativo, destinados ao uso terapéutico em lesdes de pele.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes Quimicos

Para obtencdo das membranas foram utilizados os seguintes reagentes: quitosana 96%
desacetilada e goma xantana ambos de grau analitico e da marca Sigma Chemical Co., lotes
9012-76-4 e 056K0007, respectivamente; acido acético glacial da Merck; goma xantana tipo
Keltrol®F lote 7J1238A gentilmente doada pela CPKelco Brasil S/A, goma xantana produzida em
escala piloto com tecnologia desenvolvida na UNESP — Assis SP, Pluronic F-68 da marca Sigma

Chemical Co. lote 30K0135, Tween 80 U.S.P. da Synth lote 58033.

Os seguintes reagentes foram utilizados nos ensaios de caracterizacdo fisico-quimica e
bioldgica das membranas: meio de cultura RPMI-1640 suplementado (assim definido deste ponto
em diante) com 0,3g/L de L-glutamina, 2,0g/L de D-glicose, 2,0g/L. de NaHCO3, 10.000 UI/L de
penicilina, 0,05g/L de estreptomicina, 5,958g/L. de Hepes e 10% (v/v) de soro fetal bovino; meio
de cultura a-MEM suplementado (assim definido deste ponto em diante) com 0,584g/LL de L-
glutamina, 4,5g/L. de D-glicose, 3,7g/LL de NaHCOs, 10.000 UI/L de penicilina, 0,05g/L de
estreptomicina, 5,958g/LL de Hepes e 10% (v/v) de soro fetal bovino; tripsina bovina/EDTA
(4cido etileno-diamino-tetracetato-diss6dico) a 0,25% (m/v), todos fornecidos pela Nutricell; azul
Trypan da Sigma Chemical Co. lote 75996MJ-319; fluido corpéreo simulado (FCS) preparado
conforme Kokubo et al.,(1990), com formulacio apresentada na Tabela 3.1; tampao PBS/EDTA,
com formulagdo apresentada na Tabela 3.2; dimetil sulféxido (DMSO), brometo de 3(4,5-
dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), dodecil sulfato de sédio (SDS), paraformaldeido,
glutaraldeido a 25% (m/v) para microscopia eletronica, cacodilato de sédio, tetréxido de 6smio a
2% (m/v) em agua, todos da Sigma Chemical Co.; cristal violeta fornecido pela Vetec; alcool
etilico absoluto fornecido pela Impex; Thiopentax (tiopental sédico) da Cristdlia, quetamina da

Agener Unido e xilazina da Dopaser-Calier.

Toda a 4gua utilizada nos ensaios foi destilada e deionizada em sistema Milli-Q da

Millipore.
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Tabela 3.1 - Composi¢do do fluido corpéreo simulado (FCS) em solugdo tampao TRIS-HCl
(Kokubo et al., 1990). O pH da solugdo final foi ajustado para 7,4.

fons Concentragdo (mM)
Na* 142,0
K* 5,0
Ca™* 2,5
Mgt 1,5
cr 148,8
HCO;5 4,2
HPO,” 1,0
SO, 0,5

Tabela 3.2 — Composi¢ao do tampao PBS/EDTA. O pH da solu¢ao final foi ajustado para 7,4

com solu¢do de HCI 1M e a solucdo foi esterilizada em autoclave a 120°C durante 30 minutos.

Reagente Concentracdo (mM)
Fosfato dibasico de sédio 0,008
Fosfato monobdsico de potdssio 0,002
Cloreto de s6dio 0,140
Cloreto de potassio 0,003
EDTA 1,000

3.1.2. Células e animais

Trés linhagens celulares foram empregadas, uma de fibroblastos de camundongo (1.929),
gentilmente cedida pela Prof* Dr* Wirla Maria Silva Cunha Tamashiro do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP, Campinas, SP, Brasil), e duas de células-tronco mesenquimais, uma proveniente de
camundongo C57BL/6 e a outra de rato Wistar, isoladas e mantidas em cultura no Laboratério
Multiusudrio do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias e Letras
(UNESP, campus de Assis, SP, Brasil).
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Foram utilizados camundongos C57BL/6, com peso médio em torno de 15 g a 25 g e ratos
Wistar com peso médio de 180 a 250 g, todos com idade entre 4 e 6 semanas, mantidos em caixas
forradas com serragem, em sala com temperatura e luminosidade controladas (22°C, 12 hde luz e
12 h de escuro). Durante todo o procedimento experimental os animais receberam, de livre

acesso, dieta s6lida (Nuvilab CR1 — Nuvital) e 4gua filtrada.

Os protocolos dos experimentos in vitro envolvendo animais foram analisados e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da Faculdade de Ciéncias e
Letras da UNESP, campus de Assis, local onde foram manipulados os animais e realizados os
ensaios de testes das membranas com as células deles isoladas, sob o registro de n°® 011/2010
(cépia no Anexo I). Os procedimentos experimentais in vivo estdo de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram analisados e aprovados pela
Comissio de Etica em Experimentacio Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirio
Preto da Universidade de Sao Paulo, local onde foram realizados os experimentos, sob o registro

de n° 158/2010 (c6pia no Anexo II).

3.2. Meétodos
3.2.1. Preparacao dos suportes poliméricos

A preparagao das membranas foi realizada de acordo com os protocolos estabelecidos por
Rodrigues e colaboradores (2008) para membranas de quitosana/alginato e utilizado apods
adaptacdes por Veiga e Moraes (2011) na producdo de membranas de quitosana/carragena,
quitosana/pectina e quitosana/xantana, que inclui uma etapa de desaeracdo do material antes de

sua secagem para a formac¢do da membrana.

Membranas de xantana e quitosana complexadas foram preparadas em trés razdes
poliméricas distintas, variando-se a propor¢ao de uma solu¢ao aquosa de xantana a 1% (m/v) e de
uma solucdo de quitosana a 1% (m/v) em 4cido acético 2% (v/v), totalizando sempre 200 mL de
volume final de mistura com 2 g de polissacarideos. Foram preparadas, também, membranas de
xantana e quitosana complexadas na presenca dos tensoativos Pluronic F68 e Tween 80,

totalizando 12 formulag¢des, conforme apresentado na Tabela 3.3.
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As membranas contendo apenas xantana e quitosana foram preparadas adicionando a
solucdo de quitosana, com o auxilio de uma bomba peristdltica (Tecnal, modelo 7553-85), na
solucdo de xantana em um reator de vidro encamisado, a uma vazao de 10 mL/min. A
temperatura do reator foi mantida a 25°C utilizando um banho termostatico (Tecnal, modelo TE
184) durante todo o processo e o sistema foi mantido sob constante agitacdo de 1000 rpm através

de agitador mecanico de alto torque (Tecnal, modelo TE 038).

A mistura foi desaerada em bomba de vacuo (Tecnal, modelo TE 058) por 2 horas,
transferida para uma placa de poliestireno de 15 cm de didmetro e seca em estufa com circulagdo
de ar (Tecnal, modelo TE 394/1) a 37°C até a formacdo de uma membrana seca, por

aproximadamente 24 horas.

Tabela 3.3 — Formulagdes das membranas de xantana (X) e quitosana (Q) utilizadas nos ensaios.

Formulagao Prop;)(r:gélczggssica ;F;ﬁ?agz Tensoativo Desaeragao
1A 1:1 Xsigma - (+)
1B 1:1 XKeltrol® - (+)
1C 1:1 Xsigma - -)
1D 1:1 Xsigma Tween 80 )
1E 1:1 Xsigma Pluronic F-68 )
IF 1:1 Xpiloto - (+)
2A 1,2:0,8 Xsigma - (+)
2B 1,2:0,8 XKeltrol® - (+)
2C 1,2:0,8 Xsigma - )
2D 1,2:0,8 Xsigma Tween 80 )
2E 1,2:0,8 Xsigma Pluronic F-68 )
3A 1,5:0,5 Xsigma - (+)
3B 1,5:0,5 XKeltrol® - (+)

(+) com desaeracao; (-) sem desaeracao
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Também foram preparadas membranas contendo apenas os polissacarideos xantana e
quitosana excluindo a etapa de desaeragdo, transferindo-se a mistura diretamente para uma placa
de poliestireno de 15 cm de diametro e secando-se em estufa com circulacdo de ar (Tecnal,
modelo TE 394/1) a 37°C até a formacdo de um filme espesso seco, por aproximadamente 24

horas.

As membranas contendo os tensoativos foram preparadas seguindo o mesmo protocolo
descrito anteriormente, dissolvendo-os na solu¢do de xantana antes do gotejamento da solugdo de
quitosana. A quantidade adicionada dos tensoativos Tween 80 e Pluronic F-68 foi de 1,5 mL e
1,5 g, respectivamente. A mistura foi transferida diretamente, sem desaeracdo, para uma placa de
poliestireno de 15 cm de didmetro e seca em estufa com circulagdo de ar (Tecnal, modelo TE

394/1) a 37°C até a formagdo de uma membrana seca, por aproximadamente 48 horas.

Para neutralizar o pH das membranas, que apresentavam 4cido acético residual, visto que
as mesmas foram testadas como suporte de adesdo e crescimento celular, apds a secagem foram
realizadas sucessivas lavagens inicialmente imergindo-as em 500 mL de &4gua destilada e
deionizada por 30 minutos, repetindo-se este processo por trés vezes, seguido da imersdao em 200
mL de tampao Hepes 10 mM por 30 minutos e, novamente em 500 mL de dgua por 30 minutos.
Este procedimento serviu também para a remocdo dos tensoativos, quando requerido.
Posteriormente as lavagens, as amostras foram secas em estufa com circulacao de ar a 37°C por

um periodo de 18 a 24 horas.

As amostras foram cortadas em tamanhos apropriados e esterilizadas com 6xido de etileno
(OE) por exposi¢ao a Oxyfume-30 (30% OE e 70% diéxido de carbono) por 8 h a 40°C e
umidade relativa de 30 a 80%. Esta esterilizacdo foi feita na empresa Acecil Central de
Esterilizacdo Comércio e Industria Ltda (Campinas, SP, Brasil). Inicialmente foi usado vacuo a
0,4 a 0,6 kgf/cm? por 15 min e Oxyfume-30 foi adicionado até a cAmara atingisse a pressdo de 0,5
kgf/cmz. Ap6s um periodo de 3,5 h, o vacuo foi restabelecido (0,4 a 0,6 kgf/cmz) € as amostras
foram aeradas com ar filtrado por 10 min. O OE residual foi removido mantendo-se as amostras

sob aerac¢do por 48 h.
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3.2.2. Caracterizacao fisico-quimica dos suportes poliméricos

As membranas de xantana e quitosana complexadas, desaeradas ou ndo, assim como as

obtidas na presencga dos tensoativos foram avaliadas conforme descrito a seguir.

3.2.2.1. Aspecto e morfologia da superficie e da sec¢do transversal

As membranas foram analisadas a olho nu e seu aspecto foi registrado por fotografia
digital. A morfologia foi avaliada através de microscopia eletronica de varredura (MEV) em
microscopio modelo LEO 440i, Leica. Amostras de 2 cm x 1 cm foram fixadas em um suporte
adequado e metalizadas (mini Sputter coater, SC 7620) através da deposicao de uma fina camada
de ouro (92 A) em suas superficies. Para a avaliacdo da seccdo transversal, as amostras foram

criofraturadas com nitrogénio liquido antes da deposi¢do da camada de ouro.

3.2.2.2. Espessura

A espessura média dos suportes foi obtida utilizando um micrometro (Digimess),
realizando-se sete medidas perto da borda da membrana e em angulos de 90°. Os resultados

foram expressos como médias.

3.2.2.3. Capacidade de absor¢do e estabilidade durante exposicdo a solugcoes aquosas

A capacidade das membranas absorverem dgua e solugdes salinas, sendo elas solugdo
aquosa de NaCl a 0,9% (SS) e fluido corpéreo simulado (FCS), foi determinada utilizando corpos
de prova de 6 cm x 1 cm, em triplicata, com massa seca inicial (M;) determinada em balanca
analitica. As amostras foram hidratadas em 7 mL das solu¢des previamente mencionadas, e nelas
mantidas por 24 horas em estufa a 37°C. Apds este periodo, as amostras foram novamente
pesadas para a determinacdo das massas umidas finais (M,) e a capacidade de absor¢do (C;) de

cada solugdo (descrita pelo indice i) foi calculada através da Equacgao 1:
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_ (Mu_Ms)

C;
Mg

(Equacao 1)

A estabilidade das membranas foi avaliada pela variagcdo da massa de amostras expostas
aos mesmos fluidos por 24 h, apds sua secagem (até que atingissem massa constante, por cerca de
10 h), em estufa com circulacdo de ar a 37°C, obtendo-se, assim, suas massas secas finais (My). A
variagdo de massa (V,,) apds a exposicao a cada solucdo foi calculada através da Equacao 2:

_ [Mf_(Ms+Mss)]

Vo = - x 100 (Equagio 2)

N

onde M, refere-se a massa estimada de solidos da solugdo incorporados pelas amostras,
considerando-se que as concentragdes de solidos de partida nas solu¢des SS e FCS eram de 9,00

g/l e 15,32g/L, respectivamente.

3.2.2.4. Comportamento no meio de cultura RPMI-1640 suplementado

Com o intuito de verificar o comportamento das membranas expostas por longos periodos
a um meio tipico de cultivo de células animais, amostras circulares com 1,5 cm de didmetro,
estéreis, foram pesadas para a determinacao de sua massa seca inicial e, dentro de uma camara de
fluxo laminar, foram depositadas no interior de tubos conicos de 15 mL, estéreis, contendo 3 mL
de meio RPMI-1640 suplementado. Os tubos foram fechados, lacrados com parafilme e
incubados em estufa a 37°C por 144 horas, visando simular o periodo médio de incubagdo das

células animais em teste.

A capacidade de absorc¢do (C;) e a variacdo de massa (V,,) foram determinadas como
mencionado no item 3.2.2.3, considerando-se a concentragdo de sdlidos de partida nesta solugdo

como sendo de 19,28 g/L.

3.2.2.5. Tensdo e alongamento na ruptura

As propriedades mecanicas das membranas foram avaliadas com base no método ASTM

D-882.
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Utilizando oito replicatas para cada tipo de membrana, amostras de 2,54 cm x 10 cm com
espessura pré-determinada foram fixadas em garras de 5 cm de um texturdmetro (modelo
TA.XT2, Stable Micro System SMD, Inglaterra), com velocidade de afastamento de 1 cm/s e
célula com carga de 5,098 kgf. A tensao (7) e o alongamento (A) na ruptura foram calculados

através das Equacdes 3 e 4, respectivamente:

Fm .
Timpay = as (Equagao 3)
dfinal -

A= r— (Equacao 4)

onde F,, é a forca maxima no rompimento em N, Ag é a drea da se¢@o transversal da amostra do

. 2 L, e A . ~
filme em mm~ (espessura x largura), e d € a distancia de separacdo das garras.

3.2.2.6. Expansdo volumétrica

A expansao tridimensional das membranas foi determinada de modo indireto, com base
no método proposto por Zeng e Ruckenstein (1996), quantificando-se o volume de solvente que
ocupa os poros das amostras com este saturadas. Como solventes utilizou-se d4gua e meio RPMI-

1640 suplementado.

Amostras secas de 2 cm X 4 cm com massas conhecidas (M) foram imersas em 10 mL de
dgua ou meio de cultura RPMI-1640 suplementado a 37°C. Apds 2 e 24 horas a 37 °C em dgua ou
meio, respectivamente, as dimensOes das amostras, bem como suas massas (M;), foram
determinadas. A extracdo do solvente livre foi efetuada usando vacuo por 20 minutos e a massa
das amostras foi novamente medida (Mg vieuo). A expansdo tridimensional ([]), o volume de
meio de preenchimento (V,) e o volume de meio de hidratagdo (V},) foram calculados de acordo

com as Equacdes 5, 6 e 7, respectivamente.

()
(%) = % x 100 (Equagdo 5)
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_ My—Ms ~
V= v (Equagdo 6)

Myss va -M
V, = % (Equagio 7)

onde d,, € a densidade do solvente (4gua ou meio RPMI-1640 suplementado) a 37°C e V € o

volume da amostra no estado umido.

3.2.3. Caracterizacao biolégica quanto a citotoxicidade

Para estes ensaios foram utilizadas células 1.929 (fibroblastos de camundongos),
amplamente empregadas em estudos de citotoxicidade e de interagdes entre biomateriais e células
(Liu et al., 2010; Mortazavi et al., 2010; Salgado, 2005). O meio de cultura utilizado foi o RPMI-

1640 suplementado, com composicao descrita anteriormente.

Para a avaliacdo qualitativa da citotoxicidade das membranas foram realizados os ensaios
de contato direto e o de eluicdo utilizando o corante cristal violeta, considerados como padrao de
acordo com a norma ISO 10.993-5 (Salgado, 2005). Para andlise quantitativa da citotoxicidade
foi empregado o reagente MTT (3-(4,5-dimetilazol-2-yl) brometo-2,5-difeniltetrazol), técnica
desenvolvida por Mosmann (1983) e adaptada por Dallan (2005) para membranas a base de
quitosana. Para a avaliacdo da citotoxicidade direta, foram realizados ensaios de proliferacao
celular sobre as membranas, estabelecendo-se curvas de crescimento. Tais metodologias sdo
descritas nos itens 3.2.3.3 a 3.2.3.4, mas anteriormente aos ensaios de caracterizacdo bioldgica
das membranas, foram realizados experimentos visando conhecer o comportamento tipico das
células 1929, conforme exposto no item 3.2.3.2, apds a descricdo da forma de obtengdo e

preservacdo das suspensoes celulares no item 3.2.3.1.

3.2.3.1. Preservacdo e reativacdo das células L929 e obtencdo do indculo
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Células L929 conservadas em nitrogénio liquido em criotubos com capacidade de 1,5 mL
contendo 10° células suspensas em 600 uL de meio RPMI-1640 suplementado, 300 uL de SFB e
100 uL de DMSO foram descongeladas em banho a 37° C transferindo-se, em seguida, todo o
volume para um tubo conico tipo Falcon de 15 mL. A esta suspensdo foram adicionados
vagarosamente, gota a gota, 10 mL de meio RPMI-1640 suplementado. A amostra foi
centrifugada por 2 min a 1100 rpm, descartando-se o sobrenadante e ressuspendendo-se o
precipitado em 5 mL de RPMI-1640 suplementado. O material foi transferido para garrafas de
poliestireno (TPP) com 25 cm” de drea e incubado em estufa a 37° C e 5% de CO, (Tecnal,
modelo TE-399). Assim que a monocamada celular atingiu aproximadamente 90% de
confluéncia o meio foi descartado e a garrafa lavada com 2 mL de tampao PBS/EDTA para a
retirada das proteinas do soro. Para o desprendimento das células da parede da garrafa,
adicionou-se 1 mL de tripsina bovina/EDTA a 0,25% (m/v), aguardando-se de 3 a 5 minutos em
estufa a 37° C e 5% de CO,. Apds observagdo em microscopio invertido (Nikon eclipse TS100) e
verificado o desprendimento das células, foram acrescidos 2 mL de meio RPMI-1640
suplementado para a neutralizagdo da enzima, transferindo-se a suspensiao para um tubo conico
tipo Falcon de 15 mL e centrifugando-se por 9 min a 1100 rpm. O sobrenadante foi descartado e
o pellet ressuspenso em 2 mL de RPMI-1640 suplementado, obtendo-se suspensdes celulares que
foram utilizadas para a propagacdo da cultura, para obter a curva de crescimento € como indculo

nos testes de citotoxicidade.

A contagem das células vidveis foi feita em camara de Neubauer utilizando azul de trypan

como corante.

3.2.3.2. Caracterizagdo da cultura de células L929

Aliquotas de 2 mL de meio RPMI-1640 suplementado contendo 0,5 x 10° cél/mL foram
inoculadas em cada pogo de placas de poliestireno contendo 6 orificios (35 mm de diametro
cada). As placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Decorridas 24h, o meio de dois
pocos foi descartado, os pogos foram lavados com 1 mL de PBS/EDTA cada, sendo adicionados
700 pL de tripsina bovina/EDTA a 0,25% por poco. A placa foi novamente incubada por 3 a 5

minutos em estufa a 37°C e 5% de CO, para que ocorresse o desprendimento celular; a enzima
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foi entdo neutralizada com 700 pL de meio RPMI-1640 suplementado e a concentracdo de
células vidveis foi analisada utilizando o corante azul Trypan. A cada 24 horas foi realizada a
tripsinizagdo e a contagem das células de dois pocos até a verificagdo da fase de declinio.
Destaca-se que o meio de cultura dos pog¢os remanescentes foi renovado a cada 72 horas para que

as células ndo ficassem desprovidas de nutrientes.

A concentragcdo de células vidveis foi graficada contra o tempo para a identificacdo das
fases lag, log, estaciondria e de declinio. A velocidade especifica mdxima de crescimento (Umsx)
correspondente a maxima inclinagdo da parte linear da curva e o tempo de duplicagdo (t,) celular

foram calculados segundo as Equagdes 8 € 9.

n2 5
Hmax = (Equagao 8)
g
0,693
tg = . (Equacgao 9)
max

3.2.3.3. Andlise da citotoxicidade indireta pelo ensaio de eluicdo e avaliacdo com cristal

violeta

Inicialmente, extratos das membranas foram obtidos apds a manutencdo das mesmas em
meio de cultura RPMI-1640 suplementado a uma concentragdo de 0,05g de material seco por
mililitro de meio, durante 24 horas em estufa de cultivo celular a 37°C e 5% de CO,. Foram
utilizados como controles negativo e positivo extratos de fragmentos da propria placa de cultura e
de latex (na forma de tubos de coloracao amarelada regularmente utilizados como torniquetes em

procedimentos de coleta de sangue), respectivamente.

Aliquotas de 2 mL de meio RPMI-1640 suplementado contendo 1 x 10° cél/mL de células
1929 foram inoculadas em cada po¢o de 35 mm de placas de fundo chato de poliestireno com 6
poc¢os (TPP) e mantidas em estufa a 37° C a 5% de CO, por 24h. Apés este periodo, observando-
se a formagdo de uma monocamada celular, os meios foram removidos e substituidos por 1,5 mL

dos extratos e as placas foram novamente incubadas em estufa a 37° C a 5% de CO, por 24h.
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Decorrido este periodo o meio foi removido, as monocamadas foram lavadas com 1 mL
de tampao PBS/EDTA e 5 gotas de solucao de cristal violeta a 2% (m/v) em solu¢ido aquosa de
etanol a 20% (v/v) foram adicionadas. O corante foi aspirado logo em seguida e a monocamada
foi lavada por duas vezes com dgua deionizada, deixando-se a mesma secar ao ar livre por
aproximadamente 10 minutos. As monocamadas foram examinadas em microscopio invertido,
determinando-se a porcentagem de células afetadas, ou indice de lise (IL), conforme classificacdo

apresentada na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Descri¢dao dos indices de lise para a avaliacdo de resultados no teste de contato

direto e eluicao.

IL | Descricao Classificacdo
0 | Nenhuma lise Nenhuma

1 Menos de 20% da zona afetada Leve

2 Entre 20 e 39% da zona afetada Suave

3 Entre 40 e 59% da zona afetada Moderada

4 | Mais de 60% da zona afetada Severa

3.2.3.4. Ensaio MTT ((3-(4,5-dimeteiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo)

A andlise da toxicidade indireta das membranas a fibroblastos da linhagem 1.929 foi feita
também com base no teste de atividade mitocondrial pelo método de reducdao do MTT. Este teste
quantifica a conversdo do MTT, que € solivel em dgua, em formazan, um composto de coloracao

purpura detectdvel espectrofotometricamente a 620 nm.

Como anteriormente, extratos das membranas foram obtidos apds a manutencdo das
mesmas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado a uma concentragiao de 0,05g de material
seco por mililitro de meio durante 48 horas em estufa de cultivo celular a 37°C e 5% de CO.,.
Foram utilizados como controles negativo e positivo extratos de fragmentos da prépria placa de

cultura e de latex, respectivamente.
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Aliquotas de 100 pL de uma suspensdo contendo 1x10° células/mL em meio RPMI-1640
suplementado foram transferidas para cada pogo de placas de fundo chato de 96 pogos (TPP) e
mantidas por 24 horas em estufa a 37° C a 5% de CO,. Apés este periodo, e observada a
formacdo de uma monocamada celular, os sobrenadantes foram removidos e substituidos por 100
uL dos extratos, e a placa foi novamente mantida em estufa a 37° C a 5% de CO, por 24 horas.
Os extratos foram entdo removidos e cada pogo lavado duas vezes com 100 pL de tampao
PBS/EDTA. Apés a lavagem, foram adicionados, em cada poco, 100 uLL. de RPMI-1640
suplementado, etapa esta seguida da adi¢cdo de 10 pL de MTT a 5 mg/mL em tampao
PBS/EDTA. Apoés quatro horas de incubagdo em estufa a 37°C, foram adicionados, em cada
poco, 100 pL de solucdo de dodecilsulfato de sédio (SDS) a 100g/L dissolvido em uma solu¢do
de dimetil sulf6xido (DMSO) contendo 0,6% de 4cido acético. As amostras foram gentilmente
homogeneizadas e as culturas retornaram para incubagdo a 37°C por uma hora. Decorrido este
periodo, as amostras foram levadas para leitura de sua absorbancia a 620 nm em

espectrofotometro ELISA (Thermo Scientific, Multiskan FC, Finland).

3.2.3.5. Ensaio de citotoxicidade direta com cristal violeta

As amostras de membranas utilizadas neste teste foram mantidas por uma noite em meio
RPMI-1640 suplementado a 37°C a 5% de CO, para que ficassem completamente intumescidas

de meio.

O método do contato direto foi realizado seguindo o protocolo estabelecido pela ASTM-
F813-83 (1983) e adaptado por Salgado (2005). Células 1.929 foram semeadas, a uma
concentracdo de 1 x 10° cél/mL em um volume de 2 mL de meio RPMI-1640 suplementado, em
cada pogo de 35 mm em placas de fundo chato de 6 pogos (TPP) e incubadas em estufa a 37° C a
5% de CO,. Ap6s 24h de permanéncia na estufa e observada a formag¢do de uma monocamada
celular, o meio foi retirado e amostras circulares de 1,5 cm de didmetro das membranas
previamente intumescidas e do controle positivo (litex) foram colocadas, em triplicata, em
contato direto com a superficie da monocamada celular, adicionando-se, vagarosamente, 1,5 mL

de meio RPMI-1640 suplementado.
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Decorridas mais 24h em estufa a 37° C a 5% de CO,, os biomateriais foram removidos, as
monocamadas lavadas com tampdao PBS/EDTA e coradas com cristal violeta a 2% (m/v) em

solucdo aquosa de etanol a 20%, conforme descrito no item 4.2.3.3.

As monocamadas foram examinadas em microscépio invertido avaliando-se a drea que
esteve em contato com o material e a drea adjacente, determinando-se, assim, o indice de lise (IL)
e o indice de zona (IZ) definido como a drea subjacente ao material, conforme indicado nas

Tabelas 3.4 e 3.5, respectivamente.

Tabela 3.5 - Descricao dos indices de zona para avaliacao do teste de contato direto.

IZ | Descrig¢do Classificacao
0 Nenhuma zona sob e aoredor da amostra Nenhuma

1 Zona limitada sob a amostra Leve

2 Zona inferior a 0,5 cm ao redor da amostra Suave

3 Zona limitada entre 0,5 a 1 cm ao redor da amostra Moderada

4 Zona superior a 1 cm ao redor da amostra Severa

3.2.3.6. Ensaio de proliferagdo celular

Este ensaio teve como objetivo estudar o comportamento das células L929 quando em
contato direto com as membranas. Os fibroblastos foram inoculados diretamente sobre as

membranas e o crescimento celular foi acompanhado durante 72 horas.

Aliquotas de 50 uL de uma suspensdo contendo 1 x 10° células/mL foram inoculadas
sobre membranas com 1,5 cm de diametro, previamente intumescidas com meio de cultivo
conforme descrito anteriormente, dispostas em pogos de placas de fundo chato de 24 pogos

(TPP). Células inoculadas diretamente sobre pogos sem amostras foram definidas como controle.

As culturas foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO, por 2 horas e, apds este
periodo, foram acrescidos 950 uL. de meio RPMI-1640 suplementado. O material foi incubado

em estufa por 72 horas, sendo retiradas amostras em triplicata a cada 24 horas.
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As amostras retiradas foram lavadas duas vezes com 1 mL de tampao PBS/EDTA, 500
puL de tripsina/EDTA foram adicionados e o material foi incubado por 5 min a 37°C e 5% de
CO,. Decorrido este periodo a tripsina foi inativada com 500 pL de meio RPMI-1640
suplementado e as células em suspensao foram contadas em camara de Neubauer utilizando o

corante azul Trypan.

3.2.4. Avaliacao da mutagenicidade

Este teste foi realizado visando assegurar a auséncia de componentes toxicos nos
dispositivos produzidos com potencial de exercer efeitos sobre o material genético das células.
Foi empregado o Teste de AMES, que avalia o potencial mutagénico do biomaterial na indugdo
de mutacdo reversa em bactérias utilizando linhagens mutantes de Salmonella typhimurium

auxotroficas para histidina (Mortelmans e Zeiger, 2000).

Os ensaios foram realizados pela empresa Tecam Laboratérios, especializada na
elaborag@o de ensaios toxicoldgicos e mutagé€nicos e reconhecida por agéncias do governo como
o IBAMA, a ANVISA, e o Ministério da Agricultura, dentre outros seguindo os procedimentos
descritos nos guias OECD Guidelines for testing of chemicals (1997), ISO10993-1 (2003),
ISO10993-3 (1992) e ISO10993-12 (2007). Destaca-se que este ensaio somente foi realizado para
amostras de membranas com formulacdes mais promissoras segundo os variados ensaios de

caracterizacdo efetuados devido ao seu elevado custo.

3.2.5. Obtencao e caracterizacao das células-tronco mesenquimais
3.2.5.1. Extragdo da medula ossea dos animais

Para a extracdo das células-tronco mesenquimais foi empregada a técnica desenvolvida e
padronizada pela equipe de pesquisa liderada pelo Prof. Dr. Jodo Tadeu Ribeiro Paes no
Laboratério de Genética e Terapia Celular do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade

de Ciéncias e Letras (UNESP campus de Assis, SP). O meio de cultura utilizado foi o a-MEM
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suplementado com L-glutamina (0,3g/L), D-glicose (2,0g/L), NaHCOs (2,0g/L), penicilina
(10.000 UI/L), estreptomicina (0,05g/L), Hepes (5,958g/L) e soro fetal bovino (SFB) 15%.

Os camundongos foram sacrificados utilizando o método de deslocamento cervical
(movimento de empurrar a base do cranio do animal para baixo e para frente e puxar a cauda para
cima e para trds, a0 mesmo tempo), € os ratos foram sacrificados através da aplicacdo de tiopental
sédico 10% (25 mg/kg), via intramuscular. Em seguida os animais foram lavados com solucao de

etanol a 70% e submetidos a remocao cirdrgica dos fémures e tibias.

A seguir, as epifises dos mesmos foram cortadas € em uma das extremidades do orificio
do osso foi acoplada uma agulha de 0.3cc fixa a seringa de ImL (Medinject) contendo
PBS/EDTA. Em seguida, a extracdo da medula 6ssea (MO) foi realizada através do procedimento
de lavagem do osso (conhecido por “flushing”). Durante o “flushing” os ossos foram
posicionados sobre o tubo coletor em posi¢do vertical, com o auxilio de uma pinga. O
procedimento foi repetido até que se verificasse aparente auséncia dos componentes da medula

ossea no interior dos 0SSos.

Apés a coleta, a suspensdo celular foi centrifugada por 10 minutos a 1500 rpm,
ressuspendendo-se o pellet em 2 mL de meio a-MEM suplementado para a contagem das células
vidveis em hemocitometro de Neubauer utilizando-se azul de trypan como corante. Cada animal
forneceu, em média, cerca de 7 x 107 células totais da medula ssea, que foram plaqueadas em
meio de cultura Alpha-MEM suplementado, em garrafas de cultura de 75 cm?® (TPP) incubadas
em estufa a 37° C e 5% de CO, para o isolamento das CTMs pela propriedade de aderéncia ao

pléstico.

Todos os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar em condigdes

assépticas, utilizando material cirdrgico esterilizado, seringas e tubos descartdveis.

3.2.5.2. Cultura das células-tronco mesenquimais

Garrafas de cultura de 75 cm? contendo as células mononucleares da MO foram mantidas
em 20 mL de meio de cultura a-MEM suplementado em estufa a 37°C e 5% de CO, em

atmosfera umidificada. Ap6s 72 horas as células ndo aderentes foram retiradas através da troca de
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todo o meio de cultura. A garrafa de cultura foi mantida por mais 72 horas nas condicdes
especificadas anteriormente e a partir desse momento foram realizadas trocas de metade do
volume do meio de cultura (10 mL) a cada 72 horas até o estabelecimento da cultura primaria

com predominancia de células fibroblastéides.

Ao atingir em torno de 80% de confluéncia, a cultura primaria passou pelo procedimento
de tripsinizacdo para que as células aderentes fossem desprendidas e o primeiro repique fosse
feito. A tripsinizagdo foi realizada quando a cultura atingia confluéncia de 80%, de modo que a
cada passagem, a populacdo de CTMs foi se tornando mais homogénea e pura, apresentando
expressdo menor que 2% para os marcadores de superficie das células hematopoiéticas,

eritrécitos, plaquetas e moléculas de células endoteliais de adesao.

A tripsinizagdo foi feita ap6s a retirada de todo o meio de cultura da garrafa e da lavagem
cuidadosa das células aderidas com 10 mL de PBS/EDTA por trés vezes. Apos a retirada do PBS,
5 mL de solugdo de tripsina bovina/EDTA 0,25% (m/v) foram adicionados a garrafa de cultura.
Apds cinco minutos, em estufa de cultivo celular, a solugc@o de tripsina foi inativada através da
adicdo de 10 mL de meio de cultura RPMI-1640 suplementado. A suspensdo celular foi
centrifugada por 10 min a 1200 rpm, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em
PBS/EDTA e centrifugado novamente por 10 min a 1200 rpm. Esse procedimento de lavagem
das células em PBS/EDTA foi repetido por mais uma vez. Imediatamente apds a segunda
lavagem das células em PBS/EDTA as mesmas foram ressuspensas em meio de cultura a-MEM
suplementado e contadas em hemocitometro de Neubauer utilizando-se azul Trypan como
corante. Apds a contagem das células, aliquotas das mesmas foram destinadas ao repique para
expansdo da cultura e/ou para a caracterizacao dos marcadores de superficie positivos e negativos
por citometria de fluxo, e/ou para os procedimentos experimentais de adesdo e de terapia celular

em modelo vivo. O nimero miximo de passagens utilizadas foi de 15.

3.2.5.3. Imunofenotipagem das células-tronco mesenquimais

Aliquotas de 100 pL de contendo 1x10° células/mL foram incubadas por 20 minutos a
temperatura ambiente no escuro com 5 uL de anticorpos monoclonais ou isotipos controle

diretamente conjugados ao fluorocromo ficoeritrina. Foram feitas marcacdes simples para a
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andlise dos diversos anticorpos. Apds a incubacgdo, as células foram centrifugadas por cinco
minutos a 1800 rpm, lavadas duas vezes com PBS/EDTA, ressuspensas em 200 pL de
PBS/EDTA e analisadas imediatamente no citdmetro de fluxo FACSort (Becton-Dickson). Foram
adquiridos dados de 20000 eventos/amostra com base nos parametros de tamanho (FSC) por
granularidade (SSC). As andlises foram realizadas utilizando-se o software Cellquest (BD). Para
a caracterizacdao imunofenotipica das CTMs murinas foram utilizados os anticorpos monoclonais

contra os marcadores CD45, CD34, CD105, CD31 e CD73 (eBioscience, EUA).

3.2.6. Adesao e proliferacio das CTMs nas membranas

Amostras circulares de 1,5 cm de diametro foram dispostas em placas de poliestireno de
fundo chato com 24 pogos (TPP) e lavadas 3 vezes com tampao PBS/EDTA . Apés as lavagens,
700 uL de meio a-MEM suplementado foram adicionados em cada pogo e as placas foram

mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO, por uma noite, para que ficassem intumescidas.

Ap6s este periodo o excesso de meio foi retirado e 100 uL de uma suspensdo de 1 x 10’
células/mL foram semeados sobre cada amostra. Apds 2 a 3 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,
adicionou-se vagarosamente 900 pL de meio o-MEM suplementado e as amostras foram
mantidas por até 14 dias em estufa a 37°C e 5% de CO,, sendo metade do meio (500 uL) trocada

a cada 48 horas.

3.2.7. Analise das CTMs aderidas nas membranas por MEV

Decorrido o periodo de inoculacdo (7 ou 14 dias), as amostras foram gentilmente
transferidas para novos pogos de placas de cultivo de fundo chato com 24 pogos e as células
aderidas no biomaterial foram fixadas para anélise por MEV. O processo de fixagdo consistiu da
imersdo das amostras em andlise em duas diferentes solu¢des fixadoras, seguida pela desidratagcdao

das mesmas.

Inicialmente foi adicionado 1 mL da primeira solucdo fixadora, constituida de

paraformaldeido a 4%(v/v) e glutaraldeido a 2% (m/v) em tampao cacodilato a 0,2 M
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armazenado em geladeira e pH 7,2, em cada pog¢o. As amostras permaneceram imersas neste
fixador por cerca de uma hora em geladeira e ap6s este periodo as mesmas foram lavadas com 1
mL de tampdo cacodilato a 0,2 M gelado por 15 minutos cerca de trés vezes a cada lavagem. A
segunda fixa¢do ocorreu adicionando-se, em cada amostra, 1 mL de solu¢do de tetréxido de
0smio a 1% (m/v) em tampao cacodilato a 0,2M. As amostras permaneceram imersas neste
fixador por cerca de 15 minutos em geladeira, sendo posteriormente lavadas por 3 vezes com

tampao cacodilato a 0,2 M gelado por 10 minutos a cada lavagem.

Em seguida foi realizada a desidratacdo das amostras imergindo-as em solugdes de etanol
em agua a 50, 70, 90, 100, 100 e 100%, por 15 minutos cada etapa. Apds a desidratacdo em
solugdo alcodlica, o etanol contido nos materiais foi substituido por CO; liquido e posteriormente
as amostras foram secas em ponto critico (critical point dryer CPD 030 marca Balzers). Depois
de secas, as amostras foram metalizadas (sputter SCD 050 marca Balzers) através da deposicao
de uma fina camada de ouro (92A) e as morfologias das superficies das membranas foram
avaliadas em microscopio eletronico de varredura (MEV) (modelo JSM 5800 LV marca JEOL)
no Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia — UNICAMP.

3.2.8. Ensaio preliminar in vivo

Visando a comprovagdo da aplicabilidade da biomembrana e almejando atingir o objetivo
da Medicina Translacional, que busca transformar descobertas bioldgicas apropriadas em
medicamentos e dispositivos médicos que podem ser utilizados no tratamento de pacientes, foi
proposta a realiza¢do de testes in vivo utilizando a formulagdo tida como mais promissora no
processo de cicatrizacdo de lesdes de pele de acordo com os outros métodos de caracterizagdo das
amostras. O experimento proposto consistiu de um teste piloto, utilizando um pequeno nimero

animais, de forma a avaliar, em carater preliminar, o comportamento do biomaterial.

Estes ensaios foram realizados com a colaboracdo do Prof Dr Julio César Voltarelli,
professor titular do Departamento de Clinica Médica da FMRP-USP, coordenador da Divisdo de
Imunologia Clinica, do Laboratério de Imunogenética (HLA) e da Unidade de Transplante de

Medula Ossea do HC-FMRP-USP e de sua aluna de doutorado Carolina Calidri Oliveira.
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3.2.8.1. Procedimento experimental

Ratos Wistar pesando em torno de 300 g foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade de Sao Paulo Campus Ribeirdao Preto e aclimatados no Biotério de Experimentagao
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da mesma Universidade antes da realizacdo dos
experimentos. Os animais foram mantidos em temperatura e ciclos claro-escuro controlados e
com dgua e alimentacdo ad libtum durante todo o periodo do experimento. Os animais foram

divididos aleatoriamente em grupos como mostrado na Tabela 3.6.

Os animais utilizados no experimento foram anestesiados, por via intraperitoneal, com
400 pL de solucdo na concentracdo de 1:1 (v/v) de quetamina a 10% (Agener Unido, Brasil) e
xilazina 20mg/mL (Dopaser-Calier, Espanha). Apds a anestesia, os animais foram
tricotomizados. A tricotomia foi realizada em duas etapas, em um primeiro momento os pélos dos
animais foram removidos com o auxilio de maquina elétrica (PHILIPS, Brasil), em um segundo
momento, 0 mesmo animal teve a regido dorsal recoberta por creme depilatdrio (Depilart, Brasil)
por 5 minutos, esse creme foi removido com auxilio de gaze imida. A pele recém tricotomizada
foi seca com auxilio de papel toalha e em seguida foram realizadas trés lesdes circulares de 1,5
cm de didmetro na regido dorsal de cada animal, com a retirada cirtrgica da derme e epiderme

como indicado na Figura 3.1 (A e B).

Aproximadamente 30 minutos apds a realizacdo das lesdes, com os animais ainda
anestesiados, os mesmos foram submetidos ao tratamento pelo uso de membranas contendo ou
nao CTMs, conforme ilustrado na Figura 3.1 (C e D). O tamanho das membranas foi exatamente
igual ao das lesdes, ou seja, 1,5 cm de diametro. As membranas sem células foram previamente
imersas por uma noite em PBS/EDTA e a adesdo das células nas membranas do grupo GRO3 foi
realizada seguindo o protocolo estabelecido no item 3.2.6., utilizando-se CTMs de rato com um
periodo de incubagdo de 4 dias. Ensaios controle foram efetuados sem o uso das membranas. Os

animais foram mantidos em gaiolas individuais.
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Tabela 3.6. Distribuicao dos animais utilizados no experimento.

Grupo animais n (lesoes) Tratamento

GRO1 3 9 Controle — sem membrana
GRO2 3 9 Membrana sem células
GRO3 3 9 Membrana com CTMs aderidas

Figura 3.1 — Procedimento experimental para a obtencdo e tratamento das lesdes: A) rato Wistar
marcado; B) ferida cirtdrgica; C) manipulacdo do curativo; D) animal com lesdo recoberta com o

curativo.

3.2.8.2. Avaliagdo clinico-fotogrdfica do quadro evolutivo das lesoes

A avaliagdo clinico-fotografica das lesdes foi realizada por método ndo invasivo, pela
determinagdo da porcentagem de cicatrizacdo das ulceracdes, observada a partir da captura e

andlise de imagens pelo programa Image J® (versdo 1.40g para Windows' ™).

O Image J® — Image Processing and Analysis in Java (Bethesda, Maryland, EUA) € um
programa de andlise de imagem de dominio publico desenvolvido por Wayne Rasband do
National Institutes of Health (NIH). E um sucessor do NIH Image, possuindo a vantagem de ter

aplicagdo multidisciplinar, na pesquisa e na prética clinica.
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A captura de imagens foi realizada imediatamente ap0s a lesdo (tempo considerado como
dia zero) e nos periodos de 5, 10, 15, 20 e 25 dias ap6s o inicio do experimento. No momento da
captura das imagens os animais foram anestesiados por via intraperitoneal, com 400 uL de

solucdo de quetamina a 10% e xilazina a 20 mg/mL na razdo 1:1 (v/v).

No momento da captura da imagem uma régua foi colocada ao lado de cada animal
fotografado para calibracdo do programa e posterior andlise computacional. As imagens foram
capturadas por uma camera fotografica digital Fuji Film Finepix S2000HD com resolugdo de
10.0 megapixels. A porcentagem de cicatrizacdo foi avaliada a partir dos dados de medi¢ao da
4rea das lesdes, em diferentes periodos, em pixels fornecidos pelo programa Image J® aplicados a
Equacao 10.

Area final da tlcerapixels) % 100
Area inicial da ulcerapixels)

Porcentagem de cicatrizagdao = 100 — (Equacao 10)

A andlise estatistica baseou-se na comparagdo da varidvel entre os grupos experimentais,
utilizado-se o Teste t ndo paramétrico para determinar as diferengas existentes entre os grupos
experimentais. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p valor foi
menor que 5% (p <0,05). Esses testes foram realizados com auxilio do programa estatistico

PRISMA 5.0.
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4. RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho, enfocando a
caracterizacdo fisico-quimica e bioldgica das membranas produzidas pela complexacdo de
Xxantana e quitosana, com ou sem adi¢do de tensoativos, bem como os testes de adesdao e
proliferacdo das células-tronco mesenquimais de rato e camundongo no biomaterial e a anélise do

comportamento do biomaterial obtido in vivo.

4.1. Caracterizagdo fisico-quimica das membranas preparadas com xantanas de qualidade

analitica e alimenticia, desaeradas e sem adicdo de tensoativos

Preliminarmente foram produzidas membranas seguindo o protocolo estabelecido por
Rodrigues e colaboradores (2008) para membranas de quitosana/alginato e utilizado apods
adaptacdes por Veiga e Moraes (2011) na producdo de membranas de quitosana/carragena,
quitosana/pectina e quitosana/xantana, que inclui uma etapa de desaeracdo do material antes de

sua secagem para a formac¢do da membrana.

Nesta etapa foram obtidas membranas com trés propor¢cdes mdssicas distintas dos
polissacarideos xantana (X) e quitosana (Q), a saber X:Q a 1:1, 1,2:0,8 e 1,5:05, e goma xantana
de diferentes procedéncias, uma de qualidade analitica da marca Sigma Chemical Co. (Xsigma),

outra do tipo Keltrol® F, de qualidade alimenticia (Xgeiiro1), cOmo descrito na Tabela 3.3.

4.1.1. Aspecto e morfologia do material

Observou-se nas formulacdes 1A e 1B, de propor¢cao polimérica X:Q igual a 1:1,
contendo xantana da Sigma Chemical Co. e da CPKelco, respectivamente, a formacao de um
complexo homogéneo, translicido e de alta viscosidade, que se prendia a hélice do sistema de
agitacdo. A agitacdo da mistura ocasionou a formacdo de grande quantidade de bolhas de ar, as

quais foram retiradas através da etapa de desaeracdo. A secagem, visando a evaporacdo de
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solvente e, consequentemente a formacao da membrana, ocorreu em 24 horas, em conformidade
com o verificado por Veiga e Moraes (2011) para membranas obtidas com os mesmos

polissacarideos.

Durante as sucessivas lavagens realizadas para a remog¢do do 4cido acético residual, estas
amostras apresentaram aumento de tamanho, em especial no seu didmetro, mostrando-se muito
delicadas. Apds a segunda secagem, que durou em média 18 horas, observou-se a formacgao de

membranas finas, flexiveis e transparentes, com a superficie ondulada (Figura 4.1).

Figura 4.1 - Aspecto das membranas com propor¢do polimérica de X:Q 1:1 preparadas com

xantana da marca Sigma Chemical Co. - 1A (a) e da CPKelco - 1B (b) apds a segunda secagem.

As formulag¢des com propor¢do polimérica de X:Q igual a 1,2:0,8 (2A e 2B, com xantana
da Sigma Chemical Co. e CPKelco, respectivamente), também apresentaram-se como uma
mistura viscosa, porém com viscosidade menor que as amostras com proporcao equivalente dos
polimeros. A desaeracdo mostrou-se eficiente, reduzindo bastante o nimero de bolhas no
complexo. A primeira secagem durou em média 24 horas e durante as lavagens as membranas se
mostraram firmes e de mais facil manuseio. Apds a segunda secagem, que ocorreu em 18 horas

aproximadamente, obteve-se a formacdo de membranas transparentes e finas, aparentemente
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firmes e resistentes, praticamente sem a presenca de bolhas e com superficie ondulada (Figura

4.2).

Figura 4.2 - Aspecto das membranas com propor¢do polimérica de X:Q 1,2:0,8 preparadas com

xantana da marca Sigma Chemical Co. - 2A (a) e da CPKelco - 2B (b) apds a segunda secagem.

Nas membranas com maior propor¢do de xantana (3A e 3B), a mistura polimérica
mostrou-se menos viscosa, a evaporacao total do solvente ocorreu, em média, em 24 horas e
durante as lavagens as amostras mostraram-se resistentes, porém muito escorregadias,
possivelmente porque devido ao excesso de xantana, tal composto ndo estivesse totalmente
complexado com a quitosana, dissolvendo-se parcialmente na dgua durante as lavagens. Apds a
segunda secagem foram obtidas membranas transparentes, finas e flexiveis, com presenca de

ondulagdes na superficie. O aspecto das membranas obtidas nestes ensaios € apresentado na

Figura 4.3.

Todas as membranas obtidas empregando-se desaera¢do a véacuo, independentemente da
propor¢do polimérica ou tipo de goma xantana, ndo apresentaram poros aparentes em sua

superficie, mostrando-se finas e transparentes tanto no estado seco quanto umido.

A morfologia da superficie e da seccdo transversal das membranas foi analisada por MEV

e os resultados tipicos sdo mostrados na Figura 4.4.
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Figura 4.3 - Aspecto das membranas com propor¢do polimérica de X:Q 1,5:0,5 preparadas com

xantana da marca Sigma Chemical Co.— 3A (a) e da CPKelco 3B (b) apds a segunda secagem.

Por meio das micrografias observou-se que as membranas apresentam superficie integra,
com estruturas fibrilares distribuidas de forma bastante homogénea e sem poros superficiais

aparentes.

Os cortes transversais revelaram estruturas lamelares, com diferencas significativas na
compactacdo polimérica ao longo da espessura das membranas. Membranas de proporcao
polimérica X:Q igual a 1:1, independentemente do tipo de goma xantana utilizada, mostraram-se
mais densas, enquanto que as formulacdes 2A, 2B, 3A e 3B apresentaram maior nimero de

lamelas.

4.1.2. Efeito da composicao na espessura das membranas

Os valores correspondentes a espessura média das membranas secas, preparadas com a
etapa de desaeracdo, sdo apresentados na Tabela 4.1. As espessuras variaram de 102,90 a

208,57 pm.
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sum H 1A  LRACTEQUNELAMP um H 1B LRACTEQUNICAMP

Figura 4.4 - Morfologia das membranas de formulacdes: (a) 1A, (b) 1B, (c) 2A, (d) 2B, (e) 3A,
(f) 3B.
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Tabela 4.1 - Valores da espessura das membranas de xantana (X) e quitosana (Q) preparadas em

diferentes condigdes.

Formulagdo | Proporcao X:Q (g/g) Espessura (um)
1A 1:1 102,90 + 39,90°
1B 1:1 127,14 + 5,00"
2A 1,2:0,8 130,06 +31,20°
2B 1,2:0,8 131,42 £22,17°
3A 1,5:0,5 208,57 +12,58"
3B 1,5:0,5 200,00 + 18,92°

Letras iguais indicam que as formulag¢des ndo diferem estatisticamente entre si a
95% de confianca (Teste de Tukey).

De acordo com o teste de Tukey as amostras de propor¢des poliméricas X:Q 1:1 e 1,2:0,8,

independentemente do tipo de xantana utilizado, ndo apresentaram diferencas de espessura.

Dentre as amostras que passaram pela etapa de desaeracao, as formulacdes 3A e 3B, que

continham maior concentraciao de xantana, mostraram-se mais espessas.

4.1.3. Capacidade de absorcao de solucoes aquosas

Os valores listados na Tabela 4.2 correspondem a capacidade de absorcdo de dgua e
solucdes salinas das membranas obtidas empregando-se a etapa de desaeracdo. Todas as
membranas apresentaram capacidades elevadas de absor¢do, variando de 36,17 a 91,96 g de H,O
por grama de membrana seca, 10,63 a 24,55 g de SS por grama de membrana seca e 8,89 a 22,30

g de FCS por grama de membrana seca.

As membranas com propor¢ao polimérica de X:Q igual a 1:1, independentemente do tipo
da goma xantana utilizada, apresentaram maiores indices de absorcido em dgua, 91,96 e 85,57 g/g,
para membranas preparadas com goma xantana de grau alimenticio e analitico, respectivamente,
nao havendo diferenca significativa entre elas. Estes valores sdo muito superiores aos reportados

N

na literatura para membranas lamelares de quitosana/alginato destinadas a aplicacdo como
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curativos dérmicos, a saber 9,5 g H,O por grama de membrana seca (Wang et al., 2001), 12,0 g
H,O por grama membrana seca (Yan et al., 2000) e 11,1 a 19,2 g H,O por grama membrana seca

(Rodrigues et al., 2008).

Tabela 4.2 — Valores observados para a capacidade média de absorcdo (C;) de dgua e solucdes

salinas (SS e FCS), apds 24 horas, de membranas de xantana e quitosana preparadas incluindo-se

a etapa de desaeragdo.

N P 3
Formulagao );(g)(z;(i;()) Cigua (g/2) Css (2/2) Cres (2/2)

1A 1:1 85,57 + 3,70*" 24,55 + 2,368 15,78 +£ 0,105
1B 1:1 91,96 + 2,70*P 17,62 + 0,694 8,89 +0,148F
2A 1,2:0,8 48,85 + 1,12%¢ 16,12 + 0,49%H 11,86 + 0,03
2B 1,2:0,8 43,52 + 1,72% 10,63 +0,53%K 8,99 +0,238K
3A 1,5:0,5 36,17 £ 0,91°F 19,87 + 0,09¢M 21,16 £ 1,16
3B 1,5:0,5 40,59 + 6,95°N 20,28 + 0,06%° 22.30 + 0,54°

Resultados com letras iguais indicam que as formulacdes ndo diferem estatisticamente entre si a 95% de confianca. Letras
maiudsculas correspondem a avaliacdo por formulacdo (coluna) e letras mindsculas, por solu¢do aquosa (linha) (Teste de
Tukey).

A elevada capacidade de absorcdo de 4gua do complexo quitosana/xantana € reportada na
literatura. Hidrogéis de quitosana-xantana utilizados para a liberagdo controlada de farmacos
apresentaram absorcdo de dgua de 64 g H,O por grama de hidrogel (Popa et al., 2010). Veiga e
Moraes (2011) demostraram que membranas lamelares de quitosana e xantana absorvem entre

24,22 e 61,23 g H,0 por grama de membrana seca.

De acordo com o teste de Tukey, o tipo de goma xantana nao interferiu nos resultados de
absor¢do de dgua em todas as proporcdes poliméricas e das solucdes salinas SS e FCS na
proporcao polimérica de X:Q igual a 1,5:0,5. No entanto, a capacidade de absorc¢do de SS e FCS
das amostras de proporcdes poliméricas 1:1 e 1,2:0,8 preparadas com goma xantana de grau
alimenticio apresentaram valores inferiores aos das amostras preparadas com xantana de grau

analitico.
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A capacidade de absor¢do de solugdes salinas, em especial de FCS, foi mais elevada para
as amostras com maior propor¢do de xantana (3A e 3B). Uma possivel explicacdo para estes
resultados seria a interagdo de carboxilas livres, mais presentes na proporcao polimérica X:Q
igual a 1,5:0,5, com os cdtions das solug¢des, que, por sua vez, podem ter contribuido para o
aumento da hidratacdo das cadeias poliméricas (efeito equivalente ao do salting in para

proteinas).

4.1.4. Variacao de massa durante exposiciao a solucoes aquosas

A observacdo do comportamento das membranas obtidas a partir de material desaerado
frente a exposi¢do a diferentes solugdes salinas visou avaliar a estabilidade dos complexos de
polieletrélitos para prever possiveis perdas de massa que poderiam ocorrer quando as membranas
estivessem em contato com os meios de cultivo celular e/ou com fluidos corpéreos. Os resultados
obtidos para a variacdo de massa das membranas expostas a diferentes solu¢des aquosas salinas e

agua por 24 horas estdo listados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Valores obtidos para a variacdo de massa das membranas com desaeracdo durante a

exposicao a solucdes aquosas por 24 h a 37°C.

N P 3
Formulagdo Xr%)(zrgig()) Vi 120 (%) Vi ss @) Vi FCs (%)

1A 1:1 213,96 £ 0,86 | -12,71 £2,16%* 210,27 £ 1,374
1B 1:1 20,73 £2,99°8 | 11,23 +£1,49%C | -10,16 £0,38 "¢
2A 1,2:0.8 975 +0,15*P | 706 +1,16°P 6,72 +2,53P
2B 1,2:0,8 773 £0,32°% | 633 +1,92¢°F 534 +148"F
3A 1,5:0,5 212,23 £3,73%4F | 212,06 +3,73°F 12,75 +£2.805F
3B 1,5:0,5 996 +2,11*¢ | 778 +0,06%C 773 £321%6

Resultados com letras iguais indicam que as formulagdes ndo diferem estatisticamente entre si a 95% de confianca. Letras
maitsculas correspondem a avaliagdo por formulagdo (coluna) e letras mintsculas, por solugido aquosa (linha) (Teste de Tukey).
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Todas as membranas perderam massa, sendo que a perda variou de 5,34 e 20,73%. As
amostras apresentaram maior perda de massa quando expostas a 4gua do que quando as solugdes
SS e FCS, no entanto, estatisticamente ndo se observou diferenca significativa, com excecao da

amostra 1B, que perdeu duas vezes mais massa em agua do que em FCS.

As formulagdes expostas a SS e FCS ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
entre si, entretanto pode-se notar que as amostras de propor¢cdo X:Q igual a 1,2:0,8 mostraram-se

mais estdveis, apresentando menor perda de massa frente as solugdes aquosas.

4.1.5. Absorcao e perda de massa durante a exposicao ao RPMI-1640 suplementado

A avaliacdo do comportamento das membranas frente a exposi¢ao por longo periodo em
meio RPMI-1640 suplementado foi realizada, principalmente, para verificar seu potencial uso
como suporte de adesdo e crescimento de células mesenquimais. Os valores obtidos para a
capacidade maxima de absorcdo de meio RPMI-1640 suplementado e de variacdo de massa das

amostras encontram-se listados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Valores obtidos para a capacidade média de absorcao (C;) e variagdo de massa (Vy,)
das membranas de propor¢do polimérica X:Q 1:1 e 1,2:0,8 com desaeragdo, durante a exposicao a

meio de cultivo RPMI-1640 suplementado por 144 h a 37°C.

Formulagao l;(r:(g(zrgi()) C reMi (/) Vm RPMI (%)
1A 1:1 631 +1,81° |-17,13+3,20°
1B 1:1 5,16 +0,80* |-14,88 +1,00°
2A 1,2:0,8 7,49 +0,33* |-23,25+2,67°
2B 1,2:0,8 8,86 +0,11* [-25,63 £0,98°

Letras iguais indicam que as formula¢des ndo diferem estatisticamente entre si a 95% de confianca
(Teste de Tukey).
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As massas das amostras 3A e 3B ndo puderam ser medidas, visto que as membranas se
dissolveram parcialmente no meio de cultura durante o periodo de exposi¢cdo. Este resultado
descarta a possibilidade do uso da propor¢ao polimérica X:Q igual a 1,5:0,5 na preparacdo dos
suportes. As demais formulagdes mostraram-se estdveis durante a exposi¢do, apresentando
capacidades de absorcao muito semelhantes, verificando-se um aumento da perda de massa com

a elevacdo da concentracio de xantana.

De acordo com o teste de Tukey nao foi observada diferenca estatistica significativa nos
resultados de absor¢do para amostras de mesma propor¢do polimérica preparadas com xantana de

distintas procedéncias, o que indica que nao hé influéncia direta do tipo de xantana utilizada.

Comparando-se os valores de capacidade de absor¢ao de meio de cultura RPMI-1640
suplementado das formulagdes testadas com os relatados na Tabela 4.2 para dgua, SS e FCS,
nota-se que os valores de absor¢dao em meio de cultura foram mais similares aos verificados para
exposicdo a SS e FCS, provavelmente em funcdo da elevada concentracdo de sais e de outros

compostos no meio, como aminodcidos, agicares e proteinas, dentre outros.

A perda de massa para as formulacdes de propor¢cao polimérica 1,2:0,8 foi bem superior a
das amostras preparadas na proporcao 1:1, independente do tipo de xantana utilizada, sugerindo
maior estabilidade da mistura de polimeros em iguais propor¢des frente a exposi¢do ao meio de

cultivo celular por longos periodos.

4.2. Caracterizacdo fisico-quimica das membranas preparadas sem desaeragdo adicionando ou

ndo tensoativos

z

Com o intuito de obter membranas porosas, uma vez que a porosidade ¢ uma das
caracteristicas esperadas em um scaffold, foram produzidas membranas seguindo o procedimento
estabelecido por Bueno e Moraes (2011), que propde a adicdo de surfatantes no complexo
polieletrélito e a nao desaeracdo do material antes de sua secagem. A presenga do surfatante
promoveria a dispersdo dos polimeros e a estabilizacdo das bolhas de ar no hidrogel, e assim,
apos a evaporagdo do solvente, seria possivel a obtencdo de membranas porosas que pudessem

acomodar células em proliferacdo no interior de sua estrutura, além de em suas superficies. Desta
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forma, foram adicionados a mistura polimérica os tensoativos Tween 80 e Pluronic F68 durante a
preparacao do material, excluindo-se a etapa de desaeracdo. Foram também preparadas

membranas sem a presencga dos tensoativos excluindo-se a etapa de desaeracgao.

Diante dos resultados obtidos com as amostras preparadas com a inclusdo da etapa de
desaeracdo, para a obten¢do destas membranas foram escolhidas as propor¢des poliméricas de
X:Qiguais a 1:1 e 1,2:0,8, uma vez que membranas preparadas com estas propor¢des mostraram-
se mais estdveis frente a exposi¢des por longos periodos em meio de cultura para crescimento de
células animais. A goma xantana utilizada para a producao destas amostras foi a de grau analitico
(Sigma Chemical Co.), uma vez que gomas de grau alimenticio poderiam conter agentes
antiumectantes, estabilizantes e ainda, tipos diferentes de agucares, interferindo desta forma nos
resultados dos ensaios relacionados a avaliacdo da biocompatibilidade do material, bem como na

osmolalidade do meio de cultivo celular.

Foram entdo preparadas e testadas, nesta etapa, um total de 6 formulagdes distintas (1C,

1D, 1E, 2C, 2D e 2E), as quais encontram-se listadas na Tabela 3.3 (pagina 41).

4.2.1. Aspecto e morfologia do material

Os complexos polieletrdlitos das formulacdes 1D e 1E, de propor¢do polimérica
equivalente e que continham, respectivamente Tween 80 e Pluronic F68, mostraram-se como
uma espuma opaca, densa e homogénea, com a presenca de pequenas bolhas de ar
uniformemente distribuidas pela mistura. As misturas ndo se prenderam a hélice do sistema de
agitacdo, apresentando coloracido esbranquicada. Diferentemente, a formulacdo 1C (sem adicao
de tensoativo) mostrou-se translicida, como uma mistura viscosa heterogénea, com a presenca de
bolhas de ar de tamanhos irregulares, prendendo-se a hélice do sistema de agitagdo. A secagem
visando a evaporagdo do solvente ocorreu em 24 horas para a amostra 1C, semelhante ao periodo
verificado para as membranas que passaram pela etapa de desaeracdo, no entanto as amostras que

continham tensoativos, 1D e 1E, demoraram cerca de 48 horas para ficar completamente secas.

Durante as sucessivas lavagens para a remo¢do do 4cido acético residual e dos

tensoativos, estas amostras mantiveram-se firmes e de facil manuseio, sendo que o periodo da
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segunda secagem foi de cerca de 24 horas para as furmulacdes 1D e 1E e de 18 horas para a
amostra 1C. Apés esta etapa as membranas obtidas sem adi¢do de tensoativos (1C) mostraram-se
translicidas, firmes e flexiveis, com bolhas visiveis espalhadas por toda a sua extensdo. As
membranas contendo os tensoativos Tween 80 e Pluronic F68, 1D e 1E, respectivamente,
apresentaram-se opacas € esponjosas, com aparente resisténcia e flexibilidade. O aspecto tipico

das membranas obtidas com esta propor¢do polimérica (X:Q de 1:1) € mostrado na Figura 4.5.

Figura 4.5 - Aspecto das membranas de proporcao polimérica X:Q 1:1 sem tensoativos - 1C (a),

X:Q 1:1 + Tween 80 - 1D (b) e X:Q 1:1 + Pluronic F68 - 1E (c) apds a segunda secagem.

As formulagdes com maior concentracdo de xantana (2C, 2D e 2E) apresentaram
comportamento semelhante ao observado nas amostras com igual propor¢cdo polimérica. A
formulacdo 2C resultou em complexos heterogéneos e viscosos, com parcial reten¢do na hélice
do sistema de agitacdo. As amostras 2D e 2E, contendo os tensoativos Tween 80 e Pluronic F68
respectivamente, mostraram-se como uma emulsdo homogénea, com bolhas de ar pequenas e
uniformemente distribuidas pela mistura, nao ficando presas na hélice de agitacdo. Assim como
relatado para as formulagdes com propor¢ao X:Q igual a 1:1, a presenga do tensoativo elevou o
periodo de secagem para a evaporacao do solvente, visto que as amostras 2D e 2E secaram em
aproximadamente 48 horas, enquanto que a formulacdo 2C, sem adi¢cdo de tensoativos, secou em

24 horas.
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Durante as lavagens a membrana 2E mostrou ser muito fragil e escorregadia, indicando
complexacdo incompleta entre os reagentes, notando-se sua dissolu¢do parcial na 4gua durante as
lavagens. O tempo da segunda secagem foi, em média, 24 horas para membranas com adicao de
tensoativos e 18 horas para a que continha apenas os polissacarideos xantana e quitosana. As
membranas obtidas apresentaram-se firmes, flexiveis e aparentemente resistentes, como pode ser

visualizado na Figura 4.6.

Figura 4.6 - Aspecto das membranas de propor¢ao polimérica X:Q 1,2:0,8 sem tensoativos - 2C
(a), X:Q 1,2:0,8 + Tween 80 - 2D (b) e X:Q 1,2:0,8 + Pluronic F68 - 2E (c) apds a segunda

secagem.

As morfologias tipicas da superficie e da seccdo transversal das membranas produzidas

sem desaeracao foram analisadas por MEV e podem ser vistas nas Figuras 4.7 e 4.8.

Pode-se notar, por meio das micrografias, que as amostras 1C e 2C apresentam estrutura
lamelar, com a presenga de poucos e grandes poros na sec¢do transversal. Observa-se também a
presenca de elevacdes uniformemente distribuidas ao longo de uma superficie ndo totalmente

integra.

Nas amostras 1D, 1E, 2D e 2E, preparadas com adi¢do de tensoativos, nota-se a formacao
de uma estrutura alveolar, com a presenca de poros intercomunicantes distribuidos

uniformemente, com diametros entre 90 e 300 um.
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Nao foram observadas diferencas relevantes no aspecto das membranas preparadas
empregando diferentes proporcdes de xantana e quitosana ou mesmo variando-se o tipo de

tensoativo utilizado para a formagdo dos poros.

2C LARCTFEQUNICAMP

LARCTFEQUNICAMP

LARCTEQUNICAMP

Figura 4.7 — Morfologia da superficie das membranas de propor¢do polimérica X:Q 1:1 sem
tensoativo - 1C (a) e X:Q 1,2:0,8 sem tensoativo - 2C (b) e da sec¢do transversal das membranas

X:Q 1:1 sem tensoativo - 1C (¢) e X:Q 1,2:0,8 sem tensoativo - 2C (d).
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Figura 4.8 — Morfologia da superficie e da seccdo transversal das membranas de propor¢cdao
polimérica X:Q 1:1 + Tween 80 — 1D (a), X:Q 1:1 + Pluronic F68 — 1E (b), X:Q 1,2:0,8 + Tween
80 - 2D (c) e X:Q 1,2:0,8 + Pluronic F68 — 2E (d).

4.2.2. Efeito da composicao na espessura das membranas

Os valores correspondentes a espessura média das membranas preparadas na presenca de
tensoativos e sem desaeracao sao apresentados na Tabela 4.5. As espessuras variaram de 0,31 a
3,08 mm, resultados muito superiores aos observados nas membranas que passaram pela etapa de
desaeracdo. Estes resultados eram esperados, visto que a ndo desaeracdo da mistura possibilita a

retencao das bolhas de ar, formadas durante a agitacdo, apds a evaporacao do solvente.
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Tabela 4.5 - Valores da espessura das membranas de propor¢des poliméricas de X:Q de 1:1 e

1,2:0,8 preparadas sem desaera¢do, na presenga € na auséncia de tensoativos.

Formulagdo l})(r:(g(zfgi()) Tensoativo Espessura (mm)
1C 1:1 - 0,31 +0,03"
1D 1:1 Tween 80 2,49 +0,24°
1E 1:1 Pluronic F68 1,84 +0,23°¢
2C 1,2:0,8 - 0,36 +0,02°
2D 1,2:0.8 Tween 80 3,08 +0,37¢
2E 1,2:0,8 Pluronic F68 1,86 +0,15°

Letras iguais indicam que as formulagdes ndo diferem estatisticamente entre si a 95% de confianca
(Teste de Tukey).

As amostras que sofreram adicdo de tensoativos (formulagdes 1D, 1E, 2D e 2E)
apresentaram maior espessura. Estes surfatantes sdo capazes de alterar as propriedades
superficiais e interfaciais da mistura, reduzindo a tensdo superficial da solucdo, e assim,

promovendo a estabilizacdo das bolhas distribuidas na estrutura.

A andlise estatistica ndo revelou diferenca significativa na espessura das membranas
preparadas sem a etapa de desaeracdo (1C e 2C), nem entre as amostras preparadas na presenca
de Pluronic F68 (1E e 2E). Membranas preparadas com adicao do surfatante Tween 80
mostraram-se mais espessas, independente da propor¢ao polimérica, verificando-se uma

tendéncia de aumento da espessura com o aumento da propor¢do de xantana.

Os valores obtidos para amostras produzidas na presenca dos surfatantes sao superiores
aos reportados por Bueno e Moraes (2011) para membranas de quitosana/alginato produzidas
com os mesmos tensoativos (entre 0,38 e 0,41 mm quando secas), mas compardveis aos de outros
materiais esponjosos descritos na literatura com aplicacdo em engenharia de tecidos, como
scaffolds de colageno com espessura de 1 mm (George et al., 2008), membranas porosas de
quitosana-alginato obtidas por liofilizacdo, com espessura média de 2,5 mm (Kucharska et al.,

2008) e de quitosana-poli(lactato) com espessura de 4 mm (Wan et al., 2007).
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4.2.3. Capacidade de absorcao de solucoes aquosas

Os valores correspondentes a capacidade de absorcdo de dgua, SS e FCS das membranas
produzidas com tensoativos € sem desaeracdo encontram-se listados na Tabela 4.6. Todas as
membranas apresentaram capacidades elevadas de absorcdo de dgua, variando de 29,45 a 72,87 g
de H,O por grama de membrana seca. Estes valores sdo inferiores aos observados para as
membranas sem tensoativos e desaeradas, que apresentaram capacidades de absor¢do de dgua,
variando de 36,17 a 91,96 g de H,O por grama de membrana seca, porém ainda superiores aos
verificados por Veiga e Moraes (2011), que variaram de 24,22 a 61,23 g de H,O por grama de
membrana seca de quitosana e xantana para amostras preparadas com a mesma vazao de adicdo
de xantana e com soluc¢des de concentracdes inferiores a 1% e aos encontrados por Rodrigues e
colaboradores (2008), que variaram de 11,1 a 19,2 g H,O por grama de membrana seca para

amostras de quitosana-alginato preparadas na razdo massica 1:1.

Tabela 4.6 — Valores para capacidade média de absorcdo (Cj) de dgua e solucdes salinas (SS e
FCS), apdés 24 horas, das membranas de proporcdes poliméricas de X:Q de 1:1 e 1,2:0,8

preparadas sem desaeracdo, na presenga e na auséncia de tensoativos.

Formulagdo | Tensoativo Cigua (2/2) Css (g/2) C res (g/2)
1C - 72,87 + 3,584 23,70 + 0,43%" 17,28 + 1,15
1D Tween 80 34,06 + 1,69 P 15,76 + 0,94°F 14,53 + 0,84
1E Pluronic F68 | 29,84 + 1,80"F 17,14 + 1,15%¢ 17,99 + 0,325
2C - 52,67 + 1,86°" 23,16 + 1,26% 20,50 + 0,14
2D Tween 80 30,40 + 1,327 14,59 + 0,74 14,00 + 0,79%%
2E Pluronic F68 | 29,45 +1,21™" 16,58 +1,18°M 15,37 +0,228M

Resultados com letras iguais indicam que as formulagdes ndo diferem estatisticamente entre si a 95% de confianca
quando usada a mesma solu¢do aquosa. Letras maidsculas correspondem a avaliagdo por formulacdo (coluna) e letras
mindsculas por solucdio aquosa (linha) (Teste de Tukey).

A presenca dos tensoativos durante a preparacao das membranas interferiu diretamente na

absor¢do de dgua e solucdo salina. Amostras preparadas apenas com o0s polissacarideos
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absorveram mais dgua e SS do que as obtidas pela adi¢do de tensoativos, ndo havendo diferenca
estatistica significativa entre os valores verificados para as membranas preparadas com os

distintos tensoativos.

As amostras sem tensoativos (formulagdes 1C e 2C) apresentaram capacidade de absor¢ao
de SS e FCS variando entre 17,28 e 23,70 g de solu¢do por grama de membrana seca, valores
estes que se assemelham com a capacidade de absorcdo destas solucdes pelas membranas
preparadas com os mesmos polimeros incluindo-se o processo de desaeracao (entre 11,86 e 24,55

g de solucdo por grama de membrana seca).

O teste de Tukey revelou que as absor¢cdes de SS e FCS pelas membranas de mesma
formulacdo ndo diferem significativamente, com exce¢do da amostra 1C que absorveu mais SS
do que FCS (23,70 g de SS por grama de membrana seca e 17,28 g de FCS por grama de

membrana seca, respectivamente).

4.2.4. Variacao de massa durante exposiciao a solucoes aquosas

Os resultados obtidos para a variacdo de massa das membranas preparadas na presenca ou
auséncia dos tensoativos sem a desaeracdo da mistura e expostas a diferentes solucdes aquosas

salinas e dgua por 24 horas estdo listados na Tabela 4.7.

Todas as amostras perderam massa. As membranas livres de tensoativos na preparagio e
que ndo foram desaeradas (1C e 2C) apresentaram perda de massa variando entre 4,68 e 10,48%,
similarmente ao observado nas membranas de propor¢des poliméricas equivalentes preparadas
incluindo-se a etapa de desaeracdo, que variaram de 5,34 a 12,71%. Estes valores também
corroboram com os observados por Veiga e Moraes (2011) para membranas de xantana e
quitosana complexadas desaeradas, que foram de 13% em 4gua, 8% em SS e 10% em FCS,
indicando que a inclusdo ou ndo da etapa de desaeracdo nido interfere diretamente na perda de

massa.
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Tabela 4.7 - Valores obtidos para a variacdo de massa das membranas de propor¢des poliméricas

de X:Q de 1:1 e 1,2:0,8 preparadas sem desaeracdo, na presenca € na auséncia de tensoativos,

durante a exposi¢ao a solugdes aquosas dos suportes poliméricos por 24 h a 37°C.

Formulagéo Tensoativo Vm H20 (%) Vm SS (%) Vm FCS (%)
1C - 13,76 + 0,63%>A 8,79 +2.36%44 -10.48 £ 0,61™*
1D Tween 80 20,38 +2,47°¢B 19,58 + 1,738 16,78 + 1,638
1E Pluronic F68 | -16,86 + 0,35*%C | 24,88 +1,59°¢ 34,70 +7,51€
2C - 211,49 + 1,34%P -6,02 + 1,08 4,68 +0,85"F
2D Tween 80 210,72 +£2,92%F 213,22 £2.10%F 212,95 + 1,86™F
2E Pluronic F68 | -25,24 +0,15%C 33,89 + 0,518 51,44 2,91

Resultados com letras iguais indicam que as formula¢des ndo diferem estatisticamente entre si a 95% de confianca quando usada a
mesma solugdo aquosa. Letras maitisculas correspondem a avaliagdo por formulagdo (coluna) e letras mintsculas por solugdo
aquosa (linha) (Teste de Tukey).

No entanto, as membranas as quais foram adicionados tensoativos apresentaram
aprecidvel perda de massa, em especial as produzidas na presenca de Pluronic F68, que tiveram
perda de até 51,4% (amostra 2E). Estes resultados sugerem que os tensoativos ndo foram
totalmente retirados durante as sucessivas lavagens das membranas ou que impediram a total
complexacdo dos polissacarideos. Rodrigues e colaboradores (2008) obtiveram perda massica
méxima de 20%, em dgua, para membranas sem adicdo de tensoativos compostas por quitosana e

alginato.

4.2.5. Absorcao e perda de massa apos exposicao ao meio RPMI-1640 suplementado

Os valores obtidos para a capacidade maxima de absor¢io de meio RPMI-1640
suplementado e de variacdo de massa das amostras obtidas com tensoativos e livres da etapa de

desaeracao encontram-se listados na Tabela 4.8.

As amostras 1C e 2C, que contém apenas os polimeros xantana e quitosana em sua
composi¢ao, apresentaram capacidade de absorcao de meio RPMI-1640 suplementado de 5,51 e

9,32 g de meio por grama de membrana seca, respectivamente. Estes valores sao muito proximos
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dos observados para as membranas de mesma propor¢do polimérica produzidas incluindo a etapa
de desaeracdo (entre 5,15 e 8,86 g de meio por grama de membrana seca). O mesmo se observa
para os valores de variacdo de massa; membranas desaeradas apresentaram perda de massa entre
17,13 e 23,25%, enquanto que as amostras sem desaeragdo variaram sua massa entre 16,04 e
18,47%. Estes resultados indicam que a desaeracdo ou ndo do complexo antes da secagem dos
solventes para a obtencdo da membrana ndo interfere na estabilidade do material, nem mesmo na
absor¢do de solugdes com elevada concentragao de sais e de outros compostos como proteinas,

aminodcidos, acucares, dentre outros.

Tabela 4.8 - Valores obtidos para a capacidade média de absorcao (C;) e variagdo de massa (Vy,)
das membranas de proporcdes poliméricas de X:Q de 1:1 e 1,2:0,8 preparadas sem desaeracdo, na

presenca e na auséncia de tensoativos, durante a exposi¢do ao meio RPMI-1640 suplementado

por 144 h a 37°C.

Formulagdo | Tensoativo C reMI (e/g) Vi RPMI (%)
1C - 5,51 0,39 -16,04 + 0,96"
1D Tween 80 7,15 +0,37° 24,42 +0,39°
1E Pluronic F68 | 8,58 +0,44* -33,18 + 1,30
2C - 9,32 + 0,40° -18,47 +1,26°
2D Tween 80 9,32 +0,62" -19,65 + 1,46°
2E Pluronic F68 | 12,37 +1,22° -34,57 +0,58"

Letras iguais indicam que as formula¢des néo diferem estatisticamente entre si a 95% de
confianca (Teste de Tukey).

Assim como observado para SS e FCS, membranas preparadas com a adicdo de
tensoativos apresentaram maior perda de massa quando expostas a meio RPMI-1640
suplementado, em especial as formula¢des 1E e 2E, que continham Pluronic F68 (33,18 e 34,57%
respectivamente). Estes resultados sugerem, mais uma vez, que parte dos surfatantes adicionados
permaneceria ainda retida na membrana mesmo apds as sucessivas lavagens e que estes estariam

sendo liberados quando em contato com o meio de cultura, provocando perda de massa da
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amostra. Adicionalmente, perturbacdes na complexacdo dos polissacarideos podem ter também

contribuido para a redu¢do de sua estabilidade.

4.3. Avaliagdo das propriedades mecdnicas e expansdo volumétrica

Diante dos resultados obtidos e relatados nos itens 4.1 e 4.2, foram selecionadas as
formulacdes 1A e 2A, preparadas sem adi¢do de tensoativos e incluindo-se a etapa de desaeracdo
a vacuo e as formulacdes 1D, 1E, 2D e 2E, preparadas na presenca de tensoativos e sem a etapa
de desaeragdo, para serem avaliadas quanto a resisténcia a ruptura e também quanto a expansao

tridimensional frente a 4gua e meio de cultivo celular.

4.3.1. Propriedades mecanicas

Adequadas propriedades mecanicas como médulo de elasticidade e resisténcia a tracao,
compativeis com as do tecido lesado, sdo requisitos importantes e esperados para materiais
destinados a regeneracdo tecidual. Os resultados obtidos para as propriedades mecanicas das
membranas sdo mostrados na Tabela 4.9. Os valores variaram de 0,41 e 25,12 MPa para a tensdo

na ruptura e os dados para a porcentagem de alongamento obtidos foram de 1,05 a 2,13%.

Amostras preparadas na auséncia de surfatantes e incluindo a etapa de desaeragdo a vicuo
(1A e 2A ) apresentaram maior resisténcia a ruptura, observando-se que o aumento da propor¢ao
de xantana em relacdo a de quitosana de 1:1 para 1,2:0,8 reduz tal propriedade (25,12 MPa e
8,73MPa, respectivamente). Esses valores sdo compardveis aos reportados na literatura para
membranas lamelares de quitosa/alginato destinadas a aplicagdo como curativos dérmicos, que
apresentaram tensao na ruptura entre 6,86 e 31,14 MPa (Rodrigues et al., 2008) e superiores aos
descritos para membranas de quitosana/quitina e quitosana somente, que variam entre 3,03 e 6,53
MPa (Dallan et al., 2007). No entanto, estas amostras apresentaram baixos indices de
alongamento, 2,02% para membrana de igual propor¢do polimérica (1A) e 1,05% para amostras

desaeradas de propor¢do X:Q igual 1,2:0,8 (2A).
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Os valores de tensdao e alongamento na ruptura das membranas preparadas com os
tensoativos Tween 80 e Pluronic F68 ndo diferiram significativamente entre si. No entanto, a
adicdo de qualquer um destes na formulagdo das membranas acarretou grande queda na
resisténcia a ruptura. As amostras porosas apresentaram tensao na ruptura entre 0,41 e 1,25 MPa,
0 que ja era esperado em decorréncia da introducao das bolhas na estrutura do material. Bueno e
Moraes (2011) também observaram baixa resisténcia mecanica em membranas de
quitosana/alginato preparadas com a adi¢do destes mesmos surfatantes. Os autores relataram que
amostras com a presenga de Tween 80 apresentaram resisténcia a ruptura de 1,54 MPa enquanto
que as produzidas na presenca do tensoativo Pluronic F68 sofreram ruptura na tensdo de 0,98

MPa.

Tabela 4.9 — Propriedades mecanicas das membranas de propor¢des poliméricas de X:Q de 1:1 e

1,2:0,8 preparadas sem desaera¢do, na presenga € na auséncia de tensoativos.

Formulag¢do | Tensoativo | Resisténcia a tracdo (MPa) | Alongamento na ruptura (%)
1A - 25,12 + 7,8 2,02 +0,72¢
1D Tween 80 0,53 +0,05" 2,10 +0,40°
1E Pluronic F68 1,25+0,17° 2,13 +0,63°
2A - 8,73 £3,01° 1,05 +0,31°
2D Tween 80 0,41 +0,05° 1,82 +0,28¢
2E Pluronic F68 1,22 +£0,12° 1,71 £0,12%¢

Letras iguais indicam que as formula¢des ndo diferem estatisticamente entre si a 95% de confianga (Teste de Tukey).

4.3.2 Expansao volumétrica

A avaliacdo da expansdo tridimensional de um material, destinado ao uso como scaffold,
frente a um determinado meio de hidratacdo € de extrema importancia uma vez que este dado
indicaria a disponibilidade de espaco para entrada e acomodagdo das células, bem como a
garantia do transporte de diferentes compostos dentro da matriz, tanto para o fornecimento de

nutrientes quanto para a remog¢ao de metabdlitos.
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A fim de verificar o comportamento dos suportes em meio de cultivo celular, foram
avaliadas as expansdes tridimensionais das membranas quando imersas por 24 horas em meio de
cultivo RPMI-1640 suplementado. Foi avaliada a quantidade total de meio que penetra no
material, mas computando-se de forma isolada a massa de meio de preenchimento
(correspondente ao meio retido nas lamelas e poros) e a massa de meio firmemente ligada a
matriz (considerada como meio de hidratagdo). Foram selecionadas as amostras de proporcdes
poliméricas X:Q iguais a 1:1 e 1,2:0,8 com e sem adi¢do do surfatante Pluronic F68 (formulagdes
1A, 1D, 1E, 2A, 2D e 2E). Na Tabela 4.10 sao apresentados os valores de expansdo
tridimensional em meio RPMI-1640 suplementado, bem como as quantidades determinadas como

meio de preenchimento e de hidratacao.

Tabela 4.10 - Valores de meio de hidratagdo, meio de preenchimento e expansdo tridimensional

das membranas poliméricas

Formulagio | Tensoativo Meiq de hidratacio | Meio df’ Preenchimento - Expapséo
(g meio/g membrana) | (g meio/g membrana) | tridimensional (%)
1A - 2,67 + 0,34 2,10 +0,22¢ 77,15 + 8,44
1D Tween 80 6,25 +0,14° 2,69 + 0,26 77,17 + 0,86
1E Pluronic F68 9,97 +1,01° 3,45 +0,47° 98,53 + 13,56¢
2A - 3,28 + 0,37 2,32 +0,37° 96,53 + 1,258
2D Tween 80 8,49 +0,10° 2,94 + 0,674 65,26 % 0,06"
2E Pluronic F68 10,11 + 1,16° 3,48 £0,71° 136,08 + 3,49"

Letras iguais indicam que as formula¢des néo diferem estatisticamente entre si a 95% de confianca (Teste de Tukey).

Todas as amostras analisadas apresentaram elevada expansdo tridimensional, variando
entre 77,15 e 136,08%. O meio de hidratacdo variou entre 2,67 e 10,11 g de meio por grama de
membrana seca € 0 meio de preenchimento das amostras ficou entre 2,10 e 3,45 g de meio por

grama de membrana seca.
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As amostras 1A e 2A, preparadas sem adi¢do de tensoativo, apresentaram valores de meio
de preenchimento correspondentes a 78 e 70% do total de meio absorvido pela amostra,

respectivamente, mais uma vez comprovando o elevado volume de vazios internos deste material.

A adic¢do do tensoativo Pluronic F68 favoreceu a absor¢ao de meio de cultivo, 9,97 e
10,11g de meio/g de membrana seca, bem como a expansdo tridimensional, 98,57 e 136,08%
para as amostras 1E e 2E, respectivamente. No entanto, estas amostras apresentaram baixos
valores de meio de preenchimento, correspondentes a 34% do valor total de meio absorvido pelas

amostras.

Os valores de expansdo tridimensional das amostras preparadas na presenca do
surfactante Tween 80 variaram entre 65,26 e 77,17%, valores estes inferiores aos apresentados
pelas amostras com adi¢do de Pluronic F68, porém, ndo diferindo estatisticamente da amostra
1A. O valores de meio de preenchimento destas membranas correspondem a 43 e 34,6% do total

de meio absorvido pelas amostras 1D e 2D, respectivamente.

4.4. Caracterizacdo da membrana preparada utilizando xantana produzida em escala piloto

Neste item serdo apresentados o aspecto e a morfologia, bem como os valores dos
resultados dos ensaios de caracterizacdo fisico-quimica de membranas preparadas com xantana
produzida em escala piloto utilizando tecnologia desenvolvida pelo Prof. Dr. Pedro de Oliva Neto
e sua equipe, do Laboratério de Bioquimica da Faculdade de Ciéncias e Letras da UNESP,
campus de Assis, SP, denominada X, A formulagdo escolhida para estes testes foi a de
propor¢do polimérica X:Q igual a 1:1, incluindo-se a etapa de desaeragdo, sem adicdo de
tensoativos, uma vez que os dados de caracterizacdo desta formulacao utilizando outros tipos de
xantana apontaram propriedades favordveis ao uso na engenharia de tecidos, como transparéncia
e espessura adequadas, elevada expansdo tridimensional e absorcdo de dgua e solucdes salinas,

além de resisténcia a tracdo compativel com a da pele.
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4.4.1. Aspecto e morfologia

Durante o preparo das membranas de propor¢do polimérica X:Q de 1:1, preparadas
utilizando-se X0, desaeradas e sem tensoativos (1F), observou-se a formacdo de um complexo
polieletrélito (PEC) homogéneo, translicido e de alta viscosidade, muito similar ao observado
para as amostras de mesma propor¢do polimérica preparadas com xantana comercial.
Semelhantemente, a agitacdo ocasionou grande quantidade de bolhas de ar, as quais foram

removidas através da etapa de desaeracao.

A primeira secagem do PEC, visando a evaporacdo do solvente e a formagdo da
membrana, ocorreu em 24 horas, em conformidade com o verificado para as membranas sem
tensoativos. Durante as lavagens as amostras tiveram um elevado aumento de tamanho, em
especial no didmetro, no entanto, mostraram-se firmes ao manuseio. Apds a segunda secagem,
que ocorreu em 18 horas, observou-se a formag¢do de membranas finas, flexiveis e transparentes,
com a superficie ondulada, muito semelhante as amostras sem tensoativos. Na Figura 4.9 é

apresentado o aspecto tipico das membranas obtidas nestas condicoes.

Figura 4.9 — Aspecto da membrana com propor¢do polimérica de X:Q de 1:1 preparada com

xantana produzida em escala piloto, desaerada e sem adic¢ao de tensoativos.
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A morfologia da superficie e da sec¢do transversal da membrana 1F foi analisada por
MEV e pode ser vista na Figura 4.10. Pode-se notar que a membrana apresenta superficie integra,
sem poros superficiais aparentes. Por toda a membrana observa-se a presenca de estruturas
fibrilares distribuidas homogeneamente. O corte transversal revela uma estrutura lamelar

semelhante a das amostras preparadas com xantana comercial sem adi¢ao de tensoativos.

H Mag= 1.88 K X LRAC/FEQ/UNICAMP 9-Nov-2811

Figura 4.10 — Morfologia da superficie e da sec¢do transversal da membrana de propor¢cao
polimérica X:Q igual a 1:1 preparada com xantana produzida em escala piloto, com desaeragdo e

sem presenga de tensoativos.

4.4.2 Caracterizacao fisico-quimica

Os valores listados na Tabela 4.11 correspondem a espessura, capacidade de absorcdo e
variacdo de massa em solucdes aquosas, resisténcia mecanica e expansdo volumétrica da
formulacdo 1F, preparada na auséncia de tensoativos, com desaeracdo, na propor¢ao polimérica

X:Q de 1:1 empregando a Xpiioto.
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Tabela 4.11 - Valores de espessura, capacidade de absorcdo, variacdo de massa, resisténcia
mecanica, massa retida de meio de hidratacdo e de meio de preenchimento e porosidade da
membrana de propor¢do polimérica X:Q de 1:1 preparada com xantana produzida em escala

piloto, com desaeracdo e sem presenga de tensoativos (formulagao 1F).

Propriedade Valor médio
Espessura (um) 104,28 + 15,11
H,0 (24 h) 58,49 + 4,03
Capacidade de SS (24 h) 3,94 +£ 0,26
absor¢do (g/g) FCS (24 h) 13,02 £ 0,95
RPMI (144 h) 6,93 £0,43
H,0 (24 h) -25,52 £ 1,85
Variagdo de massa S5 (24 h) -15,74 £0,92
(%) FCS (24 h) -17,73 £1,29
RPMI (144 h) -25,51£3,43
Resisténcia Tensdo de ruptura (MPa) 12,67 + 1,98
mecanica Alongamento na ruptura (%) 2,1 +£0,26
Meio de hidratacao (g/g) 3,51 £0,18
Meio de preenchimento (g/g) 2,61 £0,57
Expansao tridimensional (%) 96,46 + 5,25

A formulacdo 1F apresentou espessura de 104,28 um, semelhante as espessuras mostradas
para as membranas preparadas seguindo o mesmo procedimento e utilizando xantana comercial,

que variaram entre 102,90 e 131,42 um.
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A capacidade de absorcdo de édgua foi de 58,49 g H,O por grama de membrana.
Membranas preparadas na mesma propor¢do polimérica, na auséncia de tensoativos, desaeradas e
com xantana de grau analitico e alimenticio, 1A e 1B, respectivamente, apresentaram capacidades
de absor¢do de dgua superiores (85,57 € 91,96 g H,O por grama de membrana, respectivamente).
Porém, os valores encontrados sdo maiores que os descritos na literatura para membranas de

quitosana-alginato, que variam entre 11 e 19 g/g em H,O (Rodrigues et al., 2008).

A capacidade de absorcdo de SS da amostra 1F também foi inferior a observada para as
amostras 1A e 1B. Enquanto a amostra 1F absorveu 3,94 g de SS por grama de membrana, as
amostras 1A e 1B absorveram 24,55 e 17,62 g de SS por grama de membrana, respectivamente.
No entanto, os valores de capacidade de absorcao de FCS e RPMI mostraram-se semelhantes. A
amostra 1F absorveu cerca de 13,03 e 6,93 g/g de FCS e RPMI, respectivamente enquanto que a
amostras 1A e 1B absorveram 15,78 e 8,89 g/g de FCS, e 6,31 e 5,16 g/g de RPMI-1640
suplementado, respectivamente. Este resultado favorece o uso desta membrana como curativos
dérmicos bioativos, que devem apresentar a importante caracteristica de absor¢cao de fluidos

corporeos.

Os valores de variagdo de massa frente as solucdes aquosas da amostra 1F mostraram-se
compativeis com os reportados para as membranas preparadas nas mesmas condic¢des utilizando
xantana comercial. A amostra 1F, preparada com xantana produzida em escala piloto, apresentou
perda de massa de 25,51% quando exposta ao meio de cultura RPMI-1640 suplementado,
enquanto que amostras preparadas com xantana de grau analitico e alimenticio apresentaram

variacdo de massa méaxima frente ao mesmo solvente de 25,63%.

Os resultados obtidos para as propriedades mecanicas da membrana de formulacdo 1F
foram de 12,67 MPa para a tensdo na ruptura e de 2,1% para a porcentagem de alongamento.
Membranas preparadas nas mesmas condi¢des com xantana de grau analitico (1A) apresentaram
maior resisténcia a ruptura (25,12 MP), porém o valor observado para a amostra 1F ainda é
superior aos descritos para membranas de quitosana/quitina e quitosana somente, que variam
entre 3,03 e 6,53 MPa (Dallan et al., 2007). O valor para o alongamento na ruptura da amostra
analisada corrobora com o verificado para as amostras preparadas com xantana comercial, que

variaram entre 1,05 € 2,13%.
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A amostra 1F apresentou elevada expansdo tridimensional (96,46%) e meio de
preenchimento correspondente a 74,3% do total de meio absorvido pela amostra, comprovando,
assim como as amostras preparadas com xantana de grau analitico, o elevado volume de vazio

interno deste material.

4.5. Comportamento das células 1.929 em cultivo

Uma vez que para os testes de citotoxicidade foram selecionadas as células da linhagem
1929, a andlise do comportamento destas células em meio de cultura RPMI-1640 suplementado
se fez necessdria, a fim de padronizar as condi¢des de cultivo. Estas células crescem de forma

aderida, apresentando morfologia fusiforme, como pode ser visualizado na Figura 4.11.

Figura 4.11 — Morfologia tipica das células L.929 cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado
por 48 horas.

A curva de crescimento de células inoculadas a uma concentracdo inicial de 0,5 x 10°
células/mL por po¢o de 35 mm de didmetro de placas de poliestireno contendo 2 mL de meio

RPMI-1640 suplementado foi analisada, e os dados obtidos estdo apresentados na Figura 4.12.

89



RESULTADOS

3.0 16
2.5 4 15 4
2.0 4 14 -

13 A

(109 células/mL)
ta

Celulas viaveis
In [células viaveis]

11 4

0.0 T T T
0 50 100 150

Tempo de cultivo (h)

10 T T T
0 50 100 150

Tempo de cultivo (h)

Figura 4.12 — Curva de crescimento das células L1929 cultivadas em meio RPMI-1640

suplementado (a); curva de crescimento linearizada (b).

Observou-se que a cultura inicia sua fase de crescimento exponencial logo nas primeiras
24 horas de inoculagdo, sem fase visivel de adaptacdo, mantendo-se na mesma até 108 horas de
cultivo, quando ocorre uma acentuada queda no numero de células vidveis em decorréncia da

falta de espaco (inibicao por contato).

Estabelecendo como fase log o periodo entre 24 e 108 horas de cultivo calculou-se a
velocidade especifica maxima de crescimento (Umsx), de 0,0376 h'l, e o tempo de duplicagcdo

celular, de, aproximadamente, 18 horas.

4.6. Avaliagdo da toxicidade das membranas de xantana e quitosana a células 1.929

Além da caracterizagc@o fisico-quimica de um curativo ou scaffold se faz necesséria a
avaliacdo de sua atividade citotéxica, uma vez que este material estard em contato direto
inicialmente com as células neles inoculadas e, posteriormente, com o proprio organismo no qual
serd implantado. Embora os resultados dos testes que avaliam a citotoxicidade in vitro possam

ndo ter uma relacdo direta com os in vivo, € seguro afirmar que, se um material induz,
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z

comprovadamente, uma reacdo citotoxica em testes envolvendo culturas de células, € muito

provdvel que resulte em toxicidade quando aplicado em tecido vivo (Osorio ef al., 1998).

Inicialmente foram realizados testes de citotoxicidade indiretos (andlise dos eluatos com
cristal violeta e MTT), posteriormente foram feitos testes de citotoxicidade direta pelo contato do
biomaterial com uma monocamada celular e, finalmente, testes de adesao e proliferacdo celular

sobre as amostras.

Os ensaios de citotoxicidade direta e indireta foram feitos de forma comparativa pela
avaliacdo concomitante dos efeitos do latex (como controle positivo) e do poliestireno de alta

densidade das placas de cultivo (como controle negativo).

4.6.1. Ensaio de citotoxicidade indireta com cristal violeta

Um dos primeiros requisitos esperado para um material cujo destino é ser usado como
suporte de adesdo e crescimento celular, é que ele ndo libere, no meio de cultura, compostos
capazes de provocar a lise das células. Neste contexto faz-se necessdria a realizacdo da anélise da
citotoxicidade dos eluatos, visando a verificacdo da liberacdo ou ndo, no meio de cultura, de

agentes toxicos por parte das amostras.

Para este ensaio foram escolhidas as formulacdes de proporcdo polimérica X:Q iguais a
1:1 e 1,2:0,8 preparadas com xantana de grau analitico, na presen¢a ou auséncia de tensoativos,
incluindo ou ndo a etapa de desaeracdo (1A, 1C, 1D, 1E, 2A, 2C, 2D e 2E). O aspecto tipico das
culturas das células 1.929 expostas por 24 horas aos eluatos das amostras, bem como os controles
negativos e positivos, pode ser visualizado nas Figuras 4.13 a 4.15. Os resultados foram avaliados

de acordo com os indices de lise (IL) definidos conforme a Tabela 4.4 citada anteriormente.

Observou-se que as células expostas ao extrato do controle negativo para citotoxicidade
formaram uma monocamada integra e homogénea com células de aspecto fibroblastdide,
apresentando citoplasma com coloragdo roxa e nucleos de tonalidade mais escura, verificando-se
auséncia de lise celular aparente (IL=0) ou nenhuma citotoxicidade. Nos ensaios realizados com
os extratos obtidos por meio da exposi¢do ao latex (controle positivo) notou-se significativa lise

celular, superior a 80% (IL=4), caracterizando citotoxicidade severa.
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Figura 4.13 — Aspecto das células 1.929 expostas a eluatos de placas de cultivo como controle

negativo (a) e de latex como controle positivo de citotoxicidade (b).

@)

Figura 4.14 — Aspecto das células 1929 expostas por 24 h aos eluatos das amostras de propor¢ao
polimérica X:Q igual a 1:1 desaerada - 1A (a), X:Q de 1,2:0,8 desaerada - 2A (b), X:Q de 1:1 nao
desaerada — 1C (c), X:Q de 1,2:0,8 ndo desaerada — 2C (d).
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(b)

(d)

Figura 4.15 — Aspecto das células L.929 expostas por 24 h aos eluatos das amostras de propor¢cdo
polimérica X:Q de 1:1 + Tween 80 — 1D (a), X:Q de 1,2:0,8 + Tween 80 — 2D (b), X:Q de 1:1 +
Pluronic F68 - 1E (¢), X:Q de 1,2:0,8 + Pluronic F68 — 2E (d).

Ao cultivar as células expostas aos eluatos das amostras obtidas sem a adi¢do de
tensoativos (1A, 2A, 1C e 2C), observou-se a formacdo de uma monocamada de elevada
confluéncia, composta de fibroblastos com nicleos arroxeados e citoplasma rosado. Notou-se a

ocorréncia de zonas de lise inferiores a 20% (IL=1), caracterizando toxicidade leve.

Nos ensaios realizados com os eluatos das membranas preparadas na presenca de
tensoativos (1D, 2D, 1E e 2E) notou-se a formac¢do de monocamadas menos homogéneas se
comparadas ao controle negativo, apresentando zona de lise entre 20 e 39% (IL=2), o que
caracteriza toxicidade suave, sinalizando quantidades insuficientes de componentes prejudiciais

no material avaliado.

Assim, notou-se que, quando avaliadas por esta metodologia, as membranas produzidas

apresentam, quando muito, toxicidade suave.
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4.6.2. Ensaio de citotoxicidade indireta com MTT

Com o intuito de confirmar a ndo citotoxicidade dos extratos obtidos das amostras, optou-
se por fazer um ensaio quantitativo indireto de citotoxicidade. Neste teste, apds a exposi¢cdo das
células aos materiais em teste, quantifica-se a conversao, pelas mesmas, do MTT, que € soluvel
em dgua, em formazan, um composto insolivel de coloracio purpura detectavel
espectrofotometricamente. Este ensaio foi realizado com as amostras de propor¢do X:Q de 1:1 e
1,2:0,8 com desaeracdo a vicuo e sem a presenca de qualquer surfatante (1A e 2A), com as
formulacdes 1D, 1E, 2D e 2E, preparadas na presenca dos tensoativos Tween 80 e Pluronic F68.
Este ensaio também foi realizado com amostras preparadas na auséncia de surfactantes,
desaeradas e utilizando-se xantana produzida em escala piloto na proporcio X:Q de 1:1

(formulagdo 1F). Na Figura 4.16 sdo apresentados os resultados obtidos neste estudo.

Os extratos das amostras preparadas com propor¢do polimérica X:Q de 1:1 na auséncia de
surfatantes independentemente do tipo de xantana utilizada, de grau analitico ou produzida em
escala piloto, mostraram-se ndo citotoéxicos para células 1.929, resultando em atividade
metabodlica similar a observada em presenga do meio RPMI-1640 suplementado, usado como

controle negativo.

A adi¢do do tensoativo Tween 80 na etapa de formulacdo das membranas causou
citotoxicidade elevada, préxima de 100%. No entanto, amostras preparadas utilizando-se Pluronic
F68 apresentaram citotoxicidade baixa, em especial a formulacdo X:Q de proporcido 1:1.
Membranas com maior propor¢do da goma xantana em sua formulacdo apresentaram maiores
indices de citotoxicidade quando comparadas as amostras com propor¢cdes poliméricas

equivalentes.

Os resultados obtidos para amostras preparadas na presenca de Tween 80 ndo corroboram
os relatados anteriormente no ensaio com cristal violeta, que apontou citotoxicidade suave para
estas amostras. Buscando elucidar esta questdo foi realizado um ensaio de andlise de

citotoxicidade por contato direto das membranas com a monocamada celular.
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Figura 4.16 - Citotoxicidade dos extratos as células 1.929 analisada pelo método MTT.

4.6.3. Teste de contato direto

A avaliacdo da resposta celular quando da exposi¢do direta ao material € importante para
a averiguacao da potencialidade de seu cardter in6cuo visando o uso como curativo dérmico ou
scaffold. Os resultados tipicos decorrentes da exposicdo de monocamadas de células 1.929
cultivadas por 24 h as membranas produzidas e as amostras controle, também por um periodo de
24 horas, sao ilustrados nas Figuras 4.17 a 4.19. Os efeitos foram avaliados pela determinacao

dos indices de lise (IL) e de zona (IZ) conforme as Tabelas 3.4 e 3.5 apresentadas no capitulo

anterior.
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Na presenca do controle negativo (Figura 4.17a) notou-se a formacdo de uma
monocamada integra e de elevada confluéncia, com células de aspecto fusiforme coradas de roxo

escuro, verificando-se auséncia de lise aparente (IL = 0 e IZ = 0), conferindo um IR de 0/0.

A monocamada que ficou em contato direto com o latex (Figura 4.17b), controle positivo
de citotoxicidade, apresentou lise celular superior a 80% (IL=4) e zona de lise envolvendo toda a

placa (IZ=4), obtendo-se um IR de 5/5.

(b) 1 -

Figura 4.17 Aspecto das células 1.929 expostas as placas de cultivo, como controle negativo (a),

e diretamente a latex, como controle positivo (b).

Todas as monocamadas celulares expostas diretamente as membranas sofreram algum
grau de perturbacdo. As monocamadas expostas as amostras 1A e 1C mostraram-se mais
homogéneas, com lise inferior a 20% (IL = 1), limitando-se somente a regido sob as membranas
(IZ = 1), o que aponta leve grau de citotoxicidade. As monocamadas das amostras 2A e 2C
apresentaram lise entre 20 e 39% (IL = 2), estendendo-se sob e ao redor da amostra em até 0,5 cm

(IZ = 2), indicando citotoxicidade suave.

Os resultados obtidos neste ensaio corroboram os verificados anteriormente no ensaio de
andlise de toxicidade indireta com MTT. Amostras preparadas com adi¢do de Tween 80
mostraram efeitos citotoxicos mais acentuados, notando-se zonas de lise sob as amostras
superiores a 80% (IL = 4), estendendo-se, entre 0,5 e 1 cm para dreas adjacentes (IZ = 3).

Membranas de proporcao X:Q igual a 1:1 preparadas na presenca ou ndo do surfatante Pluronic
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F68 apresentaram baixa toxicidade direta, com zonas de lise inferiores a 20% (IL = 1), limitando-

se a regido abaixo das amostras (IZ = 1).

®)

© (@)

Figura 4.18 — Cultura de células 1.929 expostas diretamente as amostras de propor¢do polimérica
X:Q de 1:1 desaerada - 1A (a), X:Q de 1,2:0,8 desaerada - 2A (b), X:Q de 1:1 ndo desaerada — 1C
(¢), X:Q de 1,2:0,8 ndo desaerada — 2C (d).

A andlise comparativa dos resultados de ambos os testes (citotoxicidade indireta com
MTT e direta com cristal violeta) confirmou que membranas com maior propor¢do da goma
xantana em sua formulacdo apresentam maiores indices de citotoxicidade quando comparadas as

amostras com propor¢ao polimérica equivalente.
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Figura 4.19 — Cultura de células 1.929 expostas diretamente as amostras de propor¢do polimérica
X:Q de 1:1 + Tween 80 — 1D (a), X:Q de 1,2:0,8 + Tween 80 — 2D (b), X:Q de 1:1 + Pluronic
F68 - 1E (¢), X:Q de 1,2:0,8 + Pluronic F68 — 2E (d).

4.6.4. Ensaios de proliferacao celular

Para este ensaio foram escolhidas as formulacdes 1A e 1E, preparadas com xantana de
grau analitico que, de acordo com os testes de realizados anteriormente, apresentam baixa
citotoxicidade in vitro. Os dados dos testes de proliferacdo das células L.929 inoculadas sobre as
membranas de propor¢do polimérica X:Q de 1:1 preparadas com e sem a adi¢dao de Pluronic F68

estdo apresentados na Figura 4.20.

Observa-se na Figura 4.20 que as células inoculadas sobre as amostras cresceram e se
multiplicaram. Porém, os valores obtidos para o grupo controle mostraram-se discretamente
superiores aos resultados alcangcados para ambos os materiais testados. No entanto, acredita-se
que os dados de crescimento celular podem estar subestimados pela dificuldade de coleta das

células que se desenvolveram no interior da estrutura.
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Figura 4.20 — Curva de crescimento das células 1929 cultivadas sobre as membranas.

Assim, diante dos resultados apresentados de citotoxicidade e de adesdo e multiplicacdo
celular, membranas preparadas na propor¢ao polimérica X:Q de 1:1, na presenca ou auséncia de
Pluronic F68, mostram-se vidveis na aplicacio como scaffolds e curativos dérmicos bioativos,

respectivamente, para o tratamento de lesdes de pele.

4.6.5. Caracterizacao das células-tronco mesenquimais obtidas de camundongos C57B16

e ratos Wistar

Inicialmente foram isoladas células-tronco mesenquimais a partir da medula 6ssea de
camundongos BL6. Tais células foram mantidas em cultura em meio a-MEM suplementado. A

partir da terceira passagem foram retiradas amostras e as CTMs foram imunofenotipadas e
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submetidas a andlise de multipotencialidade. A caracterizagdo imunofenotipica, por citometria de
fluxo, foi repetida a cada passagem até se obter uma cultura pura. As Figuras 4.21 e 4.22
mostram perfis tipicos de caracterizacdo imunofenotipica da populagao de CTMs de camundongo

cultivadas na 3% e 8" passagem, respectivamente.

A andlise dos histogramas das células na terceira passagem (Figura 4.21) revelou que os
marcadores de superficie CD45, CD31 e CD11-B apresentaram expressao de 59,2, 30,6 e 46,1%,
respectivamente, indicando que a cultura ainda apresentava contamina¢do por células

hematopoéticas, endoteliais e macréfagos.
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Figura 4.21 - Histogramas obtidos por citometria de fluxo, representativos da populacdo de

CTMs de camundongos BL6 em terceira passagem.
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Como de acordo com critérios estabelecidos pela Sociedade Internacional para Terapia
Celular (ISTC) as CTMs devem apresentar expressdo menor que 2% ou auséncia de expressao
destes marcadores de superficie (Dominici et al., 2006), foi necessario repicar a cultura por mais
cinco passagens até se obter uma populacdo de CTMs pura, expressando marcadores negativos
entre 0,67 e 1,2% (Figura 4.22). A partir da 8* passagem, entdo, as CTMs foram utilizadas nos

ensaios de adesdo e proliferacdo nas membranas, usando-se o nimero maximo de 15 passagens.
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Figura 4.22 - Histogramas obtidos por citometria de fluxo, representativos da populacdo de

CTMs de camundongos BL6 em oitava passagem.
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Posteriormente foram isoladas CTMs a partir da medula dssea de ratos Wistar. As células
foram mantidas em meio o-MEM suplementado até atingirem a 3* passagem, quando foram
caracterizadas por citometria de fluxo. Os histogramas obtidos (Figura 4.23) revelaram o alcance
de uma cultura pura ja na 3* passagem, com marcadores de superficie CD31 e CD45 inferiores a
2%. Assim como para as CTMs provenientes de camundongos, as culturas puras foram utilizadas

nos ensaios de adesdo e proliferacdo celular sobre as membranas até o limite de 15 passagens.
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Figura 4.23 - Histogramas obtidos por citometria de fluxo, representativos da populacdo de

CTMs de rato Wistar em terceira passagem.
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4.6.6. Teste de adesao e proliferacao das CTMs nas membranas

Para este ensaio foram escolhidas as formulacdes 1A e 1E de propor¢do X:Q igual a 1:1
sem adi¢do e com a inclusdo de Pluronic F68, respectivamente, uma vez que a caracterizacao
fisico-quimica e bioldgica destas amostras revelou resultados favordveis para aplicacdo na

engenharia de tecidos, para o tratamento de lesdes de pele.

Células-tronco mesenquimais de camundongo e de rato foram inoculadas sobre as
membranas e apés 7 dias de incubacdo as células aderidas foram fixadas ao material. Os
resultados tipicos das morfologias das células e das membranas, obtidos em microscopio
eletronico de varredura, sdao mostrados nas Figuras 4.24 a 4.28. Outras micrografias eletronicas

de varredura das membranas com CTMs inoculadas podem ser visualizadas no Anexo III.

A transparéncia das membranas 1A se manteve mesmo apds a inoculagdo das células e
através da andlise das micrografias é possivel constatar que tanto as CTMs de ratos quanto as de
camundongos inoculadas nas membranas aderiram e proliferaram sobre o biomaterial. As
células-tronco mesenquimais de camundongo inoculadas na membrana 1A distribuiram-se por
toda a superficie da amostra, como pode ser observado na Figura 4.25. As células cultivadas na
amostra 1E proliferaram de forma muito intensa (Figura 4.26b), tanto na superficie quanto no
interior dos poros, observando-se a presenca de extensdes citoplasmadticas tipicas de células-

tronco mesenquimais ndo diferenciadas.

No caso das CTMs de rato inoculadas nas membranas 1A e 1E (Figuras 4.27 e 4.28)
observa-se a presenca de células grandes e arredondadas, com didmetro variando de 10 a 15 um,
diferentes em comparacdo a morfologia fibroblastéide que estas células apresentam quando

tipicamente aderidas em superficies planas. Nota-se também da formagao de matriz extracelular.

Os resultados obtidos apontam que a aplicagdo destas membranas na engenharia de
tecidos pode ser considerada vidvel. Membranas de formulagdo 1A, de propor¢do polimérica X:Q
de 1:1 sem adi¢do de tensoativos, poderiam ser direcionadas ao uso como curativos dérmicos
bioativos, ja que permanecem transparentes mesmo apds a inoculacdo das células, apresentam
superficie integra e possibilitam a distribui¢do das células por toda a sua extensdo. As membranas

de formulacdo 1E, de mesma propor¢cdo polimérica e preparadas na presenca do surfatante

103



RESULTADOS

Pluronic F68, seriam direcionadas a aplicacdo como scaffolds, uma vez que as células podem se

desenvolver no interior dos poros da matriz, moldando-se a estrutura do material.

noa? 1006 10 kV

Figura 4.24 - Micrografia eletronica de varredura da membrana de proporcao X:Q de 1:1 (1A)

sem células inoculadas.
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Figura 4.25 - Micrografias eletronicas de varredura da membrana de porpor¢dao X:Q de 1:1 (1A)

apds 7 dias de inoculacdo de CTMs de camundongo: aumento de 190x (a); aumento de 1000x (b).

105



RESULTADOS

-~

- 9 %
P,

8055, 1000x 1D RV

Figura 4.26 - Micrografias eletronicas de varredura da membrana de propor¢cdo X:Q de 1:1 +

Pluronic F68 — 1E: sem células (a); apds 7 dias de inoculacdo de CTMs de camundongo (b).
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Figure 4.27 - Micrografias eletronicas de varredura da membrana de proporcao X:Q de 1:1 (1A)

apds 7 dias de inoculacdo de CTMs de rato: aumento de 100x (a); aumento de 500x (b).
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Figura 4.28 - Micrografias eletronicas de varredura da membrana de proporcio X:Q 1:1 +

Pluronic F68 (1E) apds 7 dias de inoculacdo de CTMs de rato aumento de 100x (a); aumento de
1000x (b).
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4.8. Andlise da mutagenicidade

Uma vez que os resultados apresentados anteriormente indicaram que as formulacdes 1A
e 1E, de propor¢do polimérica X:Q igual a 1:1, preparadas na auséncia e presenca de
tensoartivos, respectivamente, sdo vidveis para a aplicacdo na engenharia de tecidos, faz-se

necessario a avaliacdo de sua mutagenicidade, para que se possa considerar estes biomaterias

COmo seguros.

Os resultados detalhados dos testes de mutagenicidade das amostras analizadas estdo

descritos nos itens 3 dos Anexos V e VI, respectivamente (relatérios fornecidos pela empresa

contratada), sendo sumarizados nas Tabelas 4.12 ¢ 4.13.

Tabela 4.12 — Resultados do teste AMES de mutagenicidade na auséncia de ativacdo metabdlica

das membranas poliméricas 1A e 1E.

Formulagdo Salmonella typhimurium
TA98 | TA100 | TA102 | TA1535 | TA1537
Controle negativo -) (-) -) -) -)
(dgua deionizada)
Controle positivo (+) (+) (+) (+) (+)
(5,0pg/placa de azina sédica)
1A ) ) ) ) )
1E ) ) ) ) )

Tabela 4.13 — Resultados do teste AMES de mutagenicidade na presenga de ativacdo metabdlica

das membranas poliméricas 1A e 1E.

Formulagio Salmonella typhimurium
TA98 | TA100 | TA102 | TA1535 | TA1537
Controle negativo -) (-) -) -) -)
(dgua deionizada)
Controle positivo (+) (+) (+) (+) (+)
(2,5pg/placa de 2-Aminoantraceno)
1A ) ) ) ) )
1E ) ) ) ) )

(-) ndo mutagénico; (+) mutagénico
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De acordo com os resultados, apés 72 horas de incubacdo das amostras com as cepas
TA98, TA100, TA102, TA1535 e TA1537 de Salmonella typhimurium na auséncia e presenca de

ativacdo metabodlica, nenhuma das amostras foi considerada mutagénica.

4.7. Testes preliminares in vivo

Conforme ja mencionado no item 3.2.8.1, ratos Wistar submetidos a lesdes cirtrgicas,
com a retirada da derme e epiderme, foram divididos em trés grupos, de acordo com o tratamento
a que foram submetidos. Em um dos grupos (controle, GRO1) as lesdes ndo foram recobertas, em
outro grupo (GR02) as lesdes foram tratadas somente com a membrana, sem a adicdo de células
mesenquimais € no grupo restante (GR03), as lesdes foram recobertas com membrana inoculada
com células-tronco mesenquimais também de rato. Cada grupo era composto de trés animais,

cada um com trés lesoes.

A transparéncia das membranas de formulacdo 1A, mesmo apds a inoculacdo das células,
aliada a intensa proliferacdo celular em uma superficie integra nao porosa, serviu de
embasamento para a escolha desta formulacdo para este ensaio in vivo em especifico. Uma vez
que os animais utilizados foram ratos Wistar, optou-se pelo uso de células-tronco mesenquimais
de ratos e ndo de camundongo para que nao se tivesse a avaliacdo da aplicacdo de uma linhagem

xenogeénica.

Os resultados aqui relatados foram obtidos em parceria com a equipe do Laboratério de
Cultura Celular do Hemocentro de Ribeirdo Preto (Centro Regional de Hemoterapia do

HCFEMRP-USP), com especial participacdo da aluna de doutorado Carolina Caliari Oliveira.

O aspecto tipico das lesdes ao longo do tratamento € mostrado na Figura 4.29 em animais
representativos de cada grupo, disponibilizando-se no Anexo IV as imagens registradas para

todas as lesdes apods 20 dias de tratamento.

A avaliagdo fotogrifica dos animais evidenciou que apds 20 dias de tratamento todos os
animais ja se encontravam em processo final de reepitelizagdo. O resultado da analise estatistica

da porcentagem de cicatrizacdo vinte dias apds se ter causado as lesdes cirdrgicas utilizando-se o
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Teste t ndo paramétrico para determinar as diferencgas existentes entre os grupos experimentais €

mostrado na Figura 4.30.

Figura 4.29 — Aspectos tipicos das lesdes: a) primeiro dia de tratamento; b) GRO1 (controle) apds
20 dias; ¢) GR0O2 apds 20 dias de tratamento com membrana de formulacdo 1A sem células; d)

GRO3 apo6s 20 dias de tratamento com membrana de formulagdo 1A com CTMs de rato.

100- A &
:-
o Eugnt
£ 804 aE
1]
M
= 704
o *
[3) 60-
=]
é‘} é‘&# é@f’
® & go&
@»‘? &
& \&‘f
<& &

Figura 4.30 — Andlise estatistica da porcentagem de cicatrizacao vinte dias apds injiria cirdrgica.

(Teste t - p < 0,05, PRISMA 5.0).
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Nota-se que o grupo tratado com a membrana contendo CTMs aderidas apresentou
cicatrizagdo das ulceras (97,10 £ 2,6%) significativamente maior (p < 0,05) em relagdo aos
animais do grupo controle (88,81 + 9,6%). A diferenca também foi significativa (p < 0,05)
quando comparado ao do grupo tratado com membrana sem células (83,83 + 3,4%). Observa-se
também que a média das porcentagens de cicatrizacao das lesdes do GRO1 (controle) é superior a
do GRO2, tratados com membranas sem células, no entanto, o teste de Tukey ndo relevou

diferencga significativa entre esses dois grupos.
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5. DISCUSSAO

Quando em solucdo 4cida, a quitosana apresenta-se como um polieletrélito catidénico que,
ao ser misturado com a xantana (um polieletrélito anidnico), forma um complexo polieletrélito.
Entretanto, a interacdo entre os grupos positivos da quitosana e os negativos da xantana ndo
necessariamente envolve todas as aminas e carboxilas presentes em funciao de questdes estéricas
ligadas ao dobramento das moléculas. Além disso, as propor¢cdes de aminas e carboxilas nas
moléculas isoladas ndo sdo iguais, havendo quantidade muito maior de aminas na quitosana
utilizada (com grau de desacetilacdo de 96%) do que de carboxilas na xantana se comparadas na
mesma base mdssica. Ou seja, a interac@o entre as cadeias possivelmente nao é estequiométrica,
havendo um excesso de aminas nao ligadas que provavelmente formam uma fase relativamente
continua na qual se dispersam os PECs formados, contribuindo com sua coesdo e dando um

aspecto de homogeneidade macroscépica as membranas secas.

De forma geral, os resultados obtidos para as membranas preparadas com xantana e
quitosana indicam que boa parte das formulagdes testadas apresentam propriedades convenientes

visando a utiliza¢do do material como curativos dérmicos e scaffolds.

Nota-se, por exemplo, que todas as amostras apresentaram espessuras dentro das faixas
apropriadas para uma ou outra aplicacdo proposta (dados mostrados de forma comparativa na
Figura 5.1). De acordo com Ma et al. (2001), biomateriais com aplicacio como substitutos
dérmicos devem ser idealmente mais finos que a derme humana, cuja espessura varia entre 0,5 e
2 mm, dependendo da idade, sexo, bem como, da regido do corpo, entretanto scaffolds com até 4

mm de espessura ja foram relatados na literatura (Wan et al., 2007).

A espessura das membranas destinadas ao uso como suportes celulares é uma varidvel
importante na arquitetura da matriz, podendo interferir na absor¢do e adsor¢do de nutrientes do
meio, influenciando diretamente propriedades bioldgicas relevantes das células nele inoculadas,

tais como adesao, espalhamento e proliferacdo celular (Uygun et al., 2010).
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Figura 5.1 - Espessuras das membranas preparadas com diferentes propor¢des poliméricas,
empregando xantana de distintas procedéncias, adicionando-se ou nado tensoativos durante a

preparacdo e expondo-se ou ndo os coacervados a vacuo.

Dentre as membranas que passaram pela etapa de desaeracdo, as formulagdes 3A e 3B,
que continham maior concentra¢do de xantana, mostraram-se mais espessas. Este comportamento
pode ser atribuido, provavelmente, a diminui¢do do nimero de ligacOes eletrostdticas entre os
grupos amino da quitosana e os grupos carboxil da xantana, uma vez que os grupos pertencentes
ao polimero xantana estdo em maior propor¢do nestas amostras, podendo causar repulsio entre as

lamelas e aumentar, assim, a espessura das membranas.

Membranas de propor¢des poliméricas X:Q iguais a 1:1 e 1,2:0,8 preparadas na auséncia
de surfatantes e incluindo a etapa de desaeracdo (formulacoes 1A, 1B, 1F, 2A e 2B) apresentam-
se mais finas, com espessuras variando entre 102 e 130 pum, ndo se verificando diferenca

estatisticamente significativa entre elas.

Membranas de quitosana e alginato preparadas similarmente apresentam espessuras
inferiores, variando entre 23,5 e 26,0 um (Wang et al., 2001) e entre 66 ¢ 80 um (Rodrigues et
al., 2008). Veiga e Moraes (2011) relataram um aumento na espessura de membranas lamelares
de quitosana quando se substitui o alginato por xantana, reportando espessuras equivalentes as
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obtidas neste trabalho para amostras preparadas com a etapa de desaeragdo, entre 137 e 200 pm.
Segundo os autores, este aumento da espessura pode estar relacionado ao tipo de coacervacao e
ao empacotamento dos agregados obtidos e a auséncia de acetona como cossolvente durante a

coacervagdo, provocando a expansao da estrutura.

Membranas obtidas na presenca dos surfatantes apresentaram espessuras mais elevadas,
variando entre 1,84 a 3,08 mm. Tais valores sdo superiores aos reportados por Bueno e Moraes
(2011) para membranas de quitosana/alginato produzidas com os mesmos tensoativos (entre 0,38
e 0,41 mm quando secas), mas compardveis aos de outros materiais esponjosos descritos na
literatura com aplica¢do em engenharia de tecidos, como scaffolds de colageno com espessura de
1 mm (George et al., 2008), membranas porosas de quitosana/alginato obtidas por liofilizagao,
com espessura média de 2,5 mm (Kucharska et al., 2008) e de quitosana/poli(lactico), com

espessura de 4 mm quando secas, chegando a 6 mm quando hidratadas (Wan et al., 2007).

As membranas obtidas empregando-se desaeracdo a vacuo e na auséncia de surfatantes
mostraram-se transparentes tanto no estado seco quanto umido, assim como observado por
Rodrigues et al. (2008) para membranas de alginato e quitosana e por Veiga e Moraes (2011)
para membranas de xantana e quitosana. A transparéncia do material é uma caracteristica de
grande relevancia considerando-se a aplicacdo como curativo dérmico, uma vez que permitiria a

eficaz observacao do leito da ferida durante a recuperacao da pele.

Através da andlise das fotomicrografias (Figuras 4.4 e 4.8) pode-se notar, em todas as
amostras, agregados na forma de fibras dispersas pela matriz formada provavelmente por
quitosana excedente. Amostras preparadas sem adicdo de tensoativos apresentaram aspecto
lamelar mais compactado e superficie sem poros aparentes, em conformidade com o descrito na
literatura para membranas de quitosana/alginato (Rodrigues et al., 2008; Wang et al., 2002) e de
quitosana/xantana (Veiga e Moraes, 2011). A integridade da camada superficial é de fundamental
importancia em materiais destinados ao uso como curativos dérmicos, uma vez que 0S mesmos
poderiam atuar como barreira contra a entrada de micro-organismos causadores de infec¢des em

lesdes de pele.

Regides aparentemente menos organizadas sdo observadas nas amostras mais espessas, o

que pode ser justificado pelo préprio tipo de método empregado para a obtencdo das matrizes
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secas, a moldagem em placas de poliestireno. Esta estratégia favorece o alinhamento das cadeias
poliméricas que estdo em contato direto com a superficie do molde durante a secagem, resultando
em maior organizacao destas moléculas em relacdo as que estdo expostas diretamente ao ar, o que
pode resultar em um aumento de cristalinidade local, conforme observado por Uygun e
colaboradores (2010). Assim, membranas mais espessas, que t€ém mais material afastado da

superficie do molde, tém possivelmente menor grau de cristalinidade.

Diferencas significativas ndo somente na compactagdo e organizagdo polimérica das
formulacdes analisadas foram observadas, mas também na porosidade. Amostras preparadas com
adicdo dos tensoativos Tween 80 e Pluronic F68 apresentaram a presenga de poros
intercomunicantes distribuidos na estrutura lamelar, com diametros entre 90 e 300 um. Estes
valores sdo similares ao reportado por Bueno e Moraes (2011) para membranas de alginato e
quitosana preparadas com a adi¢do destes mesmos surfatantes e comparaveis aos descritos para
suportes esponjosos de coldgeno bovino obtidos por liofilizagao, destinados para a aplicagao na
area engenharia de tecidos com foco em pele, que apresentaram didmetros dos poros variando
entre 200 e 400 um (George et al., 2008). Uma rede extensa de poros interconectados na
estrutura de um scaffold constitui-se de uma caracteristica ideal para a migracao, proliferacdo e
adesdo celular, facilitando a oxigenagao e o transporte de nutrientes até as por¢des mais internas
do suporte (Liu et al., 2007). De acordo com Ikada (2006) e Adekogbe e Ghanem (2005), o
tamanho 6timo dos poros de um material utilizado na area de engenharia de tecidos varia entre

100 e 500 pm.

Diante do exposto, as membranas porosas produzidas neste trabalho pelo uso de
tensoativos apresentam adequada espessura, estrutura e porosidade para atuarem como scaffolds
na engenharia de tecidos com aplicacdo na regeneracdo de pele e as membranas lamelares
produzidas sem adicdo de surfatantes e incluindo-se a etapa de desaeragcdo a vacuo poderiam ser
potencialmente empregadas como curativos dérmicos, uma vez que se mostraram finas e

transparentes, além de apresentarem a camada superficial integra.

Outra importante caracteristica de um material utilizado na engenharia de tecidos com
foco na regeneracdo de pele relaciona-se a sua capacidade de absor¢cao dos exsudatos liberados
pelo organismo. Na Figura 5.2 sdo apresentados, de forma comparativa, os resultados obtidos nos

estudos de absorcdo de dgua, solucdes salinas SS e FCS e meio de cultivo referente aos ensaios
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com membranas de propor¢des X:Q iguais a 1:1 e 1,2:0,8, sem adicao de tensoativos e incluindo-
se a etapa de desaeracdo (formulagdes 1A, 1F e 2A) e das amostras 1D, 1E, 2D e 2E, preparadas
na presenca dos surfatantes, empregando-se a xantana de qualidade analitica e a obtida na

UNESP de Assis.

100
85 E1A-X:Q1:1
90 -
B 1D-X:Q 1:1 + Tween 80
80 B 1E - X:Q 1:1 + Pluronic F68
70 - B |F - Xpiloto:Q 1:1
58

_ m2A-X:Q1,2:0,8
g 60 -
\; m2D - X:Q 1,2:0,8 + Tween 80
S 50 - ®2E - X:Q 1,2:0,8 + Pluronic F68
z
<

Agua SS FCS RPMI-1640

Tipo de solucao

Figura 5.2 - Valores das capacidades médias de absor¢des em dgua, solucdo salina NaCl 0,9%

(SS), fluido corpéreo simulado (FCS) e meio RPMI-1640 suplementado das membranas.

Membranas preparadas sem adicdo de tensoativos apresentaram elevada capacidade de
absorcdo de dgua, variando de 48 a 85 g de H,O/g de membrana seca. Esses valores sdo
superiores aos descritos na literatura para membranas de quitosana-alginato, que variam entre 11
e 19 g/g em H,O (Rodrigues et al., 2008) e de quitosana/xantana (entre 24 e 61 g/g em H,0)

preparadas em condicdes similares (Veiga e Moraes, 2011).
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A maior absorcdo de dgua verificada para as membranas com proporc¢ao polimérica de
X:Q igual a 1:1 pode ser explicada devido a uma ligacdo sub-6tima entre os polimeros, causada
pelo excesso relativo de grupos amino da quitosana em relacdo as carboxilas da xantana,
resultando em redes poliméricas mais soltas, capazes de absorver mais dgua. Isto também foi
verificado por Macleod et al. (1999) para membranas de pectina (P) e quitosana (Q) em
diferentes propor¢des poliméricas. Os autores observaram que a proporc¢ao polimérica P:Q igual a
2:1, na qual a rede estaria mais unida, apresentou absor¢ao de 4gua cinco vezes inferior a
propor¢ao P:Q igual a 1:1. A elevacdo da capacidade de absor¢dao deveu-se, segundo os autores,
ao excesso de grupos NH3 da quitosana na propor¢ado 1:1, causando um decréscimo na quantidade
de pontes de hidrogénio formados com a dgua, resultando em uma rede polimérica mais frouxa,

que absorvia mais liquido.

Para um mesmo tipo de solucdo aquosa, praticamente ndo houve variagdo significativa
entre os resultados de capacidade de absorcdo das membranas preparadas com os diferentes
tensoativos. Por outro lado, houve variacdes significativas na absorcdo ao se alterar as solucdes
fisiol6gicas testadas. As maiores capacidades de absorcao observadas foram em dgua. De acordo
com Bueno e Moraes (2011), o aumento da for¢a idnica causaria uma maior aproximacao entre as
cadeias dos polissacarideos, dificultando a penetracdo de 4gua na estrutura da membrana e

resultando em menores valores de capacidade de absor¢ao das solu¢des remanescentes.

Membranas preparadas na presenca dos tensoativos absorveram menor quantidade de
dgua quando comparadas as que continham somente polissacarideos em sua formulacdo. No
entanto, diferencas significativas ndo foram observadas na capacidade de absorcdo de solugdes
salinas, em especial de fluido corpdreo simulado. A capacidade de absor¢ao de fluidos corpéreos
€ uma caracteristica muito importante para biomateriais destinados a regeneracdo de pele, uma
vez que a formacdo de exsudato em lesdes cutaneas ulceradas pode ser bastante intensa e, em
alguns casos, com ocorréncia de mau cheiro, como € o que ocorre em pacientes tratados com
selante de fibrina. Assim, um curativo ideal deve absorver o liquido do corpo para a transferéncia
de nutrientes celulares e metabdlitos através do material, além de evitar o acimulo de exsudatos

na lesdo ou sua desidratacio excessiva, controlando a perda de dgua pela pele (Oztiirk et al.,

2006).
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Os valores de absor¢do encontrados para as membranas com surfatantes adicionados em
sua preparacdo sdao superiores aos reportados por Bueno e Moraes (2011) para membranas
porosas de quitosana e alginato, que relatam absor¢ao média de 13,83 g/g em H,O, 11,96 g/g em
SS e 7,74 g/g em FCS. As capacidades de absor¢do de solugdes aquosas encontradas neste
trabalho também podem ser comparadas as descritas para materiais esponjosos obtidos por
liofiliza¢do, como membranas porosas de quitosana-alginato, que absorveram cerca de 12 g/g em
tampdo fosfato, pH 7,4 apés 10 min (Oztiirk et al., 2006) e curativos esponjosos de quitosana-
alginato, que foram capazes de absorver 17,5 g/g em dgua apdés 180 min de imersao (Kucharska

et al., 2008).

Uma favoravel absor¢cao de meio de cultivo celular em um curativo bioativo e um scaffold
também é esperada, uma vez que possibilita a disponibilizacdo dos nutrientes para as células
neles cultivadas. As membranas analisadas apresentaram valores elevados de absorcdo de meio

de cultivo celular, variando entre 6 e 12 g de meio de cultivo/g de membrana seca.

Uma vez implantados em organismos vivos os suportes poliméricos biodegraddveis
podem sofrer intensa degradagdo. Esta perda de massa € iniciada assim que as moléculas atingem
um tamanho que permita a sua difusdo através da matriz polimérica (Liu et al., 2007). Desta
forma, a verificacdo da estabilidade do biomaterial frente a diferentes meios aquosos, bem como

a meio de cultivo, € de extrema necessidade.

Os resultados obtidos nos estudos de estabilidade em 4gua, solucdes salinas e meio de
cultura RPMI-1640 suplementado das amostras de propor¢des poliméricas de X:Q iguais a 1:1 e
1,2:0,8 preparadas na presenca ou auséncia dos tensoativos Tween 80 e Pluronic F68
(formulagdes 1A, 1D, 1E, 2A, 2D e 2E) com a xantana de grau analitico e também da amostra
preparada com xantana produzida em escala piloto (1F) sdo apresentados, de forma comparativa,
na Figura 5.3. As membranas mantiveram-se relativamente estaveis quando em contato com as

solucdes aquosas testadas, mas foram observadas variagdes de massa em todas as amostras.

As membranas preparadas na presenga do tensoativo Pluronic F68, independentemente da
proporcdo polimérica, apresentaram maior perda de massa quando expostas a solu¢cdes aquosas,
atingindo valor superior a 50% para a propor¢ao 1,2:0,8 (2E) em FCS. Segundo Bueno (2010) a

perda de massa elevada em FCS resulta da varia¢dao do pH do sistema. Uma vez que o pH do FCS
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€ 7,4 e, sabendo que os valores médios de pKa da quitosana e da xantana sdo 6,3 e 2,87,
respectivamente, € possivel afirmar que, nestas condi¢cdes, as membranas estdo estruturalmente
enfraquecidas. Em pH neutro os grupos amino residuais da quitosana permanecem
majoritariamente desprotonados, ndo estando disponiveis, desta forma, para a interacdo com os
grupos carboxila residuais da xantana, negativamente carregados, resultando em maior perda de

massa da amostra.

60
B1A-X:Q1:1 51
B 1D-X:Q 1:1 + Tween 80

50 1 ®I1E-X:Q 1:1 + Pluronic F68
B |F - Xpiloto:Q 1:1 35
E2A-X:Q1,2:0,8

40 -

E2D - X:Q 1,2:0,8 + Tween 80
m2E - X:Q 1,2:0,8 + Pluronic F68

26 25
25

Perda de massa (%)
w
<

[\
(=]

10

Agua SS FCS RPMI-1640

Tipo de solucio

Figura 5.3 - Valores das variacdes de massa das membranas em dgua, solu¢do salina NaCl 0,9%

(SS) e fluido corpéreo simulado (FCS) e meio de cultura RPMI-1640 suplementado.

Amostras expostas ao meio de cultivo celular RPMI-1640 suplementado apresentaram
perda de massa médxima de 25% para as formulagdes sem adi¢do de tensoativos e de 35% para

membranas preparadas na presenca dos tensoativos em 6 dias de incubagdo. Desta forma, todas
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as amostras analisadas podem ser consideradas como suficientemente estdveis para a aplicacao

como suporte absorvivel em engenharia de tecidos.

Os valores de perda de massa observados sdo compativeis com a finalidade proposta,
visto que se estas taxas de degradacdo se mantivessem constantes, no periodo de cerca de 60 dias
as membranas possivelmente estariam totalmente degradadas, tempo este suficiente para que
ocorra o processo de regeneragdo tecidual, ou seja, a adaptacdo das células ao novo ambiente, a
neovascularizac¢do seguida da biodegradacdo do material, levando a formacao de um novo tecido

no local da lesao.

Nao foram observadas diferencgas significativas na morfologia, espessura, capacidade de
absor¢do de meio de cultivo, nem mesmo na perda de massa das membranas produzidas com as
gomas xantanas de origem analitica, alimenticia ou produzidas em escala piloto. As membranas
preparadas com goma xantana produzida em escala piloto absorveram menor quantidade de dgua
e de SS. Diferentes valores de capacidade de absorcdo das solucdes salinas SS e FCS foram
observados, sendo que as membranas preparadas com Xgigma Nas proporg¢des poliméricas de X:Q
de 1:1 e 1,2:0,8 apresentaram maiores valores de capacidade de absorcdo destas solucdes. Uma
das diferencas entre os tipos de xantanas utilizados € a viscosidade. A xantana produzida em
escala piloto apresenta viscosidade de 1600 cP para solucdo aquosa a 1%, a xantana do tipo
Keltrol® F apresenta viscosidade de 1480 cP para solucdo de mesma concentracdo, enquanto que
a do biopolimero da marca Sigma Chemical Co. varia entre 800 e 1200 cP para solugdo de
mesma concentracdo (dados dos fornecedores). A menor viscosidade da Xgjgma Sugere menor
tamanho de cadeia e, consequentemente, maior mobilidade, favorecendo o deslocamento das
moléculas de dgua na estrutura da membrana, o que justificaria a maior absor¢ao das solugdes

pelas formulagdes que apresentam polissacarideo desta procedéncia.

Adequadas propriedades mecanicas como elasticidade e resisténcia, compativeis com as
do tecido lesado, também sdo requisitos importantes e esperados para materiais destinados a

regeneragao tecidual.

Amostras preparadas na auséncia de surfatantes e desaeradas a vicuo apresentaram maior
resisténcia a ruptura, observando-se que o aumento da propor¢do de xantana em relacdo a de

quitosana de 1:1 para 1,2:0,8 reduz tal propriedade (25,12 MPa e 8,73MPa, respectivamente). O
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aumento da concentracdo de xantana e, por consequéncia a diminui¢io da quantidade de
quitosana disponivel para formar a matriz na qual os coacervados se dispersam, favoreceriam a

formacdo de zonas amorfas, diminuindo, assim a resisténcia do material a tragao.

Comparando os valores de tensdo de ruptura obtidos com os da pele normal, que variam
entre 2,1 e 16 MPa (Wang et al., 2002), as amostras 1A, 1F e 2A mostram-se adequadas a
aplicacdo como curativos. No entanto, estas membranas apresentam baixos indices de
alongamento, entre 1 e 2%, enquanto que a pele possui valores por volta de 70% (Hansen e
Jemec, 2002). Desta forma, a aplicacdo destes materiais em regides do corpo com elevado
requerimento mecanico, como joelhos e cotovelos, ndo seria recomendavel. Como tais
propriedades foram determinadas para amostras secas € na condi¢do de uso as mesmas
possivelmente estariam em contato com fluidos corpdéreos, o alongamento das membranas
durante sua utilizacdo pode ser significativamente maior que o determinado devido a &dgua
exercer um efeito plastificante na estrutura, conforme observado por Rodrigues (2008) para
membranas de quitosana e alginato. Curativos comerciais a base de celulose, como Membracel®

destacam-se pela sua elevada elasticidade, porém ndao € comum a divulgacdo pelos fabricantes

dos indices de alongamento na ruptura dos mesmos.

A adicdo dos surfatantes na formulagdo das membranas resultou na estabilizacdo da
espuma nos coacervados e, consequentemente, na formagao de poros na estrutura do material. A
presenca desses poros acarretou em grande queda na resisténcia a ruptura. Bueno e Moraes
(2011) também observaram baixa resisténcia mecanica em membranas de quitosana/alginato
preparadas com a adi¢do destes mesmos surfatantes. As autoras relataram que amostras com a
presenca de Tween 80 apresentaram resisténcia a ruptura de 1,54 MPa enquanto que as
produzidas na presenca do tensoativo Pluronic F68 sofreram ruptura na tensdao de 0,98 MPa.
Outros trabalhos descrevem a baixa resisténcia mecéinica de materiais porosos usados na

engenharia de tecidos. She e colaboradores (2008), por exemplo, reportaram valores entre 0,11 a

0,40 MPa para suportes a base de quitosana e fibra de seda.

Outro requisito muito importante para um material que se destina ao uso como suporte
celular para aplicacdo na regeneracdo tecidual € a presenca de espacos vazios em seu interior, o
que possibilitaria o transporte dentro da matriz de nutrientes e metabdlitos celulares. Estudos

indicam que biomateriais destinados a aplicacdo na engenharia de tecidos devem apresentar
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porosidade superior a 85% (Yang et al., 2010; Kuo et al., 2009; Mao et al., 2003; Hutmacher,
2000). Para amostras destinadas ao uso como scaffolds, a andlise do comportamento em meio de
cultivo é, muitas vezes, mais relevante do que a verificacdo do seu desempenho em dgua. Uma
adequada acomodacdo de meio de cultivo no interior do material facilitaria o acesso dos
nutrientes até as células situadas nas por¢des mais internas do suporte e também a eliminagdo dos

metabolitos produzidos.

Amostras preparadas sem adi¢do de tensoativos apresentaram expansao volumétrica de 77
a 96%, com preenchimento correspondente a 78% do volume de meio de cultura total absorvido,
enquanto que amostras preparadas adicionando-se Pluronic F68 apresentaram expansao
tridimensional de 98 a 136%, preenchimento por meio de cultura correspondente a 34% do total
absorvido pelo material, estando, em ambas as situacdes, o restante do meio de cultura mais
fortemente ligado a estrutura das membranas. Destaca-se que a dimensdo que mais foi alterada
durante a hidratacdo das membranas em meio de cultivo foi a espessura. As amostras preparadas
sem a adi¢do dos tensoativos tiveram variacdes de, em média, 0,013 mm para 0,041 mm,
enquanto aquelas obtidas na presenc¢a dos surfatantes variaram de, em média, 0,13 mm para 0,18

mm.

Estes resultados indicam que a adi¢do do tensoativo Pluronic F68 tende a favorecer a
absor¢do de meio de cultivo, indicando que o uso desse surfatante pode melhorar o acesso dos
nutrientes presentes no meio de cultivo até os poros onde, idealmente, estardo alojadas as células
durante a multiplicacdo celular na matriz. Uma anélise similar € aplicdvel as matrizes preparadas

na presenga de Tween 80.

Além da caracterizagc@o fisico-quimica de um curativo ou scaffold se faz necesséria a
avaliacdo de sua atividade citotoxica, uma vez que este material estard em contato direto
inicialmente com as células neles inoculadas e, posteriormente, com o proprio organismo no qual

0 mesmo serd implantado.

Os extratos das amostras preparadas com proporcdo polimérica 1:1 na auséncia de
surfatantes mostraram-se ndo citotoxicos para células 1.929, resultando em atividade metabdlica
similar a observada em presenca do meio RPMI-1640 suplementado, usado como controle

negativo. Ja a adi¢do do tensoativo Tween 80 na etapa de formulacdo das membranas causou
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citotoxicidade elevada, préxima de 100%. No entanto, amostras preparadas utilizando-se Pluronic

F68 apresentaram citotoxicidade baixa, em especial a formulacdo de proporcao polimérica 1:1.

Uma vez que o carater indcuo de materiais destinados ao uso como scaffold ou curativo
dérmico € esperado, foi realizado um teste qualitativo de avaliagdo da resposta celular quando de
sua exposi¢ao direta ao material. Os resultados obtidos neste ensaio corroboram os observados
anteriormente para o ensaio MTT de toxicidade indireta. Amostras preparadas com adi¢do de
Tween 80 mostraram efeitos citotoxicos mais acentuados, notando-se zonas de lise sob as

amostras superiores a 80%, estendendo-se para dreas adjacentes.

A elevada citotoxicidade das amostras preparadas com adi¢do de Tween 80 pode estar
relacionada a altas quantidades remanescentes deste surfatante nas amostras apés a lavagem. O
balanco hidrofilico-lipofilico (HBL) do Pluronic F68 ¢ maior que o do Tween 80, 29 e 15,
respectivamente (Sigma-Aldrich, 2011a e b), o que facilita a sua remoc¢do na estrutura da
membrana. Bueno e Moraes (2011b) testando diferentes concentragdes de Tween 80 em
membranas de quitosana/alginato observaram uma diminui¢cdo da citotoxicidade com a reducao
da quantidade do surfatante. As autoras relataram diminui¢do de 7,91% em membranas com
0,1% de tensoativo para 5,63% em membranas com 0,05% de Tween 80. A qualidade analitica
do Tween 80 utilizado também pode ser uma das causas alta citotoxicidade observada, uma vez
que este tensoativo ndo foi atestado pelo fornecedor como seguro para o cultivo de células
animais, enquanto o Pluronic F68 o foi. Futuros testes poderdo ser realizados diminuindo a
propor¢do de Tween 80 durante a producdo das membranas e também fazendo uso de um

reagente mais especifico para o cultivo celular.

Sakai e colaboradores (2001) testaram a adicdo destes mesmos surfatantes em meio de
cultivo celular livre de soro suplementado com 4cido fosfatidico (PA) para crescimento de células
CHO (Chinese Hamster Ovary). Os resultados mostram que o Tween 80 causou uma baixa
atividade promotora do crescimento quando usado acima da proporcao Tween 80:PA de 0,5:1,
enquanto que a adi¢do do Pluronic F68 manteve esta atividade elevada mesmo na proporg¢do 5:1

de Pluronic F6&:PA.

Membranas de propor¢do polimérica X:Q igual a 1:1 preparadas na presenca ou ndao do

surfatante Pluronic F68 apresentaram baixa toxicidade direta, com zonas de lise inferiores a 20%,
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N

limitando-se a regido abaixo das amostras. Estes resultados comprovam nio somente a ndao
citotoxicidade do biomaterial, mas também o baixo impacto na cultura da degradacdo do mesmo
quando imerso no meio, uma vez que estas membranas apresentaram elevados valores de perda

de massa em meio de cultivo celular (33 e 17% respectivamente).

Virios estudos comprovam a acio benéfica do Pluronic F68 em culturas celulares. Kerleta
et al. (2010), concluiram que além de ser um valioso complemento citoprotetor para meios de
cultura, este tensoativo ainda aumenta a viabilidade e proliferacdo celular ap6s procedimentos de
congelamento/descongelamento. Clincke et al. (2011) adicionaram Pluronic F68 em cultivos de
células CHO e comprovaram o estimulo do crescimento, o aumento da viabilidade e a redugao da

lise celular, além do aumento da produgdo de y-interferon.

A andlise dos resultados dos testes de citotoxicidade mostrou ainda que membranas com
maior proporcdo da goma xantana em sua formulacdo apresentaram maiores indices de
citotoxicidade, quando comparados as amostras com proporcdo polimérica equivalente.
Possivelmente os tensoativos estariam mais fortemente aderidos a estrutura das matrizes
poliméricas contendo mais xantana que quitosana, dificultando sua retirada nas sucessivas

lavagens.

Testes de proliferacdo das células 1.929 inoculadas sobre as membranas de propor¢ao
polimérica X:Q igual a 1:1 com e sem adi¢do de Pluronic F68 também foram realizados. As
células inoculadas sobre as amostras cresceram e se multiplicaram. Porém, os valores obtidos
para o grupo controle mostraram-se discretamente superiores aos resultados alcancados para
ambos os materiais testados. A comparagdo das taxas especificas de crescimento celular dos trés
grupos mostra que o comportamento das células cultivadas somente sobre as membranas
preparadas na presenc¢a de Pluronic F68 € estatisticamente diferente das do grupo controle em um
nivel de confianca de 95%. Enquanto as células cultivadas em placas de poliestireno
apresentaram uma taxa de crescimento especifico de 0,0487 + 0,002 h'l, as células cultivadas em
membranas preparadas na auséncia do surfatante alcancaram um valor de 0,0464 + 0,003 h™ ¢ as
culturas desenvolvidas nas amostras obtidas na presen¢a de Pluronic F68 chegaram a 0,0404 +
0,001 h™'. A recuperacdo de células a partir de dispositivos porosos nio é um procedimento

simples, assim, deve ser considerada a possibilidade de que a populacdo celular nas membranas
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pode ter sido subestimada em funcdo da dificuldade de coleta das células que se desenvolveram

no interior da estrutura da matriz.

Foram realizados testes suplementares utilizando o reagente MTT visando a quantificacdo
da atividade celular. No entanto, este agente indicador do metabolismo celular também nao é
facilmente extraido das membranas, levando a leituras espectrofotométricas incorretas. Uma
possivel alternativa para aumentar a eficiéncia de remocdo das células da membrana seria a
substituicdo da tripsina/EDTA pela tripLE™, um tipo de tripsina recombinante que pode
permanecer em contato com as células por um periodo de tempo maior sem comprometer sua
viabilidade. O uso de corantes fluorescentes como Hoescht que coram os ntcleos celulares
poderia ser uma alternativa vidvel para a quantificacio das células aderidas no biomaterial. Outra
opg¢do para a quantificacdo da concentracdo e da viabilidade celular seria a realizacdo de testes
indiretos. Uma vez que as CTMs produzem coldgeno durante o seu metabolismo, a quantificacdao
deste composto através do uso de colagenase poderia fornecer dados suficientes para a
determinacdo da atividade celular. Visto que ndo se dispunha dos reagentes citados ou das
técnicas mencionadas para realizar tais andlises, supds-se, somente com base nos indicios ja
discutidos, que as membranas preparadas na propor¢ao em massa de X:Q de 1:1 na presenca ou
auséncia de Pluronic F68 poderiam ser consideradas promissoras para as aplicacdes propostas,
dando-se entdo sequéncia ao estudo com a avaliagio do comportamento de células-tronco

mesenquimais sobre suas superficies.

As micrografias das membranas com as células inoculadas indicaram que as CTMs
aderiram satisfatoriamente em ambas as formula¢des de membranas. Observou-se a producao de
matriz extracelular, mas notou-se também a presenca de células arredondadas, com diametro
variando entre 10 e 15 pm. Este tipo de morfologia pode ser encarado como um indicativo de
uma possivel adesdo e posterior desadesdo, ou entdo de sofrimento celular, ou ainda de que o
tratamento realizado para a fixacdo celular possa ter alterado a forma das células aderidas no
material. Outra possivel explicacdo para a presenca destes tipos celulares seria a diferenciacao
condrogénica. Segundo Malafaya e colaboradores (2010), CTMs diferenciadas em condrdcitos
apresentam forma tipica arredondada, com tamanho varidvel entre 10 e 15 um e apresentam
como caracteristica importante a liberacdo de matriz extracelular. Ao meio de cultivo utilizado

neste ensaio ndo foi acrescentado qualquer tipo de indutor para este tipo de diferenciacdo, como
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TGF-B I e II ou insulina, porém, o soro fetal bovino, suplementado em 15% ao meio, pode conter
um alto nivel de TGF-B (Oida e Weiner, 2010), podendo, entdo, atuar como fornecedor deste
indutor de diferenciacdo. A realizacdo de testes mais especificos para a comprovacdo da
diferenciac@o celular se faz necessaria, como o uso do método real-time PCR, que quantifica o
colageno tipo II, molécula caracteristica produzida pelos condrécitos. Uma vez comprovada esta
diferenciac@o, novas perspectivas se abrem para a aplicacdo deste biomaterial, como o uso na

engenharia de tecido 6ssea e de cartilagem.

Scaffolds a base de quitosana aliados a compostos estimuladores de diferenciacdo
presentes no meio de cultura tém se mostrado adequados para a cultura de CTMs diferenciadas
em condrdcitos, servindo de apoio para a diferenciacdo condrogénica tanto in vitro quanto in vivo
(Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008). Yang (2011) sugere ainda que suportes celulares contendo
quitosana estimulam a producdo de matriz extracelular e concentram, por adsor¢do, fatores que

estimulam a diferenciacdo de CTMs.

Virios outros trabalhos descrevem o uso de matrizes a base de quitosana como suportes
de adesao, proliferacdo e diferenciacdo de CTMs e relatam a influéncia da estrutura dos scaffolds
na diferenciacdo condrogénica. Ragetly et al. (2010a) produziram matrizes fibrosas e esponjosas
a base de quitosana e constataram que CTMs, cultivadas com meio condrogénico contendo TGF-
B1, aderiram e se proliferaram em ambos os tipos, porém a condrogénese foi maior nas matrizes
fibrosas. Em outro estudo Ragetly e colaboradores (2010b) produziram scaffolds fibrosos de
quitosana revestidos ou ndo por coldgeno tipo II e testaram a adesdo e a diferenciacdo
condrogénica de CTMs murinas em meio condrogénico. Os autores concluiram que as células
aderiram e se diferenciaram em ambas as matrizes testadas, sendo mais satisfatorio o crescimento

nas matrizes revestidas com coldgeno.

Os resultados observados nos ensaios de adesdo e proliferacdo de CTMs para ambas as
formulacdes (1A e 1E) demonstraram que estas membranas sao adequadas para a aplicacdo na
engenharia de tecidos. Porém, a formulacdo 1A, devido a sua transparéncia antes e apds a
inoculagdo celular, a sua menor espessura e a adequada integridade superficial mostrou-se mais
apropriada para a aplicagdo como curativo dérmico bioativo, sendo esta membrana escolhida para

ser utilizada no ensaio piloto in vivo.
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Tal ensaio mostrou que o grupo tratado com as matrizes inoculadas com CTMs (GR03) de
ratos foi o que apresentou resultados mais satisfatérios quanto a cicatrizagao de feridas cirurgicas.
Quando a drea das feridas em pixels fornecida pelo programa Image J foi usada para o célculo da
porcentagem de cicatrizagdo, pdde-se verificar que o processo de reeptelizagao do grupo GRO3
foi significativamente maior que o do grupo tratado com membranas sem células aderidas

(GRO02) e o do grupo controle (GRO1) que ndo recebeu nenhum tratamento.

A membrana isolada, no entanto, ndo apresentou resultados satisfatérios de cicatrizacao,
uma vez que o grupo tratado com esta formulacdo ndo se diferenciou de maneira significativa do
grupo controle. E provdvel que, em um ambiente laboratorial, a fungdo de protecio exercida pelas
membranas nao seja fundamental, ja que se trata de um ambiente protegido e higienizado, menos
sujeito a contaminacdes. Outro ponto a ser levantado € que a utilizacdo da membrana para a
cobertura da lesdo implica na adicdo de uma barreira adicional a permeagdo de gases de e para a
ferida. Membranas de quitosana isolada e de quitosana complexada com alginato t€ém baixa
permeabilidade a oxigénio (Dallan, 2005; Rodrigues, 2008), o que pode ser também o caso das
membranas de quitosana e xantana testadas. A baixa disponibilidade de oxigénio combinada a
auséncia de células-tronco para propiciar a mais rdpida recuperacdo do tecido podem ter
contribuido para retardar a cicatrizagdo no caso da formulacdo testada. Além disso, supde-se que
o crescimento celular favoreca a degradacdo da membrana, facilitando a troca gasosa a medida

que o novo tecido é formado.

Diante do exposto, membranas preparadas na propor¢do polimérica X:Q igual a 1:1,
produzidas na auséncia de surfatantes e desaeradas a vicuo, mostram-se vidveis para a aplicacdao
na engenharia de tecidos, sendo indicadas para a utilizagdo como curativo dérmico bioativo
contendo CTMs. No entanto, novos ensaios in vivo, analisando-se tempos de tratamento mais
curtos e mais longos, além do uso de um maior nimero de animais e a aplicacao de células-
tronco mesenquimais diretamente na lesdo sem o uso de membranas, devem ser realizados para

que se comprove a eficicia deste biomaterial.

A formulacdo 1E, preparada na presencga do surfatante Pluronic F68, também se mostrou
vidvel para a aplicagdo na engenharia de tecidos, porém estudos in vitro e in vivo mais

aprofundados ainda deverdo ser realizados para que se possa especificar sua aplicacdo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos para as membranas de xantana e quitosana complexada indicam que a
procedéncia da xantana nao interferiu de maneira significativa nas propriedades dos materiais
obtidos. Membranas preparadas com goma xantana produzida em escala piloto com tecnologia
nacional, mostraram-se promissoras, com propriedades favordveis para a aplicacdo na engenharia

tecidual.

A propor¢do polimérica e a adi¢do ou ndo de tensoativos interferem na espessura, na
capacidade de absor¢ao de solu¢des aquosas, na estabilidade frente a exposicao a estas solugdes e
na citotoxicidade destes materiais. Membranas preparadas sem a adicdo de tensoativos diferiram
na espessura e na transparéncia, sendo obtidas amostras mais espessas € opacas quando ndao

realizada a desaeracgdo.

Membranas com maior propor¢do de xantana (X:Q igual a 1,5:0,5) ndo se mantém estdveis
frente a exposi¢des por longos periodos em meio de cultura para crescimento de células animais,
nao se recomendando, assim, o uso desta formulagdo como suporte para o crescimento celular

visando a aplicacdes na engenharia de tecidos.

A adicdo do tensoativo Pluronic F68 na formulagdo preparada na razao X:Q igual a 1:1
implicou na obtencdo de membranas espessas, com poros intercomunicantes € de tamanhos
adequados para a aplicacdo na engenharia tecidual, apresentando citotoxicidade in vitro
desprezivel, cardter ndo mutagénico e adequada estrutura para a adesdo e desenvolvimento de

CTMs.

Membranas com propor¢cdo polimérica X:Q igual a 1:1 preparadas sem adi¢do de
tensoativos e incluindo-se a etapa de desaeracdo a vicuo (formulacdo 1A) revelaram-se ideais
para a aplicacdo como curativos dérmicos bioativos, apresentando adequada espessura,
transparéncia e integridade superficial, elevada absor¢cdo de fluidos corpdreos e resisténcia a
tracdo, além de ndo se mostrarem citotoxicas ou mutagénicas e de permitirem a adesdo e
proliferacdao de CTMs. Tal formulacdo apresentou agdo aceleradora do processo de cicatrizagdao
de lesdes cutaneas ulceradas em ensaios realizados in vivo em ratos submetidos a lesdes

cirtrgicas.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade aos estudos nesta linha de atuagdo, recomenda-se:

. a realizagdo de testes de adesdo e diferenciagdo in vitro de CTMs nas membranas de

formulacdo 1A e 1E utilizando meios condrogénicos contendo TGF-f e insulina;

. a avaliagdo do comportamento in vivo das membranas preparadas na presenca de
Pluronic F68.
. a expansao da andlise in vivo do desempenho dos dispositivos desenvolvidos neste

trabalho, fazendo uso de maior nimero de animais, usando células indiferenciadas e
diferenciadas em condrocitos;

. a realizacao de testes clinicos em humanos.
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ANEXOS

ANEXO 1

oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unes - Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS que o Projeto "DESENVOLVIMENTO DE
MEMBRANAS DE XANTANA E QUITOSANA VISANDO O USO
COMO SUPORTE PARA A ADESAO FE PROLIFERACAO DFE
FIBROBLASTOS E CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS’, Registro
n® 011/2010, sob responsabilidade do(a) Pesquisador(a) MARCIA
ZILIOLI BELLINI, conforme registrado, atende 3 legislagdo vigente, no
que tange o respeito aos principios éticos na experimentacao animal.

CERTIFICAMOS, ainda, que o referido projeto sera
desenvolvido no periodo de 01/01/2011 a 30/06/2012 , sendo que os
relatdrios Parcial e Final deverdo ser entregues em setembro/2011 e em

junho/2012, respectivamente.

Assis, 17 de dezembro de 2010.

{
Dré, Telma Gongalves Carneiro Spera de Andrade
Presidente da CEUA

Av. Dom Antdnio, 2100 - ASSIS/SP - CEP. 19806-900 - Fone: (18) 3302-5740 — 3302-5811
http/iwww.assis.unesp.br — e-mail:
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ANEXOS

ANEXO II

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

— Comissao de Etica em Experimentagdo Animal —

INFORMACAO

Informamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimenta¢do n° 158/2010, sobre o projeto intitulado “Comparagdo
entre os potenciais terapéuticos das células-tronco mesenquimais
alogénicas e xenogénicas na regeneragdo de ilceras ocasionadas por
queimaduras graves em ratos — Desenvolvimento de substituto de pele”,
sob a responsabilidade do Professor Doutor Jilio César Voltarelli foi

aprovado em reunido de 22 de novembro de 2010.

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo
Animal sugerem a utilizagdo de Morfina para um efeito mais prolongado,

bem como, hidrata¢do intensiva.

Ribeirdo Preto, 22 de novembro de 2010.

Prof. Dr. Mdarcio Dantas
Presidente da Comissao de Etica em
Experimentagcdo Animal :

(-‘)

152



ANEXOS

ANEXO III

Figura AIIl.1 - Micrografias eletronicas de varredura da membrana de proporcdo X:Q de
1:1 (formulacdo 1A) apds 7 dias de inoculacdo de CTMs de camundongo: aumento de 100x

(a); aumento de 500x (b); aumento de 1000x (c, d, €); aumento de 2000x (f).
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Figura AIIL2 - Micrografias eletronicas de varredura da membrana de propor¢do X:Q de
1:1 (formulagdo 1A) apds 7 dias de inoculacio de CTMs de rato: aumento de 100x (a);
aumento de 500x (b, e, d); aumento de 1000x (e, f).
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Figura AIIL3 - Micrografias eletronicas de varredura da membrana de proporcdo X:Q de
1:1 + Pluronic F68 (formulacdo 1E) apés 7 dias de inoculagdo de CTMs de camundongo:

aumento de 100x (a); aumento de 200x (b); aumento de 500x (c,d,e); aumento de 1000x (f).
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Figura AIllL4 - Micrografias eletronicas de varredura da membrana de proporcdo X:Q de
1:1 + Pluronic F68 (formulacdo 1E) ap6s 7 dias de inoculagdo de CTMs de rato: aumento

de 200x (a); aumento de 500x (b, ¢); aumento de 1000x (e); aumento de 2000x (e, f).
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ANEXO IV

!
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Figura AIV.1 — Aspecto das lesdes do grupo GRO1 (controle) ap6s 20dias.

Figura AIV.2 — Aspecto das lesdes do grupo GRO2 apds 20 dias de tratamento com

membrana de formulagdo 1A sem células.
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Figura AIV.3 — Aspecto das lesdes do grupo GRO3 apds 20 dias de tratamento com

membrana de formulagdo 1A com CTMs de rato.
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