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Resumo

A engenharia de tecidos dedica-se ao desenvolvimento de estruturas biocompativeis e
biodegradaveis que substituem tecidos humanos de forma temporaria e que suportem a
regeneracao celular necesséria a reconstrucdo natural do tecido.

As membranas de biopolimeros tém-se revelado promissoras na produgdo de substitutos
de pele humana, dado haver a possibilidade de controlo da sua composi¢do e consequentemente
das suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradacdo e de apeténcia para se
constituirem como base para a adeséo e proliferacdo celular.

Este trabalho visou a producdo de membranas de policaprolactona (PCL) e quitosano
(CS) e avaliar a proliferagdo celular nestas membranas. O PCL é um polimero sintético elastico
e 0 CS é um polimero natural que favorece a adesdo celular. A combinagdo destes dois
polimeros permite obter membranas que possuem simultaneamente estas caracteristicas.

A produgdo das membranas de PCL e CS foi realizada através da incorpora¢do do CS
em p6 nas membranas de PCL obtidas por electrofiagdo (electrospinning). Neste processo, a
acumulacéo aleatoria das fibras sobre um colector permite obter uma estrutura tridimensional
muito semelhante & da matriz extracelular natural dos tecidos humanos.

Foram efectuadas experiéncias que permitiram aferir as condi¢fes adequadas para a
producdo das fibras de PCL por electrofiagdo. Foram produzidas membranas com CS de
diferente granulometria e com vérias proporc¢des entre o PCL e o CS que foram sujeitas a testes
mecénicos, determinacdo do angulo de contacto e porosidade com vista & caracterizacdo das
suas propriedades fisico-quimicas.

Os testes de cultura celular revelaram alguma dificuldade na adesdo das células as
matrizes. Para promover uma maior adesao e proliferacdo celular ha que optimizar o método de
incorporagdo de CS, aumentando a sua densidade na superficie das membranas ou tratando a
superficie de modo a torna-las hidrofilicas.

O trabalho realizado durante esta dissertagdo constitui mais um contributo para o

desenvolvimento de substitutos de pele humana.

Palavras-chave: regeneracdo de tecidos; matrizes biodegradaveis e biocompativeis;

policaprolactona e quitosano; electrofiagéo.



Abstract

Tissue engineering concerns the development of bio-compatible and bio-degradable
structures which will temporarily replace human tissue and at the same time support the needed
cellular regeneration for the natural tissue reconstruction.

The membranes of bio-polymers have been revealing promising regarding the production
of human skin substitutes, furthermore because there is the possibility of not only controlling
this composition but also its bio-compatible, bio-degradable and capacity features to constitute
themselves a basis of adhesion and cellular proliferation as well.

The aim of this project was to produce polycaprolactone (PCL) and chitosan (CS)
membranes and to assess the cellular proliferation in them. While PCL is an elastic synthetic
polymer, CS is a natural polymer that helps the cellular adhesion. When these two polymers are
combined together, the resulting membranes possess these features simultaneously.

The production of PCL and CS membranes was accomplished by the embedding of CS
particles in PCL membranes obtained by electrospinning. In this procedure, the random
accumulation of fibers over a collector allows us to obtain a rather similar three-dimensional
structure to the natural extra-cellular matrix of human tissue.

Experiments were accomplished in order to gauge the ideal conditions to produce PCL
fibers by electrospinning (namely: the PCL concentration; the amount of polymeric solution, the
electric tension to be applied to the polymeric solution and the due distance to collect the
fibers). Membranes with CS of different granulometry and with various proportions between
PCL and CS were produced. These membranes were submitted to several experiments in order
to characterize their physical and chemical properties.

The cell culture tests revealed sedimentation of cells in the peripheral part of the
membranes, which confirmed its hydrophobicity. To promote a greater cell proliferation it is
necessary to optimize the method of CS incorporation, increasing its density at the surface of
the membranes or to increase the hidrofilicity of the fibers by treating their surfaces.

The work performed during this dissertation constitutes a further contribute to the

development of human skin substitutes.

Keywords: Tissue regeneration; bio-degradable and bio-compatible matrix; polycaprolactone

and chitosan; electrospinning.
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1 INTRODUCAO

1.1 OBJECTIVOS

A engenharia de tecidos dedica-se ao desenvolvimento de solu¢Ges que facilitem a
recuperacao terapéutica de tecidos lesados e que possam vir a substituir, com vantagens, 0s
implantes, as préteses e 0s enxertos ou auto-enxertos usados na medicina regenerativa.

Os biopolimeros sdo actualmente um promissor objecto de estudo da engenharia de
tecidos por exibirem uma boa compatibilidade com os tecidos biolégicos e existirem ja varias
técnicas para produzir membranas com caracteristicas fisicas capazes de substituir os enxertos
ou auto-enxertos.

Uma das técnicas usadas na obtencdo de membranas poliméricas é a electrofiagdo. Na
electrofiacdo é utilizada uma solucédo liquida polimérica para produzir uma fibra de diametro
reduzido, na ordem das centenas de nandmetros, que é dispersa quase aleatoriamente pelo ar e
recolhida por um colector. Este processo permite obter membranas com uma estrutura matricial
a trés dimensoes (figura 1.1 (a)) bastante semelhante a matriz existente entre as células de um

tecido bioldgico (figura 1.1 (b)).



Introducéo

Figura 1.1- (a) Imagem SEM de uma matriz de PCL, com CS incorporado, produzidas por electrofiacéo;

(b) Fibroblastos envoltos por uma rede de fibras de colagénio [1].

Neste trabalho foram usados dois polimeros, a policaprolactona (PCL) e o quitosano
(CS), ambos biocompativeis e biodegradaveis. O PCL permite obter membranas com
caracteristicas mecanicas semelhantes as dos enxertos naturais mas que nao sdo favoraveis a
adesdo celular. Por outro lado as membranas de CS tém caracteristicas mecéanicas pouco
adequadas mas verifica-se que possuem caracteristicas que promovem uma boa adesao celular.

Tém sido experimentadas solucdes poliméricas dos dois polimeros com o objectivo de
reunir numa unica membrana as caracteristicas do PCL e do CS. Porém as solucgdes sdo dificeis
de homogeneizar fazendo com que a solucdo seja dificil de electrofiar.

Este trabalho pretendeu obviar a dificuldade da electrofiacdo de uma solucdo polimérica
de PCL e CS através de uma nova abordagem, que consistiu na incorporacéo de grdos de CS em
matrizes de PCL obtidas por electrofiacdo. A estratégia a utilizar alicergou-se basicamente na
construgdo de uma montagem que permitiu a deposicéo vertical de uma solugdo polimérica de
PCL. Foram depositadas, com ajuda da gravidade, fibras electrofiadas, constituidas por este
polimero sintético. Entre cada deposi¢do o processo foi interrompido e peneirou-se o quitosano
sobre a matriz entretanto criada. Assim, o problema da homogeneiza¢do dos polimeros foi
evitado pois na verdade existiu apenas electrofiacdo do PCL.

Os testes e ensaios subsequentes permitiram verificar de que forma as caracteristicas
individuais de cada polimero se revelaram na membrana obtida através deste novo processo.

Ao adoptar uma estratégia que permitiu trabalhar estes dois componentes, através da
optimizacdo dos parametros de experimentacdo, foi necessario avaliar o seu comportamento

como suporte para a proliferacdo celular.

Matrizes de Policaprolactona e Quitosano para aplicacdo em Engenharia de Tecidos



Introducéo

1.2 Sumario

Com a nova abordagem a producdo de membranas com a incorporacdo de CS houve
necessidade de desenvolver um novo conjunto de procedimentos.

No Capitulo 2 sdo apresentados alguns fundamentos que permitiram a tomada de decisfes
durante o desenvolvimento do trabalho. No Capitulo 3 sdo descritos os materiais e métodos que
foram usados durante a execucdo do trabalho, nomeadamente na montagem vertical do sistema
de electrofiacdo e na afericdo dos célculos inerentes as medicGes e estabelecimento das
propor¢Ges das quantidades dos polimeros utilizados. No Capitulo 4 sdo apresentados e
discutidos os resultados obtidos para as propriedades fisico-quimicas das membranas bem como
0s respectivos testes de cultura celular. No Capitulo 5 referem-se perspectivas futuras e
possiveis melhoramentos deste trabalho.

Matrizes de Policaprolactona e Quitosano para aplicacdo em Engenharia de Tecidos



2 FUNDAMENTOS

2.1 POLIMEROS

Pretendeu-se neste trabalho, em primeiro lugar, conciliar as vantagens dos dois
polimeros utilizados, a policaprolactona e o quitosano, através de uma nova abordagem, para
produzir membranas de nanofibras com aplicacdo em Engenharia de Tecidos. O PCL e o CS sdo
polimeros biodegradaveis e biocompativeis que pertencem, respectivamente, a classe dos
poliésteres e dos polissacarideos [2].

Os polimeros sdo macromoléculas de elevada massa molecular constituidos por
monomeros. A repeticdo destes elementos estabelece o denominado grau de polimerizagéo [2].
Quanto a sua origem podem ser classificados como naturais ou sintéticos.

A formacao dos polimeros naturais implica o crescimento das cadeias poliméricas, com o
aumento do grau de polimerizagdo, e a catalise enzimatica, fendmenos ocorridos nos ciclos de
crescimento dos seres vivos. A celulose e a quitina sdo exemplo de polissacarideos [2] que
fazem parte deste tipo de polimeros.

Os polimeros sintéticos sdo produzidos através de reacgdes de polimerizacdo em cadeia
ou reacgdes de polimerizacdo por passos. Nas primeiras, moléculas de baixo peso molecular
iguais (homopolimeros) ou diferentes (copolimeros) ligam-se covalentemente, sem libertacdo de
outras moléculas (ie, a massa dos reagentes € igual a massa de polimero formado). Um exemplo
de um homopolimero deste tipo é o polietileno.

Nas reacgdes de polimerizagdo por passos, mondémeros com grupos reactivos diferentes
reagem entre si formando novas ligagdes, com libertacdo de pequenas moléculas (tipicamente
agua, mas ndo exclusivamente). Um exemplo deste tipo de polimeros sdo as poliamidas
(conhecidos comercialmente por nylon).

No que concerne aos biopolimeros, que sdo polimeros com aplicagdes médicas, podem
ser designados por ndo degradaveis ou biodegradaveis, dependendo do seu comportamento na

presenca de tecidos biologicos.



Fundamentos

Os polimeros ndo degradaveis apresentam uma estabilizacdo das suas propriedades
quimicas aquando da sua aplicacdo biomédica gracas as ligacOes estaveis da estrutura
polimérica (através de ligacGes carbono-carbono). Entre muitos outros, referencia-se o
polietileno (UHMWPE) usado em ortopedia, nomeadamente nas articulagdes da anca.

Os polimeros biodegradaveis, tais como o PCL, tém uma taxa de degradacdo que
possibilita a eliminagdo do implante e assim ndo existe a necessidade de intervir cirurgicamente
para a sua remogdo. A degradacgdo do polimero também estimula a regeneracdo dos tecidos.

A biodegradacdo envolve o ataque das cadeias poliméricas pela agua, com ou sem o
auxilio de enzimas (hidrolise enziméatica e hidrélise simples). Desta forma, a degradacao
pressupde sempre a quebra de ligagdes ao longo da cadeia polimérica e, portanto, a perda de
peso molecular. Esta degradacdo pode ocorrer por dois mecanismos de erosao distintos: erosao

superficial e erosdo volumica [3].

2.1.1 Policaprolactona

A policaprolactona é um poliéster alifatico e linear com caracter semicristalino. E,
igualmente, dos polimeros sintéticos mais investigados do mundo e a FDA- Food and Drug
Administration aprovou-o para aplicagdes médicas nos Estados Unidos da América. A figura

seguinte representa parte da cadeia principal do PCL.

0

|
H O \ CH; / - \ CH; / - \ CH;/ C OH

Figura 2.1- Cadeia principal da policaprolactona.

A degradacdo do PCL é muito lenta, podendo chegar aos 3 anos [3], devido as suas
cristalinidade e hidrofobicidade, e por isso € indicada para implantes de longa duracéo [4]. A
degradacdo do PCL compreende trés etapas: a primeira etapa consiste na quebra da cadeia
polimérica por hidrolise (figura 2.2), que ocorre nas ligacdes ésteres num processo que ndo
envolve enzimas (no entanto a hidrdlise pode dar-se também devido & actuacdo de enzimas
catalisadoras tais como a esterase e a lipase); seguidamente, na segunda etapa, formam-se
cadeias curtas de oligdmeros, o que resulta numa perda de massa molecular do PCL; a terceira

etapa implica a fagocitose do PCL pelos macrofagos. Os resultados metabdlicos destas varias
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fases de degradacdo sdo eliminados pela excrecdo renal ou podem ser metabolizados no acido

tricarboxilico [5, 6].

R CO o) R" — R —— COOH +R'OH

Figura 2.2- Esquema de hidrélise do Poliéster.

Do ponto de vista das suas caracteristicas fisico-quimicas o PCL tem uma temperatura de
transicdo vitrea, Tg, de -60 °C e uma temperatura de fusdo, Tm, de 55 °C. Estas propriedades
devem-se ao facto de possuir cadeias de carbono muito extensas e de pouca mobilidade, o que
confere ao PCL propriedades mecéanicas que Ihe permite ser um bom copolimero, possuindo
uma enorme elasticidade. Esta elasticidade adequa-se ao tipo de aplicacbes que se pretende
desenvolver neste trabalho [3].

2.1.2 Quitina e Quitosano

A quitina é o polimero natural mais abundante a seguir a celulose e pertence a classe dos
polissacarideos. Na natureza representa um importante constituinte: no exosqueleto dos
crustaceos, dos insectos, nas paredes celulares dos fungos, entre outros. As suas propriedades de
biodegradabilidade e de acelerador da cicatrizacdo fazem com que este polimero encontre
utilizagdes na &rea biomédica, nomeadamente em suturas, revestimentos para feridas e matrizes
para engenharia de tecidos.

Quimicamente a quitina € um composto constituido por duas fracgdes: a fraccdo de N-
acetil- glucosamina e, em quantidade menor, a fraccdo de N-glucosamina (figura 2.3) [3].

Relativamente ao quitosano, a sua composicdo & semelhante a quitina embora as
proporcdes relativas as unidades referidas sejam inversas, isto €, 0 CS tem mais unidades N-
glucosamina do que N-acetil-glucosamina [4]. Tanto a quitina como o0 quitosano sao
copolimeros e € aceite que se o grau de desacetilacdo for superior a 0,5 é designado quitosano.

Se for ao contréario o composto é designado quitina [7].
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Figura 2.3- Copolimero de quitina/quitosano: (a) Fraccéo da unidade N-glucosamina; (b) Frac¢do da

unidade N-acetil-glucosamina.

O quitosano tem caracter cationico e como tal tem a capacidade de interagir com
moléculas de cargas negativas tais como glicosaminoglicanos presentes na matriz extracelular.
Solugdes com um pH inferiores a 6.3 (&cidos fracos) dissolvem o CS com facilidade [4, 5].

A degradacgdo do quitosano pode ser feita naturalmente por enzimas presentes no corpo
humano tais como a lisozima. A taxa de degradacdo depende do grau de desacetilagdo: quanto
maior for esse grau, mais rapidamente se degrada [5].

A existéncia de grupos polares, como 0 NH,, habilitam o quitosano a estabelecer ligagdes
secundarias (ligagdes de hidrogénio) com outros polimeros, tornando-o reactivo.

Outras caracteristicas importantes do quitosano sdo a massa molecular, a distribuicdo dos
grupos acetil ao longo da cadeia, a viscosidade e a cristalinidade. Estes sdo pardmetros que
podem influenciar a solubilidade do composto [7].

A solubilidade do quitosano é maior que a do seu precursor e como tem um baixo custo
de producdo e é facil de obter, tem sido mais utilizado e mais estudado do que a quitina. As suas
propriedades atdxicas, biocompativeis, biodegradaveis (originam agUcares amino que sdo
absorvidos pelo corpo), bioaderéncia, bem como a sua actividade antimicrobiana fazem do

quitosano um importante biopolimero nas aplicacGes biomédicas [6].

2.2 Metodos de mistura PCL/CS e aplicacdes

A combinagdo das propriedades fisico-quimicas da policaprolactona e do quitosano é
muito pertinente no campo da engenharia de tecidos. No entanto, como se pode inferir das suas
propriedades quimicas, indicadas no subcapitulo anterior, a dificuldade em misturar estes dois

polimeros deve-se ao facto de a solvéncia comum ndo ser de facil obtencdo [8]. Este
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constrangimento abre espaco ao melhoramento de técnicas que os combinem de maneiras cada
vez mais eficazes, e 0s estudos sobre eles sdo tema actual no ramo das ciéncias biomédicas.

O quitosano é um polimero biodegradavel que favorece o reconhecimento celular. No
entanto, possui uma elevada rigidez devido a sua natureza cristalina. A policaprolactona possui
propriedades mecénicas (é bastante elastica) favoraveis a um material com potencial biomédico
mas tem a desvantagem de ser hidrofébico.

A electrofiagdo de membranas a base de misturas de PCL e CS tem sido experimentada
em trabalhos anteriores. Para que o PCL e o CS se misturem é indispensavel um solvente
comum. O HFIP (Hexafluoro-2-Propanol) é um solvente possivel, mas tem o sendo de ser
extremamente caro e tdxico. Como tal, outros solventes estéo a ser estudados, tais como o acido
aceético e o acido acético glacial para a dissolucéo do CS e PCL, respectivamente [8].

A obtengdo de matrizes tridimensionais, que estimulam o crescimento celular, pode ser
feita a custa de varias técnicas que utilizam misturas de PCL e CS. A liofilizac&o (freeze drying)
€ um metodo que permite a criacdo destas estruturas porosas, mas ndo possuem a devida
integridade estrutural necessaria devido ao solvente utilizado (acido acético)[8].

Outras técnicas permitem a criacdo de matrizes porosas tais como a separacdo de fase
induzida termicamente (TIPS), a fiagdo humida (wet spinning) e a fiacdo de polimeros
termoplésticos (melt spinning), com a utilizacdo do PCL e do CS a ser combinada ou, também,
utilizada na presenca de outros polimeros.

Estas matrizes tém aplicacBes cada vez mais expressivas no campo médico e permitem
criar: membranas; esponjas; fibras; microsferas e hidrogéis [9].

A modificagdo dos grupos da cadeia principal e a alteragdo do grau de deacetilagcdo do CS
possibilita um manuseamento de propriedades fisicas dos substratos criados, podendo assim
diferenciarem-se as estruturas consoante as especificidades que se pretendem atingir, como por

exemplo: 0sso, tenddo, ligamentos, cartilagem, pele, nervos e tecido vascular [9].

2.3 Tecnicas de producdo de matrizes: electrospinning

As técnicas referenciadas no subcapitulo anterior permitem criar substratos que podem
ser usadas na regeneracdo de varios tecidos ou até 6rgdos humanos. Todas estas técnicas
apresentam vantagens e certas especificidades que as tornam Uteis. No entanto, apenas a
electrofiagdo permite criar, de uma forma sistematica e continua, fibras com diametros que
variam entre os micrometros e 0s nanémetros.

As fibras electrofiadas permitem obter estruturas tridimensionais que mimetizam a matriz
extracelular e por isso sdo designadas de matrizes (scaffold). A biocompatibilidade, a

biodegradabilidade, a porosidade e as propriedades mecanicas, entre outras caracteristicas,
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destas matrizes artificiais, sdo condi¢fes optimas a adesdo e proliferacdo celular e, portanto, a
regeneracao celular.

A electrofiaccdo ou fiaccdo electrostatica (electrospinning) ¢ uma técnica bastante
simples. Uma bomba injectora impulsiona uma solucdo polimérica que estd contida numa
seringa. A agulha da seringa est& electricamente ligada ao p6lo positivo de uma fonte de alta
tensdo. O colector, ligado a terra, atrai a solugdo ejectada pela agulha e recolhe a fibra criada

electroestaticamente. A figura seguinte ilustra simbolicamente os componentes do sistema.

d —Seringa

D Fonte de alta-tenséo
Bomba- | 53
N ST/

—O +
do e
Fibra
Colector
\
- T

Figura 2.4- Esquema simbdlico de um sistema de electrofiacéo.

Na electrofiacdo, quando o potencial eléctrico é aplicado a agulha, o polimero no seu
interior fica electricamente carregado e, a medida que vai sendo ejectado da seringa, vdo-se
acumulando cargas eléctricas na superficie da gota que se forma na ponta da agulha. Para além
da forga gravitica a gota tambeém é sujeita as forcas colombianas geradas pelo campo eléctrico
gue se cria entre a agulha e o colector. As cargas que se acumulam desestabilizam o formato
esférico da gota e, a partir de um certo valor da tensdo aplicada, adquire uma configuragdo
conica conhecida por Cone de Taylor. A partir de um valor critico da tensdo eléctrica da-se a
ejeccdo da solucdo no Cone de Taylor, que serd guiada até ao colector devido ao campo
eléctrico externo. Durante este trajecto as fibras sdo estiradas devido a repulsdo entre as cargas
transportadas. Por outro lado, a medida que as fibras se deslocam pelo ar o solvente vai-se
evaporando, solidificando-as. Estes dois efeitos resultam na criagdo de fibras finas que sdo

depositadas, de uma forma quase aleatoria, no colector [10].

2.4 Parametros de controlo no electrospinning

Apesar do processo de electrofiacdo ser conceptualmente simples, na pratica apresentam-
se inumeras condi¢des que precisam de se verificar para que se possa obter a fiagdo da solugdo

polimérica. Nem sempre é facil identificar essas condi¢cGes necessérias no processo de
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electrofiacdo de uma dada solucdo polimérica. No entanto, hd pardmetros de controlo do
processo que se sabe serem fundamentais, tais como os pardmetros associados as caracteristicas

da solugdo polimérica, os de producgdo e os ambientais.

2.4.1 Parametros associados a solucdo polimérica

Os principais parametros associados a solucdo polimérica a ter em conta no processo de
electrofiac@o sdo: a viscosidade, a conductividade eléctrica, a tensdo superficial e a volatilidade
do solvente.

A viscosidade € a propriedade fisica que define a resisténcia do material ao escoamento
[11] e é determinada pela massa molecular (dependente do comprimento das cadeias
poliméricas) e pela concentracdo do polimero. Quanto maiores forem estas caracteristicas do
polimero maior sera a sua viscosidade. A viscosidade ndo € um parametro independente pois
correlaciona-se com outros factores (a medida que o solvente se evapora a viscosidade das
fibras aumenta e as forgas viscoelésticas inerentes as fibras resistem ao alongamento,
aumentando assim o diametro).

A viscosidade tem a particularidade de afectar fortemente a capacidade de fiagdo de uma
solucdo polimérica: a elevada viscosidade dificulta o estiramento do jacto e favorece a formagao
de fibras de maiores didmetros.

Viscosidades reduzidas permitem uma grande mobilidade das cadeias poliméricas e
conduzem a uma elevada instabilidade durante o processo, uma vez que as forcas electrostaticas
ndo precisam de ser muito fortes para que provoquem uma interrupcdo na formacao da fibra. As
fibras criadas nestas condicGes tém geralmente didmetros pequenos o que pode ser util em
varias aplicagdes [12, 13].

A condutividade expressa a maior ou a menor facilidade que um material tem em
conduzir corrente eléctrica e é determinante na forma como as cargas se distribuem na solucao
polimérica que se forma no Cone de Taylor, influenciando o jacto formado. Um aumento do
nimero de cargas transportadas induz ao estiramento das fibras, devido a repulsdo, e a um
menor diametro das fibras. Este efeito foi ja observado em trabalhos anteriores em que foi
possivel correlacionar a diminui¢do do didmetro das fibras com o aumento de ides positivos
adicionados a solugdo polimérica [14].

Uma tensdo superficial elevada dificulta a formacdo de um jacto, uma vez que exige uma
maior forca de repulsdo electrostatica para provocar a ejec¢do da solucdo que se encontra na
ponta da agulha, e favorece a formagdo de contas, zonas das fibras onde a razdo
superficie/volume é minimizada através da acumulacdo de polimero devido a acgdo das forgas
associadas a tensdo superficial. Uma tensdo superficial baixa facilita o processo de electrofiacdo

e a obtencdo de fibras de boa qualidade, com didmetro regular.
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Finalmente, a volatilidade é uma grandeza que expressa a maior ou menor capacidade das
substancias passarem do estado liquido ao estado gasoso. A pressdo de vapor do solvente
determina a taxa de evaporacdo. O estiramento das fibras € influenciado directa ou
indirectamente pela volatilidade dos solventes: a medida que evaporam, as forcas viscoelasticas
contrariam o estiramento das fibras. Assim, quando o solvente se evapora completamente o
alongamento cessa, pois a viscosidade atinge o seu maximo [12, 14].

Apesar de estes serem considerados o0s principais parametros do processo de
electrofiacdo, associados a solucdo polimérica h& outros pardmetros que influenciam a
electrofiacdo, a permitividade eléctrica e o tempo de relaxagdo (que caracteriza propriedades
viscoelasticas) [15]. Por outro lado verifica-se que os vérios pardmetros se podem afectar
mutuamente e até variar com o tempo de vida das solucdes, aumentando deste modo a

dificuldade de controlo do processo de electrofiagao.

2.4.2 Parametros de producéo

Num sistema de electrofiagho h&d um conjunto de pardmetros de producdo que
caracterizam a montagem, nomeadamente: a tensdo eléctrica aplicada entre a agulha e o
colector; o caudal de solucdo polimérica que se faz chegar a agulha; e a distancia a que é
colocado o colector. Destes, a tensdo aplicada € dos factores mais importantes em todo o
processo de electrofiacdo pois além de ter implicagdes directas, influencia determinantemente
outros restantes parametros. A tensdo aplicada é responsavel pelas cargas eléctricas que a
solucdo polimérica transporta. Juntamente com a distancia, a tensdo é responsavel pela forca e
aceleracao que o campo eléctrico imprime as fibras.

TensOes elevadas conduzem a uma maior forca de repulsdo electrostatica, devido ao
maior nimero de cargas transportadas, que por sua vez provocam alongamentos superiores nas
fibras e portanto fibras mais finas. Por outro lado, um aumento do potencial aplicado tem como
consequéncia um menor tempo de voo da fibra, entre a agulha e colector, e portanto conduz a
formac&o de fibras mais curtas e com didmetros maiores[12, 13].

Para que o processo de electrofiacdo aconteca € necessario que a bomba injectora
provoque a ejeccao da solugdo polimérica na quantidade necessaria para compensar aquela que
abandona a ponta da agulha sob a forma de fibra. O caudal, ou seja, a quantidade de solucdo
ejectada pela bomba por unidade de tempo, depende da velocidade com que esta actua no
émbolo da seringa e do seu didmetro interno.

Existe uma relag&o linear entre o didmetro da fibra produzida e o caudal: quanto maior for
0 caudal maior serd o didmetro da fibra. O caudal pode influenciar também a porosidade
associada as fibras criadas, verificando-se que quanto maior for o caudal maiores seréo os poros
[12, 14].
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A estrutura das fibras € afectada pela distancia entre a agulha e o colector. Existem
muitos factores que sdo dependentes deste parametro. J& foi referenciado que a distancia
determina, também, a intensidade do campo eléctrico. Além disso, o tempo de voo e a
evaporacéo sdo factores que séo influenciados directamente pela distancia.

Tal como com a tensdo aplicada, existem efeitos contrérios quando a distancia varia. Ao
aumentar a distancia a intensidade do campo eléctrico diminui (fazendo diminuir as forcas de
repulsdo electrostatica), logo existe uma diminui¢do no alongamento das fibras. Por outro lado,
para distancias maiores existe um tempo de voo maior, 0 que permite um alongamento das
fibras pelo facto de as forcas de repulsdo electrostatica actuarem durante mais tempo. Mais uma
vez se verifica que os parametros ndo séo independentes uns dos outros, dificultando por vezes
o controlo do processo de electrofiagdo [12].

O diametro da agulha é um exemplo de outros parametros que podem influenciar o

processo de electrofiacdo [12, 14].

2.4.3 Parametros ambientais

Os principais pardmetros ambientais que tém influéncia no processo de electrofiacdo séo
a humidade relativa e a temperatura. De facto, estes parametros podem influenciar desde logo
alguns parametros associados a solugao polimérica.

Dependendo do polimero em estudo, a temperatura pode afectar de forma determinante
tanto a viscosidade como a conductividade. O aumento da temperatura provoca um aumento da
taxa de evaporacdo e um aumento da viscosidade.

Taxas de evaporacao baixas devido a niveis de humidade relativa elevados poderdo fazer
com que a solucao polimérica, ainda com o solvente, atinja o colector, provocando dessa forma

a dissolucdo e fusdo do polimero entretanto depositado [16, 17].
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3 MATERIAIS E METODOLOGIA

3.1 Montagem para producéo de substratos de PCL

O sistema que permitiu a realizacdo deste trabalho consistiu na montagem vertical da
bomba dispensadora, na qual se inseriu uma seringa que continha uma solugdo polimérica.
Estabeleceu-se a ligacdo eléctrica entre a fonte de alta-tensdo e a agulha da seringa e aplicou-se
uma tensdo permitindo a fiagdo da solugdo polimérica. As fibras produzidas foram depositadas
num colector que estava ligado a terra e que tinha um movimento rotativo que permitiu uma
distribuicdo homogénea das fibras. Este movimento foi possivel gragas & ac¢do de um motor

associado ao colector. A figura seguinte ilustra bem este processo.

Figura 3.1- Esquema da montagem do sistema de electrofiacdo: 1) Bomba dispensadora; 2) Fonte de alta
tensdo; 3) Colector; 4) Seringa e ligacéo eléctrica.
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Caracteristicas dos materiais/ equipamento:

Bomba injectora da New Era Pump Systems;

Seringa Injekt 5 mL da B|Braun;

Agulha calibre 22 (didmetro externo de 0,7176mm);

Prato colector de aluminio;
Motor DC 24V, 8RPM (RS 440- 363);

Fonte de alta tensao;

Este sistema permitiu, pois, a variagao da distancia agulha-colector, a variacdo do caudal
e a da tensdo, 0 que ira permitir por sua vez o estudo dos parametros iniciais inerentes a

producdo das nanofibras.

3.2 Preparacao das solucdes poliméricas e do quitosano

3.2.1 Policaprolactona

Na preparacao da solugdo polimérica utilizou-se o polimero policaprolactona da Aldrich
Chemistry (massa molecular Mn = 70,000 — 90,000 g/mol); e o solvente Triclorometano
(Cloroférmio) da Panreac (massa molar: 119,38g/mol). Para se garantir a homogeneizacao
recorreu-se a um agitador magnético. As varias concentracdes de PCL estudadas inicialmente
foram feitas através da percentagem massica, obtidas pela pesagem na balanca. A tabela

seguinte expressa a relagdo entre as quantidades a serem utilizadas.

~ ~ o, Mpolimero
concentracao da solugao polimérica (%) = M{( polimero + solvente) x 100

No que diz respeito ao processo de electrofiacdo propriamente dito, para um determinado
caudal foi possivel saber, controlando o tempo, a quantidade de massa da solucdo polimérica

usada na producdo de uma membrana e, consequentemente, a quantidade de PCL electrofiada.

3.2.2 Quitosano

Para se proceder convenientemente a incorporacdo de CS nas membranas foi necessario

proceder a ac¢des que possibilitem a existéncia de CS em varias granulometrias.
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Foi usado quitosano da Cognis Chitopharm S, em que os grdos tinham dimensdes,
principalmente, entre os 200 e os 300 um. Assim, foi fulcral proceder a sua separagdo e
proceder a um tratamento que viabilizou a existéncia de grdos menores, nomeadamente,
inferiores a 100 pm.

Através de uma méaquina de laminas rotativas cortaram-se os graos que foram recolhidos
em trés recipientes de acordo com a sua granulometria: inferior a 100 um; entre 100 e 200 um; e
mais de 200 pm.

Garantido a existéncia de varios tamanhos de gréos, tornou-se necessario quantificar a
massa filtrada por uma peneira para conseguir calcular devidamente as proporgdes entre o PCL
e CS.

A medicéo testada consistiu na pesagem de CS obtido numa agitacdo Unica e lateral da
peneira, através da mao, num movimento firme. Repetindo este processo varias vezes obteve-se,
de uma forma sistematica, uma distribuicdo de massas e a sua média, de forma a prever,

futuramente, a porc¢ao de quitosano a dispensar através deste processo.

3.3 Ensaios de traccao

A caracterizacdo mecénica das membranas neste trabalho foi feita através dos ensaios de
traccdo a que as amostras produzidas foram sujeitas.

O ensaio de traccdo consistiu na aplicacdo de uma forca num corpo de prova,
provocando-lhe um estiramento. A carga aplicada bem como a respectiva extensdo do material
foram registadas, construindo-se depois um gréfico da tensdo em fungdo da extenséo, do qual
sera extraido o Médulo de Young [17, 18].

A figura 3.2 representa um gréfico tipico da tensdo em fungdo da extenséo das amostras.
A regido 1 é a zona elastica e a regido 2 é a zona plastica. Na zona elastica, onde o material

assume o formato inicial ao remover a carga aplicada, a lei de Hooke ¢ valida:
c=EXe¢

em que o é a tensdo, E 0 mdédulo de Young e € a deformacao.

O modulo de Young é a tensdo aplicada por unidade de érea a dividir pela deformagéo
que o material sofre devido a essa forca. O modulo de Young é um pardmetro indicativo da
resisténcia de um material a deformacéo elastica e portanto d& uma indicagcdo da rigidez do

material. A unidade normalmente usada é o Pascal.
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Regido 1 Regido 2 —
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T

Deformacao (Al/ly)

Figura 3.2- Gréfico da tensdo em funcdo da deformacéo de um material polimérico.

A tensdo € determinada pela forca, F, dividida pela seccdo da amostra, S. A deformacao
obteve-se dividindo o alongamento (Al) da amostra pelo comprimento inicial, lo, pelo que o

modulo de Young pode assim ser determinado através da seguinte equagéo.

il

o
E=—
&

~a
lo
As dez amostras utilizadas nos testes de trac¢do sdo rectangulares com dimensdes de trés
por um centimetro. Mediram-se, com a craveira, as espessuras das amostras, e seguidamente
estas foram submetidas aos ensaios mecénicos, como se ilustra na figura 3.3.
O equipamento de testes incluia o controlo por computador feito através da aplicagdo

informatica Minimat Control Software, da Reometric Scientific (Version 1.60) (ver figura 3.3).

Figura 3.3- (a) Equipamento dos testes de trac¢do; (b) traccdo de uma amostra;
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3.4 Hidrofilicidade

A caracterizacdo da hidrofilicidade das membranas foi feita através da medida do
angulo de contacto entre uma gota de adgua e a membrana sobre a qual foi depositada, usando o
equipamento CAM 100 da KSV (ver figura 3.4 (b)). O angulo de interesse foi formado pelo
plano horizontal da membrana e pela tangente ao perfil da gota na zona de contacto (ver figura
3.4 (2)). O angulo expressa o caracter hidrofébico se o seu valor for superior a 90° e hidrofilico

se for inferior [19].

Ar

Superficie
\ Gota

Membrana

(@)
|

(b) (c)

Figura 3.4-(a) Esquema da formacéo do angulo de contacto; (b) Sistema CAM 100; (c) software do

sistema: manipulacdo de imagem e medicdo do angulo.

A medida foi feita através de um sistema Optico e de uma aplicacdo informatica que
processa imagens adquiridas com recurso a uma camara de video digital. Disp0s-se uma seringa
com agua destilada sobre uma amostra no sistema referenciado e depositou-se uma gota de agua
sobre a membrana. Introduziu-se o intervalo de tempo entre as fotografias e 0 nimero total de
fotografias a tirar, 0 que permitiu controlar o tempo de aquisi¢do. Na figura 3.4.c), o rectangulo

delimita parte do contorno da gota (fazendo o contraste claro/escuro) e a aplicacdo determina,
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com esses dados, as dimensdes da gota num formato mais ou menos circular. Seguidamente
definiu-se a linha base (onde se considerava estar a fronteira entre o liquido e a parte superior da
amostra). O angulo de contacto é formado entre a linha tangente ao contorno da gota e a linha
base. Foram medidos dois angulos: um do lado esquerdo e outro do lado direito. A aplicacéo
calcula a média destas duas medidas.

3.5 Porosidade

A porosidade das membranas produzidas depende da densidade do quitosano que se
utilizou nas deposi¢des. Como esta ndo é conhecida foi também necessario determina-la. Assim,
procedeu-se a preparacdo de uma solugdo de CS em &cido acético. Depois de homogeneizada, a
preparagdo foi colocada sobre uma folha de acetato e deixada a secar de um dia para o outro.
Apos a evaporacgdo do acido obteve-se um filme de quitosano sobre a folha de acetato. Do filme
de quitosano, depois de ter sido separado da folha de acetato, foi cortado um quadrado de 2x2
cm. Com a medida da espessura desta amostra obteve-se o volume. Medido o peso da amostra
calculou-se entdo a densidade do quitosano, tendo-se obtido o valor de 1,27 g/cm®.

A porosidade foi calculada através da seguinte expressao [20]:

, Paparente
Porosidade = 1 — —224ene

Pmaterial

Para a densidade aparente (p aparente), € para cada deposicdo estudada, cortou-se um

guadrado de 2x2 cm e foi repetido o procedimento relativo ao filme de quitosano descrito

anteriormente.

Para a densidade do material (p material) recorreu-se a expressao:

mpcl + Mcs _ mpcl + Mes

Pmaterial Vpcl + VCS mpcl . Mes

ppcl Pcs
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3.6 Testes de cultura celular

Os ensaios com as culturas celulares, cujo método se descreve a seguir, foram realizados
no laboratério de culturas celulares da Faculdade de Engenharia e Ciéncias Naturais da
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias.

As membranas produzidas foram colocadas em lamelas de 12 mm, devidamente
esterilizadas no ITN - Instituto Tecnol6gico e Nuclear durante um periodo de 11h20, em que
foram sujeitas a raios gama com uma dose total de 25,05 kGy, a partir de uma fonte de Cobalto
de sessenta unidas de massa atémica (*°Co). Utilizou-se a linha celular de cancro de mama
MCF-7 com expressdo de GFP (Green Fluorescent Protein), constituida por células epiteliais
aderentes.

As células MCF-7/GFP foram cultivadas em meio DMEM (Invitrogen) suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS, Invitrogen), 1% (v/v) de antibiético/antimicético
(Pen-Step+Antimycotic, Invitrogen) e 1% (v/v) de solucdo de aminoacidos MEM Non Essential
Amino Acids 100x (Invitrogen) - meio completo. Os crescimentos foram efectuados em frascos
de cultura celular de 75 cm® (BD Biosciences) com incubacdo numa estufa HERA Cell 150i
(Thermo Scientific) a 37 °C e com 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa.

No que diz respeito a renovagdo das linhas celulares, o meio de cultura do frasco que
continha as células foi aspirado, adicionando-se de seguida, numa distribuicdo uniforme, 5 mL
de tripsina — uma enzima que destroi as ligagdes das células as paredes do frasco, soltando-as.
Apbs um periodo de 5 minutos de incubacdo (37 °C e 5 % CO,) na estufa adicionou-se 5 mL de
meio completo para neutralizar a tripsina. Foi aspirado o volume total, através de uma pipeta,
para um tubo de centrifugadora de 50 mL e centrifugou-se durante 5 minutos a 500 g (sendo g a
aceleracdo da gravidade). Seguidamente desprezou-se o sobrenadante, aspirando-o, e adicionou-
se 2 mL de meio completo ao pellet. Ressuspendeu-se com a pipeta P1000 para evitar 0s
aglomerados de células e incubou-se nas mesmas condi¢Ges. Para manutencdo das culturas,
adicionaram-se aos frascos de cultura 20 mL de meio completo, 50 pL de suspensdo celular
ressuspensa e incubaram-se a 37 °C, com 5 % (v/v) de CO..

Para se proceder a contagem de células viaveis adicionou-se 50 pL de suspensao celular,
100 pL do corante de exclusdo azul trypan (penetra através de poros formados nas paredes
celulares de células inviaveis) e 350 pL de PBS (solucdo tampdo que mantém o pH estavel e
pode actuar como um agente purificador das células) num microtubo com tampa, de 1,5 mL de
capacidade. A contagem de células foi estabelecida por uma média de células vivas aferida na
camara de um hemocitometro. A profundidade da camara é de 0,1 mm e portanto o volume é
0,1mm?, que corresponde a 10 mL. A concentracio foi obtida a partir de uma média de células

vivas representada por x na equacdo seguinte. O x é multiplicado por 10*, que expressa o factor
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de conversdo do volume, e pelo factor de dilui¢do 10, pois no microtubo existem 50uL de

suspensdo celular em 500pL de solucdo.

C=xx10*x10

O C ¢ assim uma concentracao que expressa o numero de células em 1mL da suspenséao
do frasco de cultura de onde se retiraram as células. A partir desta concentracdo obteve-se 0
volume de suspensdo celular que é necessario diluir em meio completo para obter uma solugédo
contendo 50000 células/mL.

As membranas foram colocadas nas placas de 24 pogos e mergulhadas, durante 15
minutos, em meio completo para as tornar mais hidrofilicas e propensas a adesdo. As placas
eram constituidas, além das membranas, pelo controlo positivo e negativo, formados somente
pelas células tumorais e meio celular. O positivo continha aminoacidos essenciais mas o
negativo ndo. Assim, podia-se controlar se as células necessitavam realmente dos aminoécidos
permitindo também a deteccdo de fluorescéncia residual. Findo este tempo aspiraram-se 0S
pocos e a cada um adicionou-se um mililitro da suspensdo celular anteriormente preparada. As
placas foram incubadas a 37 °C com 5 % de CO,, e 0 meio renovado a cada 24 horas. As placas

foram observadas ao microscépio de fluorescéncia e ao microscopio confocal.

Caracteristicas dos materiais/equipamento:

e Estufa HERA Cell 150i (Thermo Scientific);
e Hemocitémetro (Hirschmann);
e Microscopio de fluorescéncia Olympus BX51;

e Microscopio confocal de fluorescéncia Zeiss LSM 710;
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4 Resultados e discussao

4.1 Parametrizacdo da producéo de membranas de PCL

Os parametros de controlo do sistema de electrofiacdo foram ajustados, e deste ajuste
resultaram membranas com diferentes caracteristicas.

Considerou-se um bom resultado a obtencdo de matrizes poliméricas que mimetizassem
as matrizes extracelulares (ver figura 1.1 (b)), nomeadamente em termos de uniformidade dos
diametros das fibras e a sua dispersao aleat6ria nas membranas. Nesse sentido foram efectuados
ensaios variando os parametros de produgdo do sistema de electrofiagdo com o objectivo de
escolher os mais adequados.

Uma vez escolhidos os pardmetros de producdo das membranas de PCL estes foram

mantidos fixos no processo de produgdo de membranas com incorporacdo de CS.

4.1.1 Variacao da distancia entre agulha e colector

Foram estabelecidas as gamas de variacdo dos pardmetros de producdo com base em
trabalhos realizados anteriormente. Nestas gamas foram escolhidos valores intermédios para
proceder aos ensaios de variacdo da distancia entre a agulha e o colector. A solugdo polimérica
electrofiada tinha 15 % de PCL em cloroférmio, tendo sido dispensada pela seringa com um
caudal de 0.6 mL/h. A tensdo aplicada entre a agulha e o colector foi de 12 kV. Foram
efectuados ensaios para as distancias de 15, 20 e 25 cm. As membranas foram obtidas ao fim de
cerca de quinze minutos de deposicéo.

Na figura 4.1 apresentam-se algumas imagens representativas dos resultados obtidos com
a variagdo da distancia entre a agulha e o colector. A distancia a que se obteve melhor
uniformidade das fibras foi de 25 cm. Com efeito, pode observar-se na imagem da figura 4.1 (c)
que cada fibra presente tem um didmetro que é mais uniforme do que aqueles exibidos pelas

fibras das outras imagens (figuras 4.1 (a) e (b)).
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Pretendeu-se também que as fibras, ao serem atraidas para o colector, tivessem uma
deposicdo completamente aleatoria. Observou-se que ao encurtar a distancia, as fibras
electrofiadas tiveram uma deposicdo mais centrada no colector e com formato circular,
comprometendo assim a aleatoriedade do processo, que é um factor importante para uma maior
uniformidade no didmetro das fibras. Assim, as fibras que mais se dispersaram pelo colector
foram as que se obtiveram com uma distancia de 25 cm entre a agulha e o colector (figura
4.1(c).

(@ (b)

(©

Figura 4.1-Concentracdo de PCL: 15 %. Tensdo aplicada: 12 kV. Caudal: 0,6 mL/h. Ampliacdo 10x.

Distancia entre agulha e colector: (a) 15 cm; (b) 20 cm; (c) 25 cm.

4.1.2 Variagédo do caudal, tenséo e concentragdo

Fixada a distancia entre a agulha e o colector nos 25 cm, variou-se o caudal, a tensdo e a
concentragdo, para analisar os resultados obtidos do ponto de vista da melhor uniformidade dos
didmetros das fibras e da deposi¢do. Foi analisada, para cada concentragdo considerada (7, 10 e
15% — ver tabela 4.1), o efeito no didmetro das fibras ao variar o caudal e as tensdes. As
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imagens seguintes foram obtidas ao microscopio Optico (ampliagdo de 100x) e sdo
representativas dos resultados obtidos.

Tabela 4.1- ConcentragGes de PCL na solugéo polimérica.

Massa de PCL (g) Massa de Cloroférmio (g) Concentracdo da solugdo (%)

0,702 9,292 7
0,498 4,486 10
1,497 8,495 15

As figuras 4.2, 4.3 e 4.4 dizem respeito a deposicbes com concentracdes de 7 % em
solucdo de cloroférmio, com tensbes aplicadas de 10, 12 e 14 kV, respectivamente.
Independentemente de todos os outros pardmetros de produgdo, em todas as matrizes obtidas
com 7 % de PCL se verificou a existéncia de aglomerados de PCL com o formato de contas,
como por exemplo na figura 4.4 (b), ou goticulas achatadas, como é visivel na figura 4.2.
Considerou-se portanto que esta concentracdo ndo € a desejada para obter as matrizes que se

pretendiam estudar.

(@) (b)

Figura 4.2- Concentragdo de PCL: 7 %. Tenséo aplicada: 10 kV. Ampliacéo 10x. Caudal: (a) 0,4 mL/h;
(b) 0,6 mL/h.
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(@) (b)

Figura 4.3- Concentragdo de PCL: 7 %. Tensdo aplicada: 12 kV. Ampliacdo 10x. Caudal: (a): 0,4 mL/h;
(b) 0,6 mL/h.

(@) (b)

Figura 4.4- Concentragdo de PCL: 7 %. Tenséo aplicada: 14 kV. Ampliacéo 10x. Caudal: (a) 0,4 mL/h;
(b) 0,6 mL/h.

As imagens seguintes sdo correspondentes a deposigdes com concentragdes de 10 %, em
solucdo de cloroférmio, com uma tenséo aplicada respectivamente de 10, 12 e 14 kV.

Relativamente a experiéncia feita aos 10 kV (figura 4.5 (a)), as fibras obtidas com um
caudal de 0.4mL/h apresentaram melhor uniformidade do que as da figura 4.4 (b), que
corresponde & deposi¢do com caudal de 0.6 mL/h. Quando aplicados os 12 kV, (figura 4.6), as
deposicOes apresentaram bons resultados no que diz respeito a uniformidade do didmetro das
fibras. A figura 4.7, respeitante a deposicdo com uma tenséo aplicada de 14 kV, de todas as

experiéncias foi a que exibiu as melhores caracteristicas: boa rede de fibras e uma maior
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uniformidade dos didametros. Os jactos de solucdo produzidos por electrofiacdo apresentaram-se
mais estaveis quando se usam caudais de 0,6 mL/h do que com caudais de 0,4 mL/h.
Conclui-se portanto que a 10 % de PCL, em deposi¢fes com duracdo média de quinze

minutos, os melhores pardmetros foram: caudal de 0,6 mL/h e voltagem aplicada de 14 kV.

(@ (b)

Figura 4.5- Concentracdo de PCL: 10 %. Tensdo aplicada: 10 kV. Ampliacdo 10x. Caudal: (a) 0,4 mL/h;
(b) 0,6 mL/h.

@) (b)

Figura 4.6- Concentracdo de PCL: 10 %. Tensdo aplicada: 12 kV. Ampliacdo 10x. Caudal: (a) 0,4 mL/h;
(b) 0,6 mL/h.
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(@ (b)

Figura 4.7- Concentracdo de PCL: 10 %. Tensdo aplicada: 14 kV. Ampliacdo 10x. Caudal: (a) 0,4 mL/h;
(b) 0,6 mL/h.

As imagens seguintes correspondem a deposi¢cdes com concentracdes de 15%, com uma
tensdo aplicada de 10, 12 e 14 kV, respectivamente. Variando o caudal pretendeu-se avaliar
quais as condigdes que mais contribuem para a uniformidade do didmetro das fibras.

As amostras obtidas com um caudal de 0.4 mL/h apresentaram um bom volume de fibras
electrofiadas, embora exibissem uma grande variacdo no seu didmetro. As deposi¢des obtidas
com um caudal de 0.6 mL/h e tensdes de 10 ou 12 kV exibiram uma uniformidade do didmetro
das fibras melhor do que as obtidas com um caudal de 0.4 mL/h. A deposicdo da figura 4.9 (b)
destaca-se, relativamente a todas as outras analisadas, por ter a maior uniformidade no didmetro

das fibras.

wmY soa

(@) (b)

Figura 4.8- Concentracdo de PCL: 15 %. Tenséo aplicada: 10 kV. Ampliagdo 10x. Caudal: (a) 0,4 mL/h;
(b) 0,6mL/h.
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Figura 4.9- Concentragdo de PCL: 15 %. Tenséo aplicada: 12 kV. Ampliacdo 10x. Caudal: (a) 0,4 mL/h;
(b) 0,6mL/h.

-—

m‘\_ .'@
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Figura 4.10- Concentracdo de PCL: 15%. Tensdo aplicada: 14kV. Ampliacdo 10x. Caudal: (a) 0,4 mL/h;
(b) 0,6 mL/h.

A analise sistematica destes parametros visou inferir quais as condi¢Bes ideais para a
producdo das nanofibras tendo em conta a avaliacdo referente ao diametro (e a sua
uniformidade) bem como a distribui¢do das fibras no colector. Nesse sentido, conclui-se que as
condigdes que se apresentam como mais favoraveis a producéo séo as deposi¢cdes com 15 % de
PCL, com 25 cm de distancia agulha-colector, tensdo de 12 kV e caudal de 0,6 mL/h.
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4.2 Proporcgéao de policaprolactona e quitosano nas membranas

Para estabelecer a proporcdo de PCL e CS estabeleceu-se dez minutos de deposicdo de
PCL como unidade de tempo. Os parametros de producdo da electrofiacdo foram sempre
mantidos constantes.

A densidade de solucdo polimérica é de 1,40 g/cm? e o caudal da bomba ejectora é de 0,6
mL/h de PCL a 15%, conforme estabelecido anteriormente. Com base nestes dados
seleccionou-se um tempo de deposicdo e calculou-se a quantidade de PCL depositada no
colector.

O caudal de 0,6 mL/h, significa que em 60 minutos existem 0,6 mL de solugdo polimérica
disponibilizada para electrofiacdo. Entdo, em 10 minutos h4 0,10 mL de solu¢do polimérica
disponivel. Os 0,10 mL expressam o volume da solugdo ejectada nesse intervalo de tempo.
Através da densidade obteve-se a massa da solucéo.

__ Mssolugdo M solugio

<~ 1,40 g/mL = o 1omL

Veolucio <> M solugdo polimérica = 0,14 g

Foi necessario saber a quantidade de PCL presente naquela quantidade da solugdo, tendo
em conta que havia 15% de PCL na solugdo polimérica inicial. Procedendo a um raciocinio
analogo, se em 0,14 g de solucéo existem 15% de PCL, entdo o valor correspondente em massa
sera de 0,021 g.

Tabela 4.2-Massa de PCL na membrana em funcdo do tempo de deposi¢édo

Tempo de deposicao Volume de solugdo Massa da solugéo Massa de PCL
(min) (mL) (9) (9)
10 0,10 0,14 0,021

Pretendia-se colocar o CS sobre a matriz de PCL através do uso de uma peneira. Assim,
foram realizadas vinte aplicacBes da peneira e determinou-se que cada uma corresponde a
dispensar a massa de 0,06g de CS. Esta quantidade é cerca de trés vezes superior a quantidade
de PCL dispensada em 10 minutos, pelo que se optou por reduzi-la através do uso de uma
mascara que tapa cerca de dois tercos da area da peneira. Desta forma a quantidade dispensada
seria reduzida para cerca de um tergo.

Com uma mascara a tapar parcialmente a peneira, deixando apenas uma area central

descoberta com um raio de cerca de 9 cm, fizeram-se vinte novas medic¢Ges na balanca para se
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poder comprovar a reducdo esperada de um terco da massa de CS peneirado. A pesagem média
foi de 0,027 g, o que permite dispensar esta quantidade de CS por cada aplicacdo (ver tabela
4.3).

Tabela 4.3- Massa de CS dispensada em funcéo da area da peneira

Modo de aplicacdo Massa de CS depositada (g)

Sem mascara 0,06

Com “mascara” 0,027

As varias proporcbes de PCL e CS utilizadas foram obtidas variando o tempo da
deposicdo e o numero de vezes que foi utilizada a peneira (apetrechada com a maéscara).
Sabendo que em 10 minutos é depositado no colector 0,021 g de PCL, o tempo de deposigdo
determina a quantidade de PCL depositada. Determinou-se assim, em termos relativos e
aproximados, as proporg¢des explicitadas na tabela 4.4. De referir que na Gltima proporgao entre
cada deposicdo procederam-se a trés utilizacbes da peneira consecutivas o que perfez 111
aplicagdes: 37 (aplicagbes) x 3 (vezes cada utilizacdo), isto &, entre duas camadas de deposicao
de PCL, foram depositadas 0,081 g de CS (3 x 0,06 = 0,081 g).

Tabela 4.4- Proporgdes PCL: CS.

Propor¢bes  Deposicdo Massa PCL  AplicacBes com Massa CS

PCL: CS (minutos) (9 Peneira peneirado (g)
(1:1) 430 0,903 41 1,107
(1:0) 480 1,008 0 0
(3:1) 450 0,945 8 0,216
(3:2) 420 0,882 21 0,567
(1:3) 380 0,798 111 2,997

Nas diferentes proporcdes escolhidas para serem usadas foi tido em conta o provavel
enfraquecimento mecénico que a incorporagdo de CS poderia trazer as membranas, e por outro

lado se considerar necessaria uma quantidade ndo desprezavel de CS em cada membrana.

4.3 Membranas de policaprolactona e quitosano

Apos se terem estabelecido os valores dos pardmetros a usar, procedeu-se a produgdo
das membranas de PCL e CS. A tabela que se segue resume as condi¢es em que cada amostra

foi obtida bem como a correspondente espessura.
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Tabela 4.5- Condi¢des de obtengdo das membranas e correspondente espessura.

Amostra Proporgbes  Granulometria Tempo de Massa  Massa Espessura
PCL:CS (im) deposicdo (min.) PCL(g) CS(g) média(mm)
1 1.1 100 420 0,882 1,107 0,227
2 1.0 200 480 1,008 0 0,149
3 31 200 450 0,945 0,216 0,115
4 3:2 200 420 0,882 0,567 0,131
5 1.1 200 430 0,903 1,107 0,243
6 1:3 200 380 0,798 2,997 0,379
7 1:1 300 380 0,798 0,999 0,266

Optou-se por efectuar um estudo mais dirigido para a granulometria de 200 um de CS, no
entanto foram usadas também as granulometrias de 100 e 300 pm correspondentes
respectivamente as Amostras 1 e 7. As Amostras 2 a 6 tém uma proporg¢éo crescente de CS em

relagdo ao PCL.

4.3.1 Morfologia

As observagbes das membranas ao microscopio Optico permitiram verificar a
incorporacdo do CS nas matrizes de PCL. Na Figura 4.11 estdo duas imagens representativas
das membranas obtidas. Estas imagens obtidas com microscépio Optico (ampliacdo de 10x)
pertencem a uma deposicdo com os parametros escolhidos para a realizacdo do trabalho,
nomeadamente: 15 % de concentracdo de PCL na solucdo polimérica, 12 kV de tensdo aplicada
e um caudal de 0,6 mL/h. Nas Figura 4.11 (a) e (b) pode observar-se um grdo de CS na matriz
formada pelas nanofibras de PCL.
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(@) (b)

Figura 4.11- Matrizes de PCL com grdos de CS incorporado.

A incorporagdo do CS nas matrizes foi melhor observada através de imagens obtidas por
SEM (Scanning Electron Microscope). A figura 4.12 apresenta as imagens SEM de todas as
membranas produzidas com diferentes proporcfes de CS, que se passam a referir pelo nome
atribuido na tabela 4.5.

Do ponto de vista morfoldgico observou-se que o método utilizado foi eficaz na producéo
de matrizes de PCL em que o CS ficou incorporado numa estrutura tridimensional. De facto, os
grdos de CS estavam intactos e envoltos nas fibras de PCL, tal como as imagens de microscopia

Optica indiciavam.
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L
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Figura 4.12- Imagens SEM de gréos de quitosano incorporados em diferentes propor¢des huma matriz de
nanofibras de policaprolactona: (a) Amostra 1, ampliacdo x200; (b) Amostra 2, ampliacéo x500; (c)
Amostra 3, ampliagdo x200; (d) Amostra 4, ampliacdo x100; (e) Amostra 5, ampliacdo x200; (f) Amostra
6, ampliacdo x100; (g) Amostra 7, ampliacdo x100.

\

O diametro das fibras foi calculado com recurso a aplicagdo informatica ImageJ,
estabelecendo um factor de conversdo dos didmetros das fibras medidas em pixéis nas imagens
SEM. Foi considerado, para cada membrana, o valor medio de dez medic¢Ges do didmetro das
fibras (ver tabela 4.6).

Ao analisar os valores obtidos para os didmetros das fibras verificou-se que ndo variavam
muito entre si, o que implica que as diferentes propor¢cdes e granulometrias de CS ndo
influenciam este aspecto morfoldgico. De facto, 0 mais importante para a caracterizagdo do
didmetro da fibra sera a electrofiacdo da solugdo polimérica e os seus parametros que, ao serem

constantes, contribuem assim para a pouca discrepancia nestas medigdes.
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Tabela 4.6- Diametro das membranas.

Amostra Diametro Desvio-
médio (um)  padrdo (um)

1 55 0,9
2 7,2 0,9

3 7,4 1,6

4 75 0,9
5 7,2 1,2
6 7,5 1,2
7 6,1 0,9

4.3.2 Caracterizacdo mecanica - ensaios de traccao.

De cada membrana produzida foram retiradas amostras de 3x1 cm, que foram utilizadas
para determinar o modulo de Young através de ensaios de trac¢do. Nas figuras seguintes (da
4.13 & 4.19) estdo indicados graficos representativos da deformagéo das membranas em fungéo

da forca aplicada das 7 membranas produzidas.
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Figura 4.13- Grafico da tensdo em funcéo da deformacao; Amostra 1- PCL:CS 1:1, peneira 100.
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Figura 4.14- Grafico da tensdo em funcéo da deformacdo; Amostra 2- PCL:CS 1:0, peneira 200.
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Figura 4.15- Gréfico da tensdo em funcdo da deformacdo; Amostra 3- PCL:CS 3:1, peneira 200.
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Figura 4.16- Grafico da tensdo em funcéo da deformagéo; Amostra 4- PCL:CS 3:2, peneira 200.

Matrizes de Policaprolactona e Quitosano para aplicacdo em Engenharia de Tecidos



Resultados e Discussao

0,35

0,3

F/S(MPa)

W

0,25

0,2

0,15

0,1

0409000400 0000

0,05

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 &l;lo

Figura 4.17- Grafico da tensdo em funcéo da deformacéo; Amostra 5- PCL:CS 1:1, peneira 200.
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Figura 4.18- Grafico da tensdo em funcéo da deformacéo; Amostra 6- PCL:CS 1:3, peneira 200.
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Figura 4.19- Gréfico da tensdo em funcéo da deformacdo; Amostra 7- PCL:CS 1:1, peneira 300.
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Verificou-se que as amostras ndo atingiram a ruptura ainda que tenham sido deformadas a
toda a extensdo que o equipamento permitia (cerca de 10 cm). Isto por si s6 indiciava uma boa
flexibilidade e resisténcia ao manuseamento.

O mddulo de Young foi determinado a partir da relacdo linear da regido eléstica
identificada em cada gréafico da tensdo em funcdo da deformacdo. Os valores do mddulo de
Young de cada membrana foram determinados e séo os que constam nas tabelas 4.7 e 4.8.

Tabela 4.7- Médulos de Young das membranas de PCL e CS com granulometria de 200 um e com
concentracdes de CS crescentes em relacdo ao PCL (Amostras 2 a 6, respectivamente).

Amostras Médulos de Young (MPa) Desvio-Padrdo
2 7,12 2,54
3 1,98 0,88
4 2,7 1,6
5 0,78 0,25
6 0,86 0,16

Tabela 4.8- Mddulos de Young das membranas de PCL e CS na propor¢do de 1:1 com granulometrias de
100, 200 e 300 um (Amostras 1, 5 e 7, respectivamente).

Amostras Modulos de Young (MPa) Desvio-Padréao
1 2,46 0,44
5 0,78 0,25
7 1,6 0,42
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Figura 4.20- Grafico dos médulos de Young das membranas de PCL e CS com granulometria de 200 um
e com concentracfes de CS crescentes em relacdo ao PCL (Amostras 2 a 6, respectivamente).
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Figura 4.21-Gréfico dos modulos de Young das membranas de PCL e CS na proporcao de 1:1 com

granulometrias de 100, 200 e 300 um (Amostras 1, 5 e 7, respectivamente).

No que diz respeito aos valores obtidos para 0 modulo de Young, a incorporacdo de CS
teve uma influéncia directa, pois a sua contribuicdo ndo modificou as propriedades quimicas
nem a formacdo dos poros aquando do processo de electrofiacdo mas, devido ao seu tamanho,
que é maior do que o das fibras de PCL, fez com que a espessura das amostras aumentasse, para
a mesma quantidade de PCL. Assim o modulo de Young diminuiu com o aumento da
concentracdo do CS. Esta diminuicdo do modulo de Young comparativamente a deposi¢do
correspondente a amostra 2, que foi a que teve, confirmando o previsto, 0 maior médulo de
Young, deve-se ao facto de o CS, na forma de granulo, ndo contribuir para a resisténcia a
traccdo das membranas. As outras deposicdes tiveram um modulo de Young mais baixo
confirmando a tendéncia de diminuicdo deste valor sempre que se integrou CS nas membranas.

Os resultados obtidos para 0 médulo de Young nas amostras com a mesma proporgdo
entre CS e PCL ndo foram conclusivos. No entanto verificou-se, por observagédo das tabelas 4.7

e 4.8, que os valores obtidos sdo da mesma ordem de grandeza.

4.3.3 Caracterizagao fisico-quimica - hidrofilicidade

A hidrofilicidade estudada baseia-se ha medi¢do dos angulos de contactos entre uma gota
de agua e as amostras das matrizes produzidas.

Para cada membrana foram feitas doze medicGes de angulos de contacto obtidos através
da aplicacdo CAM100. Os dados apresentados nas tabelas seguintes dizem respeito as médias

dessas doze medigoes.
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Tabela 4.9- Angulo de contacto das matrizes de PCL e CS com granulometria de 200 pm e com

concentragdes de CS crescentes em relacdo ao PCL.

Amostras  Angulos de contacto (°) Desvio-padréo (°)

2 120,1 1,9
3 1215 1,9
4 121,7 0,8
5 121,0 2,3
6 122,7 1,6

Tabela 4.10- Angulo de contacto das matrizes de PCL e CS na proporcéo de 1:1 com granulometrias de

100, 200 e 300 um (Amostras 1, 5 e 7, respectivamente).

Amostras  Angulos de contacto (°) Desvio-padréo (°)

1 124,3 1,3
5 121,0 2,3
7 121,0 2,3
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Figura 4.22- Gréafico dos angulos de contacto das matrizes de PCL e CS com granulometria de 200 um e

com concentra¢des de CS crescentes em relacdo ao PCL.
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Figura 4.23- Gréfico dos angulos de contacto das matrizes de PCL e CS na proporcao de 1:1 com
granulometrias de 100, 200 e 300 um (Amostras 1, 5 e 7, respectivamente).

Verifica-se, por observacdo das tabelas 4.9 e 4.10 e das figuras 4.22 e 4.23, que a
incorporacdo do quitosano no PCL e a variacdo da proporcédo de incorporacdo ndo influenciaram

o carécter hidrofébico das matrizes, pois os angulos de contacto variaram entre os 121° e 0s
125°,

4.3.4 Caracterizagdo morfoldgica - porosidade

A porosidade é uma caracteristica importante das nanofibras. De seguida pretende-se
estuda-la e saber se a variacdo das proporcdes entre 0 PCL e o CS influencia os valores obtidos.
Para obter a porosidade foi necessario calcular a densidade aparente, que se obteve através da
medicdo do volume e do peso de uma amostra de 2x2 cm de cada deposi¢do. A densidade do
material depende da massa do PCL e do CS, e do volume do PCL e do CS, caracteristicos de
cada deposicao.

As porosidades das amostras revelaram valores elevados, na ordem dos 80 %, que estdo
de acordo com este tipo de matriz [10]. A variacdo das propor¢oes de quitosano ndo influenciou

estes valores pois os resultados ndo diferiram significativamente.
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Tabela 4.11- Porosidade das Matrizes de PCL e CS.

Amostras Porosidade

1 83,5
2 80,8
3 79,4
4 81,5
5 82,7
6 82,3
7 86,0

Os valores obtidos foram bastante satisfatérios pois a porosidade é uma caracteristica

essencial para a proliferacéo celular.

4.4 Testes de cultura celular

Foram efectuados testes de cultura celular nas sete membranas em estudo, com o
objectivo de estabelecer o método de sementeira, observacdo e anélise da adesédo e proliferacéo
celular.

As membranas, dispostas sobre lamelas circulares de 12 mm de diametro, foram
introduzidas em pocos numa placa de cultura com um total de vinte e quatro pogos. Antes da
sementeira as membranas estiveram mergulhadas em meio de cultura cerca de quinze minutos
com o objectivo de aumentar a sua hidrofilicidade. Ap6s a sementeira as células foram
cultivadas por um periodo de 48 horas em que o meio foi substituido a cada vinte e quatro
horas. Foram ainda usados dois pogos para cultivar células de controlo. No final, as lamelas
foram retiradas e observadas ao microscopio de fluorescéncia e ao microscépio confocal.

As observagdes com o microscopio de fluorescéncia permitiram verificar a existéncia de
um namero de células bastante superior ao inicial, evidenciando assim a proliferagdo que existiu
durante o tempo de cultura. Apesar de ser evidente a existéncia de células em varios planos
focais, ndo foi possivel identificar o material a que aderiram e assim verificar a capacidade das
membranas em favorecer a adesdo. Com a utilizacdo do microscopio confocal de fluorescéncia
foi possivel observar com mais detalhe a cultura celular nas membranas.

Na figura 4.24 (a) apresenta-se uma imagem obtida por microscopia confocal da cultura

de controlo, onde se podem observar as células marcadas com a cor verde. A quantidade de
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células observadas permitiu concluir que, nos pocos de controlo, a cultura foi viavel e que as
celulas tiveram uma boa ades&o e proliferagéo.

A figura 4.24 (b) corresponde a uma imagem obtida por microscopia confocal da lamela
com a membrana correspondente a uma proporcdo entre PCL e CS de 3:1. Nela podem-se

observar as células e os graos de CS, respectivamente em cor verde e azul.

(@) (b)

Figura 4.24- Microscopia confocal de cultura celular: a) controlo positivo; b) Matriz PCL:CS 3:1.

Foram entdo preparadas novas membranas que estiveram imersas em meio de cultura
durante trés dias antes da sementeira para as tornar mais hidrofilicas. As restantes condi¢des de
cultura foram mantidas constantes.

Ao fim de 48 horas de cultura as membranas foram retiradas dos pocos, colocadas sobre
laminas e observadas ao microscopio. Desta forma eliminou-se a possibilidade de observagdo de
células em suspenséo ou aderentes aos proprios pogos.

As imagens das figuras 4.25 e 4.26 foram construidas através da composic¢ao de imagens
de microscopia de fluorescéncia confocal e de contraste de fase, e permitem observar a

existéncia efectiva de células (a verde) aderentes as fibras.
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(@) (b)

Figura 4.25- Microscopia confocal composta, Granulometria 200 pm: a) Matriz PCL: CS 1:0; b) Matriz
PCL: CS 3:1; (c) Matriz PCL: CS 1:3

As imagens da figura 4.25 correspondem as membranas constituidas pela mesma
granulometria mas com diferentes proporcGes de quitosano (proporcdes crescentes de (a) para
(c)). Verifica-se que o numero insuficiente de células identificadas em cada imagem e a ndo
identificacdo de grdos de quitosano dificultam o estabelecimento de uma relacdo entre a

proporcao de quitosano nas membranas e a adeséo e proliferacdo celular.
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(©

Figura 4.26- Microscopia confocal composta: a) Matriz PCL: CS 1:1, granulometria 100 pm; b) Matriz
PCL: CS 1:3, granulometria 200 um; ¢) PCL: CS 1:1, granulometria 300 um

Nas membranas representadas na Figura 4.26 a proporcao de quitosanoe PCL éde 1:1ea
granulometria do quitosano varia (aumenta de (a) para (c)). Também nestas imagens nao foram
observados graos de quitosano, pelo que sdo inconclusivas quanto a influéncia da granulometria

na adesdo e proliferacdo celular.
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5 Conclusoes e Perspectivas

Dadas as dificuldades em electrofiar uma solucdo polimérica constituida por
policaprolactona (PCL) e quitosano (CS), neste trabalho utilizou-se uma abordagem diferente
para se obter uma membrana com os dois polimeros. Assim, o principal objectivo deste trabalho
consistiu no desenvolvimento duma metodologia em que os grdos de CS fossem incorporados
na matriz produzida durante o processo de electrofiagdo de uma solugcdo polimérica apenas
constituida por PCL.

Numa fase inicial foram efectuadas experiéncias que permitiram aferir as melhores
condi¢Bes de produgdo das matrizes de PCL, tendo como critérios a maior aleatoriedade na
distribuicdo das fibras na matriz, bem como a uniformidade do seu didmetro. Nessa fase
concluiu-se que os valores dos pardmetros de producdo com que se obtiveram matrizes com
melhor qualidade foram: distancia entre a agulha do sistema de electrofiacéo e o colector de 25
cm; tensdo a aplicar entre a agulha e o colector de 12 kV; e o caudal de solugdo polimérica de
PCL a usar de 0.6 mL/h.

Depois de escolhidos os pardmetros de producdo das matrizes desenvolveu-se um metodo
para incorporar grdos de CS, de diferentes dimens@es, durante o processo de electrofiacdo do
PCL. O método permitiu obter membranas com varias propor¢cdes de CS em PCL e com
diferentes granulometrias de CS para a mesma proporc¢do (1:1), que foram testadas quanto as
suas propriedades mecanicas, fisico-quimicas e morfoldgicas. Através das imagens SEM p6de
observar-se a envolvéncia dos grdos do CS nas fibras electrofiadas de PCL, corroborando esta
técnica de producdo como meio eficaz e sistematico de producdo de membranas de PCL com a
incorporagdo de CS.

Relativamente as propriedades mecanicas, os testes efectuados mostraram que todas as
membranas produzidas apresentaram uma boa flexibilidade e resisténcia mecénica, pois em
nenhum dos testes de trac¢do houve ruptura.

No que diz respeito a hidrofilicidade, foram realizados testes que revelaram o caracter
hidrofébico das membranas. Tanto a incorporacdo do CS em diferentes propor¢des como a

utilizacdo de CS de diferentes granulometrias conduziram a valores de angulo de contacto
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semelhantes aos obtidos nas membranas com apenas PCL. Este é um aspecto negativo que
deverd ser tido em conta no processo de sementeira celular.

Nas experiéncias para determinar a porosidade das membranas obtiveram-se valores
elevados, naturalmente uma constatagdo importante na criacdo de condicfes para potenciar a
proliferacdo celular.

Do ponto de vista das propriedades mecanicas verificou-se que as membranas produzidas
mantiveram as mesmas boas caracteristicas das membranas de PCL. Ao manterem a sua
integridade e flexibilidade as membranas revelaram-se assim adequadas para resistirem a
manipulagdo inerente a sua utilizacdo como substitutos de pele.

O actual método, manual, de dispensar o CS a incorporar, revelou-se capaz de produzir
bons resultados. No entanto havera grandes vantagens, no futuro, em ter um sistema que
permita, de forma mais controlada e até eventualmente automatica, dispensar o CS a incorporar.

Nos testes de cultura celular verificou-se uma boa viabilidade nas células cultivadas nos
pogos de controlo, evidenciando uma adequada manipulacdo e esterilizagcdo das membranas e
dos meios de cultura, validando assim o método utilizado.

O caréacter hidrofébico das membranas foi evidente nas primeiras observacBes das
culturas, que foram feitas por microscopia confocal com as membranas no interior dos pogos de
cultura. Posteriormente a composicdo de imagens obtidas por microscopia confocal e de
contraste de fase das membranas ja fora dos pocos permitiu verificar que as células aderiram as
fibras de PCL, mas nao foi possivel observar se 0 mesmo aconteceu em relacdo aos gréos de
CS.

A hidrofilicidade das membranas pode ser aumentada diminuindo a espessura da Gltima
camada de PCL por forma a que os grdos de CS fiquem mais proximos da superficie. A
diminuigdo da espessura obtém-se reduzindo o tempo de electrofiagdo do PCL, devendo haver o
cuidado de estabelecer uma espessura minima que garanta a necessaria contencao dos graos de
CS no interior da membrana.

As técnicas microscopicas utilizadas revelaram-se pouco adequadas a observacao
quantitativa da adesdo e da proliferacdo celular. Uma das técnicas que se podera utilizar no
futuro é o ensaio colorimétrico do tipo MTS ou MTT, que permite a quantificacdo do numero de
células vivas nas membranas.

Com a realizacdo deste trabalho foram desenvolvidos métodos para a produgdo de
membranas de PCL por electrofiagdo com incorporagdo de CS. Os resultados dos testes e
ensaios feitos as membranas permitem antever que a abordagem usada possa contribuir de
forma positiva para a aplicagdo destes biopolimeros como substitutos de pele no &mbito da

Engenharia de Tecidos.
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