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RESUMO

Lesdes na pele podem atingir diferentes intensidades do tecido, sendo as mais profundas
aguelas que atingem todas as camadas da pele (epiderme, derme e hipoderme), prejudicando
0 processo de autocura do tecido. Para essas, torna-se imprescindivel o uso de curativos que
auxiliam a cicatrizacdo da regido. A necessidade de curativos que simulem o ambiente tecidual
da pele tem impulsionado estudos, sendo uma das principais areas associadas a engenharia
de tecidos, com o desenvolvimento crescente do uso de biomateriais para confeccdo de
estruturas conhecidas como scaffolds. O coldgeno tipo |, em razdo das excelentes
propriedades biologicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e afinidade celular, tem
sido amplamente empregado no processamento de scaffolds para diversas aplicacdes, e
principalmente para a regeneragdo da pele. No presente trabalho, os scaffolds foram
confeccionados em parceria com a empresa Jhaady Industria e Comércio (Sao Carlos, SP)
empregando colageno tipo | extraido de serosa suina, por quatro tempos de extragao (24, 48,
72 e 96 horas) pelo método de hidrolise seletiva, e utilizando trés meios de solubilizagao
(tampdo fosfato-salino 10 vezes concentrado, solucdo fosfato 1 vez concentrado e &cido
aceético), seguido por liofilizagdo, originando oito diferentes tipos de scaffolds nomeados como
S24hPB, S24hPBf, S48hPB, S48hPBf, S72hf, S72hAc, S96hf e S96hAc, assinalados de acordo
com o tempo de extracdo e solucdo de solubilizacdo utilizada. As avaliagBes fisico-quimicas
dos scaffolds e de amostras de produto comercial Chondro-Gide (Geistlich Pharma, Suica),
forneceram dados de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) possibilitando investigar a
estrutura com respeito a presenca, distribuicdo e tamanho dos poros, bem como a porosidade,
além da temperatura necessaria para desnaturagdo (Td) do colageno por meio de calorimetria
exploratdria diferencial (DSC), de andlises de capacidade de hidratacdo e hidrofilicidade pela
medida de angulos de contato. A parte bioldgica, referente aos estudos de cultivos in vitro,
consistiu primeiramente em analisar os oito scaffolds produzidos para este trabalho, através da
inoculagéo de 1x10° células estromais mesenquimais TERT (hCEMs-TERT) e cultivos durante
8, 12, 72, 168 e 336 horas, seguidos de andlises de contagem de células por hemocitémetro,
de nutrientes (glicose e lactato) e da estimativa de crescimento nos scaffolds por quantificagcao
de nutrientes, que em conjunto permitiram indicar quatro scaffolds (S48hPB, S48hPBf, S72hf e
S96hf) como os mais eficientes no cultivo celular realizado. Em seguida, essas amostras e a
comercial (Chondro-Gide) foram testadas com queratinécitos e fibroblastos, permitindo
observar a adeséo e crescimento celular na superficie por analise em MEV, e a distribuicdo das
células ao longo das matrizes de cada amostra por microscopia de fluorescéncia confocal.
Além disso, os dados quantitativos de crescimento celular demonstraram que todas as
amostras apresentam eficiéncia semelhante ou superiores, como S48hPB, S48hPBf, S72hf e
S96hf, na adesdo e crescimento celular do que a Chondro-Gide. Dessa forma, nosso estudo
apresenta materiais com caracteristicas fisico-quimicas e bioldégicas adequadas para o
crescimento celular e indicados para a utilizagcdo em engenharia de tecidos, em particular no
tratamento de lesBes de pele.

Palavras-chave: Queratindcitos, fibroblastos, células estromais mesenquimais, engenharia de
tecidos, estrutura tridimensional.
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ABSTRACT

Skin lesions can reach different intensities along the tissue, being the deepest those that affect
all layers of the skin (epidermis, dermis and hypodermis), hampering the self-healing natural
process. These make it essential use dressings to help the healing of the region. The need for
dressings that simulate the tissue environment of the skin has driven studies in the field, being
one of the main areas associated with tissue engineering, with a growing development in the
use of biomaterials for making compatible structures such as the scaffolds. Type | collagen, due
to its excellent biological properties such as biocompatibility, biodegradability and cell affinity,
has been widely used in the processing of scaffolds for various applications, and mainly for skin
regeneration. In the present work, the scaffolds were prepared in partnership with the company
Jhaady Industria e Comércio (Sédo Carlos, SP) using type | collagen extracted from serous
swine, in four extraction times (24, 48, 72 and 96 hours) by the method of selective hydrolysis,
and using the casting technique in three different suspension medium (phosphate buffered
saline 10 times concentrated, phosphate solution once concentrated and acetic acid), followed
by lyophilization, giving rise to eight different types of scaffolds named S24hPB, S24hPBf,
S48hPB, S48hPBf, S72hf, S72hAc, S96hf and S96hAc, according to the extraction time and
suspension solution used. The physical-chemical evaluations of the scaffolds and samples of a
commercial product Chondro-gide (Geistlich Pharma, Switzerland), provided data from scanning
electron microscopy (SEM) making it possible to investigate the structure regarding the
presence, distribution and size of pores, as well as porosity, in addition to the temperature
required for denaturation (Td) of collagen by means of differential scanning calorimetry (DSC),
in addition to analyzes of hydration capacity and hydrophilicity by contact angles
measurements. The biological part, related to in vitro growing studies consisted in the
inoculation of 1x10° mesenchymal stromal cells (MSCs) and cultures for 8, 12, 72 and 168
hours, associated with methods of analysis of cell counting by hemocytometer, analysis of
nutrients (glucose and lactate) and scaffolds growth estimation by nutrient quantification, which
together allowed us to selected four scaffolds (S48hPB, S48hPBf, S72hf and S96hf), as the
most efficient in the cell culture growth. These scaffolds and the commercial sample (Chondro-
Gide) were also tested with keratinocytes and fibroblasts, allowing observing cell adhesion and
growth on the surface through SEM analysis, and the distribution of cells along the matrices of
each sample by confocal fluorescence microscopy. In addition, quantitative cell growth data
demonstrated that all samples show similar or higher efficiencies in cell adhesion and growth
than Chondro-Gide, as samples S48hPB, S48hPBf, S72hf and S96hf. Thus, our study presents
materials with physicochemical and biological characteristics suitable for cell growth and
indicated for use in tissue engineering, in particular in the treatment of skin lesions.

Keywords: Keratinocytes, fibroblasts, mesenchymal stromal cells, tissue engineering, three-
dimensional structure.
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Capitulo 1 - Introducao

As lesbes de pele ocorrem geralmente nas camadas mais superficiais do
tecido, levando ao processo comum de cicatrizagdo. Entretanto, quando as lesdes
acometem camadas mais profundas, o processo de cicatrizacdo espontanea é
comprometido, sendo também prejudicado por demais comorbidades presentes no
paciente, como diabetes mellitus, obesidade, idade avancada, desnutricdo, dentre
outros, levando a formacao de feridas cronicas (ENOCH; LEAPER, 2008). A medida
gue a sociedade global estd envelhecendo e a incidéncia das doencgas cronicas
crescendo, € provavel que a ocorréncia dessas lesdes cronicas se intensifique (NIU
et al., 2018).

Estudos apontam que nos EUA cerca de 7 milhdes de pacientes com lesdes
cutaneas cronicas e mais de 2 milhdes com feridas por queimaduras apresentam um
processo de cicatrizacdo anormal, sendo necessarios cuidados especiais constantes
e por longos periodos (PARANI et al., 2016; SINNO; PRAKASH, 2013). Na Europa,
0S gastos com o tratamento de lesdes consomem em torno de 2 a 4% do orgamento
destinado a saude (FAROKHI et al., 2018). Diante disso, o elevado custo financeiro
somado ao dano a saude da populacdo tém estimulado estudos em busca por
solucionar os problemas para esse tipo de lesdo, levando ao desenvolvimento de
curativos que sejam eficientes em reduzir e auxiliar o processo de cicatrizagcéo
(MOSTAFALU, 2018).

Estudos tém demonstrado que curativos ideais a cicatrizacdo da pele devem
apresentar essencialmente biocompatibilidade ao tecido, boa porosidade e
degradabilidade, além de fornecer um ambiente Umido na interface da ferida,
remover exsudatos adicionais, permitir a troca de gases, dentre outros requisitos
(KESSLER, GRANDE, 2008; HUTMACHER, WOODFIELD, LEWIS, 2008; WITZLER
et al.,, 2019). No entanto, os curativos tradicionais disponiveis comercialmente néo
apresentam esse conjunto de propriedades mencionado, e aqueles que apresentam
sdo de alto custo, dificultando seu uso pela populagdo, principalmente através dos
orgaos de saude publica.

Neste contexto, a biotecnologia tem atuado de forma essencial através da
Engenharia de Tecidos, baseada em conhecimentos nas areas de engenharia de
materiais, ciéncias bioldgicas e médicas, dentre outras, buscando por associar a

confeccao de estruturas tridimensionais semelhantes a matriz extracelular do tecido
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e o crescimento in vitro de células (BELLINI, 2012; SILVA, 2008). Dessa forma, as
matrizes tridimensionais, mais conhecidas por scaffolds, tém sido preferencialmente
produzidas por polimeros naturais devido as suas propriedades fisico-quimicas,
sendo o colageno a proteina de maior interesse em razéo de ser a principal proteina
presente na pele e ao baixo custo de producdo (PONTEL; BOABAID, 2019).

Neste cenario, este trabalho foi dedicado a avaliar scaffolds de colageno tipo |
anibnico e compara-los a uma amostra comercial (Chondro-Gide) quanto as suas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, com o objetivo de identificar os materiais
com melhores porosidades, capacidades de hidratacdo, estabilidade térmica e
estrutural diante a acdo da colagenase, aléem de suas eficiéncias na promocao da
adesdo e proliferacdo de células estromais mesenquimais, queratindcitos e

fibroblastos, tendo em vista a possibilidade do emprego clinico-regenerativo.
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Capitulo 2 - Revisao da Literatura

2.1 Pele

A pele consiste no maior 6rgdo do corpo humano, representando
aproximadamente 16% da massa corporal. Revestindo toda a superficie do corpo,
esse Orgdo age como uma barreira de protecdo contra impactos mecanicos,
desidratacdo, entrada de toxinas e microrganismos. A pele € formada por trés
camadas, epiderme, derme e hipoderme, que sao detalhadas na Figura 2.1
(KORRAPATI et al., 2016; PEREIRA et al., 2013; RAHMATI et al., 2020).

Células de
Langerhans

Melanocitos

Células
inflamatdrias

Epiderme —|

Células de
Merkel

Neurénio
sensorial

Figura 2.1 Estrutura das camadas da pele humana (fonte: adaptado de RAHMATI et al., 2020).

A epiderme é a camada mais externa da pele, sendo composta
principalmente por queratindcitos, que apresentam forma cuboide e possuem um
citoesqueleto repleto e disperso de filamentos de queratina (FUCHS, 1990). Além
dessas, outras células estdo presentes, como 0s melandcitos, que sao células com
producdo de melanina; as células de Langerhans, com funcdo imunoldgica; células
de Merkel, com acdo na percepc¢ao sensorial; dentre outras. A epiderme atua como
uma barreira contra microrganismos e impactos externos, além de promover uma
manutencgao da hidratagdo (METCALFE; FERGUSON, 2007; PEREIRA et al., 2013).
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Abaixo da epiderme estd situada a derme, camada que contém matriz
extracelular (MEC) vascularizada rica em colageno, elastina e glicosaminoglicanos
(GAGs). Os fibroblastos sdo os principais tipos celulares presentes, capazes de
sintetizar componentes da MEC (Matriz Extracelular) importantes no processo de
cicatrizacao de lesbes (METCALFE, FERGUSON, 2007).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele, composta basicamente por
tecido adiposo vascularizado, e fornece funcBes de protecdo mecéanica e de
termorregulagéo do corpo (METCALFE, FERGUSON, 2007; PEREIRA et al., 2013;
RAHMATI et al., 2020).

2.2 LesOes de pele e o processo de cicatrizacao

Diversas razbes podem ser a causa de lesbes na pele, como queimaduras,
traumas fisicos ou quimicos, infeccbes, doencas cronicas (Ulceras diabéticas ou de
pressdo e estase venosa), dentre outras. Basicamente, as lesdes cutaneas podem
ser definidas como rupturas na estrutura dérmica (YILDIRIMER, THANH,
SEIFALIAN, 2012), podendo ser classificadas como agudas ou cronicas,
dependendo do tempo necessario para a sua completa cicatrizacdo. Também
podem ser categorizadas conforme a profundidade, sendo que lesdes superficiais ou
de primeiro grau atingem somente a epiderme, enquanto as lesdes de espessura
parcial ou de segundo grau agridem as camadas da epiderme e derme. Lesdes
consideradas de espessura total ou de terceiro grau sdo aquelas que atingem as
trés camadas (epiderme, derme e hipoderme) (PAUL, SHARMA, 2004; RAHMATI et
al., 2020).

As les@es classificadas como superficiais sdo comumente restauradas através
do processo de autocura do tecido, ocorrendo a reepitalizacdo em torno de 7 a 10
dias. Todavia, algumas condi¢cdes patolégicas como diabetes, obesidade e outras
doencas podem prejudicar o processo de cicatrizacdo. Além disso, a degradacao de
camadas mais profundas da pele, em lesdes de espessuras parcial e/ou total,
provoca a auséncia ou baixa presenca de componentes epiteliais regenerativos,
prejudicando o processo de autocura, o que torna a cicatrizacdo dessas lesées um
processo complexo (PAUL, SHARMA, 2004; RAHMATI et al., 2020), o qual utiliza
varias vias celulares e moleculares para a reparacédo das camadas danificadas, com

interacbes entre células, componentes da matriz extracelular (MEC), citocinas e
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fatores de crescimento. Em geral, este processo de cicatrizagdo ocorre em quatro
fases: hemostasia, inflamatéria, proliferativa e remodelacdo, representadas na
Figura 2.2 (ENOCH, LEAPER, 2008; JANIS, HARRISON, 2014; BROUGHTON,
JANIS, ATTINGER, 2006).

e
Seik

i IFERATIVA 7T

4 HEMOSTAS'A E Mrofibroblasto REMODELAGAQO
INFLAMATORIA ¢, T
Macrafago ;_r?. isloz'r‘,,._- “h.f% %
i - ,F ‘.Q-'/ Endotelidcito bopn

o L

Meutrofilo

¥ . = Fibrocito
O . - = = ~
bt --.‘--____

Namero celwlar ralativo

B T
3 Tempo (dias) o0 100

Figura 2.2 Representacdo do processo de cicatrizacdo de lesGes na pele, mostrando as células
envolvidas em cada fase do processo (fonte: adaptado de Gray et al., 2010)

Logo apéds ocorrer a lesdo, o processo de cicatrizagdo inicia pela formacédo de
um coagulo de fibrina e de uma matriz proviséria no local da lesdo. Tal mecanismo é
importante para controlar o sangramento da regido. Essa fase é denominada de
hemostasia e se completa ap6s algumas horas. Nessa etapa, diferentes cascatas de
coagulacdo séo iniciadas, e a formagdo do coagulo € desencadeada pelo acumulo
de plaguetas na regidao. As plaquetas liberam fatores de crescimento que promovem
a migracdo celular, liberando citocinas e fatores de crescimento que ativam o
processo inflamatoério (REINKE, SORG, 2012).
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Na fase de inflamacgé&o, as células do sistema imune séo ativadas levando a
infiltracdo de neutréfilos e macréfagos na lesdo, que atuam no combate de
substancias estranhas presentes no local (MOHANDAS et al.,, 2018; REINKE,
SORG, 2012). A presenca de neutréfilos é essencial no inicio da cicatrizagdo devido
ao seu papel de fagocitar e secretar proteases que combatem microrganismos e
auxiliam na degradacdo do tecido necrosado. Os macréfagos também sao
importantes para o processo de “limpeza”, realizando a fagocitose de patégenos e
detritos celulares, bem como na secrec¢ao de fatores de crescimento e citocinas, que
promovem a migracao celular e sintese de MEC (matriz extracelular) por células da
pele (REINKE, SORG, 2012).

Basicamente, a fase de proliferacdo pode ser definida pela fibroplasia,
angiogénese e reepitalizacdo (ISAAC et al., 2010), e tem como finalidade o
recobrimento da superficie da lesdo, que ocorre através da restauracdo da rede
vascular e formacdo do tecido de granulacdo (ENOCH, LEAPER, 2008;
MOHANDAS et al., 2018). Na fibroplasia, os fibroblastos migram até a regido da
lesdo, onde ocorre rapida proliferagdo celular e sintese de colageno e outros
componentes da matriz. Os fibroblastos também se diferenciam em mioblastos, que
se ligam as fibras de colageno e realizam a contracéo da ferida (ENOCH, LEAPER,
2008; ISAAC et al., 2010; REINKE, SORG, 2012). Na angiogénese ha a formacao
de novos vasos sanguineos, que sao essenciais para nutrir e oxigenar os tecidos em
crescimento. O processo de reepitalizacdo € caracterizado pela migracdo e
proliferacdo de células epiteliais sobre o tecido de granulacdo, que buscam
regenerar a estrutura da pele e suas fun¢des. Esse processo requer uma superficie
Uumida e vascularizada, ocorrendo rapidamente em lesdes superficiais; entretanto,
em feridas mais profundas, a reepitalizacdo é mais lenta devido a necessidade da
leséo ser preenchida pelo tecido de granulacdo (ENOCH, LEAPER, 2008; ISAAC et
al., 2010).

A remodelacdo € a Uultima fase do processo de cicatrizagdo, sendo
responsavel pelo aumento gradual da resisténcia do tecido a medida que a fase
progride, com inicio do processo em aproximadamente 21 dias apos a lesdo e
duracdo em até 1 ou 2 anos. Nessa fase, ocorre a substituicdo do colageno tipo Il
recém-produzido pelo colageno tipo |, onde as fibrilas que eram desorganizadas se
tornam alinhadas em uma orientacdo especifica, promovendo maior resisténcia

mecanica ao tecido. Ao final do processo, as fibras de colageno amadurecem e a
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leséo cicatriza com formagéo de uma cicatriz (BROUGHTON, JANIS, ATTINGER,
2006; ISAAC et al., 2010; JANIS, HARRISON, 2014).

Em geral, o processo de cicatrizacdo da maioria das lesBes ocorre
normalmente. No entanto, em feridas mais profundas, que atingem as camadas da
derme e hipoderme, o processo de cicatrizacdo espontanea € gravemente
comprometido. Em outros casos, a cicatrizacdo pode sofrer interferéncias devido a
alguns fatores, como diabetes mellitus, obesidade, idade avancada, desnutricdo,
dentre outros, levando a formacgédo de feridas cronicas (ENOCH; LEAPER, 2008).
Essas lesGes sdo mais propensas a infeccdes secundarias e podem levar a necrose
do tecido. Por isso, a aplicacéo de curativos é importante para auxiliar e/ou estimular
0 processo de cicatrizacdo e protecao da lesdo (ISAAC et al., 2010; MOHANDAS et

al., 2018).

2.3 Curativos para lesdes de pele

Os curativos mais tradicionais empregados no tratamento de lesbes de pele
superficiais normalmente utilizam gazes ou algoddo, pomadas e ataduras. Eles
atuam como uma barreira de protecdo a lesdo contra a entrada de microrganismos.
Entretanto, esses materiais apresentam grande absorcdo de exsudados, gerando
um ambiente com pouca umidade, o que interfere no processo de cicatrizagdo. Além
disso, com o ambiente mais seco, o curativo pode aderir a ferida, dificultando sua
remocao e gerando incbmodo ao paciente, ou até mesmo causar danos ao tecido
renovado (PEREIRA et al., 2013). Um curativo eficaz, além de proteger a lesao,
deve promover um ambiente ideal para o processo de cura do tecido, sendo
biocompativel e de facil manipulacdo, assim como deve absorver exsudados sem
desidratar a lesdo, permitir a troca de gases e fluidos, apresentar propriedades
mecanicas adequadas e proteger a ferida contra infeccdes secundarias.

Em lesbes mais complexas, que danificam as camadas da derme e/ou
hipoderme, o processo de cicatrizacdo € prejudicado, sendo necessario um
tratamento mais complexo. Atualmente, o procedimento € baseado no uso de
enxertos de pele humana, podendo ser autdlogos ou ndo. Esses enxertos possuem
tecido conjuntivo e promovem desenvolvimento de vasos sanguineos. No entanto,
esses tratamentos apresentam algumas falhas. Em enxertos aut6logos, a disposicdo

do tecido doador pode ser limitada, além de haver dependéncia da condicéo clinica
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dos pacientes e da disponibilidade de doadores. No caso de aloenxertos, derivados
de cadaveres, estes podem apresentar problemas de seguranca relacionados a
transmissao de doencas e a rejeicdo imunolégica (HUANG, FU, 2010; METCALFE,
FERGUSON, 2007). Além disso, ha necessidade do uso continuo de agentes
imunossupressores para prevenir a rejeicdo do tecido transplantado, podendo gerar
efeitos colaterais como infec¢cdes viral e bacteriana e carcinogénese (TABATA,
2009).

Segundo especialistas, a busca por curativos mais eficientes para a
cicatrizagéo de lesdes profundas tem refletido no mercado mundial de tratamento de
feridas de pele, com estimativa de valores da ordem de 15 a 22 bilhdes de dolares
até 2024 (SEN, 2019). Neste contexto, o desenvolvimento de curativos
confeccionados estrategicamente com biomateriais, visando auxiliar a cicatrizacao e
promover a regeneracdo do tecido lesionado, tem sido um campo de pesquisa

atrativo da medicina regenerativa, conhecido como engenharia de tecidos.

2.4 Engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos é uma area de pesquisa que tem por objetivo o
desenvolvimento de materiais funcionais que atuem na cicatrizacdo e reformulacéo
de tecidos diversos. Os mais efetivos sdo aqueles materiais que possibilitam o
desenvolvimento in vitro de estruturas “substitutas” que permitem sua posterior
implantac&o in vivo, com o proposito de reparar e recuperar a funcionalidade dos
tecidos e orgaos danificados (ZHANG, HU, ATHANASIOU, 2009; NEREM et al.,
2006).

Os estudos basicos em engenharia de tecidos envolvem o uso de forma
isolada ou da combinacdo de ceélulas, fatores estimuladores e materiais
biocompativeis (MARLOVITS et al., 2006). O uso de células humanas em aplicacdes
clinicas teve inicio por volta de 1980, utilizando fibroblastos e queratinécitos para a
cicatrizagdo da pele. Desde entdo, diversos estudos tém sido desenvolvidos,
principalmente na area de dermatologia (IKADA, 2006).

As estratégias mais recentes envolvem o cultivo de células em estruturas
tridimensionais, como fibroblastos, queratinécitos ou células estromais
mesenquimais (CEMs) (MARLOVITS et al., 2006). Os materiais para estes fins sao

designados como scaffolds, suportes ou membranas.
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2.4.1 Scaffolds

Scaffold €, contudo, a designacdo genérica em inglés utilizada para definir um
suporte poroso capaz de fornecer um ambiente adequado ao cultivo e crescimento
de células (O'BRIEN, 2011), e foi adotada como termo corrente neste trabalho.

E desejavel que um scaffold seja capaz de reproduzir caracteristicas da MEC
(Matriz Extracelular) em termos de estrutura, composi¢cdo quimica e propriedades
mecanicas que favorecam as atividades biolégicas como adeséo, proliferacao,
diferenciacéo e interacdo célula-célula (STOOP, 2008). Assim, o material utilizado
em sua confeccdo deve atender a varios critérios, como propriedades mecanicas
adequadas, capacidade de degradacdo, biocompatibilidade, ser atoxico, ter
superficie quimicamente adequada para proliferacdo celular, boa capacidade de
absorcdo e porosidade apropriada (KESSLER, GRANDE, 2008; HUTMACHER,
WOODFIELD, LEWIS, 2008; WITZLER et al., 2019).

O scaffold deve apresentar propriedades mecanicas equivalentes ao tecido
nativo, fornecendo um suporte com caracteristicas superficiais e resisténcia
apropriada ao processo de cicatrizagdo (HADISI, NOURMOHAMMADI,
MOHAMMADI, 2015). Além disso, a degradacdo deve ocorrer a medida que as
células se multipliquem e produzam MEC até que substitua o material do scaffold
(GROVER, CAMERON, BEST, 2012). A biocompatibilidade do material também é
uma propriedade importante para que ndo ocorra resposta inflamatoria ou toxica
guando implantado (FREYMAN, YANNAS, GIBSON, 2001).

Além disso, é fundamental que os produtos de degradacao do scaffold sejam
atoxicos, ndo causando efeitos sistémicos ou adversos ao organismo (DASKALOVA
et al., 2014). A superficie do scaffold deve ser quimicamente adequada a adesao,
proliferacdo e diferenciacdo celular, podendo ocorrer através da presenca de
moléculas ou regifes especificas que facilitem ou melhorem a bioatividade
(WITZLER et al., 2019).

A importancia de uma estrutura porosa e interconectada da matriz esta
relacionada com elevada capacidade de intumescimento, melhor fornecimento no
transporte de nutrientes e gases para as células, assim como favorecimento da
migracao celular e proliferagdo interna (HOLLISTER, 2005). Estudos descrevem

porosidades adequadas em torno de 90%, com tamanhos de poros entre 20 e 200
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pm (CHAN et al.,, 2016; CHANDIKA et al.,, 2015; FREYMAN, YANNAS, GIBSON,
2001; GROVER, CAMERON, BEST, 2012; XINGANG et al., 2013).

A estrutura porosa, além disso, € importante para que os produtos de
degradacdo sejam atoxicos, ndo causando efeitos sistémicos ou adversos ao
organismo (DASKALOVA et al, 2014). A superficie do scaffold deve ser
guimicamente adequada a adesao, proliferacdo e diferenciacdo celular, podendo
ocorrer através da presenca de moléculas ou regides especificas que facilitem ou
melhorem a bioatividade (WITZLER et al., 2019).

A capacidade de intumescimento de um scaffold € decisiva para seu
desempenho na manutencdo da umidade da regido da ferida, evitando a
desidratacdo e morte celular, além de contribuir para desbridamento autolitico,
processo que promove a degradacdo do tecido necrético. A umidade local é
importante para manter as ceélulas viaveis, que liberam fatores de crescimento,
produzem MEC e estimulam a proliferacéo celular (GENEVRO, 2017).

A importancia de uma estrutura porosa e interconectada da matriz esta
relacionada com elevada capacidade de absorcdo e pode ser obtida através de
diversas técnicas, sendo a mais comum a liofilizacdo (POWELL, BOYCE, 2006;
FREYMAN, YANNAS, GIBSON, 2001; GARCIA, MARTINS, PLEPIS, 2019).

2.4.2 Biomateriais

Biomateriais podem ser definidos como uma substancia, ou um conjunto
destas, de origem sintética ou natural, a ser usado como um tratamento,
prolongamento ou substituicio de um tecido ou 6rgdo do corpo (HELMUS;
TWEDEN, 1995) e diversos tipos podem ser utilizados na formulagéo dos scaffolds,
sendo comumente mais empregados 0s polimeros naturais ou sintéticos
biodegradaveis ou bioabsorviveis (GRIFFITH, 2000). A escolha do material a ser
utilizado dependera do destino da aplicacdo e das similaridades fisico-quimicas e
biol6gicas do material com o tecido a ser substituido (OGAWA, 2002).

A principal vantagem em utilizar polimeros sintéticos é a facilidade em
produzir materiais com as propriedades bem definidas, como taxa de degradacao,
microestrutura e propriedades mecanicas. No entanto, quando degradados, eles
podem liberar substancias téxicas as células, além de ser ausente de grupos
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funcionais, o que diminui a atividade celular e podem promover respostas
imunologicas (STOPPEL et al., 2015).

Dentre os polimeros naturais (polissacarideos, proteinas e seus derivados), o
colageno tem sido o mais estudado em razdo de suas excelentes propriedades
como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa resposta imunoldgica, baixa
toxicidade e alta afinidade celular. Segundo Pontel e Boabaid (2019), o colageno é o
biomaterial ideal para a engenharia de tecidos, considerando a sua capacidade de
biodegradabilidade, que exclui a necessidade de uma segunda cirurgia para coleta e
remocao do enxerto. Outro fator importante é sua caracteristica hemostatica natural,
gue promove a agregacao plaquetaria, facilitando a cicatrizacdo da lesdo, além de
apresentar baixa imunogenicidade, simples manipulacédo e auséncia na formacao de
gueloides na cicatriz (ZAHEDI, BOZON, BRUNEL, 1998; GROSSI, 2004).

O colageno ¢é a principal proteina da MEC e a mais abundante nos mamiferos
(corresponde a 25% do total das proteinas). Além de conferir a fungcéo de resisténcia
estrutural ao tecido, o colageno auxilia na adesédo, diferenciacdo, migracdo e
proliferagcéao celular (VELOSA, TEODORO, YOSHINARI, 2003).

Atualmente, sdo conhecidos 28 tipos de colageno, sendo os mais estudados
os tipos I, 1l e lll, conhecidos como colagenos formadores de fibrilas (CAMARERO-
ESPINOSA et al., 2016; LI et al., 2019). No presente trabalho, o colageno tipo | foi
escolhido como material basico na confeccao dos scaffolds.

O colageno tipo | € o mais abundante no corpo humano, compondo pele,
0Sso0s, dentina, cérnea, vasos sanguineos, fibrocartilagem e tenddes. Sua estrutura
€ caracterizada pela presenca de duas fitas de cadeias polipeptidicas idénticas
(cadeias a:) e uma cadeia a., enroladas entre si, formando uma tripla hélice (Figura
2.3). As cadeias da tripla hélice sao estabilizadas através de ligacdes de hidrogénio,
interacOes hidrofébicas e eletrostaticas (LODISH et al., 2000). Sua estrutura primaria
€ caracterizada pela repeticdo de trés aminoacidos, glicina-X-Y (Gly-X-Y), onde X e
Y normalmente s&o prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hyp).

Por ser versatil, o colageno possibilita a elaboracéo de scaffolds em diversos
tamanhos, espessuras, formas e porosidades, permitindo a aplicacdo em diferentes
orgaos, como pele, cartilagem, 0ssos, entre outros (GEORGE, ONODERA, MIYATA,
2008).
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Figura 2.3. Representacdo esquematica da formacéo da fibra de coldgeno e aminoacidos da cadeia
alfa, glicina (GLY), prolina (PRO) e hidroxiprolina (HYP) (Adaptado de NIJHUIS et al., 2019).

No corpo, a formacdo das fibras do colageno ocorre em pH préximo a 7,0,
condicdo que promove a maxima interagdo eletrostatica entre as moléculas de
colageno, formando uma estrutura com uma resultante de carga em zero, conhecida
por colageno nativo. Colagenos modificados estruturalmente, com moléculas
carregadas positiva e negativamente, podem ser obtidos por meio de modificagbes
da resultante de cargas, ou seja, alterando o equilibrio eletrostatico. Essas
modificacdes estruturais podem alterar as propriedades fisico-quimicas das fibras,
refletindo em suas caracteristicas de biocompatibilidade, estabilidade térmica e
biodegradabilidade, além da possibilidade de promover uma estrutura com
tamanhos de poros variados, devido a repulsdo eletrostatica causada entre as
moléculas carregadas negativamente (BET, GOISSIS, LACERDA, 2001).

Uma das modificagBes que o coldgeno pode sofrer € a hidrolise seletiva dos
grupos carboxiamidas dos residuos de aminoacidos asparagina (Asn) e glutamina
(GIn) (Figura 2.4), obtendo um colageno com cargas negativas em pH 7.4,
conhecido como colageno anibnico. Essas modificagbes promovem maior
biocompatibilidade, diminuindo quase que totalmente a resposta inflamatéria do

tecido, como demonstrado por Goissis et al. (2000).
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Figura 2.4. Esquematizacéo da hidrdlise seletiva dos grupos carboxiamidas dos residuos Asn e Gin
do colageno.

2.4.3 Células na engenharia de tecidos de pele

ApoOs a elaboragédo do scaffold com o biomaterial desejado, a etapa seguinte €
identificar uma fonte celular ideal, que deve ser facilmente isolada, com capacidade
de expanséo e capaz de sintetizar MEC especifica da pele.

A pele humana é composta por diversos tipos celulares dispostos nas trés
camadas. Na epiderme, os queratindcitos estdo presentes em grande maioria, mas
essa camada também apresenta melandcitos, células de Langerhan e células de
Merkel. A derme é constituida especialmente por fibroblastos e MEC, e a hipoderme
apresenta principalmente células do tecido adiposo (SIERRA-SANCHES et al.,
2021).

Grande parte dos estudos que visam a reconstituicdo da pele, utilizam
gueratindcitos e fibroblastos humanos devido a maior presenca dessas células nas
camadas da pele (BALAURE et al., 2019; BACAKOVA et al., 2019; DILL,
MORGELIN, 2020; GILOTRA et al., 2018). No entanto, o uso de células estromais
mesenquimais (CEMSs) apresenta vantagens como alta capacidade de proliferacéo e
por serem derivadas de diversos tecidos, incluindo medula éssea, tecido adiposo,
corddao umbilical, entre outros (KIM et al., 2011; SANANTA et al., 2020;
SHOKRGOZAR et al., 2012; SOUZA et al., 2014).

2.4.3.1 Queratindcitos e Fibroblastos

Os queratindcitos sao células arredondadas presentes em toda camada da
epiderme, com importante papel como barreira protetora contra agressdes fisicas e
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quimicas e de manutencdo da permeabilidade & 4gua (GRAGNANI, 2010). Os
gueratinécitos foram o primeiro tipo de célula cutdnea a ser isolado e estudado,
sendo utilizados inicialmente no desenvolvimento de materiais substitutos de pele,
em especial para o tratamento de queimaduras.

Souto et al. (2006), em estudo in vitro pela inoculacdo de queratinécitos e
melandécitos em uma matriz de colageno bovino, confirmaram a formacdo de pele
composta por derme e epiderme.

Os fibroblastos apresentam morfologia alongada e sao as principais células
presentes na derme. Esse tipo de célula é importante para o processo de
cicatrizacdo de feridas por produzirem proteinas da matriz, incluindo os colagenos
tipos | e lll, fibronectina e proteoglicanos, sendo responsaveis pela reepitalizacéo e
formacgéao de cicatriz (METCALFE, FERGUSON, 2007).

George, Onodera e Miyata (2008), ao avaliarem a proliferacéo de fibroblastos
em scaffolds a base de colageno, relataram a eficiente adesao e proliferacdo pela
estrutura do material. Em estudo com membranas a base de gel de colageno e
nanoparticulas de o6xido de zinco, Balaure et al. (2019), demonstraram acao
bactericida e boa biocompatibilidade para serem cultivadas com fibroblastos in vitro,
verificando sucesso de sua aplicacdo na cicatrizacao de feridas em ratos em até 21
dias. Bukzem (2018) produziu membranas a base de carboximetilquitosana (CMQ)
visando o tratamento de lesdes de pele. Em seu estudo, foram realizados diversos
testes fisico-quimicos das amostras, demonstrando que estas exibiram elevadas
porosidade e capacidade de hidratacdo e nenhuma atividade citotoxica aos
fibroblastos testados, tornando-as promissoras para area de cicatrizacdo da pele.
Massimino (2020), preparou scaffolds compostos por diversos componentes, dentre
eles, o composto por colageno aniénico apresentou caracteristicas adequadas para
a regeneracdo da pele, por possuirem porosidade adequada, alta capacidade de
absorcdo, ndo serem citotoxicos, e por promovem a adesdo, proliferacdo e
crescimento de fibroblastos.

Os fibroblastos também s&o frequentemente empregados para avaliar a
biocompatibilidade de diversos materiais, investigando sua capacidade em induzir ou
nao a morte ou alteracdo funcional das células, determinando entdo se o material &
citotéxico (FRESHNEY, 1989).
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2.4.3.2 Células estromais mesenquimais

O termo “células-tronco mesenquimais”, proposto por Caplan na década de
90, ganhou popularidade até os tempos atuais. Em 2000, o termo foi alterado para
“células estromais mesenquimais” pelo Comité de Células-Tronco Mesenquimais e
Teciduais da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT - International
Society for Cellular Therapy), com o intuito de tornar o termo mais fidedigno a sua
real definicdo (BIANCO, ROBEY, SIMMONS, 2008).

As células estromais mesenquimais (CEMs) sdo células multipotentes
adultas, ndo hematopoiéticas e capazes de autorrenovacédo, ou seja, se multiplicam
permanecendo em seu estado indiferenciado, além de serem capazes de se
diferenciarem em vérias linhagens celulares, como condrécitos, ostedcitos e
adipdcitos e de demais tipos celulares como células cardiacas, neuronais, hepaticas,
dérmicas, entre outras (Figura 2.5) (CAPLAN, BRUDER, 2001; WElI et al., 2013).

Os critérios que definem uma CEM, de acordo com o ISCT, sdo: a aderéncia
a superficie; a expressado de antigenos de superficie, sendo positivos (= 95%) para
CD105, CD73 e CD90 e negativos (< 2%) para CD45, CD34, CD14 e HL-DR; e o
potencial de diferenciacdo nas linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica
(DOMINICI et al, 2006).

As CEMs possuem divisdo celular assimétrica, onde uma Unica célula gera
duas células filhas diferentes, uma delas idéntica a progenitora (indiferenciada) e
outra relacionada com o processo de diferenciacdo, mantendo entdo constante a
guantidade de CEMs e gerando células diferenciadas para o tecido em que estédo
presentes. Essa capacidade de autorrenovacgdo e de replicacdo esta envolvido com
o comprimento dos teldbmeros, que € reduzido em cada divisdo celular e esta
relacionado ao tempo de vida celular (GODARA, NORDON, MCFARLANDO, 2008).
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Figura 2.5. Proliferacdo e diferenciacdo das células estromais mesenquimais (CEMs). (Adaptado de
Schop, 2010).

A linhagem de células estromais mesenquimais humanas TERT (hCEMs-
TERT) é derivada da medula 6ssea e imortalizada pela expressdo da subunidade
catalitica da enzima telomerase, a hTERT (human telomerase reverse transcriptase),
a qual inibe o encurtamento dos teldbmeros que ocorre apos cada ciclo celular,
gerando uma linhagem de células capazes de se expandirem indefinidamente
(ALLSOPP, HARLEY, 1995), mantendo seu carater multipotente de autorrenovagéo
e capacidade de diferenciacdo durante varias passagens (ABDALLAH et al., 2005).
Por essas caracteristicas, € uma linhagem utilizada em diversas pesquisas
(FLORES LUNA et al., 2020; SANCHES, 2010).

Em estudo conduzido por Shokrgozar e colaboradores (2012), scaffolds
compostos por colageno e quitosana foram produzidos e analisados quanto a sua
capacidade de diferenciacdo de CEMs in vitro e cicatrizacdo de queimaduras de pele
em ratos. Os autores relatam éxito na diferenciacdo das CEMs em queratindcitos,
guando cultivadas com meio de diferenciagdo celular, e na cicatrizagéo da pele com
formacao de derme e epiderme apods 14 dias.

Em scaffolds de colageno, Kim e colaboradores (2011), cultivaram CEMs por
72 horas até a implantacdo em lesGes de pele em ratos. Foi observado que, ao
longo de 7 dias, os scaffolds acompanhados das células promoveram a cicatrizacao
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mais rapida das lesdes, quando comparados aos scaffolds implantados sem células

e ao controle (sem scaffold e sem células).

2.5 Cultivo de células animais in vitro

Quando cultivadas in vitro, as células animais apresentam alteracfes
significativas em suas funcfes metabdlicas por estarem em um ambiente diferente
daquele quando encontradas in vivo. No ambiente in vitro, as células consomem em
excesso as fontes de carbono, nitrogénio e energia, resultando em maior producao
de residuos metabdlitos, que inibem o crescimento celular (MORAES et al., 2008). A
glicose atua como a fonte de carbono e de energia mais comum em meios de
cultura, enquanto a glutamina € em geral a fonte de nitrogénio e eventualmente
também de carbono, quando na auséncia de glicose. Lactato e ambnia sdo os
metabadlitos mais comuns e com maior potencial inibidor do cultivo.

No processo de crescimento e manutencédo celular, as células podem utilizar,
para a geracdo de energia (ATP), as vias metabdlicas da glicélise e a fosforilacao
oxidativa. Sucintamente, a via da glicélise proporciona a geracdo de apenas 2 mols
de ATP e 2 mols de lactato, enquanto a fosforilacéo leva a produzir 36 mols de ATP
por mol de glicose consumida (LIU e MA, 2014).

Segundo Liu e Ma (2014), a “escolha” da via metabdlica pelas células
influéncia no cultivo. A utilizacdo da glicélise por longos periodos pode aumentar a
proliferacdo celular através da maior producdo de fatores de crescimento,
antioxidantes, angiogénicos e anti-apoptoticos e diminuir o estresse oxidativo e a
senescéncia celular. Por outro lado, a via da fosforilagdo oxidativa produz radicais
livres intracelulares, favorecendo a senescéncia celular. Dessa forma, o consumo de
glicose e a producédo de lactato sdo parametros para manutencdo do crescimento
celular e identificacdo de qual via metabdlica esta sendo utilizada. Esses parametros
foram avaliados por Schop e colaboradores (2009), que relataram que o acumulo de
lactato nos cultivos leva a acidificacdo do meio de cultura, causando inibicdo do
crescimento celular em valores acima de 35,4 mM.

Outro fator importante para a manutencdo do cultivo é a concentracdo de
oxigénio dissolvido no meio, por ser um dos nutrientes fundamentais para os ciclos
metabdlicos aerdbicos, podendo ser um fator limitante ao sucesso de estudos in

vitro. Em condi¢cdes com cerca de 20% de saturacdo de oxigénio dissolvido e nao
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ocorrendo o esgotamento de glicose, as células podem proliferar utilizando a rota de
glicélise anaerobica. Ja em condi¢cbes de normoxia (atmosfera com 21% de Oy), a
proliferacdo celular ocorre utilizando a rota de fosforilacdo oxidativa, que € mais
eficiente em termos energéticos. Entretanto, a permanéncia por um periodo
prolongado na rota de fosforilagdo oxidativa gera aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species) no interior das células, levando a
senescéncia e morte celular (PARK et al., 2013; BIGARELLA, LIANG, GHAFFARI,
2014).
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2.6 Justificativa

Acidentes decorrentes de queimaduras sdo frequentes, com altos registros de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (SMOLLE et al., 2017). A Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) estima que aproximadamente 130 mil mortes por ano
decorram de lesdes por queimaduras (MOCK et al., 2008). No Brasil, o Ministério da
Saude aponta que cerca de um milhdo de novos casos de queimaduras ocorrem por
ano no pais, com aproximadamente 2.500 obitos (BRASIL, MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Esses e outros tipos de lesbes podem afetar as vitimas de varias
maneiras, desde seu bem-estar emocional até limitagcbes funcionais, refletindo
diretamente em sua qualidade de vida. Além disso, a necessidade de tratamentos
em longo prazo, com trocas de curativos, procedimentos cirargicos, dentre outros,
gera elevado custo socioecondmico, para as vitimas e para o sistema de saude
(SMOLLE et al., 2017), revelando a necessidade de novos produtos e tratamentos
mais eficazes associados a menores custos.

Neste contexto, o desenvolvimento e a caracterizacdo de scaffolds de
colageno tipo | para o tratamento de lesGes de pele € o proposito desse estudo.
Espera-se que o0 produto processado possa contribuir de forma efetiva na
cicatrizacdo tecidual, considerando as propriedades biolégicas do colageno no

favorecimento da adeséo, crescimento celular e regeneragéo do tecido lesado.
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2.7 Objetivos

2.7.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho foi planejado para ser conduzido em duas partes, com o
intuito de investigar a potencial aplicacdo de scaffolds a base de colageno tipo | na
regeneracdo de lesdes dérmicas. A primeira parte foi conduzida visando a
caracterizacdo fisico-quimica dos materiais. A segunda consistiu em conduzir
cultivos in vitro de células estromais mesenquimais, queratinécitos e fibroblastos
sobre esses scaffolds, de forma a estabelecer condicdes que mimetizassem com
maior fidelidade as caracteristicas da matriz extracelular da pele.

A parte relativa aos materiais e sua caracterizacdo foi realizada junto aos
laboratorios da Embrapa Instrumentacdo em S&o Carlos. A parte da avaliacao
bioldgica, relativa aos cultivos de células, foi conduzida no Laboratério de Tecnologia
de Cultivos Celulares (LATECC), do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ)
da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar).

2.7.2 Objetivos especificos

o Definir parametros para a confeccdo de scaffolds a base de colageno
tipo 1,

o Realizar a caracterizagdo estrutural e fisico-quimica dos scaffolds;

o Avaliar o desempenho dos scaffolds em relacdo a adesdo e

crescimento in vitro da linhagem de células estromais mesenquimais TERT (CEMs-
TERT);

o Avaliar o desempenho dos scaffolds em relacdo a adesdo e
crescimento in vitro de queratindécitos e fibroblastos;

o Comparar o desempenho do material desenvolvido neste trabalho com

amostra comercial, o scaffold Chondro-Gide da Geistlich Pharma (Suica), em

condicOes laboratoriais in vitro.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1 Scaffolds

3.1.1 Producao de scaffolds de colageno

Os scaffolds de coladgeno tipo | anidnico foram fornecidos pela empresa
Jhaady Industria e Comércio (Sao Carlos, SP), sendo produzidos em parceria
com este projeto, considerando as caracteristicas previamente desejadas.

A metodologia de extracdo do colageno e producdo dos scaffolds é de
propriedade intelectual da empresa Jhaady, que preserva a divulgacdo de
detalhes do processo. De uma maneira geral, o colageno tipo | empregado foi
extraido de serosa suina (parte externa do intestino delgado) utilizando
processo de hidrdlise seletiva (em solu¢do contendo sais sulfatos e cloretos e
hidréxidos de metais alcalinos e terrosos) por periodos varidveis de 24, 48, 72
e 96 horas, seguido de lavagens até estabilizacao do pH. A confeccdo dos
scaffolds foi realizada em placas de Petri de 9 cm, para as quais trés diferentes
meios de solubilizacdo foram separadamente empregados, a saber: acido
acético (1%), tampao fosfato-salino 10 vezes concentrado (PBS 10x) e solucdo
fosfato 1 vez concentrado e posterior secagem. Os scaffolds foram ent&o
liofilizados para obtencdo de uma estrutura porosa. Para este trabalho, foram

produzidos oito tipos de amostras, conforme identificadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Identificac@o dos scaffolds conforme o tempo de
extracao do colageno e a solucao de solubilizacédo

identiicagdo | TP IR | nizacko
S24hPB 24 PBS
S24hPBf 24 PBS e fosfato
S48hPB 48 PBS
S48hPBf 48 PBS e fosfato
S72hf 72 fosfato
S72hAc 72 Acido acético
S96hf 96 Fosfato
S96hAc 96 Acido acético
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3.1.2 Chondro-Gide

Scaffold de origem comercial Chondro-Gide® (Geistlich) composta por
colagenos tipos | e lll, de origem suina, foi utilizada para analise comparativa. A
amostra foi gentiimente fornecida pelos cirurgibes Dr. Diego Escudeiro de
Oliveira e Dr. Pedro Baches Jorge, ambos lotados na Santa Casa de
Misericérdia de Sao Paulo — SP. Este material j& € de uso médico, aplicado na

recuperacao de injarias diversas, seja em pele ou articulacdes.

3.2 Caracterizacoes fisico-quimicas

A andlise fisico-quimica teve o objetivo de avaliar as estruturas dos
diversos materiais processados, permitindo relacionar algumas propriedades
como porosidade, molhabilidade e estabilidade térmica as condi¢cdes mais

adequadas em relacao as propriedades bioldgicas.

3.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

As superficies e secdes transversais dos scaffolds foram observadas em
microscoépio eletrdnico de varredura (MEV) da marca JEOL, modelo JSM 6510.
Amostras foram cortadas nas dimensfes de 5 x 5 mm. Para observacdes das
secbes transversais, 0s scaffolds foram imersos em nitrogénio liquido e
fraturados com o auxilio de um bisturi. As amostras foram fixadas em suportes
metélicos e recobertas com ouro. As imagens foram geradas sob poténcia de
feixe de 20 kV.

3.2.2 Porosidade

O tamanho dos poros e a porosidade relativa dos scaffolds foram
estimados diretamente por meio das imagens obtidas por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) através do software Image J (Wayne Rasband,
National Institute of Health, EUA), em trés regides distintas, contando 200

poros para cada amostra (n = 3).
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Adicionalmente, com o objetivo de comparacdo, as porosidades
volumétricas foram também determinadas pelo método de deslocamento de
liguido, segundo procedimentos descritos por IKEDA et al., 2014 e LI et al.,
2015. As amostras secas foram inicialmente pesadas e imersas em etanol sob
acao de vacuo durante 15 minutos para forcar a entrada do liquido nos poros.
Os scaffolds foram entdo retirados e o0 excesso de liquido removido com o
auxilio de papel toalha, ap6s o que foram novamente pesados. A porosidade

dos scaffolds foi estimada segundo a relagéo:

m—m,

P (%)= ey

*100

sendo: P (%) a porosidade volumétrica em porcentagem; m; a massa final (mg);
m, a massa inicial (mg); p a densidade aparente do etanol e v o volume da
amostra (mL) de scaffold, calculado através das medidas de espessura,

comprimento e largura de cada amostra.

3.2.3 Capacidade de hidratacao (entumescimento)

Para determinar a capacidade de hidratacado dos scaffolds, esses foram
cortados nas dimensdes de 5 x 5 mm, secos em estufa e pesados.
Posteriormente, cada amostra foi imersa em 2 mL de solucdo tampéao fosfato
salino (PBS) em pH 7,4 na temperatura ambiente (26,0 £ 2,0 °C) durante os
tempos de 1, 2, 4, 6, 24 e 48 horas, seguido da transferéncia para um papel
filtro, permitindo a absorcdo do liquido remanescente. Por fim, as amostras
foram novamente pesadas. As capacidades de hidratacdo (expressas em

porcentagem) foram estimadas segundo a seguinte relagéo:

Capacidadede hidratacso (%)= "TEsafinal —massainicial .,
nassainicial
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3.2.4 Angulo de contato — Teste de molhabilidade

O grau de hidrofilicidade dos scaffolds foi determinado por analises da
medida do angulo de contato com agua deionizada (sessile water drop method)
em equipamento KSV CAM 101 (KSV instruments, Finlandia), com a camera
CCD (KGV-5000). Sobre a face porosa de cada amostra foram dispostas gotas
de volumes proximos a 3 pL. O angulo de contato foi estabelecido pela
aquisicdo das imagens da interacdo entre a goticula e a superficie do scaffold.
Os valores finais representam a média de seis medidas em cada superficie, de
acordo com norma ASTM D5725-99.

3.2.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Medidas de Calorimetria Exploratéria Diferencial foram realizadas para a
avaliacdo da estabilidade estrutural e para estimar as temperaturas de
transicdo vitrea, de inicio do processo de desnaturacdo e a variagcdo de
entalpia (AH), que esta associada a transicdo de alteracdo da estrutura de
tripla-hélice original do colageno (desnaturacao irreversivel).

As andlises foram conduzidas em duplicata em equipamento DSC
modelo TA Instruments Q100 (TA Instruments, New Castle, DE, EUA) em
amostras entre 5,0 e 6,0 mg, seladas em recipientes de aluminio. Foi realizado
0 procedimento padrdo de rampa de aquecimento, de —60 a 180 °C, na razao
de 10°C/min sob atmosfera dindmica de ar e N, com vaz&o de 50 mL/min. Para
as andlises, foram considerados os valores obtidos diretamente nas curvas,
segundo a metodologia apresentada por Canevaloro (2004) e frequentemente
empregada na caracterizacdo das degradacbGes de estruturas de colageno
(ANGELE et al.,, 2004; POPESCU et al., 2008; SUN e LEUNG, 2008). A
temperatura de desnaturacdo foi considerada como a Tonser, identificada pelo
ponto de intersec¢cdo entre a tangente da inflexdo da curva e o limite superior
de temperatura (linha de base). Para a medida da entalpia, foi considerada a
area delimitada pelas temperaturas Tonset € Tenaser dO €VENto endotérmico relativo

a desnaturacao.
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3.2.6 Estabilidade biolégica in vitro (colagenase)

Para determinar a estabilidade biol6gica in vitro dos scaffolds, foi
utilizada uma solucédo de colagenase 0,1% (Sigma-aldrich). Os scaffolds foram
cortados nas dimensbes de 5 x 5 mm, pesados e imersos em solucdo de
colagenase, mantendo-se em incubadora a 37°C por 2 horas. Em seguida, as
amostras foram lavadas com &gua deionizada, congeladas, liofilizadas e entdo
pesadas novamente. A porcentagem de degradacdo do colageno foi

determinada pela seguinte equacéo:

~ > oy \— MBssainicial —massa final
Degradacao do colageno (%) o —— x 100

3.3 Etapa biolégica

3.3.1 Procedimento para realizacdo dos cultivos celulares

Todos os procedimentos de manipulacdo das células e preparo de
material foram realizados no Laboratério de Tecnologia de Cultivos Celulares -
LATECC (Nivel de Biosseguranca NB2) em camara de biosseguranca Classe Il
(LABCONCO Purifier Class 1l — Biosafety Cabinet — Delta Series, Labconco
Corporation, Missouri, EUA).

3.3.2 Linhagens celulares

Nesse trabalho, foram utilizadas trés linhagens celulares: hCEM-TERT,
HaCaT (queratindcitos) e HDFn (fibroblastos).

As células estromais mesenquimais hTERT (Células Estromais
Mesenquimais humanas - Transcriptase Reversa da Telomerase) foram
graciosamente cedidas pelo Centro Regional de Hemoterapia de Ribeirdo Preto
(Faculdade de Medicina - USP - Ribeirdo Preto - Banco de amostras do
Laboratorio de Terapia Celular - Processo HCRP 920/2009).

A linhagem celular HaCaT (human keratinocyte cell line) foi adquirida

através do banco de células do Rio de Janeiro. A linhagem celular HDFn
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(human fibroblast cell line) foi gentilmente fornecida pelo Laboratorio de
Biofotdnica do grupo de Optica do IFSC (USP — S&o Carlos).

3.3.3. Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado nos cultivos das CEMs e fibroblastos foi o
meio bésico a-MEM sem fenol (Minimum Essential Medium) (Cultilab),
suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino, 1% v/v de antibiético
(penicilina: 10.000 U/mL e estreptomicina: 10.000 ug/mL), glicose, glutamina,
arginina, tampao hepes e bicarbonato de sédio. Para os queratindcitos foi
utilizado o meio de cultura RPMI-1640 (Cultilab) suplementado com 10% v/v de
soro fetal bovino, 1% v/v de antibiotico (penicilina: 10.000 U/mL e
estreptomicina: 10.000 ug/mL), glutamina e bicarbonato de sédio.

Na Tabela 3.2 sdo apresentadas as quantidades presentes nos meios

de cultura a-MEM e RPMI-1640.

Tabela 3.2. Composicdo dos meios de cultura a-MEM e RPMI-1640.

Componentes Quantidade Fabricante

o-MEM em pé 10,2 g/L Cultilab, EUA

Soro Fetal Bovino 0,1L HyClone, EUA
Arginina 0,4358 g Sigma-Aldrich, EUA
Glicose 10g9 Sigma-Aldrich, EUA
Glutamina 0,3654 g Sigma-Aldrich, EUA
Bicarbonato de sodio 2,29 Cultilab, EUA
Hepes 2,69 Gibco, EUA
Penicilina e Streptomicina 0,01L Gibco, EUA

Agua purificada no sistema Milli-Q 1L Millipore, Alemanha
RPMI-1640 16,36g/L Cultilab, EUA

Soro Fetal Bovino 0,1L HyClone, EUA
Glutamina 0,3654 g Sigma-Aldrich, EUA
Bicarbonato de sédio 2,29 Cultilab, EUA
Penicilina e Streptomicina 0,01 L Gibco, EUA

Agua purificada no sistema Milli-Q 1L Millipore, Alemanha

Os meios de cultura foram esterilizados pelo sistema de filtragdo em

membrana de resina com poros de 0,22 um (Millipore, Alemanha).
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3.3.4. Alteracao de pH e hidratacao dos scaffolds

Inicialmente, foi realizada a esterilizagdo das superficies dos scaffolds
em luz ultravioleta durante 30 minutos. Posteriormente, estes foram cortados
nas dimensdes de 5 x 5 mm e alocados em placas de 24 pocos nao revestidos.

A correcdo do pH foi necesséria para promover um ambiente adequado
para as células. Para tanto, os mesmos foram imersos em PBS durante os
periodos de 1 e 2 dias, tempos necessarios para que 0s scaffolds,

apresentados na Tabela 3.3, atingissem pH de aproximadamente 7,4.

Tabela 3.3. Tempos de lavagem em PBS para cada scaffold

Tempos de lavagem com PBS
1 dia S24hPB S24hPBf S72hAc S96hAC
2 dias S48hPB S48hPBf S72hf S96hf

Apébs esse periodo, as amostras foram imersas durante 30 minutos em
meio de cultura em pH 7,4. Esse procedimento foi realizado anteriormente ao
cultivo celular, visando a absorcdo do meio e seus nutrientes, possibilitando o

estabelecimento de um ambiente mais adequado ao crescimento celular.

3.3.5 Ensaio de Citotoxicidade dos Scaffolds

A andlise de citotoxicidade foi realizada segundo o estudo de Bellini
(2012), utilizando as CEMs e queratindcitos, com base no teste de atividade
mitocondrial pelo método MTT. Este consiste em um método colorimétrico que
mensura a atividade da enzima mitocondrial desidrogenase, no qual o reagente
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolio) € reduzido em
formazan (Figura 3.1), um reagente de coloracdo azul escura, que pode ser
detectado no comprimento de onda de 570 nm. Esse método pode ser usado
para determinar indiretamente a densidade celular em funcdo da atividade
mitocondrial das células viaveis (DOYLE, GRIFFITHS, 1998).
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_HN CH Mitocondrial _NH
Nl \N+ /N 3 Desidrogenase N’ N CH3
N -< " > % N(/ /
5 NH S
CH3
Br~ CH3
Brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio Formazan
(Amarelo) (Azul Escuro)

Figura 3.1. Representacdo da reacdo enzimatica do método MTT.

Para avaliar a potencial acédo citotdxica faz-se necesséria a extracao de
componentes presentes nessas amostras. Dessa forma, foram produzidos
extratos dos scaffolds, que foram cortados nas dimensfes de 5 x 5 mm e
mantidos em 2 mL de meio a-MEM ou RPMI-1640, respectivos para as CEMs e
gueratindécitos, durante 24 horas em incubadora a 37 °C e 5% de CO,. Como
controle negativo, foi utilizado o meio de cultivo com as células, e para controle
positivo foi adicionado ao meio de cultura o extran (5%), um detergente de alta
toxicidade para as células.

Aliquotas de 100 pL de suspensédo contendo 1x10° células/mL em meio
de cultura foram transferidas para uma placa de 96 pocos (TPP), e incubadas a
37 °C e 5% de CO; durante 24 horas. ApGs o periodo, o meio foi removido e
substituido por 100 uL de cada extrato, mantendo a placa em incubadora a 37
°C e 5% de CO; durante 24 horas. Decorrido o periodo, os extratos foram
removidos e 0s pocgos da placa foram lavados com 100 pL de PBS, e entéo
adicionados 100 pL de meio de cultura contendo 10 yL de MTT a 5 mg/mL em
PBS. Apos o periodo de 4 horas de incubacdo a 37 °C e 5% de CO,, foram
adicionados 100 pL de solucdo de 10% de TritonTM X-100 em isopropanol
acidificado (kit Sigma - Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), para que o0s cristais
resultantes da reacéo fossem dissolvidos. As amostras foram homogeneizadas
e a leitura realizada em espectrofotometro na absorbancia em 570 nm. As
medidas foram feitas em quadruplicata. A viabilidade celular para cada scaffold

foi obtida por comparacéo aos pog¢os do grupo controle negativo, e subtraindo o
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valor da absorbancia do branco (po¢co contendo somente o meio de cultivo,

sem células), de acordo com a equacéao:

mediadasabsorbancias daanostra
media dasabsorbancias do controlenegativo

Viabilidadecdular (%)= x100

3.3.6 Atividade metabdlica

A atividade metabodlica dos cultivos em cada um dos scaffolds foi
analisada utilizando a atividade da lactato desidrogenase (LDH), que permite
estimar o numero de células tanto pelo LDH citoplasmético, quanto pelo LDH
citoplasmatico liberado no meio de cultivo pelas células lisadas (ndo viaveis).

A atividade metabolica do cultivo das CEMs foi determinada pela analise
de aliquotas das suspensfes das amostras, como um indicador de morte
celular. Para tal, foram adicionadas aliquotas iguais de solucéo de acido latico,
de NAD+ e de cloreto de tetrazodlio (kit Sigma, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA).
Desta forma o NAD+ € reduzido pela LDH liberada pelas células no
sobrenadante (células nao viaveis) a NADH. O NADH foi empregado na
conversdo estequiométrica do corante tetrazoélio, formando um derivado de
formazan vermelho. Posteriormente, a solugdo foi centrifugada (400 xg)
durante 5 minutos, sedimentando os restos celulares. O sobrenadante foi
utilizado para andlise espectrofotométrica, em placa de 96 pocos, no
comprimento de onda de 492 nm (Multiskan FC - Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA). Os dados foram apresentados como média e desvio

padréao.

3.3.7 Ensaios de proliferacao celular nos scaffolds

As células foram primeiramente expandidas em garrafas de cultura
estética (frascos T), contendo meio de cultura a-MEM (CEMs e fibroblastos) ou
RPMI-1640 (queratinocitos) em incubadora a 37°C e 5% CO. em atmosfera
umidificada. A substituicio de metade do meio de cultura das garrafas
contendo CEMs foi realizada a cada 72 horas, para garantir que ndo ocorresse

esgotamento dos nutrientes. Com base em experimentos preliminares, foi
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determinado que a troca de meio dos queratindcitos e fibroblastos deveria ser
feita a cada 24 horas, considerando que em maior periodo foi medido o
esgotamento de glicose, inviabilizando o cultivo.

Ao atingir uma confluéncia em torno de 80% da superficie do frasco, foi
realizada a desadesdo das células através do método de tripsinizacéo
utilizando a enzima TrypLE (1% para hCEMs-TERT e 3% para HaCaT e

HDFn), seguido do cultivo das células nos scaffolds.

3.3.7.1 Células estromais mesenquimais-TERT (hCEMs-TERT)

Para o ensaio de proliferacdo das CEMs, foram avaliadas todas as oito
amostras confeccionadas para este trabalho, permitindo selecionar as quatro
gue apresentaram os melhores resultados.

Apods o tempo de hidratacdo dos scaffolds, o meio de cultura presente
em cada pogo de cultivo foi retirado. Em concordancia com demais estudos
(CHANDIKA et al., 2015; JAKOBSEN et al., 2010), adotou-se o gotejamento
cuidadoso de 100 pL de suspensdo contendo 1x10° células em cada amostra
(1x10" células/mL), seguidos de incubacdo das placas a 37 °C e 5 % de CO;
durante 1 hora. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de meio de cultura a-
MEM em cada pogo de cultivo. Novamente, as placas foram incubadas a 37 °C,
sendo coletadas amostras com 8, 12, 72 e 168 horas de cultivo. Sucintamente,
o procedimento genérico seguido na avaliacdo das caracteristicas biolégicas

segundo o esquema da Figura 3.2.

Detalhe de um pogo,

ﬂ —_ [::‘? = [ ———— Analise

(1) (2) (3) (4)

Figura 3.2. Resumo do procedimento genérico seguido na avaliacdo das caracteristicas
biolégicas dos scaffolds. 1) Retirada e descongelamento de criotubo com CEMs; 2) Ativacdo e
expansdo das CEMs em frascos T; 3) Inoculacdo das CEMs nos scaffolds, alocados em placas
de pocos, para adeséo e proliferacdo em cultivo em 3D com duracdo aproximada de 8, 12, 72 e
168 horas, e 4) Analises bioquimicas.
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Posteriormente foi realizado um novo experimento para verificagdo dos
dados obtidos, utilizando o mesmo procedimento do ensaio de proliferacao,

mas com extensdo do tempo de cultivo para 336 horas.
3.3.7.2 Queratindcitos e Fibroblastos

ApoOs identificar os quatro melhores scaffolds para a proliferacdo e
crescimento celular (S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf), estes foram cultivados
com queratindcitos (HaCaT) e fibroblastos (HDFn), seguindo o protocolo
estabelecido no tépico anterior (3.3.7.1), da mesma forma como foi realizado
para as CEMs, sendo importante ressaltar que para os queratindcitos foi

utilizado o meio RPMI-1640 suplementado.
3.3.8 Quantificacao da adesao celular

A adesao das células nos scaffolds foi avaliada através da contagem de
células da suspenséo do cultivo por hemocitémetro. O método empregado foi o
da exclusdao por azul de tripan (Gibco - Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) que consiste na contagem de células coradas e nao
coradas no hemocitbmetro (camara de Neubauer) (LO-Laboroptik, Lancing,
Inglaterra). O corante azul de tripan é capaz de atravessar somente a
membrana de células ndo viaveis, corando-as e assim possibilitando a
diferenciacéo entre células viaveis e ndo viaveis.

A densidade celular total da suspensdo é obtida pelo somatdrio do
namero de células viaveis (ndo coradas) e ndo viaveis (coradas), multiplicado
pelo volume de um quadrante de camara de Neubauer e pelo fator de diluicéo,

como demonstrado pela equacao:

N
Células.m_‘1=z X _} x fa
> 0 10°nL

Sendo: 2N: Somatdrio do nimero de células viaveis e ndo viaveis em cada

guadrante de contagem (Q);
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>Q: Somatério do numero de quadrantes contados;

fd: fator de diluicdo da solucdo com amostra e corante azul de tripan.

Nas primeiras 12 horas de cultivo ocorre o processo de adeséo celular,
antes de iniciar a fase de proliferacdo. E importante investigar esse periodo
para avaliar a quantidade de células que realizam adesao aos scaffolds, sendo
assim possivel calcular o nimero de células aderidas apds 12 horas de cultivo,

segundo a relagao:

Numerodecdlulas_numero decélulas _ numerodecdlulas
aderidas inoculadas remanescentes na sUspensao

A eficiéncia da adeséo celular durante as 12 horas iniciais de cultivo
pode ser calculada dividindo o nimero de células aderidas pelo nimero de

células inoculadas em cada amostra (1x10° células por amostra).

Numerodecdulasaderidas

Eficiencia deadesao= Ndmerodecdulasinoculadas

3.3.9 Métodos analiticos bioquimicos

3.3.9.1 Quantificacao de glicose e lactato

Durante os experimentos, foram separadas aliquotas de 300 uL das
amostras dos sobrenadantes, que foram mantidas em congelador a -20 °C para
posterior analise de glicose e lactato. As andlises foram realizadas através do
analisador bioquimico YSI MBS (Multiparameter Bionanalytical System, Yellow
Springs Instruments, EUA).

O método de analise é baseado na producédo de peroxido de hidrogénio
pela enzima oxidase que estd imobilizada nas membranas do equipamento
YSI. Com a presenga do substrato, o peroxido de hidrogénio é oxidado em um
anodo de platina, produzindo elétrons em uma taxa proporcional a quantidade

de substrato, definindo entédo a concentracao do substrato analisado.
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3.3.9.2 Estimativa do numero de células nos scaffolds a partir da

quantificacao de nutrientes

O numero de células foi estimado através de modelo matematico
baseado em Y, (fator de rendimento de células a partir do consumo de
nutrientes). No momento dos experimentos de cultivo, aliquotas contendo
1x10° células foram inoculadas em placas de 24 pocos e cultivadas durante 7
dias em condi¢gbes similares aos experimentos dos scaffolds. Durante esse
periodo, amostras de trés pocos eram coletadas diariamente para a contagem
de células com hemocitdmetro. Aliquotas da suspensdo foram retiradas e
congeladas para posterior analise de nutrientes em YSI. A quantidade de
células geradas por crescimento foi diretamente relacionada com a proporcao
de nutriente consumida nesse processo. Deste modo, pode-se definir

matematicamente Yys COMO:

Nt_No

X/s
Nso—Ng

Sendo:

Yys : fator de rendimento de células a partir do consumo de glicose, em cél/mol
N : nimero de células depois de um tempo t de cultivo

No : numero de células no inicio do cultivo

Nso: NUMero de mols de glicose no inicio do cultivo

N : NUmMero de mols de glicose apds um tempo t de cultivo

Empregando a equacédo anterior, a quantidade de células totais
(aderidas aos scaffolds e em suspensdo) pbéde ser estimada através do

seguinte arranjo:

N.= N0+Y5(n50— Ng)
S

O numero de células aderidas foi definido como o numero células totais

(N subtraido pelo numero de células em suspensédo. Para obter os valores de
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Yus, foram cultivadas 1x10° células/poco em placas de 12 pocos tratados e
foram calculados seus valores ao longo de 168 e 336 horas, possibilitando
qguantificar o nimero de células nas matrizes a partir da quantificacdo de
nutrientes (consumo de glicose) pelo YSI-7100 MBS.

O crescimento dos cultivos foi expresso pelo fator de expansao de

células (FE), obtido pela razao:

méx

FE

Sendo:
Nmax : NUMero maximo de células aderidas aos scaffolds;

Ni: nUmero inicial de células aderidas aos scaffolds.

3.3.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos scaffolds com

adesao celular

Com o objetivo de avaliar qualitativamente a distribuicdo da matriz
extracelular (MEC) e, eventualmente, a morfologia das células aderidas,
amostras de scaffolds cultivados foram imersas em 2 mL de solugdo de
Karnowsky, composta por paraformaldeido (2%) e fixador de glutaraldeido
(2,5%) em solucao tampéao de cacodilato 0,05 M e CaCl 0,001M (pH 7,2), por 1
hora. Em seguida, foi feita lavagem com tampéao cacodilato 0,05 M (pH 7,2), e
desidratagdo das amostras utilizando uma série de concentragdes crescentes
de acetona (30, 50, 70 e 90%) durante 10 minutos e em acetona (P.A.) por 30
minutos.

As amostras foram entdo congeladas a -25 °C e posteriormente
liofilizadas a -40 °C (L101 Liotop), sob vacuo por 24 horas. Para a observacao
microscopica, as amostras liofilizadas foram fixadas em suporte metalico,
recobertas com fina camada de ouro e observadas em microscopio eletrénico
(MEV, JEOL, modelo JSM 6510), na poténcia do feixe de 20 kV.
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Essa analise foi conduzida nos oito scaffolds cultivados com CEMs com
tempo de 72, 168 e 336 horas de cultivo. Para os queratinécitos e fibroblastos,

foram geradas imagens somente para o tempo de cultivo de 72 horas.

3.3.11 Microscopia de fluorescéncia confocal

Para uma melhor observacdo da distribuicdo dos queratindcitos e
fibroblastos ao longo da estrutura dos scaffolds, esses foram analisados por
microscopia de fluorescéncia confocal.

Apoés os periodos de 168 e 336 horas de cultivo celular, as amostras
foram duplamente lavadas em PBS, fixadas durante 15 minutos em
paraformaldeido 4%, novamente limpas com PBS e imersas em DAPI por 10
minutos. Em seguida, as amostras foram lavadas com PBS e, ap0s a retirada
do excesso de liquido em papel filtro, foram acomodadas em laminas e
cobertas com laminulas, ambas contendo meio de montagem Prolong. As
amostras foram analisadas no sistema de microscopia LSM 780 no microscopio
Axio Observer (Carl Zaiss, Jena, Alemanha), nas objetivas 10x (0,3 N.A.) e 40x

(imersao a 6leo, 1.4 N.A.), com excitacdo do DAPI no laser em 405 nm.
3.4 Andlise estatistica
Os dados obtidos foram comparados por analise de variancia (ANOVA)

pelo teste de Tukey com nivel de significancia a = 0,05, com auxilio do software
Microcal OriginLab v.9.0.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao
4.1 Caracterizacdes fisico-quimicas

Os oito tipos de scaffolds obtidos foram nomeados segundo o tempo de
extracdo do colageno e o solvente utilizado em sua diluicdo, sendo
ilustrativamente exibidos na Figura 4.1. Essas imagens correspondem as
aparéncias gerais das amostras cortadas, anteriores aos ensaios bioldgicos.
Embora diferencas visiveis nas diversas superficies sejam identificadas, elas

foram mais bem caracterizadas nas analises subsequentes.

2 N W N

S24hPb S24hPBf S48hPB S48hPBf S72hf

| ' ’ ;1A
'

Chondro-
S72hAc S96hf S96hAc guide

Figura 4.1. Aparéncia geral de amostras cortadas dos scaffolds avaliados e nomenclatura de
identificacao.

4.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Um material apropriado para emprego na regeneracéo de tecidos deve
apresentar uma estrutura porosa que possibilite boa circulagcdo de células,
nutrientes e remocéao de residuos metabdlicos (CAMARERO-ESPINOSA et al.,
2016; TAMADDON et al., 2017). Para avaliar essa caracteristica, foram
utilizadas as imagens geradas por MEV. Tamanho dos poros, sua distribuicéo
pela superficie e a interconectividade puderam ser avaliadas, conforme
aspectos observados nas superficies e sec¢des transversais, apresentadas nas

Figuras 4.2 e 4.3 respectivamente.
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As heterogeneidades indicadas nas imagens macrométricas (Figura 4.1)
sdo mais bem identificadas nas imagens obtidas por MEV, nas quais é possivel
observar superficies e porosidades aparentes distintas, dependendo da
formulacdo, com heterogeneidade nas distribuicbes de tamanhos de poros,
seja em sua superficie (Figura 4.2) ou em seu interior (Figura 4.3). Nas
amostras S24hPB e S48hPBf, a estrutura superficial apresenta aspecto
bastante irregular, com regides porosas e regibes continuas (gerando um
selamento superficial de uma fragdo dos poros), principalmente para a amostra
S24hPB (Fig. 4.2 e 4.3 (A)). Segundo DAVIDENKO et al. (2010),
heterogeneidade na estrutura porosa de scaffolds a base de colagenos, como
selamento e recobrimento de poros na superficie, € um efeito comum e
normalmente atribuido a uma solubilidade ou disperséo irregular de colageno
em solubilizacdo durante a preparacdo e secagem. Contudo, pela analise da
superficie de fratura (Figura 4.3), a estrutura interior apresenta-se mais
homogénea e com poros interconectados, o que é determinante para garantir a
penetracdo das células e transporte dos fluidos. No entanto, os poros se
apresentam pequenos e pouco definidos, podendo interferir na passagem das
células e nutrientes.

A condigdo de porosidade superficial mais homogénea é encontrada na
amostra S96hf (Figura 4.2G). Nesta, os poros sdo uniformemente distribuidos
sobre a superficie com tamanhos e formatos similares. Contudo, essa
regularidade ndo é totalmente observada em seu interior (Fig. 4.3G). A
superficie de fratura indica poros pequenos associados a espacos vazios de
maiores dimensoes.

Com respeito ao aspecto superficial das amostras S72hf, S96hf e
S96hAc, estas sdo semelhantes aos scaffolds a base de coladgeno encontradas
na literatura (CALABRESE et al., 2017; GULOTTA et al., 2018; MASSIMINO,
2020), caracterizadas por uma distribuicdo uniforme de poros superficiais e
interconectados em seu interior, sendo por alguns autores referidas como

“estrutura de favo de mel”.



S24hPB i S524hPBf

dos scaffolds. A. S24hPB, B. S24hPBf, C. S48hPB, D. S48hPBf, E. S72hf, F. S72hAc, G.
S96hf, H. S96hf e I: Chondro-Gide.
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S24nhPB %

A\“F

S72hAc

Chondr-gie

Figura 4.3. Imagens geradas por Microscopia Eletrénica de Varredura das secdes transversais
dos scaffolds. A. S24hPB, B. S24hPBf, C. S48hPB, D. S48hPBf, E. S72hf, F. S72hAc, G.
S96hf, H. S96hf e I: Chondro-Gide.
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Cabe observar que o material comercial (Chondro-gide), embora
também processado com colageno tipo | (de origem suina), tem uma estrutura
totalmente distinta dos obtidos neste trabalho (Figuras 4.21 e 4.3l). Este
apresenta uma superficie fibrosa de baixa porosidade aparente e interior de
aspecto granular com poros indistinguiveis na ampliagdo obtida (Fig 4.2(1)).
Essas diferencas devem-se provavelmente ao método de fabricacdo e origem
da matéria inicial, além de indicar a possibilidade de um processo que néo faz
uso de solubilizacéo total das fibras de colageno, assim como a auséncia de
liofilizagdo, que € um procedimento determinante e referéncia para o

estabelecimento de uma porosidade interna.

4.1.2 Medida de Porosidade

A porosidade dos scaffolds gerada pelo processo de liofilizacdo tem
inicio no congelamento da solucao polimérica formando cristais de agua que se
expandem na solucdo. O congelamento faz com que as cadeias poliméricas se
concentrem na regido entre os cristais de gelo, moldando assim 0s poros.
Quando o gelo é removido por sublimacdo, os espagos que eram ocupados
pelos cristais permanecem na estrutura, formando uma arquitetura com poros
interconectados, semelhante a de uma esponja ou favo de mel (WANG et al.,
2017).

A porosidade tem influéncia na absor¢cao de exsudados, na proliferacao
e adesao celular e na angiogénese (IACOB et al., 2018). Murphy e O’Brien
(2010), estudaram a influéncia do tamanho dos poros na atividade celular,
relatando que poros muito pequenos limitam a migracdo celular e a distribuicéo
ou remocao de produtos residuais, resultando em regides necroéticas no interior
da estrutura. Em contrapartida, poros em dimensdes maiores reduzem a area
superficial total, diminuindo a regido disponivel para que ocorra adesdo das
células.

Em estudos conduzidos por Gulotta et al. (2018) e Xingang et al. (2013),
contemplando analises in vitro e in vivo, foram demonstrados que scaffolds
com tamanhos médios de poros entre 100 e 300 um, de formatos ovalados e
em matrizes com porosidade volumétrica superior a 90% sao os ideais para o

crescimento celular. Grover, Cameron e Best (2012) reportaram porosidade de
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65 a 75% em scaffolds de colageno, gelatina e/ou elastina, enquanto Chan et
al. (2016), reportam que scaffolds com porosidades proximas a 74% foram
capazes de induzir eficiente neovascularizacao.

Assim, neste trabalho, foi avaliada a porosidade dos scaffolds através da
andlise das imagens obtidas por MEV utilizando o software Image J. A analise
foi feita em diversas regides superficiais das amostras, o que possibilitou
estimar o tamanho dos vazios e a porosidade relativa, considerando a area
ocupada pelos poros com relacdo a area ocupada pela matéria continua. Os
dados estdo compilados na Figura 4.4, com representacdo grafica da
estimativa dos tamanhos médios, maximo e minimo dos poros de cada
amostra.

Os resultados da analise de imagens indicam que os scaffolds S24hPB,
S48hPB, S72hf e S96hf apresentam um mesmo padrao de distribuicdo de
tamanho de poros (dimensdes maximas entre 304 e 313 pm). Da mesma
forma, as amostras S24hPBf, S48hPBf e S96hAC apresentaram dimensdes
maximas entre 207 e 248 um. As maiores dimensdes de poros foram
identificadas nas amostras S72hAc em 680 pm, ou seja, superiores aos
tamanhos indicados como ideais pela literatura.

O scaffold comercial da Chondro-gide apresenta os menores tamanhos
médios de poros (29 pm), com predominios de poros de dimensbes néao

superiores a 120 pm.
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Amostras

Figura 4.4. Valores estimados dos tamanhos médios, maximos e minimos dos poros de cada
scaffold.
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A estimativa da porosidade total por analise de imagem ndo € uma
medida ideal e deve ser considerada apenas como um indicativo Gtil para
comparacdes individuais (COSKUN, WARDLAW 1995). Levando em
consideragcao a proporcao de poros, os valores resultam em porcentagens de
vazios (porosidade relativa sobre as superficies analisadas) entre 44,58 e
66,28% (Figura 4.5). As anadlises estatisticas mostram que a amostra
comercial, embora com estrutura distinta das matrizes de colageno
processadas, nao difere de forma estatisticamente significativa com respeito a
porosidade medida. Em contrapartida, a amostra S24hPB foi a Unica que
apresentou valores de porosidade abaixo dos demais. A baixa porosidade da
superficie da amostra S24hPBf indica a formacéo de filme ou fase continua
selando parte dos poros superficiais, 0 que foi confirmado pelas imagens por
MEV (Figura 4.2 (A)). Embora em seu interior os poros estejam abertos e
interconectados (Figura 4.3 (A)), essa reducao de poros na superficie pode
resultar em um impeditivo para a livre penetracdo de células e de nutrientes

para a estrutura interna.
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Figura 4.5. Valores referentes a porosidade de cada scaffold segundo método de analise de
imagens empregando o software Image J. Letras iguais indicam que n&o ha diferenca
estatisticamente significativa entre os scaffolds (Tukey, p <0,05).

Valores mais confidveis podem, contudo, ser estimados pelo ensaio de
imersdo em etanol sob vacuo, que indicam a propor¢éo de preenchimento em

todo o volume da matriz polimérica. Os valores obtidos estdo apresentados na
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Figura 4.6. Nestas medidas, a porosidade volumétrica apresenta uma variagao
mais significativa entre as amostras, com porosidades entre 55,44 e 84,45%,
valores similares ou superiores aos encontrados por Grover, Cameron e Best
(2012) e Chan e et al. (2016). A minima porosidade nos scaffolds processados
foi de 55,44% para a formulacdo S24hPB. As méaximas foram atingidas para
S48hPB e S96hf, respectivamente de 80,15 e 84,45%. Os dois Ultimos nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa de porosidade, que esta
préxima a considerada ideal pela literatura (90%) (CHANDIKA et al., 2015;
XINGANG et al., 2013).

Cabe salientar que, pela medida por imersdo, o scaffold comercial
apresenta baixa porosidade volumétrica (33,60%), o que esta em concordancia
com as observacdes microscopicas, apresentadas nas Figuras 4.2 e 4.3, nas
quais € possivel visualizar uma baixa existéncia de poros em formatos
definidos.
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Figura 4.6. Valores referentes a porosidade de cada scaffold pelo método de deslocamento de

liquidos. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os
scaffolds (Tukey, p <0,05).

4.1.3 Capacidade de hidratacao

A cicatrizacdo de lesdes ocorre de forma mais lenta quando expostas ao
ar, em consequéncia da desidratacdo da regido e formacdo de crosta ou

escara, que atua como uma barreira mecanica para a migracdo celular,
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prolongando assim o processo de cicatrizagcado (PAUL, SHARMA, 2004). Deste
modo, a aplicacdo de um scaffold capaz de promover o equilibrio de umidade
na regido evitara a formacdo de crostas, facilitando a migracdo celular e,
consequentemente, promovendo cicatrizacdo mais rapida. Adicionalmente, €
desejavel que o scaffold seja capaz de absorver o acimulo de exsudados e
substancias citotdxicas da regido da leséo (Ml et al., 2001).

Para estimar e comparar essas caracteristicas, as amostras foram
avaliadas quanto a capacidade de hidratacdo em meio tampéo ao longo do
tempo. Os resultados apresentados na Figura 4.7 e Tabela 4.1 mostram que as
amostras apresentaram valores entre 277,33 e 1962,22%. Os dados indicam
gue a amostra S72hAc apresenta a maior taxa de hidratacao (1962 + 213 %),
semelhante ao encontrado por Garcia (2019) (1489% em membranas com
mesmo tempo de hidrélise), seguido por S96hAc (1434 + 413 %), ambas
medidas ap6s 24 horas de imersdo. Cabe ressaltar que as amostras que
resultaram na maior taxa de hidratacdo apresentam a mesma porosidade
volumétrica, de aproximadamente 65% (Figura 4.6). Além disso, esses dados
indicam que o acido acético utilizado na solubilizacdo do colageno para
producdo dos scaffolds pode ter influenciado na hidrofilicidade do material,
assim como o tempo de extracdo do colageno. Quanto maior o tempo de
hidrolise do colageno, maior a presenca de cargas negativas, aumentando a
polaridade e por consequéncia a hidrofilicidade do material, refletindo na
capacidade de absorcdo da amostra. Essas observacbes estdo em
concordancia com as medidas apresentadas por Rodrigues (2011), que
demonstrou que quanto maior o tempo de hidrélise do colageno, mais grupos
carboxilicos sdo formados, gerando um aumento da quantidade de &gua
absorvida.

Os scaffolds que apresentaram maiores capacidades de hidratacédo
também foram aqueles com estruturas mais regulares, como pode ser
observado nas figuras apresentadas na secao 4.1.1. Isso corrobora, portanto,
gue uma matriz mais bem definida possui mais espacos livres no interior de
sua estrutura, permitindo maior absorcéo e incorporacdo de agua (WAHID et
al., 2016).

As menores capacidades de absor¢cao de tampéo foram obtidas para as
amostras S24hPB e S24hPBf (335,81 e 277,33%), o que provavelmente
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também deve estar relacionado ao tempo de hidrolise do coldgeno. Amostras
hidrolisadas em apenas 24 horas caracterizaram-se como menos hidrofilicas,

como sera demonstrado no topico a seguir (4.1.5).
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Figura 4.7. Capacidade de hidrata¢éo avaliada para cada scaffold.

Tabela 4.1. Capacidade de hidratagdo (%) dos scaffolds

Amostra |€MPO para absorcdo % Capacidade de
maxima (horas) absorcio
S24hPB 24 335 81
S24hPBf 4 277.33
S48hPB 48 535 45
S48hPBf 48 509,66
S72hf 24 760,56
S72hAc 24 1962,22
S96hf 24 755,81
S96hAc 24 1434,01

Valores de absorcdo bem proximos aos encontrados para a amostra
S96hAc foram apresentados por Nocera et al. (2018) em scaffolds produzidos a
partir de coldgeno de tenddo bovino. A capacidade de absorgdo (1437%) foi
atribuida a presenca de poros de altas dimensfes (500 ym). No entanto,
Massimino (2020) relatou que absorcdo de 4899% pode ser obtida em
scaffolds de colageno aniénico com 72 horas de hidrélise mesmo com poros de
dimensdes inferiores, entre 96 e 149 um.
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Fica evidente que a capacidade de hidratacdo de um material ndo
depende somente da porosidade, como também de sua afinidade a agua
(hidrofilicidade).

4.1.5 Angulo de contato (hidrofilicidade)

A medida de angulo de contato indica a hidrofilicidade de um material
gue envolve a interacdo (molhabilidade) de um liquido (normalmente agua)
com uma superficie. A molhabilidade é diretamente relacionada a presenca de
grupos polares e apolares. Arbitrariamente, considera-se como referéncia que
angulos medidos entre 90° < 6 < 180° definem uma amostra de caracteristicas
hidrofébicas, enquanto 0° < 6 < 90° definem o material como hidrofilico (BERG,
1993).

Pelos resultados obtidos, dispostos na Tabela 4.2, tem-se que o0s
menores angulos sdo os da amostra S72hf e S72hAc, indicando maior
hidrofilicidade resultante destas formulacdes. Esses dados estdo de acordo
com as medidas de hidratacdo, reforcando o efeito determinante da presenca
de um maior nimero de grupos polares em sua estrutura.

As amostras S24hPB e S48hPBf apresentam valores de angulos
superiores a 100°, indicando predominancia de grupos apolares em sua
estrutura, o que corrobora as inferiores taxas de hidratacdo apresentadas por
essas formulacbes (Figura 4.7). Entretanto, a caracteristica hidrofébica da
amostra S96hAc, determinada pelo valor de angulo de contato acima de 100°,
demonstra que, para esse scaffold, a porosidade de 64,33% (item 4.1.2) € 0
fator determinante para alta capacidade de hidratacdo em 1434% (item 3.1.3).
Por outro lado, observa-se que a solubilizacdo em &cido acético promove uma
alteracdo significativa na hidrofilicidade da matriz ao longo do tempo de
hidrolise, com angulo de 40,4° para 72 horas (S72hAc) e de 104,2° para 96
horas (S96hAc). Contudo, essas amostras apresentam porosidades
estatisticamente semelhantes (Figura 4.6) e foram as que mais absorveram
agua nos ensaios de imerséao (Figura 4.7), sugerindo que as caracteristicas de
porosidade sdo tdo determinantes na hidratacdo quanto a hidrofilicidade ou

hidrofobicidade da estrutura do colageno.
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Tabela 4.2. Valores de angulos de contato dos scaffolds em agua

Amostra Angulo de contato (©)
S24hPB 106,7 £ 12,7
S24hPBf 943+7,1
S48hPB 83,0+6,2
S48hPBf 115,3+ 4,6
S72hf 34,3+1,0
S72hAc 40,4 +4,4
S96hf 85,7+3,1
S96hAc 104,2£4,1
Chondro-gide 56,7+ 27,1

4.1.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial

A estabilidade térmica dos scaffolds foi estimada por analises de
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), que determina o fluxo de calor
entre a amostra e um material de referéncia termicamente inerte, enquanto
ambos sdo submetidos a uma variagcdo de temperatura. Com base nas curvas
geradas pela andlise, foi possivel, para algumas amostras, identificar as
temperaturas de transicao vitrea (Tg) e de inicio de desnaturacao (T onser), SSIM
como realizar o calculo de entalpia de transformacéo.

Esses pontos estdo identificados na curva genérica da Figura 4.8,
segundo CANEVALORO (2004) e com ilustracdo descritiva no site Analises
Térmicas (http://www.analisestermicas.com.br/como-analisar-usando-analise-

termica-diferencial-dta/).
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Figura 4.8. Curva de DSC ilustrativa do padrao colageno, com a identificacdo dos pontos de
transicao térmica, segundo CANEVALORO (2004).

Todas as amostras apresentaram perfis similares de comportamento
térmico, com alteracdes principalmente no Tonset, COnsiderado o inicio da
desnaturacao (Tq). Na Figura 4.9, os valores medidos estdo representados,
assim como as entalpias calculadas.

Por temperatura de desnaturagdo, entende-se aquela em que se dé inicio
a ruptura de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias polipeptidicas da estrutura
tripla hélice do colageno, separando-a ao longo do processo em espécies
isoladas (BERNAL, STANLEY, 1987).

As propriedades térmicas das fibras de colageno, contudo, sdo bastante
varidveis e dependentes da fonte de extracdo, das técnicas de preparacdo
empregada, da estrutura quimica e do grau de hidrolizacdo, além do teor de
umidade presente na estrutura 3D consolidada, o que dificulta comparacdes
com dados da literatura (ADLER-NISSEN, 1986; GIL et al., 2005).

Os valores de T4 medidos nos scaffolds aqui avaliados variam de 51 °C
para a amostra S96hf até 71 °C quando empregado acido acético para
solubilizacdo (S96hAc). Esses sdo superiores aos normalmente encontrados
na literatura, de aproximadamente 36 a 40 °C para colagenos tipo | de origem
suina (NAGAI, SUZUKI, 2002; ERWANTO et al, 2003), embora BATISTA
(2008) apresente valores similares (T4 entre 51 e 70 °C) para colagenos
extraidos de serosa suina, cuja variagao atribuiu-se ao grau de hidrolise e a

mineralizacdo. He et al. (2020) igualmente reportam T4 de 67 °C para
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membranas preparadas com colageno tipo | de origem suina e apontam para a
grande variacdo de medida dos valores de desnaturagdo quando em fibras
isoladas (de 37,8 °C) para a forma consolidada em estrutura de
filme/membranas (de 67 °C). Essa diferenca é atribuida as interacfes
intermoleculares que favorecem a agregacdo das estruturas de colageno, o
que dificulta a desestruturacéo da tripla hélice, resultando em um aumento da
resisténcia térmica e da viscosidade do material.

Garcia (2019) relatou a Td de 59,9 °C para scaffolds de colageno aniénico
com 72 horas de hidrdlise alcalina e solubilizacdo em &cido acético, dados
semelhantes aos obtidos neste trabalho para os scaffolds com mesmo tempo
de hidrdlise e solucéo de solubilizacao (60,2 °C para S72hAc).

A temperatura de desnaturacdo em funcdo do tempo de hidrélise alcalina
€ relatada por Rodrigues (2011), que mostra o0 aumento da instabilidade das
membranas, ou seja, a diminuicdo de sua Td, a medida que se aumenta o
tempo de hidrdlise do colageno. Essa comparacdo também foi realizada no
presente estudo, podendo ser vista na Figura 4.10. A temperatura de
desnaturacdo em 79,8 °C, medida para amostra comercial indica,
aparentemente, um colageno de baixo grau de hidrolizacao.
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transformacgé&o) das amostras analisadas por DSC.
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Figura 4.10. Temperatura de desnaturacao (Td) em fungéo do tempo de hidrélise alcalina. Para
cada Td, foi realizada uma média entre os scaffolds dos mesmos grupos de tempo de hidrdlise,

com excecao do tempo em 96 horas, para o qual foi utilizado somente o S96hf.

Os valores de entalpia apresentaram poucas variagdes (Figura 4.9), com
ligeira tendéncia de reducdo para os colagenos suspendidos em &cido acético.
Em geral, as entalpias ndo foram superiores a 29 J/g, inclusive para a amostra
comercial, sendo esses valores inferiores aos apresentados por LIU et al.
(2006), de aproximadamente 67 J/g para colageno tipo | de origem suina. A
titulo de comparacdo, KOMSA-PENKOVA et al. (2000) reportam entalpia de 50
J/g para colagenos tipo | de origem bovina.

Para estruturas de colageno, podemos interpretar a temperatura de
transicdo vitrea (Tg) como aquela na qual as moléculas fortemente ligadas
passam a apresentar certa mobilidade, ou seja, a estrutura muda de um estado
ordenado de tripla hélice para um estado menos ordenado (semi-amorfo). E um
evento de baixa intensidade que precede a desnaturacao.

Nem todas as amostras apresentaram claramente a T, Entre as que
foram possiveis identificar, os valores ndo se alteram significativamente, com
uma média de 50,14 + 5,27 °C, proximos aos obtidos por Silva (2018), para
materiais a base de colageno suino, embora a amostra da Chondro-gide
apresente uma T4 superior, de 58,9 °C, indicando um maior ordenamento

estrutural.
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4.1.6 Estabilidade biolégica do colageno (Colagenase)

De um modo geral, um scaffold pode ser considerado como equivalente
a MEC natural, devendo fornecer condicbes adequadas para adesdao e
proliferacdo celular, assim como para que as células possam sintetizar
moléculas da matriz. Dessa forma, é importante que o material seja degradado
a medida que ocorre a proliferacdo celular e a sintese da nova matriz,
permitindo a regeneracéo tecidual ao longo da degradacdo do scaffold. Em
vista disso, scaffolds com maior estabilidade bioldgica, ou seja, com menor
taxa de degradacdo, sdo mais adequados em comparacdo aos mais
degradaveis (AKILBEKOVA et al., 2018).

O processo de degradacdo enziméatica ocorre em trés etapas, sendo a
adsorcdo e absorcdo da enzima, seguidas pela degradacdo do material.
Inicialmente, a colagenase é adsorvida através da estrutura do scaffold, sendo
em seguida absorvida pelo material, iniciando assim o processo de degradacao
(GARCIA, MARTINS, PEPLIS, 2019).

A acdo enzimatica nos scaffolds pode representar uma medida in vitro
da taxa de degradacdo do material. Na Figura 4.11, encontram-se as taxas de
degradacdo obtidas para as amostras desse trabalho. Nota-se que quatro
amostras (S24hPBf, S72hAc, S96hf e S96hAc) apresentaram degradacéo total
das estruturas apds apenas 2 horas de exposicdo a colagenase, 0 que
provavelmente esta relacionado aos maiores tempos de hidrélise do colageno
(72 e 96 horas), interferindo na estabilidade estrutural e tornando essas
amostras mais susceptiveis a degradacdo. E provavel que a degradacido da
S24hPBf esteja relacionada a menor espessura da amostra (Tabela 4.3) e ao
baixo tempo de absorcdo maxima (4 horas), como visto no tépico 4.1.3, o que
facilita a dispersdo e torna mais rapida a absorcdo da colagenase, acelerando
sua degradacéo.

No estudo realizado por Rodrigues (2011), ficou demonstrada a relacao
direta entre o tempo da hidrélise das moléculas de colageno e a sua
degradacdo. E relatado que, ao longo de 24 horas de hidrolise, ocorre um
aumento linear da taxa de degradacdo do material. Além disso, o autor

apresenta uma taxa de degradacao de 69,7% para membranas compostas por
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coldgeno hidrolisado durante 24 horas, valor proximo ao encontrado no
presente experimento para S24hPB (76,7%).

As amostras S48hPB, S48hPBf e S72hf demonstraram que ndo houve
diferenca estatistica entre elas (37,7, 36,9 e 39,0%, respectivamente), o que
pode estar associado as suas similaridades de porosidade (Figura 4.6) e de
tamanhos de poros (Figura 4.4), além do mesmo tempo de hidrélise do
colageno (amostras S48hPB e S48hPBf).

A amostra comercial (Chondro-Gide) foi a que apresentou menor taxa de
degradacéo (29,9%), o que provavelmente esta relacionado a estrutura mais
cristalina do material, conforme indicado pela caracterizacao térmica e ao seu
modo de processamento. Pode ser observado, nas imagens obtidas por MEV
(Figuras 4.2 e 4.3), que se trata de uma estrutura composta por poros de
pequenas dimensdes (tamanhos médios de 29 um, Figura 4.4) e pouco
definidos, tanto na superficie quanto na secao transversal das amostras, além
da baixa porosidade, de 33,60% (Figura 4.6). A despeito dessas
caracteristicas, a degradacdo da amostra comercial foi relativamente proxima a
das amostras S48hPB, S48hPBf e S72hf.
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Figura 4.11. Degradacao dos scaffolds de colageno ao longo de 2 horas de imersdo das

amostras em colagenase. *Indica que nédo ha diferenca estatisticamente significativa entre os
scaffolds (Tukey, p < 0,05).
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Tabela 4.3. Espessura dos scaffolds

Amostra Espessura (mm) d.p.

S24hPB 5,67 0,577
S24hPBf 4,67 0,764
S48hPB 5,67 0,577
S48hPBf 5,33 0,577
S72hf 6,00 0,023
S72hAc 5,83 0,763
S96hf 5,83 0,763
S96hAc 6,00 1,000
Chondro-Gide 1,00 0,001

4.2 Etapa bioldgica

Nesta secdo, serdo apresentados e discutidos os perfis de crescimento
das células estromais mesenquimais (CEMs) cultivadas nos oito scaffolds
confeccionados para este trabalho, avaliando e comparando suas capacidades
de conferir adeséo e propiciar o crescimento celular. Também serdo avaliados
o crescimento e a proliferacdo dos queratindcitos e fibroblastos (das
respectivas linhagens HaCaT e HDFn) nos quatro scaffolds que apresentaram

os melhores resultados de crescimento com as CEMSs.

4.2.1 Células em cultivo

Inicialmente, as CEMs e os fibroblastos foram cultivados em garrafas de
cultivo com meio de cultura a-MEM suplementado. Uma analise preliminar de
comportamento foi realizada a fim de padronizar as condigbes de cultivo.
Ambas as células, CEMs e fibroblastos, cresceram de forma aderida,

apresentando morfologia alongada, como pode ser visualizado na Figura 4.12.
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Figura 4.12. Morfologia alonga tipica das células cultivadas em meio a-EM suplementado:
A. CEMs e B. fibroblastos.

Foram analisadas as curvas de crescimento das células inoculadas com
concentracdo de 5x10* células/mL por poco em placas de 12 pocos (TPP)
contendo 2 mL de meio a-MEM suplementado. Os dados obtidos estao
apresentados na Figura 4.13.
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Figura 4.13. Curvas de crescimento das células em meio a-MEM suplementado: A. CEMs, C.
fibroblastos; e curvas de crescimento linearizadas: B: CEMs e D: fibroblastos.
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Nota-se que, para as CEMs, a cultura inicia a fase exponencial nas
primeiras 48 horas, mantendo-se nesta até 120 horas de cultivo, momento em
gue ocorre uma queda no numero de células viaveis decorrente da inibicdo por
contato (superficie de cultivo do poco totalmente ocupada pelas células). Para
os fibroblastos (HDFn), a fase exponencial ficou compreendida entre 24 e 120
horas de cultivo.

Dessa forma, calculando para CEMs, a velocidade especifica maxima de
crescimento (Umsx) foi de 0,022 h*, com tempo de duplicacéo de 31,5 horas. Os
fibroblastos apresentaram pmsx de 0,024 h™, com tempo de duplicacéo de 29,0
horas.

Os queratinocitos foram cultivados em garrafas de cultivo com meio de
cultura RPMI-1640 suplementado. Assim como realizado para as outras
células, a analise de comportamento do cultivo foi realizada. Nota-se, na Figura
4.14, que as células cresceram de forma aderida, com caracteristica

morfoldgica arredondada.

Figura 4.14. Morfologia tipica dos queratincitos culivados em meio RPMI-1640

suplementado.

Em condigcbes similares as outras células, os queratindcitos foram
cultivados (5x10* células/mL) em placas de pogcos com 2 mL de meio RPMI-
1640 suplementado ao longo de 144 horas, construindo-se as curvas de

crescimento exibidas na Figura 4.15.
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Através da curva de crescimento linearizada (Figura 4.15B), é possivel
identificar a fase Log de crescimento, com inicio em 24 horas de cultivo, se
estendendo até 96 horas. Dessa forma, a velocidade especifica maxima de
crescimento (Umax) foi calculada em 0,033 h?, sendo o tempo de duplicacédo da

linhagem de 20,9 horas.

4.2.2 Citotoxicidade

Ensaios de citotoxicidade in vitro permitem avaliar materiais quanto a
possibilidade de causarem efeitos toxicos ou influenciarem nos processos de
adesdao, crescimento e diferenciacao celular, indicando um ambiente adequado
para o crescimento e desenvolvimento celular (SANTOS JR., 2001).

A avaliacdo dos efeitos que o material pode causar sobre as células,
comparado a exposicdo de agentes toxicos caracteriza os testes de
citotoxicidade.

E conhecido que polimeros naturais como o colageno ndo apresentam
efeitos téxicos (BARBOSA et al., 2019). No entanto, avaliagbes de
citotoxicidade sao indicadas uma vez que o processamento do material pode
ocasionar a formacao de residuos potencialmente téxicos. Dessa forma, foram
realizadas analises indiretas dos scaffolds produzidos neste trabalho,
comparando-os ao comercial (Chondro-Gide), e também as células expostas
somente ao meio de cultivo (controle negativo) e ao agente toxico extran (5%)
em meio (controle positivo). A avaliacdo da citotoxicidade indireta consiste em

extrair possiveis substancias téxicas soluveis eliminadas pelas amostras
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guando expostas em meio de cultura por determinado tempo. Esse tipo de
andlise foi preferido devido a natureza do material das amostras, no qual,
guando utilizado o reagente MTT, néo foi possivel realizar a analise deste em
suspensdao, ja que houve a retencdo na estrutura das amostras, levando a
leituras espectrofotomeétricas incorretas.

A andlise foi realizada por método colorimétrico utilizando o indicador
metabdlico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo). Neste
ensaio, as células viaveis podem ser quantificadas, uma vez que reduzem o
brometo de tetrazélio em cristais de formazan, um composto de coloracdo azul
gque ao ser quantificado por espectrofotometria, apresenta valores
proporcionais ao numero de células viaveis. Esse método é comumente
utilizado para as analises de citotoxicidade, considerando que os cristais de
formazan estdo relacionados a atividade metabdlica mitocondrial das células
(KEONG, HALIM, 2009). Assim, quanto maior o valor de absorbancia obtido,
maior a quantidade de células viaveis presentes e consequentemente, menor a
capacidade citotoxica do material.

Alguns pesquisadores classificam a citotoxicidade dos biomateriais em
niveis de viabilidade celular, nomeando-os de ndo citotdxico a citotoxicidade
intensa. Biomateriais que apresentam viabilidade celular menor que 30% sé&o
classificados como grau intenso de citotoxicidade, os entre 30 e 60% sao de
grau moderado, aqueles entre 60 e 90% s&o grau leve, e a viabilidade acima
de 90% s&o considerados n&o citotoxicos (LONROTH, DAHL, 2003; SLETTEN,
DAHL, 1999).

Os resultados obtidos para cada amostra foram calculados em
comparacao ao controle negativo (células somente com meio de cultivo). Na
Figura 4.16 e Tabela 4.4 estdo dispostos os resultados do ensaio dos
gueratinécitos (colunas em branco) e das CEMs (colunas azuis). Nota-se o
indice de viabilidade celular para cada scaffold, onde a amostra Chondro-Gide
e os demais scaffolds apresentaram resultados com altas porcentagens de
viabilidade celular, indicando que todas exibem grau leve ou citotoxicidades
ausentes para as células avaliadas.

Para gque houvesse maior seguranca na capacidade citotoxica de cada
amostra, optamos por utilizar os menores valores de viabilidade celular obtidos
entre as células testadas (Tabela 4.4). Dessa forma, as amostras S24hPB,
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S24hPBf e S48hPB apresentaram valores entre 60 e 90%, indicando um grau
leve de citotoxicidade. As demais amostras, S48hPBf, S72hf, S72hAc, S96hf,
S96hAc e Chondro-Gide demonstraram ndo serem citotoxicas, com valores de
absorbéancias acima de 90%. Os valores indicados como superiores a 100%
para as amostras S96hf e S96fAc indicam que estas apresentaram maiores
viabilidades celulares do que o controle negativo, onde as células foram

cultivadas nas placas de pocos contendo somente meio de cultivo.
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Figura 4.16. Viabilidade celular dos scaffolds analisados pelo método MTT. Em branco
tachado: CEMs, e em azul: queratinécitos. Para cada amostra foi considerada a viabilidade
celular para o maior valor obtido no ensaio de citotoxicidade.

Tabela 4.4. Viabilidade celular

Amostra Viabilidade celular (%) d.p.
S24hPB 75,7 2,28
S24hPBf 67,0 1,45
S48hPB 81,4 2,61
S48hPBf 90,2 1,48
S72hf 92,3 5,30
S72hAc 93,3 1,94
S96hf 103,1 7,76
S96hAc 100,9 6,55

Chondro-Gide 98,3 3,34
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Para obter resultados mais confiaveis de citotoxicidade dos materiais, 0s
valores apresentados na Tabela 4.4 foram os menores obtidos em cada
amostra. Em posse desses dados é possivel afirmar que os scaffolds
analisados sao ausentes ou apresentam quantidades baixas ou insuficientes de
compostos que causem efeitos prejudiciais as células. Entretanto, quando
comparados entre si, apresentam valores distintos de absorbancias, indicando
gue alguns podem fornecer ambientes mais favoraveis para o crescimento
celular, como para as amostras S48hPBf, S72hf, S72hAc, S96hf, S96hAc e
Chondro-Gide, com maior viabilidade celular para ambas células testadas.
Dessarte, as amostras seguiram para o teste da atividade metabdlica.

4.2.3 Atividade metabdlica

O ensaio LDH consiste basicamente na deteccdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH) liberada pela membrana plasmatica danificada das
células, podendo ser quantificada por espectrofotometria. Dessa forma, é
possivel determinar o numero de células lisadas/nao viaveis no cultivo ao longo
do tempo, identificando em qual momento ocorreu maior perda de viabilidade
ou morte celular.

A avaliacdo do tempo de morte celular para cultivos em scaffolds é
importante para que se conhega a viabilidade das amostras ao longo do tempo,
devendo-se investigar, em conjunto com outras andlises, qual evento pode
estar relacionado ao declinio do crescimento celular.

Na Figura 4.17, estdo exibidos os resultados obtidos da atividade
enziméatica de LDH para cada scaffold e para o grupo controle (células
cultivadas em placas de 6 pocos). Nota-se que todos os scaffolds e o grupo
controle apresentaram maior quantificacdo de lactato desidrogenase (LDH) no
tempo de 72 horas, indicando esse periodo como o tempo de morte celular.
Além disso, pode ser observado que, para as amostras S24hPB e S24hPBf, a
atividade enzimética de LDH aumentou novamente em 336 horas, indicando
gue ocorreu novamente alta morte celular nesse tempo. Esse resultado pode
estar correlacionado com os dados obtidos pelas imagens em MEV e de
porosidade (t6picos 4.1.1 e 4.1.2, respectivamente), onde as imagens

mostraram estruturas com poros pouco definidos, tanto na superficie quanto
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nas secdes transversais, caracteristica que pode ter influenciado no transporte
de oxigénio e de nutrientes através dos scaffolds, assim como na baixa
porosidade (55,44%) calculada para S24hPB. Além disso, ambas as amostras
foram classificadas com efeito citotéxico de grau leve (tépico 4.2.1), o que
provavelmente acarretou maior morte celular.

No ensaio realizado para o grupo controle, foi possivel obter resultados
somente nos periodos de 12 e 72 horas, pois apods esse periodo as ceélulas
atingiram confluéncia e desaderiram da superficie dos pocos, levando a morte

celular e interferindo nos resultados.
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Figura 4.17. Valores de atividade enzimética da LDH, indicando o tempo de morte celular das

CEMs. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os
scaffolds (Tukey, p < 0,05).
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4.2 .4 Cultivo in vitro de CEMs nos scaffolds

4.2.4.1 Adesao celular

Visando a formacéo tecidual, € necessario que as células realizem a
adesdo na superficie do scaffold, e posteriormente, sejam capazes de migrar e
se proliferar através da matriz do material, dando continuidade ao processo de
crescimento tecidual. Deste modo, o scaffold deve fornecer um ambiente
adequado para que ocorram essas etapas (MOHAMMADI, 2015; PATEL;
FISHER, 2008).

Para avaliar o desempenho dos scaffolds na adesdo celular, as
suspensfes de cada amostra foram analisadas pela contagem de células em
hemocitdmetro, quanto ao numero de células viaveis e ndo viaveis (Figuras
4.18 A e B), ap0s 8 e 12 horas de cultivo.

As amostras S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf apresentaram menores
nameros de células viaveis e nado viaveis presentes nas suspensdes. Nas
demais (S24hPB, S24hPBf, S72hAc e S96hAc), os valores de células em
suspensao foram duas vezes maiores que nas anteriores. Amostras que
proporcionaram menores numeros de células em suspensdao foram
consideradas como as que apresentam, em principio, as caracteristicas mais

favoraveis para a adeséo celular.
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Figura 4.18. Nimero de células em suspensédo quantificadas por hemocitbmetro nos tempos
de 8 e 12 horas de cultivo. A. Nimero de células viaveis, B. NUmero de células ndo viaveis.

O numero de células aderidas foi estimado, bem como a eficiéncia de
adesdao (Figura 4.19), mostrando nameros semelhantes de células aderidas em
todos os scaffolds. As amostras S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf
demonstraram maiores valores de células aderidas (com respectivamente 9,53
x 10°, 9,72 x 10°, 9,65 x 10° e 9,48 x 10° células apds 8 horas de cultivo e 9,10
x 10° 9,58 x 10°, 9,36 x 10°, e 9,60 x 10° células apés 12 horas), assim como
maior eficiéncia de adeséo celular (91,0, 95,8, 93,6 e 96,0%, respectivamente).
Entretanto, nas andlises estatisticas, os scaffolds nao apresentaram diferencas
significativas quanto ao nimero de células aderidas e as eficiéncias de adesao

celular, mostrando que, estatisticamente, todos o0s scaffolds apresentaram
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desempenho para cultivo semelhante quanto ao nimero de células aderidas e,

consequentemente, quanto a capacidade de adeséo de CEMs.

8 horas
12 @ 12 horas
9,7 9,7 87 96
-4 9.1 9,6 9,6 7 )
10 88 93 &7 591 4 70 & 94 g4 93 569,1
o % ~
7 7 vorg
8 | % %
7 7

NuUmero de células aderidas
(x10° células)

S24hPB S24hPBf S48hPB S48hPBf S72hf S72hAc S96hf S96hAc @
Amostras

Eficiéncia de adesao celular (%)

S24hPB | S24hPBf | S48hPB | S48hPBf S72hf S72hAc S96hf S96hAc

88,2 86,6 91,3 95,8 93,6 86,9 92,8 90,6

Figura 4.19. Desempenho dos scaffolds na adeséo celular das CEMs durante as primeiras 12
horas de cultivo. A. Estimativa do niimero de células aderidas em cada scaffold; B. Estimativa
da eficiéncia de adesao celular para o tempo de 12 h.

A literatura apresenta varias referéncias que mostram que materiais com
uma arquitetura porosa e interconectada sdo essenciais para emprego ha
medicina regenerativa, para que ocorra a adesdo e a proliferacdo celular, a
neovascularizagdo e a difusdo de nutrientes e metabdlitos pela estrutura do
material, eventos necessarios para 0 processo de cicatrizacdo de lesdes
(CHANDIKA et al., 2015; MURPHY e O’ BRIEN, 2010). Além disso, Murphy e
O’Brien (2010) sugerem que a area de superficie disponivel na matriz também
seja um fator fundamental para a fixacao das células.

Desta forma, os dados de porosidade obtidos para os scaffolds no topico
4.1.2 fundamentam a correlacdo entre a porosidade do material e a adesao

celular.
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4.2.4.2 Quantificacao de glicose e lactato

Dentre as diversas vias metabdlicas envolvidas no crescimento e na
manutencao celular, a glicolise se destaca como principal fonte de carbono e
energia para as células, com producdo de lactato como metabdlito, o qual
apresenta potencial toxico, podendo inibir o crescimento celular por reduzir o
pH do meio (AMABLE e BUTLER, 2008; HASSEL, GLEAVE, BLUTER, 1991).
Schop e colaboradores (2009) relataram a inibicdo do crescimento das CEMs
em cultivos com acumulo de lactato em concentra¢des acima de 35,4 mM. Em
vista disso, o consumo de glicose e a producéo de lactato podem ser utilizados
como parametros que indicam a manutencao do crescimento celular (SCHOP
et al., 2009).

As evolucdes das concentragbes de glicose e lactato no decorrer dos
cultivos séo exibidas na Figura 4.20, onde se observa que n&o houve o
esgotamento de glicose e que as concentracfes de lactato se mantiveram
abaixo dos niveis inibitérios (SCHOP et al., 2009), em funcdo das trocas de
meio realizadas no tempo de 72 horas, indicados na Figura 4.20 pelo intenso
aumento da concentracdo de glicose e a diluicdo de lactato. Nota-se também,
na Figura 4.20, o declinio gradual da concentracdo de glicose e o crescimento
da concentracao de lactato, demonstrando o aumento no consumo de glicose e
da producdo de lactato pelas células, sendo maiores para as amostras
S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf, sugerindo a presenca de maiores

densidades celulares nesses scaffolds.
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Figura 4.20. Curvas das concentracdes de glicose e lactato para o cultivo de CEMs nos
scaffolds ao longo de 168 horas.

As relacdes de producdo de lactato e consumo de glicose (Y iacgi)
permaneceram entre 0,96 e 1,45 moli...molg™* (Tabela 4.5), sugerindo que as
CEMs presentes em todos os scaffolds metabolizaram primariamente glicose
através da rota de fosforilagdo oxidativa, uma vez que valores de Y iacygi
inferiores a 2,0 indicam essa rota preferencialmente como producéo de energia
(SCHORP et al., 2010).
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Tabela 4.5. Relacdo de producéo de lactato e consumo de glicose (Y acgi) €m 168 horas de
cultivo.

Relacdo de produgéo de lactato e consumo de glicose — Y iacigi (MOliac.MOlgic™)

S24hPB | S24hPBf | S48hPB | S48hPBf S72hf S72hAc S96hf S96hAc

1,36 1,45 0,96 1,02 1,12 1,31 0,97 1,05

4.2.4.3 Estimativa do nimero de células aderidas aos scaffolds

através do consumo de glicose (YxI/s)

Conforme mencionado anteriormente (topico 4.2.4.2), a concentracdo de
nutrientes no cultivo, como a glicose, pode ser relacionada a densidade celular.
Desta forma, os dados de consumo de glicose foram empregados para obter o
valor de Yys. Vale ressaltar que o metabolismo celular se mantém constante
guando as varia¢cdes ambientais sdo pequenas, refletindo em um mesmo valor
de Yys. Dessa forma, as curvas padréo para determinacao de Ys (Figura 4.21)
foram obtidas por meio de cultivos em condicdes muito similares as dos
cultivos nos scaffolds.

As estimativas dos numeros de células nos scaffolds durante os cultivos
foram feitas com base nos valores de Y.s. Devido ao grande numero de
amostras a serem cultivadas (8 tipos de scaffolds, com n = 3 para cada scaffold
em cada tempo de analise), os experimentos foram executados em dois
grupos, A e B (grupo A: S24hPB, S24hPBf, S72hAc e S96hAc e grupo B:
S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf), havendo a necessidade de realizar dois
conjuntos de experimentos para calcular os valores de Ycsgic. ASSim, 0S
resultados obtidos para estes grupos estdo exibidos na Figura 4.21,
apresentando a relacédo entre o niumero de células, a concentracdo de glicose e

a concentracdo de lactato ao longo de 120 horas.
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Troca de 50% do meio de cultivo
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Figura 4.21. Resultados dos experimentos realizados em placas de poliestireno de 24 pocos
tratadas para promover a adesdo celular. O numero de células foi determinado por
hemocitdmetro e a quantificacdo de glicose e lactato através de medidas no analisador YSI-
7100MBS. A. Experimento para o grupo A relacionado as amostras S24hPB, S24hPBf, S72hAc
e S96hAc. B. Experimento para o grupo B relacionado as amostras S48hPB, S48hPBf, S72hf e
S96hf.

Os coeficientes de rendimento (Yws) obtidos na fase de crescimento
exponencial foram calculados através da equacao do topico 3.3.7.3. Valores de
Yeengic = 7,128 x 10%° e 8,348 x 10% células/mol de glicose consumida foram
obtidos para os grupos A e B, respectivamente, como se demonstra na figura
4.22. Os coeficientes Ycugic mostraram-se bastante confiaveis, j& que as

correlagBes entre as variaveis apresentaram valores de 0,987 e 0,981. Dessa
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forma, foi padronizada a utilizacdo do coeficiente Y ceigic COMo método confiavel

para a estimativa do nimero de células aderidas aos scaffolds.
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Figura 4.22. Determinacao dos coeficientes de rendimento Ycel/gli utilizando dados das CEMs.
Onde A: grupo A (S24hPB, S24hPBf, S72hAc e S96hAc), e B: grupo B (S48hPB, S48hPBf,
S72hf e S96hf).

Deste modo, os numeros de células nas amostras foram estimados
através dos valores obtidos de Y g Na equagédo do tépico 3.3.7.3. Entretanto,
através desta equacao, sao obtidos os numeros totais de células no cultivo,

incluindo aquelas aderidas aos scaffolds e em suspensdo. Desses valores
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foram subtraidos dos numeros de células em suspenséo para cada amostra,

obtidos por contagem por hemocitdmetro, disponiveis na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Nimero de células totais nas suspensées de cada amostra

Numeros totais de células em suspensao (x10* células)

(Theo':‘gs‘; S24hPB | S24hPBf | SA8hPB | S48hPBf | S72hf | S72hAc | S96hf | S96hAc
8 8,857 | 7,523 | 4,7+1,9 | 2,8+17 | 35+1,4 | 138+7,1 | 52+1,2 | 13,746,6

12 | 13,0849 | 13,4486 | 9045 | 42407 | 6,4+1,1 | 13,146,2 | 7,3t3.8 | 9,3%2,1
72 | 21,1450 | 20,4454 | 7,9¢3.4 | 82+15 | 7,4¢34 | 20,7+4,1 | 9,424,7 | 37,114
168 | 6,7+23 | 80+24 | 6,7+28 | 11,2¢54 | 6,8425 | 8,3%3,9 | 12,316,2 | 16,350

Nas curvas do crescimento celular na Figura 4.23, iniciadas as 8 horas

de cultivo, quando as primeiras analises de adesao celular nas amostras foram

realizadas, valores de adesé&o de cerca de 8,66 a 9,60 x10° células (disponiveis

no item 4.2.1) foram obtidas apdés 12 horas de cultivo nos scaffolds. O

crescimento celular pode ser observado ao longo do tempo em todas as

amostras (Figura 4.23A), ocorrendo em maior intensidade no grupo B (S48hPB,

S48hPBf, S72hf e S96hf), que demonstraram maiores numeros de células

aderidas ao final do cultivo, sendo em 1,65, 1,59, 1,61 e 1,66 x 10° células,

respectivamente (Figura 4.23B).
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J\eo’:‘fs‘; S24hPB | S24hPBf | S48hPB | S48hPBf | S72hf | S72hAc | S96hf | S96hAc
8 1,032 1,032 1,08° 1,16° 1,13 | 0,96° 1,10° 0,97¢
12 1,04%P 1,110 1,12%P 1,17 | 1,14%° | 1,017 1,16° 1,052P
72 1,243 1,06° 1,342 1,282 1,26% | 1,03° 1,252 0,08°
168 1,242 1,152 1,65° 1,59° 1,61° | 1,247 1,66° 1,222

Figura 4.23. Estimativas do crescimento celular nos scaffolds. A. Curvas de crescimento das
células aderidas ao longo do tempo de 168 horas, B. Valores das estimativas do namero de
células aderidas aos scaffolds.

Letras iguais nos valores de cada linha indicam que nao ha diferenga estatisticamente
significativa entre o nimero de células nos scaffolds (Tukey, p < 0,05).

O fator de expanséo celular (FE) para cada scaffold (Figura 4.24) pdde
ser calculado empregando, na equacao do topico 3.3.7.3, os dados estimados
dos numeros de células aderidas nos tempos de 8 e 168 horas (disponiveis na
Figura 4.23). Na Figura 4.24 estéo representados os valores de FE para cada
amostra, indicando o grupo B (S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf) como o que
proporcionou 0s maiores valores de expansdo celular. A analise estatistica
permitiu identificar que existe diferenca significativa entre dos dois grupos,
confirmando que o FE celular foi maior para as amostras S48hPB, S48hPBf,
S72hf e S96hf, do grupo B.
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Figura 4.24. Fator de expansao celular de cada scaffold analisado no tempo de 168 horas.

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os scaffolds
(Tukey, p < 0,05).

E interessante ressaltar que as amostras S48hPB, S48hPBf, S72hf e
S96hf exibiram melhores condi¢cdes de poros superficial e interconectados
(tépico 4.1.1), e maiores porosidades medidas (topico 4.1.2), confirmando a
influéncia desses fatores em favorecer os processos de adesdo e crescimento

celular.

4.2.5 Réplica do cultivo in vitro de CEMs nos scaffolds

4.2.5.1 Adesao celular

Para obter dados mais precisos e acompanhar a proliferacéo celular por
um maior periodo, os experimentos com as CEMs foram novamente realizados
ao longo de 336 horas de cultivo. Dessa forma, as suspensdes de cada
amostra foram novamente analisadas por contagem de células em
hemocitdmetro. Na Figura 4.25, sdo exibidos os nimeros de células viaveis e
ndo viaveis apos 12 horas. Nota-se que as amostras S24hPB, S72hAc e
S96hAc foram as que apresentaram maiores numeros de células totais em

suspensao.
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Figura 4.25. Numero de células viaveis e néo viaveis presentes nas suspensfes quantificadas
por hemocitbmetro no tempo de 12 horas de cultivo das CEMs.

Com os dados do numero de células totais (viaveis e nao viaveis), em
cada scaffold, estimou-se o numero de células aderidas e a eficiéncia de
adesdao em cada amostra para o tempo de 12 horas, sendo os resultados
exibidos na Figura 4.26. Todas as amostras apresentaram valores semelhantes
de células aderidas, entre 9,4 e 9,9 x 10° células. Consequentemente, a
eficiéncia de adesdo apresentou valores préximos, entre 94,3 e 98,7%. Os
dados demonstraram numeros estatisticamente semelhantes de células

aderidas, indicando semelhanca na capacidade de adesao das CEMs.
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95,6 98,1 98,5 98,7 97,7 95,7 97,2 94,3

Figura 4.26. Desempenho dos scaffolds na adeséo celular das CEMs. A. Estimativa do nimero
de células aderidas em cada scaffold em 12 horas; B. Eficiéncia de adeséo celular para o
tempo de 12 horas.

Os dados da Figura 4.26 apresentaram valores maiores do que aqueles
obtidos nos cultivos do item anterior. Entretanto, as amostras S48hPB,
S48hPBf, S72hf e S96hf ainda apresentaram maiores numeros de células
aderidas e eficiéncias de adesédo, com excec¢ado dos resultados obtidos para a
amostra S24hPBf, que demonstrou maior capacidade de adesdo em
comparacao as amostras S72hf e S96hf.

3.2.5.2 Quantificacao de glicose e lactato

O consumo de glicose e a producéo de lactato foram avaliados ao longo
do cultivo de 336 horas, sendo os perfis de concentracdo dos nutrientes
apresentados na Figura 4.27. Novamente, observou-se que n&o ocorreu
esgotamento de glicose e que as concentracoes de lactato permaneceram
abaixo dos niveis inibitérios (SCHOP et al., 2009) em funcao das trocas de
meio realizadas a cada 48 horas (iniciada em 72 horas de cultivo) indicados
nas curvas pelo intenso aumento da concentracdo de glicose e diluicdo de

lactato.
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Nota-se que as curvas de glicose e lactato (Figura 4.27) apresentaram
perfis semelhantes aos obtidos nos cultivos anteriores (Figura 4.20), com
menores concentracdes de glicose (ou seja, maior consumo) e maiores
concentracOes/producbes de lactato para as amostras S48hPB, S48hPBf,
S72hf e S96hf ao final do cultivo (336 horas).

Trocas de 50% do meio de cultivo

v v v
8
7 _i
2.1\ AN
£
~ 5
Q
1] p
Q
I S ,
; N
3
\i‘t v
4
2
1 T T T T T T T T T 1 T T T T T 1
0 48 a6 144 192 240 288 336 384
Tempo (horas) —m— S24hPB —— S72hf
Trocas de 50% do meio de cultivo —e— 524hPBf —4— S72hAc
v v v | —AS48hPB - » S96hf
7 %i ~ v S48hPBf — & S96hAc
6
< 5 A %
g ] % /
[o]
=4
Q
[+ ]
—
3 -

k]

T T T
48 96 144 192 240

Tempo (horas)

T T
288 336

1
384

Figura 4.27. Curvas de concentracbes de glicose e lactato para o cultivo de CEMs nos
scaffolds durante 336 horas.

A relacdo de producéo de lactato e consumo de glicose (Yiacgi) para a

maioria das amostras permaneceu menor que 2,0 mol...molg™ durante todos
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os periodos analisados (Tabela 4.7), demonstrando que as células utilizaram a
rota de fosforilacdo oxidativa para metabolizar a glicose (SCHOP et al., 2010).
S48hPB, S72hf, S72hAc e S96hf

apresentaram valores de Yicgi acima de 2,0, indicando que as CEMs utilizaram

No entanto, as amostras S24hPBf,

a rota glicélise como producéo de energia.

Tabela 4.7. Relacdo de producéo de lactato e consumo de glicose (Y iacgi) €m 72, 168 e 336 horas
de cultivo

Relacgédo de producdo de lactato e consumo de glicose - Y acigi (Moliac.moly;i™)

(Theo':‘fs‘; S24hPB | S24hPBf | S48hPB | S48hPBf | S72hf | S72hAc | S96hf | S96hAC
72 1,86 2,32 2,47 1,85 2,24 2,09 2,02 1,70
168 1,02 0,78 0,90 1,04 0,85 1,12 1,18 1,29
336 0,81 1,42 1,54 1,02 1,02 1,53 1,15 2,26

4.2.5.3 Estimativa do nimero de células aderidas aos scaffolds

através do consumo de glicose (Yxs)

Novamente, assim como no tépico 4.2.4.3, os dados das concentracdes
de glicose obtidos em experimentos realizados em paralelo ao cultivo nos
scaffolds foram aplicados para obter-se o valor de Y. Dessa forma, as curvas
para calculo de Ycgi foram construidas em condigbes semelhantes, sendo os
resultados correspondentes ao niumero de células, concentracdes de glicose e

de lactato ao longo de 96 horas (Figura 4.28).
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Figura 4.28. Resultados dos experimentos para calcular os valores de Ycel/gli para CEMs. A.

Experimento para o grupo A relacionado as amostras S24hPB, S24hPBf, S72hAc e S96hAc. B.
Experimento para o grupo B relacionado as amostras S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf.
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Numero de células (x105 células)

A partir dos dados gerados, os coeficientes de rendimento (Ys) foram
calculados (tépico 3.3.7.3) para os grupos A e B, obtendo-se os valores de
Yeenge = 8,577 x 10 e 9,106 x 10 células/mol de glicose consumida,
respectivamente para cada grupo (Figura 4.29). Os coeficientes Y ceigic
mostraram-se confiaveis, com correlagcbes entre as variaveis apresentaram

valores de 0,931 e 0,984. Dessa forma, foi padronizada a utilizacdo do
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coeficiente Ycagic COMo método confidvel para a estimativa do numero de

células aderidas.

6x10° 7

Yeergi = 8,577 x 1010 células/mol de glicose consumido
2 =0,931 §
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Figura 4.29. Determinacgéo dos coeficientes de rendimento Y cel/gli utilizando dados das CEMs.
Onde A: grupo A (S24hPB, S24hPBf, S72hAc e S96hAc), e B: grupo B (S48hPB, S48hPBf,
S72hf e S96hf).

A partir do coeficiente de rendimento (Ycgi) €stimou-se o numero de
células totais (aderidas e suspensas) presentes nos cultivos e o niamero de
células aderidas em cada scaffold por diferenca, considerando que o niamero
de células em suspensdo, obtidos por contagem em hemocitdmetro. Os

resultados sao apresentados na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8. Numero de células totais nas suspensées de cada amostra.

Numero de células totais nas suspensoées (x10* células)

(Theo"r‘;’;; S24hPB | S24hPBf | S48hPB | S48hPBf | S72hf | S72hAc | S96hf | S96hAc
12 44426 | 1,9+1,1 | 1,609 | 1,3+0,7 | 2,3+1,7 | 4,3+0,9 | 2,8+1,2 | 58+0,3
72 55410 | 25404 | 25+01 | 24406 | 1,607 | 45409 | 26404 | 9,0+03
168 | 4,9+0,3 | 3,7+0,01 | 1,2#0,1 | 1,3+0,07 | 1,640,05 | 4,4+0,02 | 2,640,03 | 4,5+0,03
336 | 41409 | 30+1,3 | 16409 | 09407 | 09+1,1 | 1,4+01 | 1.4+12 | 4,005

Na Figura 4.30A, estdo exibidas as curvas de crescimento celular
iniciadas em 12 horas e finalizadas em 336 horas. Nota-se que todas as
amostras apresentaram crescimento celular ao longo de 168 horas, entretanto,
as amostras apresentaram numeros de células aderidas estatisticamente iguais
para esse tempo de andlise, com valores entre 1,51 e 1,62 x 10° células
aderidas (Figura 4.30B).

Ainda na Figura 4.30, pode ser observada uma queda do numero de
células apds 168 horas de cultivo para todas as amostras do grupo A (S24hPB,
S24hPBf, S72hAc e S96hAc), e as amostras do grupo B demonstraram
crescimento (S48hPBf e S72hf) ou estabilidade (S48hPB e S96hf). E provavel
gue essa queda esteja relacionada com a morte celular ocasionada por um ou
mais fatores, como a maior espessura das membranas, o que pode dificultar a
passagem de nutrientes através da matriz podendo levar ao estresse oxidativo.

Em conformidade com os resultados encontrados no tépico 4.2.4.3, as
amostras S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf (grupo B) exibiram melhores
resultados de crescimento celular ao longo do cultivo, se estendendo até o final
do experimento em 336 horas. Confirmando que essas séo as indicadas para

0s experimentos de crescimento celular.
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Numeros de células aderidas aos scaffolds (x10° células)
{heo"r‘fs‘; S24hPB | S24hPBf | S48hPB | S48hPBf | S72hf | S72hAc | S96hf | S96hAc

12 0,992¢ 1,052P 1,10° 1,023b¢ 0,992b¢ 1,09¢ 0,93°¢ 0,92°¢
72 0,95% 1,032 1,072P 1,28° 1,26° 1,032 1,110 1,032
168 1,582 1,542 1,612 1,622 1,602 1,582 1,602 1,512
336 1,302 1,302 1,57° 1,67° 1,64° 1,42°¢ 1,60° 1,312

Figura 4.30. Estimativas do crescimento celular nos scaffolds. A. Curvas de crescimento das
células aderidas ao longo do tempo de 336 horas, B. Valores das estimativas de crescimento
das células aderidas. Letras iguais nos valores de cada linha indicam que n&o ha diferenga
estatisticamente significativa entre o nimero de células nos scaffolds (Tukey, p < 0,05).

Através dos dados de adesao celular o fator de expanséo celular (FE)

para cada scaffold foi obtido, conforme dados da Figura 4.31. Nota-se que as
amostras do grupo B (S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf) exibiram maiores

valores de expansao celular em ambos os periodos avaliados.
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168 1,472 1,472 1,542 1,59° 1,62° 1,70° 1,69° 1,68°
336 1,292 1,242 1,47° 1,66° 1,66° 1,47° 1,70°¢ 1,41%°

Figura 4.31. Fator de expanséo celular de CEMs para cada scaffold analisado nos tempos de
168 e 336 horas. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre
os scaffolds (Tukey, p <0,05).

4.2.5.4 Microscopia eletronica de varredura dos scaffolds cultivados
com CEMs

As imagens realizadas em MEV dos scaffolds cultivados com CEMs
ap0s 72 horas estdo apresentadas nas Figuras 4.32, 4.33 e 4.34 e 4.35. Na
Figura 4.32, estao dispostas as imagens gerais em um aumento de x100, onde
notam-se regibes com presenca de células (indicadas pelas setas). Nas
Figuras 4.32E e G, referentes as amostras S72hf e S96hf, apresentam-se
regides com maior quantidade de células, com maior concentracéo celular nas
regides de bordas entre 0os poros e presenca de formacdo de uma rede abaixo
das células, provavelmente MEC e fibras de colageno. A maior quantidade de
células nestas amostras corrobora com os dados de quantificagcdo e

produtividade celular. Entretanto, nas amostras S48hPB e S48hPBf (Figuras
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4.32C e D) ndo sédo observadas grandes presencas de células, o que pode
estar relacionado com as alteracdes superficiais observadas, considerando que
essas amostras apresentam superficies mais planas e com menor dispersao de
poros. Também é possivel que o método de tratamento das amostras e sua
subsequente observacao sob alto vacuo tenha prejudicado e/ou removido parte
das células presentes nesses scaffolds.

Nota-se nas imagens da Figura 4.33, conforme indicado pelas setas, a
distribuicdo de grande quantidade de células de morfologia esférica e com
intensa presenca de MEC, organizadas em aglomerados em algumas regides
nas Figuras 4.33A e B (amostras S24hPB e S24hPBf); aderidas nas bordas
entre os poros sobre fibras de colageno nas Figuras 4.33E e G (amostras
S72hf, S96hf), e com menor quantidade de células na Figura 4.33H (S96hAc).
Nas Figuras 4.33C e F é possivel observar células mais dispersas, com
aspectos alongados e prolongamentos que indicam adeséo e acomodacgao das
células sobre as superficies has amostras S48hPB e S72hAc.

As regides com células aderidas aos scaffolds podem ser mais bem
observadas nas Figuras 4.33, 4.34, 4.35 e 4.36, em aumentos superiores
(imagens de x250, x500 e x1800). Nestas imagens, notam-se células
aglomeradas aderidas as superficies (Figuras 4.33B e 4.34B), sobre as fibras
de colageno (Figuras 4.33C e F e 4.35A e B) e intensa presenca de provavel
matriz extracelular (MEC) (Figuras 4.33 e 4.34A e B). As setas vermelhas
sinalizam os locais de ligacdo entre as células e as fibras de colageno e as
setas amarelas sinalizam a presenca de células com morfologia alongada.

As imagens de MEV permitiram observar que as células assumem uma
morfologia alongada ao aderirem em superficies mais planas, como em
S48hPB e S72hAc (Figuras 4.33C e F, e 4.34F), e morfologias mais esféricas
guando aderidas nas superficies entre os poros e/ou nas fibras de colageno. A
influéncia da rugosidade superficial na morfologia celular foi relatada no estudo
de Jenkins e Little (2019), onde em superficies mais planas as células
apresentaram morfologias mais diversas, enquanto em superficies rugosas
foram predominantes as formas celulares esféricas. As diferencas morfologicas
das CEMs podem estar relacionadas a adesdo celular e/ou diferenciacao

sofrida pelas células.
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Figura 4.32. Imagens geradas por Microscopia Eletrdnica de Varredura das superficies
porosas dos scaffolds cultivados com CEMs durante 72 horas. Obtidas no aumento de 100x. A
= S24hPB, B = S24hPBf, C = S48hPB, D = S48hPBF, E = S72hf, F = S72hAc, G = S96hf, H =
S96hAc. Realizadas com aumento de x100. As setas indicam regides com presenga de células
aderidas.



98

P

Figura 4.33. Imagens geradas por Microscopia Eletronica de Varredura das superficies
porosas dos scaffolds cultivados com CEMs. Obtidas no aumento de 250x. A = S24hPB, B =
S24hPBf, C = S48hPB, D = S48hPBF, E = S72hf, F = S72hAc, G = S96hf, H = S96hAc.
Realizadas com aumento de x250. Setas indicam em: A e B = aglomerados celulares; C e F =
células alongadas; E, G e H = células aderidas as fibras de colageno. As setas indicam regides
com presenca de células aderidas.
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Figura 4.34. Imagens geradas por Microscopia Eletrbnica de Varredura das superficies
porosas dos scaffolds cultivados com CEMs. Obtidas no aumento de 500x. A = S24hPB, B =
S24hPBf, C = S48hPB, D = S48hPBF, E = S72hf, F = S72hAc, G = S96hf, H = S96hAc. As
setas indicam regides com presenca de células aderidas.
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Figura 4.35. Imagens geradas por Microscopia Eletrbnica de Varredura das superficies
porosas dos scaffolds cultivados com CEMs. Presenc¢a de MEC, obtidas em aumento de 1800x.
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Figura 4.36. Imagens geradas por MEV das superficies porosas dos scaffolds cultivados com
CEMs. Células aderidas as fibras de colageno obtidas com aumento de 1800x. As setas
vermelhas destacam as regides de ligacdo entre as células e as fibras de coldgeno, enquanto
setas amarelas sinalizam células alongadas.
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As imagens dos scaffolds cultivados com CEMs durante 168 e 336 horas
estdo exibidas nas Figuras 4.37 e 4.38, respectivamente. Nas figuras estao
apresentadas imagens com aumentos de x100, que permitem visualizar a
presenca de células em algumas regides (indicadas por setas). As Figuras
4.37E e G (amostras S72hf e S96hf) apresentam regides com intensa presenca
de MEC, como pode ser mais bem observado nas Figuras 4.39A e B, com
imagens em aumentos de 250x. A maior quantidade de MEC e
consequentemente maior presenca de células nessas amostras validam os
resultados obtidos de quantificagéo e produtividade celular.

Nas Figuras 4.37 C e D, referentes as amostras S48hPB e S48hPBf do
cultivo de 168 hs, notam-se superficies mais planas, com menos dispersao de
poros e ausentes de células, assim como observado nas imagens das Figura
4.32C e D (cultivo de 72 horas). Essas caracteristicas sdo descritas como
resultado do método de tratamento das amostras e a utilizagdo de alto vacuo

durante a observacdo microscopica.
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Figura 4.37. Imagens geradas por Microscopia Eletrénica de Varredura das superficies
porosas dos scaffolds cultivados com CEMs por 168 hs. Obtidas no aumento de 100x. A =
S24hPB, B = S24hPBf, C = S48hPB, D = S48hPBF, E = S72hf, F = S72hAc, G = S96hf, H =
S96hAc. As setas indicam regides com presencga de células aderidas.
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Figura 4.38. Imagens geradas por Microscopia Eletrdnica de Varredura das superficies
porosas dos scaffolds cultivados com CEMs por 336 hs. Obtidas no aumento de 100x. A =
S24hPB, B = S24hPBf, C = S48hPB, D = S48hPBF, E = S72hf, F = S72hAc, G = S96hf, H =
S96hAc. As setas indicam regifes com presenca de células aderidas.
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igura 4.39. Imagen /erdas por Microscopia EIetrénié de arredradas superficis
porosas dos scaffolds cultivados com CEMs por 168 hs. Obtidas no aumento de 250x. A =
S72hf e B = S96hf. Setas vermelhas indicam células aderidas, setas amarelas a presenca de
MEC.

% ii.

A aplicabilidade das CEMs combinadas as estruturas tridimensionais a
base de colageno tem sido confirmada como fator ativo na promocdo da
recuperacdo do tecido da pele lesionada profundamente. Ravichandran e
colaboradores (2013) demonstraram que scaffolds produzidos por nanofibras
de PVA (Acetato de Polivinila) e colageno hidrolisado promoveram a
diferenciacéo in vitro de CEMs em queratindcitos, evidenciando o uso dessas
células como alternativa eficaz para a recuperacdo de lesbes de pele. No
estudo de Shokrgozar et al. (2012), scaffolds de colageno e quitosana
cultivados com CEMs promoveram o crescimento e a diferenciacdo das células
in vitro, as quais apresentaram morfologia esférica semelhante aos
gueratinécitos, e quando aplicadas in vivo estimularam a cura eficaz de
gueimaduras profundas em ratos.

Através das analises realizadas com as CEMs nos oito scaffolds
confeccionados para este trabalho, foi possivel selecionar os quatro que
apresentaram 0s melhores conjuntos de resultados, sendo as amostras
S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf, pertencentes ao grupo B. Dessa forma,
essas amostras foram selecionadas para a analise do crescimento celular de

gueratindcitos e fibroblastos ao longo de 336 horas de cultivo.
4.2.6 Cultivo in vitro de queratinécitos nos scaffolds
Nas analises de cultivo de queratindcitos foi utilizada a linhagem celular

HaCaT, realizando dois experimentos para obter maior confiabilidade nos
resultados. Os dados obtidos séo discutidos em conjunto neste mesmo tépico.
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4.2.6.1 Adesao celular

Para avaliar a adesdo dos queratindcitos foi necessario quantificar
primeiramente 0 numero de células totais presentes na suspensdo de cada
amostra, ou seja, aquelas que ndo foram capazes de aderir aos scaffolds apés
12 horas do inicio do cultivo. Dessa forma, os nimeros de células viaveis e ndo
viaveis presentes na suspensdo de cada amostra foram contados no

hemocitdmetro, e apresentados nas Figuras 4.40A e B, respectivamente.
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Figura 4.40. Nameros de células viaveis e ndo vidveis da suspensdo quantificadas por
hemocitdmetro no tempo de 12 horas de cultivo de queratindcitos: A. Experimento 1, B.
Experimento 2.

De acordo com os dados da Figura 4.40, para ambos 0s experimentos, a
amostra S48hPB foi a que demonstrou maiores niumeros de células viaveis e
nao viaveis nas suspensfes. Desta maneira, 0S que apresentaram menores
nameros de células nas suspensfes foram considerados com melhores
caracteristicas para adesao celular, o que pode ser confirmado nas Figuras
4.41A e B. As amostras S48hPBf, S72hf, S96hf e Chondro-Gide apresentaram
maiores numeros de células e, consequentemente, maior eficiéncia de adeséo
celular (Figura 4.41B), entretanto, as analises estatisticas demonstraram que
ndo houve diferengas significativas quanto ao nimero de células aderidas entre
as amostras, revelando que os cinco scaffolds apresentam um desempenho
semelhante quanto ao numero de células aderidas e eficiéncia da adesédo de

gueratinécitos em 12 horas de cultivo.
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Numero de Células aderidas
(x10° células)
Numero de Células aderidas
(x10° células)

1 0 1

T T T T T
$48hPB $48hPBf S§72hf S96hf Chondro-Gide
Amostras Amostras

Eficiéncia de adesao celular (%)
S48hPB | S48hPBf S72hf S96hf | Chondro-Gide @
Experimento 1 89,2 94,8 95,0 97,2 97,0

T f T T f
$48hPB S48hPBf 8§72hf S96hf Chondro-Gide

Experimento 2 91,8 97,1 96,3 94,4 96,2

Figura 4.41. Desempenho dos scaffolds na adesdo celular de queratindcitos em cada
experimento. A e B. Estimativas do nuamero de células aderidas em cada scaffold (A:
experimento 1, B: experimento 2); C. Eficiéncia de adesao celular para o tempo de 12 horas.

4.2.6.2 Quantificacao de glicose e lactato

O consumo de glicose e a producéo de lactato pelos queratindcitos foram
avaliados ao longo do cultivo em 336 horas, sendo exibidas as concentragdes
desses nutrientes na Figura 4.42. Estédo identificados os momentos em que
ocorreram as trocas de meio, 0 que promoveu o reajuste da concentracdo de
glicose e diluicao do lactato no cultivo, permitindo que nao ocorresse 0O
esgotamento de glicose e que as concentragfes de lactato permanecessem
abaixo do nivel inibitério de 35,4mM (SCHOP; 2009).
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Figura 4.42. Curvas de concentracdes de glicose e lactato
nos scaffolds ao longo de 336 horas.

para o cultivo com queratinécitos

As relagbes de producgéo de lactato e consumo de glicose (Y iacgi) foram

calculadas para todas as amostras, obtendo-se valores abaixo de 2,0

mol...molg™ (Tabela 4.9) para todas as amostras até o periodo de 168 horas,

indicando que o0s queratinécitos metabolizaram primariamente a glicose

utilizando a rota de fosforilagdo oxidativa, como ja
336 horas, foram obtidos valores bem abaixo d

discutido. Para o tempo de

o referencial nas amostras

S48hPB e Chondro-gide. Entretanto, as demais amostras demonstraram
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valores de Y Mmaiores que 2,0, indicando que as células presentes nos
scaffolds S48hPBf, S72hf e S96hf, utilizaram a rota da glicélise como producédo

de energia.

Tabela 4.9. Relacdo da producéo de lactato e consumo de glicose (Yiagi) durante o
cultivo de queratinécitos

Relacdo de Producéo de lactato e consumo de glicose — Y acigi (MOliac.mOolg;)

Tempo
(horas) Amostras
S48hPB S48hPBf S72hf S96hf Chondro-Gide
72 1,52+0,16 1,55+0,01 1,45+0,22 1,78+0,18 1,37+0,01

168 1,22+0,04 1,78+0,18 1,86+0,01 1,68+0,15 1,50+0,20
336 0,03+0,01 2,76x0,44 2,93+0,49 3,19+0,41 0,21+0,01

4.2.6.3 Estimativa do numero de células aderidas aos scaffolds
através do consumo de glicose (Y ceigi)

Uma vez que o consumo de nutrientes do cultivo pode ser utilizado como
parametro na quantificacdo celular (t6pico 4.2.2), as concentracdes de glicose
foram utilizadas para obter o valor de Ygi € assim determinar a densidade
celular para cada amostra. Dessa forma, curvas padrao Y .. foram realizadas

em condi¢des semelhantes as dos scaffolds (Figura 4.43).
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Figura 4.43. Resultados do experimento para calcular os valores de Ycel/gli para
gueratinécitos.
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A partir dos dados da Figura 4.43, o coeficiente de rendimento (Y cegi) foi
calculado (t6pico 3.3.7.3) e o valor obtido foi Y cergi = 9,834 x 10*° células/mol de
glicose consumida (Figura 4.44), com coeficiente de confiabilidade Y ceigi de r* =
0,977. Assim, o coeficiente Ycagic foi utilizado como método confidvel para a

estimativa do nimero de células.
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Figura 4.44. Determinacdo dos coeficientes de rendimento Ycel/gli utilizando dados dos
experimentos com queratindcitos.

Assim, foi possivel estimar os numeros totais de células dos cultivos,
sendo aquelas aderidas e em suspensdo. Os valores foram subtraidos os
nameros de células das suspensdes, obtidos pela contagem em hemocitdmetro
(Tabela 4.10).

Tabela 4.10. NUmero de células totais nas suspensdes de cada amostra

Numero de células totais em suspensao (x10* células)

(-I;\eor:‘afs(; Amostras
S48hPB S48hPBf S72hf S96hf Chondro-Gide
12 10,8+1,5 5,2+0,3 5,0+1,3 2,840,1 3,1+0,3
72 1,3+0,4 2,9+0,8 3,8%£1,0 3,8+1.8 1,7£0,5
168 2,4+0,7 3,0+0,6 2,8+0,5 5,7+1,5 2,3+0,8
336 4,2+1.3 2,615 2,5+1,3 3,9+1,2 4,3+0,9
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Na Figura 4.45, estdo as curvas de crescimento celular das células
aderidas em cada scaffold (Figura 4.45A) e seus respectivos valores de adesao
(Figura 4.45B). Nota-se que ocorre crescimento acentuado entre 12 e 168
horas de cultivo em todos as amostras, com valores maximos de densidades
entre 1,45 e 1,59 x10° células aderidas. Além disso, a amostra S48hPB
apresentou maior numero de células aderidas em comparagcédo a comercial da
Chondro-Gide (1,51 x 10° células). Os demais scaffolds (S48hPBf, S72hf e
S96hf) por sua vez, exibiram valores estatisticamente semelhantes ao da
Chondro-gide, revelando que os scaffolds produzidos para este trabalho
(S48hPB, S48hPBf, S72hf, S96hf) apresentam-se como alternativas
promissoras para 0s estudos in vivo no tratamento de lesbes de pele que
acometem a camada da epiderme, jA que o0s queratinécitos sdo células
presentes nessa camada.

No entanto, ap6s 168 horas, ocorreu queda do niumero de células até o
tempo de 336 horas em todas as amostras, incluindo a Chondro-Gide. Este
comportamento também foi observado para as células estromais
mesenquimais (linhagem hCEMs-TERT) (topico 4.2.5.3) e pode estar
relacionado a espessura, caracteristica relatada por diversos pesquisadores
como um problema na difusdo de nutrientes através da matriz (BIGARELLA,
LIANG, GHAFFARI, 2014).
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Figura 4.45. Estimativas do crescimento celular dos queratindcitos nos scaffolds. A. Curvas de
crescimento das células aderidas ao longo do tempo de 336 horas, B. Valores das estimativas
de crescimento das células aderidas. Letras iguais nos valores de cada linha indicam que néo
ha diferenca estatisticamente significativa entre o nimero de células nos scaffolds (Tukey, p

<0,05).

O fator de expanséo celular (FE) foi calculado e os valores exibidos na

Figura 4.46 indicam que em 168 horas de cultivo a amostra S48hPB

apresentou um valor estatisticamente igual ao da Chondro-Gide, e maior do

gue as demais, enquanto em 336 horas os valores diminuiram para todas. A

analise estatistica permitiu apontar que o S48hPB foi 0 que apresentou maior

valor de expansao celular.
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Figura 4.46. Fator de expansédo celular de cada scaffold analisado nos tempos de 168 e 336
horas. Letras iguais indicam que ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre os
scaffolds (Tukey, p <0,05).

Em discordancia com os ensaios de aderéncia celular, a amostra
S48hPB demonstrou melhores eficiéncias nos processos ao longo de 168 e
336 horas de cultivo, sendo estatisticamente iguais ou até maiores do que 0s
valores para a Chondro-Gide. Além disso, as demais amostras apresentaram
valores de FE estatisticamente iguais ao da Chondro-Gide ao final do cultivo
(336 horas), confirmando que todos os quatro scaffolds sao potenciais

alternativas para o estudo in vivo no tratamento de lesGes epidérmicas.

4.2.6.4 Microscopia eletronica de varredura dos scaffolds cultivados

com queratinécitos

As imagens obtidas por MEV dos scaffolds (S48hPB, S48hPBf, S72hf,
S96hf e Chondro-Gide) cultivados com queratinécitos por 72 horas estao
dispostas nas Figuras 4.47 e 4.48.

Nota-se na Figura 4.47 em aumento de 100x que as amostras contém
regides com intensa presenca de células e matriz extracelular (MEC) (indicadas
pelas setas), com maior ocorréncia nas figuras 4.47 A, B e C, referentes a
S48hPB, S48hPBf e S72hf, resultado esperado em razdo dos valores
estatisticamente semelhantes obtidos anteriormente para os dados de

guantificacdo e produtividade celular. Na amostra comercial (Figura 4.47E), nao



114

foram observadas células aderidas; entretanto, nota-se a intensa presenca
MEC em toda a superficie. A amostra S96hf ndo apresentou células aderidas e

presenca de MEC na superficie no material, divergindo dos resultados

atingidos para o numero de células aderidas a este material.

Figura 4.47. Imagens geradas por Microscopia Eletrdnica de Varredura das superficies
porosas dos scaffolds cultivados com queratinécitos ao longo de 72 horas. Obtidas no aumento
de 100x. A= S48hPB, B = S48hPBF, C = S72hf, D = S96hf, E = Chondro-Gide. As setas
indicam regides com células aderidas e presenca de MEC

As regibes que apresentaram células aderidas e MEC foram analisadas
no aumento de 250x, sendo disponibilizadas na Figura 4.48. Nessas imagens,
estdo destacadas as células aderidas as superficies dos scaffolds, em grandes
aglomerados e intensa presenca de MEC (Figuras 4.48A e B) e em menores

guantidades de células e MEC (Figuras 4.48 C e D). Nas imagens realizadas
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para os quatro scaffolds selecionados, as células estdo em grande parte
cobertas por MEC; no entanto, € possivel visualizar a morfologia arredondada

das células, o que € uma caracteristica da linhagem dos queratinécitos.

4 ﬁ u:

Figura 4.48. Imagens geradas por Microscopia Eletrbnica de Varredura das superficies
porosas dos scaffolds cultivados com queratindcitos ao longo de 72 horas. Obtidas no aumento
de 250x. A= S48hPB, B = S48hPBF, C = S72hf, D = S96hf. As setas indicam regides com
células aderidas e presenca de MEC

4.2.6.5 Microscopia de Fluorescéncia Confocal dos scaffolds

cultivados com queratinécitos

A Microscopia Confocal foi utilizada para avaliar a distribuicdo de células
no interior da estrutura porosa. As amostras foram tratadas com DAPI, um
marcador celular fluorescente capaz de identificar o nucleo das células
presentes nos scaffolds.

As imagens das amostras cultivadas com queratinécitos ao longo de 168
e 336 horas estdo disponiveis nas Figuras 4.49 e 4.50, respectivamente. Nota-
se nas figuras a presenca de pontos de coloracdo azulada, que sdo os ndcleos
das células marcados com DAPI, atestando que todos os scaffolds

promoveram a adesao e proliferacdo de queratindcitos através da matriz.
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A Figura 4.49A, referente & amostra S48hPB, exibe intensa presenca de
células, corroborando com os dados obtidos de ades&o e crescimento celular.
A grande presenca de células na Figura 4.49D referente a amostra S96hf é um
dado substancialmente importante, uma vez que essa amostra apresentou uma
estimativa do numero de células aderidas semelhante & das outras amostras.
Entretanto, esses dados divergem dos observados por MEV indicando que
para essa amostra as células infiltraram e cresceram com maior intensidade do
gue na superficie da amostra.

Os scaffolds S48hPBf, S72hf e Chondro-Gide (Figuras 4.49B, C e E,
respectivamente) apresentam quantidades de células semelhantes, o que esta
de acordo com os dados obtidos pela estimativa do numero de células aderidas
(tépico 4.2.6.3). Além da presenca das células identificadas como pontos azuis
(sinalizadas por setas vermelhas), essas imagens mostram outras estruturas,
gue podem ser identificadas como marcacao pelo DAPI das fibras de colageno
ou devido a autofluorescéncia do colageno (setas amarelas), dado também
reportado nos estudos de Balaure e colaboradores (2019) e de Vashisth et al.,
(2016), nos quais ambos avaliaram a proliferacao de fibroblastos em scaffolds
de colageno. As imagens da Figura 4.50 (B, C, D e E) também apresentam

essas fibras marcadas em azul.
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Figura 4.49. Imagens geradas por Microscopia de Fluorescéncia Confocal das células aderidas
por toda estrutura dos scaffolds cultivados com queratindcitos ao longo de 168 horas. A=
S48hPB, B = S48hPBF, C = S72hf, D = S96hf e E = Chondro-Gide. Os pontos azuis sdo 0s
nucleos das células corados com DAPI, sendo sinalizados com as setas vermelhas. As setas
amarelas sinalizam regides em que as fibras de colageno do scaffold foi corada pelo DAPI.
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Figura 4.50. Imagens geradas por Microscopia de Fluorescéncia Confocal das células aderidas
por toda estrutura dos scaffolds cultivados com queratindcitos ao longo de 336 horas. A=
S48hPB, B = S48hPBF, C = S72hf, D = S96hf e E = Chondro-Gide. Os pontos azuis sdo 0s
nacleos das células corados com DAPI, sendo sinalizados com as setas vermelhas. As setas
amarelas sinalizam regides em que as fibras de coldgeno do scaffold foi corada pelo DAPI.
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Nota-se nas imagens da Figura 4.50 a presenca de células (indicadas
por setas vermelhas), confirmando a adesao e proliferacdo dos queratindcitos
através de toda a matriz. A Figura 4.50A, correspondente a amostra S48hPB
gue apresentou a maior quantidade de células do que as demais amostras, em
concordancia com o maior nimero de células aderidas medidas no tempo de
336 horas de cultivo (tépico 4.2.6.3). As demais amostras (S48hPBf, S72hf,
S96hf e Chondro-Gide) revelaram quantidades de células semelhantes e a

presenca das fibras de colageno fluorescentes.

4.2.7 Cultivo in vitro de fibroblastos nos scaffolds

Dentre as células que participam do processo de cicatrizacdo da pele, os
fibroblastos tém um papel essencial na formagéo de MEC durante o processo
de cicatrizag&o do tecido lesionado. Dessa forma, fibroblastos (linhagem HDFn)
foram testados nos scaffolds (S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf) para avaliar

suas capacidades de adeséao e proliferagdo nessas amostras.

4.2.7.1 Adesao celular

Para quantificar a adeséo celular foi necessario realizar a contagem de
células totais (vidveis e ndo viaveis) presentes na suspensao de cada amostra,
ou seja, aquelas células que ndo se aderiram durante as primeiras 12 horas de
cultivo. Esses valores estdo disponibilizados na Figura 4.51, sendo possivel
observar que o scaffold S48hPB foi 0 que apresentou maior nimero de células

em suspensao, seguido pelo S48hPBf.
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Figura 4.51. Numero de células viaveis e ndo viaveis da suspensdo quantificadas por

hemocitdmetro no tempo de 12 horas de cultivo de fibroblastos.

Com o numero de células totais em suspensao, quantificam-se as

células aderidas em cada scaffold permitindo calcular a eficiéncia de adesédo

celular (Figura 4.52). Nota-se na Figura 4.52A que todos apresentaram altas

eficiéncias de adesdo celular, sendo que as amostras S72hf, S96hf e a

comercial (Chondro-Gide) demonstraram valores estatisticamente iguais, com

maiores numeros de células aderidas, sendo 9,46, 9,75 e 9,75 x 10° células,

respectivamente, e portanto esses scaffolds demonstraram maior eficiéncia de

adeséo (Figura 4.52B).
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Figura 4.52. Desempenho dos scaffolds na adeséo celular de fibroblastos durante as primeiras
12 horas de cultivo. A. Estimativa do ndmero de células aderidas em cada scaffold; B.
Eficiéncia de adesao celular para o tempo de 12 horas.

4.2.7.2 Quantificacao de glicose e lactato

Os consumos de glicose e as producdes de lactato foram novamente
avaliados no cultivo dos fibroblastos ao longo de 336 horas, sendo
disponibilizadas as concentracbes desses nutrientes (Figura 4.53). Nessa
figura estdo sinalizados os momentos em que ocorreram as trocas de meio,
possibilitando a regulacéo dos niveis de glicose e diluicdo do lactato no cultivo,
impedindo o esgotamento de glicose e 0 acumulo de lactato em nivel inibitério
de 35,4mM (SCHOP; 2009).
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Figura 4.53. Curvas de concentracBes de glicose e lactato para o cultivo de fibroblastos ao
longo do cultivo nos scaffolds durante 336 horas.

As relacdes de producdo de lactato e consumo de glicose (Y iacgi)
apresentaram valores abaixo de 2,0 moli,..molg™ (Tabela 4.11) para todas as
amostras, indicando que os fibroblastos metabolizaram primariamente a glicose

através da rota de fosforilacdo oxidativa.
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Tabela 4.11. Relacdo da producéo de lactato e consumo de glicose (Yiacgi) durante o
cultivo de fibroblastos

Relacdo de Producéo de lactato e consumo de glicose — Y acigi (MOliac.molg;)

(IS:‘:S(; Amostras
S48hPB S48hPBf S72hf S96hf Chondro-Gide
72 1,13 1,19 1,15 1,33 1,03
168 1,84 1,99 1,77 1,44 1,59
336 0,94 1,43 1,19 1,40 1,52

4.2.7.3 Estimativa do numero de células aderidas aos scaffolds
através do consumo de glicose (Yx/s)

O consumo de nutrientes do cultivo foi utilizado para calcular o nUmero de
células presentes nos cultivos por meio das concentracdes de glicose de cada
amostra, utilizadas para obter o valor de Ycug possibilitando estimar a
densidade celular para cada amostra. As curvas padr@o Ycg foram
construidas em condi¢cdes semelhantes aquelas realizadas para os scaffolds
(Figura 4.54).
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Figura 4.54. Resultados do experimento para calcular os valores de Ycel/gli para fibroblastos.
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Com esses dados torna-se possivel calcular o coeficiente de rendimento
(Yeergi), obtendo o valor de Yegi = 3,720 x 10 células/mol de glicose
consumida, com a confiabilidade de 0,988, como representado na Figura 4.55.
Deste modo, o coeficiente Ycgic foi adotado como valor confiavel para a

estimativa do nimero de células aderidas aos scaffolds.
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Figura 4.55. Determinacdo dos coeficientes de rendimento Ycel/gli utilizando dados do
experimento com fibroblastos.

Para determinar os numeros de células aderidas faz-se necessario
subtrair o namero total de células obtido pelo nimero de células das

suspensodes, contados em hemocitdmetro, resultados dispostos na Tabela 4.12.

Tabela 4.12. Numero de células totais nas suspensdes de cada amostra

Numero de células totais em suspenséo (x10* células)

J‘Zn::sc; Amostras
S48hPB S48hPBf S72hf S96hf Chondro-Gide
12 9,3+0,7 6,5+0,7 5,4+0,3 2,5+0,1 2,5+0,2
72 4,2+0,8 1,3+0,7 3,8+0,9 1,7+0,2 4,2+0,1
168 2,4+0,8 2,4+0,8 2,3£0,9 2,2+0,8 1,5+0,1
336 10,3+3,8 9,9+0,8 6,1+0,6 5,9+0,7 11,8+0,8
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Na Figura 4.56 temos as densidades de células aderidas estimadas, em
curvas de crescimento celular (Figura 4.56A) e seus respectivos valores (Figura
4.56B). Na figura estédo exibidas as curvas de crescimento celular das células
aderidas em cada scaffold (Figura 4.56A e Tabela anexada). Nota-se um
intenso crescimento da curva nas primeiras 72 horas de cultivo em todas as
amostras, com valores maximos de densidades entre 1,35 e 1,43 x10° células
aderidas. As amostras S48hPBf e S96hf apresentaram os maiores valores
sendo estatisticamente superiores aos encontrados para a Chondro-Gide.
Adicionalmente os demais scaffolds nédo diferem estatisticamente dos obtidos
pela amostra comercial, evidenciando, novamente, a capacidade de adesao e
proliferacédo celular em 72 horas de cultivo.

Apbs o periodo de 72 horas de cultivo, nota-se um declinio no namero
de células em todos os scaffolds até o tempo de 168 horas, momento no qual
as amostras apresentaram estabilidade no crescimento celular até o final do

cultivo.
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Figura 4.56. Estimativas do crescimento celular dos fibroblastos nos scaffolds. A. Curvas de
crescimento das células aderidas ao longo do tempo de 336 horas (setas vermelhas indicam os
momentos que ocorreram as trocas de meio de cultivo), B. Valores das estimativas de
crescimento das células aderidas. Letras iguais nos valores de cada linha indicam que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre o nimero de células (Tukey, p <0,05).

Na Figura 4.57 estdo disponiveis os dados referentes ao FE
apresentando valores estatisticamente semelhantes para S48hPB, S48hPBf e
S96hf em 168 horas de cultivo e para S48hPB, S72hf e S96hf em 336 horas.
Além disso, todas as amostras produzidas neste trabalho demonstraram
maiores valores de FE ao encontrado para a Chondro-Gide, evidenciando que

sao potenciais alternativas para o estudo in vivo no tratamento de lesbes de
pele.
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Figura 4.57. Fator de expanséo celular dos fibroblastos de cada scaffold analisado nos tempos
de 168 e 336 horas.

4.2.7.4 Microscopia eletrénica de varredura dos scaffolds cultivados

com fibroblastos

Foram observados os scaffolds cultivados por 72 horas (Figuras 4.58 e
4.59), nos respectivos aumentos de 100x e 250x. Verifica-se na Figura 4.58 a
intensa presenca de MEC e de células em algumas regides das imagens
(indicadas pelas setas), sendo visualizadas em maior intensidade nas Figuras
4.58 B, C e D (amostras S48hPBf, S72hf e S96hf), que apresentaram maiores
estimativas de células aderidas (tépico 4.2.7.3). A amostra Chondro-Gide,
retratado na Figura 4.58E, apresenta a intensa presenca de MEC sobre toda a

superficie, indicando adequacao e boa compatibilidade celular.
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Figura 4.58. Imagens geradas por Microscopia Eletronica de Varredura das superficies
porosas cultivadas com fibroblastos. Obtidas no aumento de 100x. A= S48hPB, B = S48hPBF,
C = S72hf, D = S96hf, E = Chondro-Gide. As setas indicam regides com células aderidas e
presenca de MEC

A Figura 4.59 apresenta as imagens realizadas no aumento de 250x,
exibindo a presenca de células em aglomerados e MEC em todas as amostras,
porém, com menor intensidade na amostra S48hPB (Figura 4.59A). As demais
revelam a presenca de células arredondadas e recobertas por MEC em grande

parte.
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Figura 4.59. Imagens geradas por Microscopia Eletrbnica de Varredura das superficies
porosas cultivadas com fibroblastos ao longo de 72 horas. Obtidas no aumento de 250x. A=
S48hPB, B = S48hPBF, C = S72hf, D = S96hf. As setas indicam regiées com células aderidas
e presenca de MEC

4.2.5.5 Microscopia de fluorescéncia confocal dos scaffolds

cultivados com fibroblastos

As imagens obtidas por Microscopia Confocal estdo apresentadas nas
Figuras 4.60 e 4.61. Nota-se a intensa presenca de grandes estruturas em azul
(setas amarelas), identificadas como fibras de colageno autofluorescéntes,
caracteristica comumente encontrada em alguns materiais.

Na Figura 4.60 relacionada ao cultivo de 168 horas, pode ser observada
uma boa distribuicdo das células (indicadas pelas setas vermelhas) em todas
as amostras, sendo a Figura 4.60D referente ao S96hf, a que apresentou
maiores quantidades celulares, assim como nas estimativas de crescimento
celular, conforme analises anteriores (topico 4.2.7.3).

Em concordancia com os resultados obtidos no tépico 4.2.7.3 para o
crescimento celular em 336 horas, a Figura 4.61 confirma os dados relativos as
amostras S72hf e S96hf (Figuras 4.61C e D, respectivamente), evidenciando a

infiltracdo celular nas matrizes.
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Figura 4.60. Imagens geradas por Microscopia de Fluorescéncia Confocal das células aderidas
por toda estrutura cultivadas com fibroblastos ao longo de 168 horas. A= S48hPB, B =
S48hPBF, C = S72hf, D = S96hf e E = Chondro-Gide. Os pontos azuis sdo 0s nucleos das
células corados com DAPI, sendo sinalizados com as setas vermelhas. As setas amarelas
sinalizam regifes em que as fibras de colageno do scaffold foi corada pelo DAPI.
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Figura 4.61. Imagens geradas por Microscopia de Fluorescéncia Confocal das células aderidas
por toda estrutura cultivadas com fibroblastos ao longo de 168 horas. A= S48hPB, B =
S48hPBF, C = S72hf, D = S96hf e E = Chondro-Gide. Os pontos azuis sdo o0s nucleos das
células corados com DAPI, sendo sinalizados com as setas vermelhas. As setas amarelas
sinalizam regides em que as fibras de colageno do scaffold foi corada pelo DAPI.
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4.2.8 Discussao Final

Conforme discutido nos resultados anteriores, os scaffolds produzidos
neste trabalho apresentaram uma resposta positiva aos processos de adeséo e
proliferacdo celular das CEMs, queratindcitos e fibroblastos.

Por comparacdes das imagens obtidas por MEV entre os scaffolds
imersos em meio de cultura (Figura 4.62) e os que foram cultivados com as
CEMs (Figura 4.63) durante 72 horas, notam-se regides em que ocorreram a
adesdo e proliferacdo celular, comprovando que todos os scaffolds
apresentaram capacidade em promover o crescimento celular, sendo mais
intenso nas Figuras 4.63E e G, respectivas as amostras S72hf e S96hf. Para a
Chondro-Gide, disponivel na Figura 4.64, é possivel observar a intensa

formacao de MEC sobre a estrutura do scaffold (Figura 4.64B).
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igur 4.62. Imagens em MEV dos scaffold em meio de cultua durante 72 horas. Obtidg no
aumento de 100x. A = S24hPB, B = S24hPBf, C = S48hPB, D = S48hPBF, E = S72hf, F =
S72hAc, G = S96hf, H = S96hAc.
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Figura 4.63. Imagens em MEV dos scaffolds cultivados com CEMs durante 72 horas. Obtidas
no aumento de 100x. A = S24hPB, B = S24hPBf, C = S48hPB, D = S48hPBF, E = S72hf, F =
S72hAc, G = S96hf, H = S96hAc.
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Figura 4.64. Imagem em MEVda Chondro-Gide. (A) Amostra em meio de cultura, (B) cultiaa
com queratindcitos durante 72 horas.

A Tabela 4.13 exibe a quantificacdo das células aderidas na amostra
comercial (Chondro-Gide) e nos scaffolds produzidos para este trabalho. Tendo
a Chondro-Gide como referéncia (considerando-a como 100%) temos que 0s
scaffolds deste trabalho apresentam porcentagem igual ou até superior ao valor
obtido pela Chondro-Gide. Cabe observar que as amostras S48hPB e S96hf
referentes aos queratindcitos, e as S72hf e S96hf para os fibroblastos,
resultaram em porcentagens de células aderidas comparativamente maiores

gue o produto comercial.

Tabela 4.13. Comparacéo do namero de células aderidas (%) entre os scaffolds e
Chondro-Gide

Comparacao do nimero de células aderidas (%)

Amostras Queratinécitos (HaCat) Fibroblastos (HDFn)
168 h 336 h 168 h 336 h
S48hPB 105 120 103* 98*
S48hPBf 101* 101* 102* 98*
S72hf 96* 103* 104 107
S96hf 101* 106* 109 105
Chondro-Gide 100* 100* 100* 100*

* indicam que ndo h& diferenca estatisticamente significativa entre o nimero de células nos
scaffolds

Na Tabela 4.14 temos um quadro geral comparativo das propriedades
fisico-quimicas das amostras avaliadas, que sao fundamentais na engenharia
de tecidos no contexto da medicina regenerativa. Dos resultados gerais,
depreende-se que as amostras S48hPB, S72hf e S96hf apresentaram um

maior conjunto de caracteristicas ideias (sinalizadas por “+").
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Tabela 4.14. Comparacéo das caracteristicas fisico-quimicas dos scaffolds e Chondro-
Gide

Comparacao das caracteristicas fisico-quimicas dos scaffolds

S48hPB | S48hPBf | S72hf S96hf | Chondro-Gide
Estrutura porosa + +
definida
Porosidade + +
Tamanho dos poros + + + +
Capacidade hidratacao + + + + *
Hidrofilico + + + +
Td + + + + +
Degradacdo + + + +

Onde: (+): caracteristica apropriada para um scaffold destinado & engenharia de tecidos no
tratamento de lesbes de pele
(*) ndo foi analisado.

De maneira geral, os resultados indicam que todos os scaffolds
confeccionados para este trabalho apresentaram um conjunto de
caracteristicas que 0s tornam potenciais materiais a serem aplicados em
lesGes de pele. Em particular as amostras S48hPB, S72hf e S96hf resultaram
em uma maior proliferacdo celular, bem como caracteristicas fisico-quimicas

superiores a Chondro-Gide.
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Capitulo 5 - Conclusdes

Pesquisas visando o desenvolvimento de biomateriais na éarea de
engenharia de tecidos sdo de grande importancia para a industria
biotecnolégica ligada a &rea da saude, assim como para a independéncia do
Brasil na importagdo desses insumos para suprir sua demanda. Assim, fica
evidente a relevancia das analises em cultivo in vitro conduzidas neste projeto,
visando caracterizar a proliferacdo de diferentes tipos celulares importantes no
desenvolvimento de terapias para cicatrizacdo de lesGes na pele.
Adicionalmente, as andlises de cultivo in vitro realizados na amostra do scaffold
comercial da Chondro-Gide que permitiam avaliar comparativamente as
eficiéncias dos materiais desenvolvidos neste estudo.

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas dos scaffolds, os dados
obtidos foram semelhantes para todas as amostras analisadas, tendo a
porosidade em especial como fator de selecdo, considerando que a porosidade
esté relacionada com as diferencas no crescimento celular encontradas.

De acordo com as caracterizacbes, entre 0S parametros que se
apresentaram ideais na producao dos scaffolds foram: o emprego de colageno
tipo | anidnico em tempos de 48, 72 e 96 horas de extracdo de serosa suina
seguido de solubilizacdo em PBS 10x, solucdo fosfato 1x e PBS 10x com
solucéo fosfato 1x, com processo de formagéo de estrutura porosa obtido por
liofilizacao.

As amostras designadas como S48hPB, S48hPBf, S72hf e S96hf foram
as capazes de promover um ambiente mais apropriado para a adesao e
crescimento das CEMs avaliadas nos periodos de 168 e 336 horas.

As analises realizadas com queratindcitos e fibroblastos demonstraram
gue todos os scaffolds promoveram crescimento celular semelhante ou até
superior (S48hPB e S96hf para queratindcitos, e S72hf e S96hf para
fibroblastos) que os medidos para a amostra comercial Chondro-Gide.

Os dados referentes as analises fisico-quimicas, associados aos de
cultivo celular, corroboram com as referéncias da literatura, as quais relatam
consideravel influéncia positiva do maior grau de porosidade na adesdo e
crescimento celular, assim como no tamanho e distribuicdo dos poros, como

observado com as amostras S48hPB, S72hf e S96hf com maiores porosidades
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e proporcionalmente as maiores adesbes e crescimento celular.
Adicionalmente, essas amostras também apresentaram melhores carateristicas
relativas a capacidade de absorcéo, hidrofilicidade, temperatura de degradacéo
e degradacéao, qualificando-as como potenciais alternativas como materiais de
baixo custo para o tratamento de lesdes de pele.

Por fim, este trabalho gera perspectivas para estudos adicionais, nos
quais alteracbes estruturais e/ou incorporagcdo de outros materiais
biocompativeis possam ser agregados ao colageno com o intuito de elevar a
adequacao dos scaffolds para o cultivo de células especificas. Cabe ressaltar a
necessidade da realizacdo de testes na condi¢ao in vivo para a confirmagéo da

real habilidade desses materiais no tratamento de lesGes de pele.
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