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RESUMO

A engenharia de tecidos (ET) é uma ferramenta importante para a regeneracdo da pele. Os
tratamentos disponiveis ndo sdo suficientes para evitar a formacédo de cicatriz e promover a
cura do paciente. Portanto, o presente estudo teve por objetivo produzir um substituto cutaneo
usando o polimero Poli-D,L-acido lactico (PDLLA) para produzir o biomaterial. Para esta
proposta, biomateriais foram construidos pela técnica de electrospinning e divididos em 3
grupos: 1) PDLLA, 2) PDLLA/NaOH (scaffolds de PDLLA cuja superficie foi hidrolisada
com uma solucdo de NaOH a 0,75 M) e 3) PDLLA/Lam (scaffolds também hidrolisados com
NaOH e com a ligacdo covalente da proteina laminina). Os biomateriais foram construidos
com dois diametros diferentes de fibras, com a menor na parte superior das matrizes. Esses
biomateriais foram caracterizados quanto a morfologia, o diametro da fibra, o tamanho dos
poros, a degradabilidade e as suas caracteristicas de hidrofilicidade. A ligacdo da laminina
também foi investigada. Para as analises bioldgicas, as células-tronco mesenquimais (CTMs)
foram entdo semeadas na parte inferior do scaffold e, apos 24 horas, 0s queratindcitos da pele
foram semeados na superficie oposta. Os grupos foram avaliados quanto a adesao de células
no dia da semeadura e nos dias 7, 14 e 21 para analise da viabilidade celular. A partir do dia 7,
os scaffolds foram submetidos a um sistema de cultura ar/liquido. Por fim, experimentos in
vivo também foram realizados utilizando camundongos nude como modelo animal de
gueimadura. Seis grupos foram testados: (1) grupo lesdo, onde os animais foram lesionados e
uma gaze foi utilizada como cobertura (n=4); (2) PDLLA/Lam, scaffold hidrolisado com a
ligacdo da laminina, sem células; (3) PDLLA sem células, (4) PDLLA/Lam com células; (5)
PDLLA com células (n=6/grupo) e (6) animais saudaveis (n=4). Todos 0s animais receberam
o mesmo padrédo de defeito de 1cm?, realizado no dorso dos animais, com excecdo do grupo 6.
Apbs a cirurgia, os animais foram acompanhados por um periodo de 9 dias. As fotografias
foram obtidas no dia da cirurgia e no dia da eutanasia. Apos esse periodo, metade da lesédo foi
utilizada para anélise de histologia e a outra metade para a analise de expressdo génica. Como
resultados, os scaffolds apresentaram-se com fibras bem formadas e aleatoriamente
distribuidas. A hidrélise ndo afetou substancialmente a estrutura das fibras, mas foi suficiente
para a ligacdo da laminina. O didmetro das fibras grossas variou de acordo com o scaffold,
ficando entre 3,197 a 4,622 um. O tamanho dos poros também variou de acordo com o
biomaterial, ficando de 19,182 a 27,732 um. As fibras finas apresentaram diametro médio de
574 nm e tamanho médio de poro de 3,444 um. O biomaterial de PDLLA/Lam mostrou as

caracteristicas mais hidrofilicas entre os trés grupos analisados. Matrizes de PDLLA



apresentaram peso molecular de 105-87 Da no 14° dia de analise. As matrizes de
PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam apresentaram peso molecular de cerca de 40-50 Da, resultante
do processo de hidrolise. A ligagdo da laminina foi confirmada por ensaio de
imunofluorescéncia. Em geral, em termos de analise biologica, o grupo de PDLLA/Lam
apresentou os melhores resultados para a adesdo e viabilidade celular. A presenca de ambos
os tipos de células foi observada por meio da analise histoldgica em todos os grupos de
scaffolds (ou biomateriais), até 21 dias de cultivo. Além disso, observou-se claramente que as
células ocuparam toda a estrutura das matrizes, em todos os grupos estudados. Apos 9 dias de
experimentos in vivo, ndo houve diferenca estatistica no tamanho do defeito entre os grupos,
embora 0s grupos com o biomaterial PDLLA/Lam tenham tido uma tendéncia ao menor
tamanho de lesdo, assim como o grupo PDLLA/Lam apresentou o melhor aspecto visual da
ferida. A andlise da expressdo génica para 0s grupos de biomateriais mostrou aumento
consideravel da expressdo de TGFB1, aumento de VEGF e balango (ou equilibrio) da razdo
BAX/Bcl-2, quando comparado ao grupo controle lesdo. A analise histolégica mostrou
tecidos bem formados nos grupos onde biomateriais e biomateriais com células foram
utilizados. Em alguns animais do grupo biomateriais com células, a epiderme foi formada em
toda a extensdo da ferida. Ndo houve formagéo de anexos de pele em nenhum dos animais
testados. Em conclusdo, os biomateriais, principalmente os grupos PDLLA e PDLLA/Lam,
mostraram bons resultados para a co-cultura das células, com boa adesdo celular e a presenca
de células viaveis. Esses biomateriais foram capazes de proporcionar o suporte para o
crescimento das células, o que indica que eles podem ser biomateriais adequados para

utilizacdo na engenharia de tecidos.

Palavras-chave: engenharia de tecidos, pele, queratindcitos, células-tronco, scaffolds,
electrospinng.



ABSTRACT

Tissue engineering (TE) is an important tool for skin regeneration. Currently available
treatments are insufficient for preventing scar formation and promoting healing of the patient.
Therefore, the current study has aimed to produce a cutaneous substitute using Poly- D,L-
lactic acid (PDLLA) polymer to produce the biomaterial. For this proposal, scaffolds were
constructed by the electrospinning technique and divided into 3 groups: 1) PDLLA, 2)
PDLLA/NaOH (PDLLA scaffolds hydrolyzed with a solution of NaOH 0.75M) and 3)
PDLLA/Lam (also hydrolyzed with NaOH and in which the protein laminin was linked by
covalent binding). They were constructed with 2 different fiber diameters, with the smallest at
the top of the scaffold. These scaffolds were characterized by morphology, fiber diameter,
pore size, degradability and their hydrophilicity features. Laminin linkage was also
investigated. For biological analyses, mesenchymal stem cells were then seeded onto the
bottom of the scaffolds and, after 24 hours, skin keratinocytes were seeded on the other side.
The groups were evaluated for cell adhesion on the day of the seeding and on days 7, 14 and
21 for cell viability analysis. From day 7, the scaffolds were submitted to an air/liquid system
culture. Finally, in vivo experiments were performed using nude mice as burn animal models.
Six groups were tested: (1) animals injured without scaffolds (lesion group) in which gauze
was used as a cover (n=4); (2) PDLLA/Lam, a hydrolyzed scaffold with the binding of
laminin, without cells; (3) PDLLA without cells, (4) PDLLA/Lam with cells (n=6/group); (5)
PDLLA with cells and (6) healthy animals (n=4). All the animals had a 1 cm? defect
performed on their backs, removing all the skin, with the exception of group 6. The scaffolds
(or biomaterials) were implanted in the mice with burn imitation skin defects for up to 9 days.
Photos were taken on the day of surgery and on the day of euthanasia. Two parts of the defect
were taken for histology and gene expression analyses. The results showed scaffolds
presenting well formed and randomly distributed fibers. The hydrolysis did not substantially
affect the structure of the fibers but it was sufficient for laminin linkage. The fiber diameter
varied for each biomaterial, being from 3.197 to 4.622 um for the largest fibers. The pore size
also varied accordind to the scaffold, being from 19.182 to 27.732 um. The smallest fibers
showed a diameter of 574 nm and a pore size of 3.444 um. The PDLLA/Lam scaffolds
demonstrated the greatest hydrophilic characteristics of the three groups. The molecular
weight of the PDLLA matrices was approximately 105-87 Da on the 14" day of analysis. The
PDLLA/NaOH and PDLLA/Lam scaffolds had a molecular weight of approximately 40-50



Da, as a result of the hydrolysis process. The linkage of the laminin was confirmed by
immunofluorescence assay. In general, in terms of the biological analysis, the PDLLA/Lam
group showed the best results for cell adhesion and viability tests. The presence of both types
of cells was observed through histological analysis in the evaluation of all the groups up to 21
days of cultivation. Moreover, it was clearly observed that the cells occupied all the structure
of the scaffolds in all the groups. After 9 days of in vivo experiments, defect size did not show
statistical difference among the groups, although the groups with the PDLLA/Lam
biomaterial had the lowest lesion size and the PDLLA/Lam group presented the best visual
aspect of the wound. Gene expression analysis showed considerable increase of TGFp1
expression, increased VEGF and balance of the BAX/Bcl-2 ratio, when compared to the
lesion group. Histological analysis showed well-formed tissue in the groups where the
biomaterials and biomaterials plus cells were used. In some animals in which biomaterials and
cells were used, the epidermis was formed throughout the length of the wound. There was no
formation of skin annexus in any of the animals tested. In conclusion, the PDLLA scaffolds,
mainly the PDLLA/Lam groups, showed good results for the co-cultivation of the cells, with
good cell adhesion and presence of viable cells. These biomaterials were capable of providing
support for the growth of the cells, indicating that they can be suitable biomaterials for use in

tissue engineering.

Keywords: tissue engineering, skin, keratinocytes, stem cells, scaffolds, electrospinning.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Pele

A pele é o maior 6rgdo imunologicamente competente do corpo. Esse tecido € formado
basicamente por duas camadas: a epiderme e a derme. Essas camadas variam em sua
espessura, forca e flexibilidade e, dessa forma, proporcionam a pele uma grande variedade de
funcbes (Burd, Ayyappan e Huang, 2009).

A epiderme é a camada mais externa da pele, compacta e praticamente impermedvel,
formando a primeira barreira fisica contra agentes externos. A mesma é composta por um
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, de origem ectodérmica e formada por
quatro tipos celulares distintos: os queratindcitos, considerados as células mais importantes
da epiderme, somando 80% das células que compdem este epitélio; os melandcitos,
responsaveis pela produgdo de melanina, formando 13% da populacéo celular da epiderme;
as células de Langerhans, responsadveis pelo sistema de imunovigilancia cutaneo,
representando 4% do numero total de células da epiderme e ainda as células de Merkel,
receptoras para o tato, correspondendo a 3% da populacdo celular epidérmica. A epiderme
ndo possui sistema de irrigacdo sanguinea direta, sendo nutrida pela permeacdo dos
nutrientes procedentes da derme, por capilaridade (Peyrefitte, Martini e Chivot, 1998; Harris,
2009; Mohd Hilmi e Halim, 2015).

A derme, derivada da mesoderme, é constituida por uma espessa camada de tecido
conjuntivo composto por grandes quantidades de elastina e colageno, sobre a qual se apoia a
epiderme. Nela encontram-se algumas fibras elasticas e reticulares, bem como muitas fibras
colagenas, onde estdo presentes 0s vasos sanguineos e linfaticos, além de numerosas
terminac6es nervosas. Algumas das principais funcbes da derme resumem-se em servir como
tecido de sustentacdo para a epiderme, manter a homeostase, promover flexibilidade e
fornecer protegédo contra traumas mecanicos. Na derme s&o encontradas células endoteliais,
células musculares lisas, mastdcitos, fibroblastos e demais células do sistema imunolégico,
assim como uma grande porcdo de matriz extracelular. Os fibroblastos sdo responsaveis pela
sintese de diferentes macromoléculas que compde a matriz extracelular e também possuem
uma intensa atividade durante o processo de cicatrizacdo (Peyrefitte, Martini e Chivot, 1998;
Gamonal, 2002; Supp e Boyce, 2005; Mohd Hilmi e Halim, 2015).
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A hipoderme ndo é uma parte da pele, mas encontra-se abaixo da derme e é equivalente
a féascia subcutanea. Essa camada contém tecido adiposo disposto em lI6bulos que estdo
separados por septos de tecido conjuntivo (Mohd Hilmi e Halim, 2015).

Os anexos da pele sdo os foliculos pilosos e pélos, glandulas sudoriparas, glandulas
sebéceas, unhas e glandulas maméarias (Mohd Hilmi e Halim, 2015).

Por fim, a pele é rica em terminagGes nervosas que permitem que a mesma seja uma
interface tactil entre o corpo e a meio ambiente, além de permitir a sensitividade a dor e as
temperaturas extremas, entre outros sentidos (Burd, Ayyappan e Huang, 2009).

Uma vez que a pele serve como uma barreira protetora do nosso organismo ao mundo

externo, qualquer lesdo causada a ela deve ser rapida e eficientemente reparada.

1.2 Queimaduras

Na queimadura, as altas temperaturas dilatam os vasos e fazem com que os liquidos
contidos neles saiam, formando bolhas. Essas bolhas podem resultar em feridas, vulneraveis
a infecgbes. A gravidade das queimaduras € definida pela extensdo do dano ocorrido na
vitima (Leite, 2001).

Conforme o aumento da profundidade da lesdo, a natureza da cicatrizacdo altera-se. Em
gueimaduras profundas, danos a derme envolvem a desnaturacdo de colageno. O colageno
desnaturado precisa ser retirado para que nova re-epitelizacdo ocorra. Esse processo € feito
através de degradacdo enzimatica e fagocitose, aumentando a resposta inflamatoria. Dessa
forma, a cura leva um tempo maior. A inflamagéo inicia uma cascata de eventos, com
leucdcitos polimorfonucleares sendo atraidos para o local, ocasionando protedlise e
fagocitose. Os macrdfagos ativados pelos polimorfonucleares também liberam citocinas,
recrutando fibroblastos para iniciar o processo de reposicdo do colageno perdido (Sun,
Siprashvili e Khavari, 2014). Os fibroblastos envolvidos no reparo do tecido possuem a
capacidade de produzir grandes quantidades de colageno, porém ndo possuem a capacidade de
organizar essas fibras de colageno. O resultado final do reparo da derme é a deposicéo
desorganizada de colageno, o que fisicamente aparece como uma cicatrizacao tecidual. Dentre
as afeccOes cicatriciais destacam-se as cicatrizes hipertroficas e os queldides. As cicatrizes
hipertréficas consistem em cicatrizes elevadas, tensas e confinadas as margens da leséo
original, podendo ter regressdao espontanea. Por outro lado, os quelbides sdo cicatrizes
elevadas, brilhantes, pruriginosas ou dolorosas, de origem dérmica e que ultrapassam 0s

limites da lesdo original, adentrando tecidos normais adjacentes. Eles tendem a crescer ao
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longo do tempo e ndo possuem regressdo espontanea. A duracdo da re-epitelizagéo e da
incidéncia de cicatrizes aumenta com o aumento da profundidade da lesédo (Ferreira e
D”Assumpcéo, 2006; Burd, Ayyappan e Huang, 2009).

As lesdes por queimaduras ocorrem anualmente em mais de 11 milhdes de pessoas em
todo o mundo. O tempo para o fechamento da ferida esta estreitamente relacionado com a
susceptibilidade a infecgOes, duracdo da dor, tempo de internacdo hospitalar e incidéncia de
cicatriz (Sun, Siprashvili e Khavari, 2014).

Segundo dados do DATASUS, entre novembro de 2014 e novembro de 2015
ocorreram 2.014 internacgdes hospitalares causadas por queimaduras e corrosdes no Brasil. O
valor total gasto nessas internacdes foi de R$ 4.660.787,18. Do total de internagdes, 45
resultaram em Obito (Datasus, 2015).

Nesse sentido, o enxerto de pele tem sido usado para o tratamento de vitimas de
qgueimaduras extensas e profundas, de segundo e terceiro graus. No entanto, esse tipo de
tratamento geralmente resulta em contragdo da cicatriz, sendo esse efeito principalmente
problematico em criancas devido ao seu crescimento corporal (Fujimori et al., 2006). Dessa
forma, embora a taxa de mortalidade por queimaduras seja relativamente baixa, a morbidade
é extremamente alta. Uma pesquisa prospectiva realizada com pacientes queimados, onde 0s
dados foram coletados de 12 em 12 meses, até 60 meses apds a queimadura mostrou que
40% dos pacientes (88 de 221) ainda apresentavam dor, 24 meses ap6s o0 acidente. Os
pesquisadores observaram que a dor estava diretamente relacionada com a area lesada na
época da queimadura e inversamente relacionada com a qualidade de vida do paciente
(Elliott et al., 2015).

Principalmente nas grandes queimaduras e feridas cronicas, os tratamentos disponiveis
sdo insuficientes para prevenir a formacdo de cicatrizes e promover a cura do paciente
(Middelkoop et al., 2004; Yamaguchi et al., 2007). Por isso, a regeneracdo de pele é um
importante campo para a engenharia tecidual (Middelkoop et al., 2004; Fujimori et al., 2006;
Sun, Siprashvili e Khavari, 2014).

1.2.1 As fases da cicatrizacdo das feridas
A cicatrizacdo de feridas pode ser dividida em 3 fases principais: 1) fase inflamatoria,
2) fase proliferativa e 3) fase de remodelagéo. As fases da cicatrizacdo sao discutidas a seguir
(Cotran, 1999; Burd, Ayyappan e Huang, 2009; Sun, Siprashvili e Khavari, 2014).
Imediatamente apds a leséo de pele, varias respostas fisioldgicas sdo acionadas com o

intuito de parar a perda de sangue. Células locais de masculo liso vascular contraem 0s vasos
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para reduzir o fluxo sanguineo. As plaquetas e os fatores da cascata de coagulacdo formam
um codgulo de fibrina hemostética, que também serve como suporte para a migracdo de
células, incluindo queratindcitos, leucocitos e fibroblastos, para dentro da ferida.

A fase inflamatdria inicia-se poucas horas apos a lesao e € alimentada por mediadores
derivados de plaquetas, subprodutos bacterianos e quimioatraentes secretados localmente. Os
neutrdfilos infiltram-se primeiro no local da lesdo, fagocitando as bactérias e degradando as
proteinas danificadas da matriz extracelular. Os mondcitos chegam ao local dentro de 24
horas e transformam-se em macrdfagos para destruir microrganismos, remover restos de
tecido, destruir neutrofilos restantes e pavimentar o caminho para a angiogénese e a
formacéo do tecido de granulacao.

Os macréfagos podem também ajudar na transicdo para a fase proliferativa, um
processo pelo qual as células recentemente atraidas ao leito da lesdo preenchem o defeito da
ferida, através da secrecdo de uma série de fatores de crescimento e quimiocinas, incluindo o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos
(FGFs), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de transformacdo do
crescimento o € B (TGFa e TGFp), os quais induzem a migracéo e proliferacdo de células e a
formagdo da matriz extracelular. Reservatorios de células-tronco encontrados na base de
foliculos pilosos, istmo e epiderme interfoliculares ddo origem a queratindcitos que
proliferam e migram para atingir a cobertura da ferida sendo, em seguida, submetidos a
estratificacdo e diferenciacdo para reconstruir a barreira epidérmica. Em conjunto com a
reparacao epidérmica, a angiogénese inicia-se estimulada por varios fatores de crescimento,
incluindo o VEGF e FGF-2. A mistura de vasos sanguineos recentemente formados com
fibroblastos, macréfagos e proteinas da matriz extracelular forma o "tecido de granulacao",
um material macio e de cor rosada que aparece na base de uma ferida de cicatrizacdo. Perto
do final da fase proliferativa, fibroblastos diferenciam-se em miofibroblastos contréateis, ricos
em actina, que contraem em conjunto os bordos da ferida.

A fase de remodelacdo envolve uma transicdo da derme, da predominéncia de colageno
do tipo Il para a de coldgeno do tipo I, em conjunto com a remocdo de células das fases
anteriores. A remodelacdo do colageno envolve metaloproteinases de matriz (MMPS) e a
sintese alterada de coldgeno que entdo produz uma cicatriz. A resisténcia a tracdo da pele
aumenta durante essa fase, recuperando cerca de 40% da sua forga original apds um més e
aproximadamente 70% apds um ano.

Falhas no inicio, término ou na regulacdo de qualquer uma dessas fases da cicatriacao

das feridas resultam em cicatrizacdo patologica, que se pode manifestar como granuloma
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piogénico (crescimento excessivo de tecido de granulagdo), cicatrizes hipertréficas e
queldides ou Ulceras crénicas (inflamacéo prolongada e incapacidade de reepitelizacéo).

No caso de lesdes mais profundas e maiores, algumas diferencas ocorrem na
regeneracdo da ferida, tais como uma maior quantidade de fibrina, de debris necréticos e de
exsudato, 0s quais estdo presentes e precisam ser retirados. O tecido de granulacéo é formado
em grandes quantidades e a contracdo ocorre em grandes extensdes, podendo ocasionar

contraturas que, por fim, podem dificultar a movimentacdao de articulaces.

1.2.2 Substitutos cutaneos disponiveis

De acordo com a literatura, os substitutos cutaneos tém sido referidos como peles 3D,
pele reconstruida, equivalente cutaneo, pele artificial, cultura organotipica de pele, substituto
cutaneo ou enxerto cutéaneo (Supp e Boyce, 2005; Metcalfe e Ferguson, 2007; Sun, Siprashvili
e Khavari, 2014; Mohd Hilmi e Halim, 2015).

Tais produtos estdo em alta demanda para o tratamento de queimaduras e feridas,
levando a industria a investir grandes montantes financeiros na engenharia de tecidos para a
pele. O principal objetivo dessa area é a de produzir produtos para a substituicdo cutanea,
com aplicacdo na reparacdo de feridas, em especial nos casos de perda completas de pele
(full-thickness skin loss), visando amenizar ou ndo ter a formacdo de cicatrizes ap6s o
ferimento (Sun, Siprashvili e Khavari, 2014). Esses equivalentes podem ser categorizados
como epidérmicos, dérmicos ou compdsitos, de acordo com a sua estrutura e 0 grau de
semelhanca funcional & pele normal. Substitutos de pele epidérmicos consistem
classicamente de uma lamina de queratindcitos autologos, isolados a partir de um doador e
expandidos in vitro. A geracdo de tais laminas é demorada e dispendiosa e os produtos
resultantes tém prazo de validade de no maximo 24 horas. No entanto, 0s enxertos
epidérmicos autologos salvam vidas e, por isso, inUmeras inovacfes em Vvarios estagios de
producdo, incluindo a melhoria das técnicas de cultura de células, técnicas de diferenciacéo e
fabricacdo de scaffolds, tém sido realizadas. As limitacGes abordadas por essa técnica séo a
dor, a formacdo de cicatriz na area doadora, a cicatrizacdo de feridas prejudicada e a
quantidade de material insuficiente para cobrir uma grande area lesada. No caso de
aloenxerto, ainda pode ocorrer a rejei¢do auto-imune dentro de 3 a 4 semanas (Supp e Boyce,
2005; Sun, Siprashvili e Khavari, 2014; Mohd Hilmi e Halim, 2015). Em contraste, 0s
produtos de substituicdo dérmica sdo, na sua grande maioria, acelulares e tém origem
autologa, alogénica, xenogénica ou sintética. Substitutos compdsitos consistem geralmente

de queratindcitos e fibroblastos alogénicos e tém a vantagem de liberar fatores de
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crescimento, citocinas, promover a formagdo de matriz extracelular e outros elementos,
juntamente com uma cobertura temporaria da ferida. Os substitutos acelulares sdo mais faceis
de fabricar do que substitutos contendo células e facilmente incorporam-se nas feridas, sem
ocorrer rejeicdo. No entanto, eles ndo proporcionam uma boa revascularizacdo e, embora
tenham um papel importante na cirurgia reconstrutiva, ndo possuem uma boa incorporagéo
ao tecido dos pacientes. Assim como 0s substitutos epidérmicos alogénicos, os compdésitos
dérmicos celularizados alogénicos sofrem rejeicdo imunoldgica em 3 a 4 semanas (Metcalfe
e Ferguson, 2007; Sun, Siprashvili e Khavari, 2014; Mohd Hilmi e Halim, 2015).

Os produtos comerciais comumentemente utilizados séo & base de colageno, quitina e
fibrina (Mohd Hilmi e Halim, 2015). Também existem os produtos manufaturados
artificialmente, tais como poli-acido lactico e poli- &cido glicélico, por exemplo (Metcalfe e

Ferguson, 2007). A figura 1 mostra os principais substitutos comerciais disponiveis.

Table 1 Current skin replacement products

Brand Cell and biomaterial Wound type
Apligraf®, United States Human keratinocytes and fibroblasts cultured on collagen Full thickness
Biobrane®, United Kingdom Silicone membrane attached to a nylon mesh Partial thickness
CellerateRX®, United States Gel containing 65% collagen Superficial
Cryoskin®, United Kingdom Keratinocytes cultured on silicone Superficial
Dermagraft®, United States Cryopreserved human fibroblasts from foreskin cultured on a polyglactin mesh scaffold Full thickness
EpiDex®, Switzerland HFSC cultured on silicone Full thickness
EpiFix#, United States Human amniofic membrane Full thickness
Integra®, United States Semi-permeable silicone membrane composed of bovine tendon collagen Full thickness
MyDerm™, Malaysia Human fibroblasts and keratinocytes cultured on fibrin-silk Full thickness
OASIS™, United States Porcine small intestinal submucosa Full thickness
OrCel™, United States Human keratinocytes and fibroblasts cultured on bovine collagen Full thickness
PriMatrix, United States Collagen from fetal bovine dermis Full thickness
Transcyte™, United States Human newborn fibroblasts cultured on nylon mesh Full thickness

HFSC: Hair follicle stem cells.

Figura 1: Tabela obtida de artigo cientifico, citando os principais substitutos cutaneos

comercialmente disponiveis (Mohd Hilmi e Halim, 2015).

Um dos substitutos cutdneos mais usados no mercado, aplicado em ambientes
hospitalares, é o Integra®. No entanto, além de se tratar de um produto de origem
xenogeénica, o custo é um fator que dificulta a sua utilizagdo, visto que 1 cm? de Integra®
custa cerca de R$ 72,00. Assim, o custo para tratar um Unico paciente, com extensa
queimadura, pode ser de cerca de R$ 300.000,00. Custo esse impraticavel, na maioria dos
casos, seja para o Sistema Unico de Salde, planos de salide ou mesmo para o proprio
paciente.

Assim, a necessidade de desenvolvimento de novos enxertos cutaneos ainda se faz

necessaria, uma vez que os atuais produtos disponiveis ndo séo capazes de substituir a pele
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danificada tdo completamente quanto a pele nativa pode, a um pre¢o acessivel e sem deixar

uma cicatriz.

1.3 Engenharia de Tecidos (ET)

A crescente tendéncia de aumento da expectativa de vida da populacdo, assim como as
sérias limitacdes na utilizacdo de enxertos alogénicos, autdélogos ou xenogénicos tem
estimulado cientistas, ao redor do mundo, a deterem-se cada vez mais na busca de novas
alternativas de substitutos cutaneos (Hench, 2000). Dessa forma, as pesquisas nessa area
buscam aplicar os principios do transplante de células e da bioengenharia para a construgéo de
substitutos biologicos. Esses, por sua vez, sao utilizados na tentativa de restaurar e manter as
fungdes normais dos 6rgdos e tecidos até entdo doentes ou lesados.

Assim, o enfoque da engenharia de tecidos é reparar os tecidos perdidos ou danificados
através do uso de fatores de crescimento, terapia celular e biomateriais que sirvam como
suporte para o desenvolvimento das células (Venugopal et al., 2012). Essa area engloba
conhecimentos de campos diversos como a ciéncia dos materiais, a biologia celular, o
transplante e a engenharia, unindo esforgos a fim de desenvolver novos substitutos bioldgicos
tridimensionais que mimetizem a arquitetura do tecido humano (Naderi, Matin e Bahrami,
2011).

A engenharia de tecidos (ET) ja foi conceituada de diversas maneiras ao longo dos anos
(Katari, Peloso e Orlando, 2014), ainda causando muita confusdo quanto a utilizacdo deste
termo. Um dos conceitos mais populares foi definido por Daar e Greenwood (Daar e
Greenwood, 2007), o qual propbe que “A engenharia tecidual comumente se utiliza da
combinacdo de células, biomateriais e moléculas soltveis, a fim de estimular o crescimento
celular e tissular”. Esses mesmos pesquisadores também conceituaram a medicina
regenerativa (MR) como sendo uma area que engloba a ET, mas que também pode envolver a
modificacdo genética de células, seguida pelo seu transplante sem necessariamente envolver o
uso de biomateriais e de células-tronco como alvos farmacéuticos para fins terapéuticos.
Nesse sentido, a medicina regenerativa vem como um termo mais amplo, abrangendo diversos
campos, entre eles a ET. Ainda, avangos tecnologicos ocorridos na dltima década deixam
claro que essas duas categorias, embora diferentes, estdo intrinsecamente relacionadas. Dessa
forma, ha uma tendéncia crescente em combinar os dois termos e tratd-los como um termo
unico, em inglés ja tendo sido designada a sigla “TERM” (“Tissue Engineering and

Regenerative Medicine ) (Salgado et al., 2013).
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Deixando a parte essa polémica, a expectativa atual € que o uso da engenharia de
tecidos possibilite regenerar tecidos danificados por doengas como cancer, diabetes, lestes
medulares, queimaduras, entre outras (Shields et al., 2004; Xu et al., 2004; Steffens et al.,
2013; Braghirolli, Steffens e Pranke, 2014).

1.4 Biomateriais

No passado, a maior parte das pesquisas cientificas focadas no crescimento celular
utilizava-se de placas de Petri ou outras placas de cultivo celular, as quais proporcionam a
chamada cultura bidimensional, também denominada 2D. Contudo, na natureza, as células
vivem em um ambiente tridimensional, ou 3D, composto pela matriz extracelular (MEC) e,
assim, originam os tecidos funcionais. Os sinais quimicos e a micro- e nano-escala da MEC
controlam e direcionam os processos chaves das células, incluindo a sua adesao, proliferacéo,
migracdo e diferenciacdo (Salmasi et al., 2015). A MEC pode ser definida como o
componente ndo-celular dos tecidos, que tem sido comparada a "cola" que liga a células em
conjunto. Ela é reconhecida como um ambiente ativo, passando constantemente por mudangas
na sua composicao e estrutura, em resposta as acoes de células vizinhas. Por conseguinte, a
comunicacdo entre as células e a MEC € essencial para a compreensdo de como a matriz
extracelular e as células aprenderam a adaptar-se umas as outras (Kular, Basu e Sharma,
2014).

A fim de mimetizar a MEC, a engenharia de tecidos precisa de suportes
tridimensionais (3D) para servir como substrato para a semeadura de células e como um
suporte fisico, orientando a formacédo do novo tecido.

Considerando-se 0 uso de células, ndo ha ddvidas de que uma oferta suficiente de
nutrientes e oxigénio para as células transplantadas é vital para a sua sobrevivéncia e
manutencdo. Ainda, sem um suprimento suficiente, apenas um pequeno ndmero de células
previamente semeadas ou mesmo migradas a partir do ambiente para os biomaterais
sobreviverdo. Em uma cultura convencional, como uma cultura estatica em placas de cultivo,
a taxa de crescimento inicial é alta, mas a proliferacdo cessa logo que as células atingem a
confluéncia. A fim de superar as limitagdes de fornecimento de nutrientes e espaco fisico,
estruturas de materiais porosos (3D) estdo sendo criados devido a sua maior area de superficie
para adeséo e proliferacdo celular, em relagdo aos materiais 2D (Hosseinkhani et al., 2014).

Os materiais 3D também séo preferiveis pela possibilidade de formacdo de estruturas

celulares que podem se assemelhar a estrutura e fungGes dos tecidos corporais. Além disso, a
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difusdo de oxigénio, nutrientes e fatores bioativos, através dessas estruturas, sdo suficientes
para a sobrevivéncia de um grande numero de células, por longos periodos de tempo
(Polverini, 1995; Kim et al., 2013).

Os biomateriais podem ser desenvolvidos com base em substancias naturais ou
sintéticas (Barbanti, S. H. , Zavaglia, C. A. C. e Duek, E. A. R., 2005; Boudriot et al., 2005),
além de poderem ser preparados utilizando-se diferentes técnicas tais como, electrospinning,
prototipagem rapida, foaming, entre outros, gerando estruturas com morfologias porosas que
facilitam o crescimento das células para a formacgéo dos tecidos (Greiner e Wendorff, 2007;
Agarwal, Wendorff e Greiner, 2009; Cunha et al., 2011; Gauvin e Khademhosseini, 2011;
Zanatta, Rudisile, et al., 2012; Zanatta, Steffens, et al., 2012; Salmasi et al., 2015).

Idealmente, um scaffold (biomaterial) polimérico para uso na ET deve possuir as
seguintes caracteristicas: i) propriedades superficiais adequadas, para promover a adesdo,
proliferacdo e diferenciacdo celular; ii) biocompatibilidade; iii) altas porosidade e relagdo de
area de superficie/volume, com rede de poros interconectados para o crescimento celular e
fluxo de nutrientes e residuos metabdlicos; iv) propriedades mecéanicas adequadas para uso in
vivo (Hosseinkhani et al., 2014; Ou e Hosseinkhani, 2014).

O sucesso de um biomaterial 3D depende de muitos pardmetros, que variam da nano a
macro escala. A degradabilidade, as propriedades mecanicas e a qualidade da porosidade
desses biomateriais sdo parametros importantes a serem analisados antes da escolha da
matéria prima a ser utilizada na producdo do biomaterial. Além disso, as propriedades de
superficie, tais como a topografia, a energia de superficie, a quantidade de solventes residuais
e a molhabilidade/hidroficilidade sdo caracteristicas importantes a serem determinadas para
correlaciona-las com a resposta biolégica dos biomateriais. Uma caracteristica fundamental
para o sucesso da aplicacdo de biomateriais na ET é que eles precisam promover a adesao e a
viabilidade celular, uma vez que o comportamento das células é fortemente afetado pela
estrutura dos biomateriais (Andrews, Hunt e Black, 2007). Dessa forma, ao se desenvolver um

biomaterial, diversas analises fisico-quimicas e biologicas precisam ser realizadas.

1.5 Electrospinning (ES)

Entre as técnicas utilizadas para construir biomateriais, a serem cultivados com
células, o ES é uma das técnicas mais amplamente estudadas e que tem demonstrado 0s
resultados mais promissores em termos de aplicacdes na bioengenharia para tecidos macios
(Braghirolli, Steffens e Pranke, 2014).
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O processo de electrospinning funciona pelo principio eletrostatico. Como pode ser
observado na figura 2, o aparelho é composto basicamente por uma seringa com agulha, um
eletrodo coletor (normalmente uma placa de metal), uma fonte de campo elétrico e uma
bomba peristaltica. Para a realizacdo do electrospinning se faz necessaria a producao de uma
solucdo polimérica a partir de polimeros e solventes. Essa solucdo a ser eletrofiada é
impulsionada ao sistema através da agulha da seringa pela acdo da bomba. Essa solugédo é
entdo submetida a uma diferenca de tenséo elétrica presente entre a agulha e a placa metalica.
A voltagem elétrica gerada causa uma deformacdo na gota polimérica, gerando um cone na
ponta da agulha (cone de Taylor). Esse desequilibrio gerado na solucdo pela aplicacdo da
voltagem elétrica faz com que a solugdo polimérica forme fios que saem da seringa em
direcdo a placa coletora. No caminho, o solvente na solucdo evapora-se e, no final do

processo, filamentos solidos continuos sdo obtidos (Greiner e Wendorff, 2007).

&
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Solugdo polimérica

Agulha

Formagao da fibra

LA

Alta voltagem

Placa coletora

Figura 2: Esquema da técnica de electrospinning adaptado de http://www.uni-

marburg.de/fb15/ag-wendorff/research.
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Embora pareca, & primeira vista, um método fécil, o processo depende de uma
multiplicidade de pardmetros moleculares, de processamento e técnicos, o que inclui: i) os
parametros ambientais, tais como temperatura da solucdo e do ambiente, umidade e
velocidade do ar na camara de ES; ii) as propriedades da solucéo, tais como a elasticidade,
viscosidade, condutividade e tensdo superficial e iii) as varidveis técnicas, como a distancia
entre o eletrodo e a ponta da agulha, o potencial elétrico, a taxa de fluxo (velocidade da
solucdo), o peso molecular dos polimeros escolhidos, a geometria da placa coletora, entre
outros (Doshi e Reneker, 1995; Greiner e Wendorff, 2007).

O ES ¢é uma técnica na qual diversos tipos de polimeros podem ser utilizados (Ou e
Hosseinkhani, 2014) e pela qual podem ser obtidas fibras desde a ordem nanomeétrica até a
micromeétrica, alinhadas ou aleatoriamente distribuida (Braghirolli, Steffens e Pranke, 2014),
dependendo da otimizacdo dos parametros acima citados. Por essa técnica, sdo obtidos
scaffolds que mimetizam muito intimamente a matriz extracelular dos tecidos em termos

quimicos e dimensionais (Agarwal, Wendorff e Greiner, 2009).

1.6 Biologia celular

Como ja mencionado, a ET utiliza-se da triade, células, biomateriais e substancias
bioativas. As células ttm uma funcdo crucial neste sistema: a de sintetizar uma matriz
extracelular adequada, permitindo a organizacdo in vitro e o desenvolvimento do novo tecido.
A escolha do tipo celular € muito importante e tem uma grande influéncia sobre o sucesso da
engenharia de tecidos, sendo que as células devem ser escolhidas de acordo com o tecido a ser
reparado (Agarwal, Wendorff e Greiner, 2009; Braghirolli, Steffens e Pranke, 2014; Alrefai et
al., 2015; Ghasemi-Mobarakeh et al., 2015; Lee, Kim e Choi, 2015).

1.6.1 Células-tronco

As células-tronco s@o células primitivas encontradas em muitos organismos
multicelulares e que possuem habilidades de auto-renovacao e plasticidade. A auto-renovacéao
¢ a capacidade que as células-tronco possuem de se manterem idénticas mesmo apds
numerosas divisdes celulares. Ja a plasticidade é a capacidade de diferenciagdo das células-
tronco em diferentes tipos de células maduras. As células-tronco de mamiferos séo
classificadas com base na fonte de que derivam: células-tronco embrionarias, derivadas do

embrido até a fase de blastocistos, e células-tronco adultas, encontradas em tecidos ja
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formados (Braghirolli, Steffens e Pranke, 2014; Hosseinkhani et al., 2014; Mohd Hilmi e
Halim, 2015).

As celulas-tronco adultas sdo uma classe de células indiferenciadas encontradas na
maioria dos tecidos e possuem uma grande capacidade de auto-renovacdo, bem como
diferenciacdo em diferentes tipos de células especializadas como, por exemplo, células
sanguineas, musculares, nervosas, etc (Caterson et al., 2001; Hou et al., 2003; Miura et al.,
2003; Romanov, Svintsitskaya e Smirnov, 2003; Ju et al., 2005).

Dentre as células-tronco adultas, encontram-se as ceélulas-tronco mesenquimais
(CTMs), ou também chamadas de células estromais mesenquimais, cuja funcdo é a
manutencdo e reparacdo do tecido em que elas sdo encontradas. As CTMs sdo células
multipotentes que exibem uma grande plasticidade e podem dar origem a tecido mesenquimal
e ndo-mesenquimal (Silva Meirelles, Chagastelles e Nardi, 2006; Zheng et al., 2013). A
capacidade de diferenciacdo das CTMs em células especializadas de outros tecidos é
conhecida como transdiferenciacdo (Hosseinkhani et al., 2014).

Além disso, as CTMs apresentam atividade secretora intrinseca, sendo capazes de
sintetizar e secretar grandes quantidades de fatores bioativos com efeitos imunomoduladores.
As citocinas e/ou fatores de crescimento secretados pelas CTMs apresentam efeitos troficos,
contribuindo para a regeneracdo de feridas, a inibicdo da apoptose, a estimulagdo da
angiogénese, bem como a mitose intrinseca de células-tronco dos tecidos ou a estimulacéo
das células progenitoras. Esses efeitos contribuem para a criacdo de um microambiente
regenerativo nas lesdes de tecidos ou danos locais (Caplan, 2007; Sun, Siprashvili e Khavari,
2014). Logo, o uso combinado de CTMs e scaffolds € uma ferramenta promissora com
aplicabilidade para a regeneracéo de muitos tipos de tecidos.

Em 2006, devido a uma falta de regulamentacdo, a Sociedade Internacional de Terapia
Celular sugeriu trés propriedades que devem ser comprovadas para que as células possam ser
designadas como CTMs: (1) proliferagdo como células aderentes; (2) imunofenotipo
caracteristico e (3) capacidade de diferenciacdo in vitro em células como os osteoblastos,

adipdcitos e condroblastos (Dominici et al., 2006).

1.6.2 Queratindcitos

Os queratindcitos sdo células diferenciadas do tecido epitelial, representando
aproximadamente 80% das células epidérmicas.

Os queratindcitos possuem a habilidade de se diferenciar e migrar formando as

camadas da epiderme. Essas células sofrem progressivas mudancas em sua morfologia e
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contetdo e, eventualmente, transformam-se de células poligonais vivas a células mortas e
achatadas repletas de queratina (Standring, 2008). Devido a sua capacidade de diferenciacdo,
essas células formam as quatro camadas da epiderme: camada basal, camada espinhosa,
camada granulosa e camada cérnea. O processo classico de queratinizacao epidérmica apenas
descreve os estdgios finais de maturacdo, em que as células mortas preenchidas com
queratina e outras proteinas, tais como involucrina, sdo formadas, originando a
impermeabilidade caracteristica da epiderme (Standring, 2008). Logo, a utilizacdo dessas
células pode ser um fator determinante para uma melhor cicatrizacdo de lesdes cutaneas
provocadas por doencas ou acidentes, como ja demonstrado em trabalhos utilizando derme
alogénica (Herson et al., 2001).

1.7 Substancias bioativas

Embora os biomateriais e a terapia celular conjuntamente ja venham demonstrando
bons resultados na engenharia de tecidos sabe-se que no ambiente celular natural diversas
moléculas também estdo presentes, desempenhando um papel significativo na funcédo
fisiologica dos tecidos e 6&rgdos (Burdick e Vunjak-Novakovic, 2009; Gauvin e
Khademhosseini, 2011).

A MEC é uma malha de fibras que variam de dezenas a milhares de nanometros em
diametro, formando um arcabouco celular com alta porosidade. Ela é composta por proteinas
estruturais, incluindo colageno, elastina e proteinas ndo-estruturais, como a fibronectina,
laminina, tenascina, etc. Outros componentes importantes da MEC incluem as integrinas,
fatores de crescimento e um grupo de metaloproteinases (Kular, Basu e Sharma, 2014).

As celulas, nesse contexto, encontram-se em um ambiente tridimensional
estruturalmente complexo, repleto de um conjunto de informagdes exclusivas para elas. Dessa
forma, a mimetizacdo dessas condi¢des in vitro é necessaria para um maior entendimento das
fungdes celulares, assim como a sua utilizagdo na construcéo e reparo de 6rgdos e tecidos
danificados (Wheeldon et al., 2011).

1.7.1 Laminina

As lamininas sdo moléculas glicoprotéicas compostas de 3 cadeias (a, B ¢ v) ligadas por
pontes de dissulfeto (Sugawara et al., 2008). Essas proteinas encontram-se apenas em
membranas basais e ligam-se a integrinas especificas, bem como a algumas glicoproteinas de

células endoteliais, neurbnios e ceélulas do muasculo esquelético, influenciando o
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reconhecimento e a diferenciagdo celular. Diversos estudos demonstram que essa molécula
esta relacionada ndo apenas na aderéncia celular, mas também no espalhamento, migracéo e
estimulacdo da taxa de crescimento celular, da angiogénese, da cicatrizacdo e do crescimento
neuronal (Boccafoschi et al., 2012; Hozumi et al., 2012; Mammadov et al., 2012).

Dentre as proteinas da familia laminina, a laminina-332 (isoforma a3p3y2) (figura 3),
também conhecida como laminina 5, é a principal proteina encontrada na membrana basal da
pele (Chiang et al., 2011), sendo fundamental para a migracdo de queratindcitos na
recuperacdo de lesdes cutaneas (Sugawara et al., 2008; Domogatskaya, Rodin e Tryggvason,
2012). Ja foi demonstrado anteriormente que a laminina 5 possui forte influéncia sobre a
adesdo dos queratindcitos a membrana basal por meio de complexos protéicos de
hemidesmossomos (Ghohestani et al., 2001).

Lemiciae-311, 311
Coligena tpa VII

hat

Figura 3: Estrutura da proteina laminina-332 e os possiveis ligantes das diferentes

cadeias. Figura adaptada de Sugawara e colaboradores, 2008.

1.8 Desenvolvimento de biomaterais para fins de regeneracéo cutanea

As interacdes entre as células individuais, células-vizinhas e a matriz extracelular sdo
responsaveis pelo controle do ambiente celular (Grinnell, 2008). Dessa forma, as células que
crescem em monocamadas bidimensionais ndo conseguem capturar a complexidade de um
microambiente in vivo (Mazzoleni, Di Lorenzo e Steimberg, 2009). Logo, modelos em
monocamadas bidimensionais ndo somente falham em reproduzir o ambiente complexo e
dindmico de tecidos in vivo, mas também podem levar a falsos achados por forcar as células a
se adaptarem em uma superficie artificial, plana e rigida. Um crescente numero de estudos

relatam diferencas em fendtipo, sinalizacdo celular, migracdo celular e resposta a farmacos
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quando as mesmas células sdo cultivadas em condicfes bi e tridimensionais (Mazzoleni, Di
Lorenzo e Steimberg, 2009).

Nesse sentido, o substituto cutdneo ideal deve seguir 0s seguintes pré-requisitos
(Schulz, Tompkins e Burke, 2000; Metcalfe e Ferguson, 2007; Burd, Ayyappan e Huang,
2009):

¢ Proteger a ferida e controlar a perda de proteinas e eletrdlitos;

e Provocar minima resposta inflamatoria, ndo ser toxico e antigénico;

¢ Prevenir infecgGes locais e prover um ambiente que acelere a cura da leséo;

e Reduzir a dor e permitir a mobilizacao celular;

e Ser de facil manuseio e aplicacdo ao local lesado;

e Possuir degradacéo controlada;

o Ser estéril;

e Provocar minima cicatrizacéo;

e Facilitar a angiogénese;

e Ser seguro em termos de transmissao viral,

e Bom custo-efetividade;

e Estar facilmente disponivel.

Embora varios substitutos de pele comerciais estejam disponiveis, descobertas sobre
técnicas de fabricacdo de biomateriais e de reguladores de cicatrizacdo de feridas ainda séo
necessarias, a fim de oferecer um tratamento eficaz para as lesGes cutaneas, como no caso das
queimaduras.

Logo, a utilizacdo de um matriz, biocompativel e biodegradavel, com células-tronco
mesenguimais e queratindcitos, colocado na area da lesdo, permitiria um maior contato e
interacdo dessas células no local do dano tecidual, o que poderia ser importante para
regenerar o tecido lesado, como no caso do defeito cutaneo (Teng et al., 2002).

Na literatura cientifica, uma grande quantidade de células tem sido testada sobre as
matrizes produzidas pelo processo de electrospinning (Hohmann et al., 2001; Huang et al.,
2003; Dersch, Greiner e Wendorff, 2004). Entre elas, células-tronco mesenquimais e neurais,
queratindcitos, cardiomiocitos, condrocitos, células musculares lisas, osteoblastos, celulas
endoteliais, entre outras. Com isso, objetiva-se a regeneracdo de tecidos tais como pele,
0ssos, cartilagem, sistema nervoso, bem como coragédo, vasos sanguineos e tecido pulmonar
(Shields et al., 2004; Xu et al., 2004; Pranke et al., 2005).
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O polimero usado nesse projeto foi o Poli-D,L-4cido latico (PDLLA) (figura 4), um
poliéster biodegradavel e biocompativel, de estrutura amorfa (Wang, Chien e Yan, 2009). Ja
foi demonstrado anteriormente que o PDLLA, puro ou em mistura, suporta o crescimento de
diversos tipos celulares (Roether et al., 2002; Blaker et al., 2003; Maquet et al., 2004;
Steffens et al., 2013).
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Figura 4: llustracdo da estrutura do polimero Poli-D,L-acido lactico.

A incorporacdo da proteina laminina-332 aos scaffolds de PDLLA (PDLLA/Lam),
promete alcancar resultados positivos em termos de regeneragéo de pele in vivo.

Dessa forma, pretendeu-se por meio da construcdo de um susbtituto biocompativel e
biodegradavel, aliado as vantagens da proteina laminina e das células, como CTMs e
queratindcitos, desenvolver um susbtituto cutdneo que futuramente seja capaz de regenerar

lesGes cuténeas de pacientes acometidos por queimaduras, por exemplo.
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2. OBJETIVOS

Objetivo principal:

Desenvolver um substituto para regeneracao cutanea in vivo.

Objetivos especificos:

- Produzir um biomaterial funcionalizado com a proteina laminina a ser usado como substituto

cutaneo;

- Avaliar as propriedades fisico-quimicas do biomaterial desenvolvido;

- Cultivar células-tronco mesenquimais e queratindcitos nos biomateriais produzidos e avaliar

as suas propriedades bioldgicas;

- Implantar o novo biomaterial produzido, cultivado ou ndo com células, em modelo animal

de leséo de pele para promover a regeneragao cutanea;

- Avaliar a resposta ao uso do novo biomaterial in vivo como um novo substituto de pele.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Producéo e funcionalizacéo de scaffolds

A construcdo de biomateriais (matrizes) poliméricos biodegradaveis para a adeséo das
células foi realizada pelo método de electrospinning. O biomaterial foi desenvolvido com dois
diferentes diametros de fibras e, para tanto, duas solucdes poliméricas foram utilizadas: 1)
solucdo de PDLLA (peso molecular 75.000-120.000) (Sigma-Aldrich®) em cloroférmio
(Nuclear), na concentragéo de 30% (m/V) e 2) solugédo de PDLLA (peso molecular 75.000-
120.000) (Sigma-Aldrich®) em dimetilformamida (Dindmica®) e tetrahidrofurano (Vetec)
(1:1), na concentracdo de 25% (m/V). Ambas as solu¢des ficaram sob agitacdo, overnight e a
temperatura ambiente. Para a execucdo do electrospinning (Instor), a distancia entre a agulha
e a placa coletora foi de aproximadamente 20 cm para ambas as solucGes. Para a solucdo 1,
utilizou-se agulha com diametro interno de 0,7 mm, fluxo de 1 mL/h e tensdo elétrica de 20
kV. Ja para a solucdo 2, utilizou-se agulha com diametro interno de 0,45 mm, fluxo de 1,25
mL/h e tensdo elétrica de 20 kV. A temperatura para a fabricacdo dos scaffolds foi de
aproximadamente 20°C. Para o desenvolvimento da bicamada de scaffold, as fibras da solugao
2 foram formadas de modo a ficarem na superficie superior da matriz. Ainda, para a producao
das matrizes, as fibras da solucdo 1 foram produzidas por 5 minutos, enquanto para a
producdo das fibras grossas, o tempo determinado de eletrofiacdo foi de aproximadamente
uma hora.

Apds a producdo das matrizes, trés grupos de scaffolds foram desenvolvidos:
1) PDLLA, conforme descrito acima, sem nenhuma alteracdo; 2) PDLLA/NaOH, matriz de
PDLLA com posterior hidrolise da superficie das fibras e 3)PDLLA/Lam, matriz de PDLLA,
com posterior hidrdlise da superficie das fibras e ligagdo da proteina laminina.

Realizada a producdo das matrizes pela técnica de electrospinning, os biomateriais
foram mantidos em dessecador fechado & vacuo até o momento da realizacdo da hidrdlise e
ligagdo da proteina laminina. Todos os procedimentos foram realizados no laboratorio de
Células-tronco da Faculdade de Farmécia da UFRGS.

A espessura dos biomateriais foi aferida por meio da utilizacdo de micrémetro digital
(Mitutoyo).

3.1.1 — Hidrolise da superficie das matrizes
Para a hidrolise da superficie dos biomateriais, trés diferentes concentracGes de
solugdes de hidroxido de sodio (NaOH) foram testadas, 0,5 M, 0,75 M e 1 M, em quatro
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diferentes tempos de imersdo, 10, 15, 30 e 60 minutos para cada concentracdo. Os scaffolds
foram imersos em solugcdo de NaOH e, apds o tempo determinado, a solucdo foi retirada.
Posteriormente, quatro lavagens sucessivas com agua Milli-Q foram realizadas (Kim et al.,
2010; Zander et al., 2012). Em seguida, os scaffolds foram secos em estufa a vacuo, por

24 horas, a temperatura de 40°C.

3.1.2 — Ligacdo da proteina laminina nas matrizes

Ap6s a realizacdo da hidrolise e secagem das matrizes, solucdo de etil
(dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (Sigma-Aldrich®) e de N-hidroxisuccinimida
(NHS) (Sigma-Aldrich®) a uma concentracdo de 5 mg/mL (m/V) em &gua destilada foi
colocada sobre as mesmas. Para isso, foram utilizados 500 uL da solu¢do de EDC/NHS por
matriz em pocos de placas de 24 pocos. Essa solucdo foi deixada por um periodo de 60
minutos a temperatura ambiente em contato com as matrizes. A seguir, 500 pL da solugédo de
laminina (Laminina 332, BioLamina®) 10 pg/mL em solugdo tampado de fosfato (PBS) foi
adiciona aos scaffolds (Rho et al., 2006; Boccafoschi et al., 2012). A solucdo de laminina foi
mantida por 24 horas a 4°C. Paralelamente, foi estudado um outro grupo de adsorcdo onde,
apos a hidrolise das matrizes, a solucdo de laminina foi adicionada sob as mesmas condicGes
dos grupos anteriores, porém sem a adicdo da solu¢cdo de EDC/NHS. Transcorridas 24 horas
de incubacdo, retirou-se a solucdo de laminina dos grupos e foram realizadas duas lavagens
com PBS.

3.1.2.1 — Deteccédo da incorporacao da proteina laminina

A deteccdo da incorporagdo da laminina foi realizada através de imunofluorescéncia.
Para isso, inicialmente, uma solucdo de albumina sérica bovina (BSA) 3% (m/V) (Sigma-
Aldrich®) em PBS foi adicionada as matrizes, por uma hora, a temperatura ambiente, a fim
de eliminar a ligacdo inespecifica do anticorpo priméario. Apés a retirada dessa solucéo, o
anticorpo monoclonal anti-laminina (Sigma-Aldrich®) diluido na solugdo de BSA (1:200) foi
adicionado e mantido em contato com as matrizes, overnight, a 4°C. Em seguida, as amostras
foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpo secundario Alexa-Fluor® 568
(Invitrogen®), diluido em solucdo tampdo de PBS (1:1.000) durante 1 hora a temperatura
ambiente, protegido da luz (Kim et al., 2010). Apos procedidas duas lavagens com PBS, a
microscopia confocal foi utilizada para a observacao da incorporagédo da proteina.

Para verificar a ligacdo covalente da laminina nas fibras, a lavagem das mesmas foi
realizada com solugéo de dodecil sulfato de sodio (SDS) 20% (Sigma-Aldrich®) em PBS. As

matrizes foram deixadas sob agitacdo em agitador de microplacas por 30 minutos, a
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temperatura ambiente e com protegdo da luz (Zander et al., 2012). A verificacdo da
manutencdo da ligacdo das proteinas as matrizes foi realizada por microscopia confocal
(Olympus FV1000), no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da UFRGS.

As amostras foram preparadas em triplicata para ambos 0s testes e repetidas ao menos

2 Vezes.

3.2 - Obtencéo e cultivo de células-tronco mesenquimais (CTMs)

3.2.1 - Obtencao de células de polpa de dentes deciduos humanos

Os dentes deciduos humanos utilizados nos experimentos foram obtidos da Faculdade
de Odontologia da UFRGS, ap06s assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido
pelo paciente ou responsavel e aprovacio no Comité de FEtica (CAAE
n® 28783914.9.0000.5347). Em seguida, os dentes foram levados para o laboratério de
Células-tronco da Faculdade de Farmécia para continuacéo dos experimentos.

Para o isolamento das células, a polpa foi separada cuidadosamente do tecido dentério,
com o auxilio de uma colher de dentina, no fluxo laminar. Na sequéncia, a manipulagdo do
tecido pulpar removido foi realizada semelhante ao processamento descrito por Bernardi e
colaboradores (Bernardi et al., 2011). Resumidamente, a polpa dos dentes foi mantida em
contato com a solucdo de colagenase a 0,2% (Gibco®) por 60 minutos e, em seguida, apds a
centrifugacdo a 800g por 10 minutos, a suspensao de células resultante foi semeada em 1 poco
de uma placa de cultivo de 12 pocos, em meio de cultura DMEM (Dulbecco's modified
Eagle's medium) (Sigma-Aldrich®), contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco).

A cultura foi mantida em incubadora umidificada a 5% de CO2 e 37°C por 72 h,
quando as células ndo aderentes foram removidas por troca de meio. As trocas de meio
subsequentes foram realizadas a cada 3-4 dias.

Apos a subconfluéncia, a cultura primaria foi lavada uma vez com PBS. Uma solucéao
de 0,25% de tripsina em solugdo de Hank’s (Sigma-Aldrich®) foi utilizada e as células foram
incubadas por no maximo 10 min, a 37°C. As células foram ressuspensas em meio de cultura
e plaqueadas para novas garrafas de cultivo celular. Passagens celulares subsequentes foram
realizadas de forma semelhante. As passagens (sub-culturas) foram realizadas quando a

cultura atingiu uma confluéncia de, pelo menos, 90%.
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3.3 - Caracterizacdo das células-tronco mesenquimais

3.3.1 - Anélise morfoldgica das culturas celulares
A presenga das células aderentes e a sua confluéncia foram rotineiramente observadas

em microscopio invertido de contraste de fase Olympus, durante as culturas de células-tronco.

3.3.2 - Anédlise imunofenotipica das células cultivadas

As CTMs foram caracterizadas imunofenotipicamente através da presenca de
marcadores de células mesenquimais e auséncia de células hematopoéticas, através de
citometria de fluxo. As CTMs foram analisadas na quinta passagem da cultura celular.

Os anticorpos utilizados foram os especificos para identificar os marcadores de CTMs,
tais como CD29, CD44, CD73, CD90 e STRO-1, bem como confirmacdo da auséncia de
marcadores de células-tronco hematopoéticas, como CD14, CD34, CD45 CD184 e HLA-DR.
A presenca das moléculas foi avaliada utilizando-se 2 uL de anticorpo monoclonal anti-
humano (Pharmingen, Becton Dickinson, San Jose, CA) para cada uma das moléculas. O
7AAD (7-Amino Actinomycin D) (Molecular Probes, Eugene) foi utilizado como critério de
exclusdo, para permitir a avaliacdo apenas de células vivas.

Apds a incubacdo com os anticorpos durante 30 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, as células foram lavadas e ressuspensas em 1 mL de PBS. O 7AAD foi
utilizado a uma concentracdo final de 1 pug/mL em PBS e incubado por 15 minutos, a
temperatura ambiente, no escuro. Posteriormente, as células foram analisadas em citdmetro de
fluxo FACSAria Il (BD Biosciences), no laboratério do Instituto de Pesquisa com Células-
tronco, localizado no Instituto de Ciéncias Bésicas e da Salde da UFRGS. O equipamento foi
ajustado para as condicdes de analise de tamanho e complexidade celular e o ajuste de
fluorescéncia foi realizado com auxilio dos controles isotipicos PE (do inglés phycoerythrin -
ficoeritrina) e FITC (do inglés fluorescein isothiocyanate - isotiocianato de fluoresceina). A
aquisicdo dos dados foi realizada utilizando-se em torno de 10.000 eventos de cada amostra, e
a andlise dos dados foi realizada com auxilio do software FACSDiva versdao 6.0 (BD

Biosciences).

3.3.3 - Diferenciagéo celular in vitro
A diferenciacdo em tipos celulares mesenquimais, necessaria para confirmacéo da
identidade da populacdo obtida, foi testada a partir da quinta passagem. Ensaios de

diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica foram realizados seguindo protocolos
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ja descritos por Meirelles e Nardi (Silva Meirelles, Chagastelles e Nardi, 2006) e Secco e
colaboradores (Secco et al., 2008).

3.3.3.1 - Diferenciagéo osteogénica

Para a diferenciacdo osteogénica, realizou-se o cultivo celular por 3 a 4 semanas em
meio contendo soro fetal bovino (10%), dexametasona (10 M), 4cido ascorbico 2-fosfato
(5 pg/mL) e B-glicerofosfato (10 mM). A deposicdo de matriz mineralizada foi observada por
coloragdo com Alizarin Red S em pH 4,2.

3.3.3.2 - Diferenciacao adipogénica

Para a diferenciacdo adipogénica das células-tronco mesenquimais, realizou-se o
cultivo celular por 3 a 4 semanas em meio IMDM contendo 20% de plasma humano,
dexametasona (107 M), insulina (2,5 pg/mL), indometacina (5uM), rosiglitazona (5uM) e
heparina sédica (10 unidades/mL). Os adipdcitos foram discernidos por observagdo ao
microscopio com contraste de fase e/ou por coloragdo com o corante Oil Red O.

3.3.3.3 - Diferenciagéo condrogénica

Para a diferenciacdo condrogénica, as células aderentes foram cultivadas em meio de
diferenciacéo durante 21 dias. O meio foi constituido de DMEM e suplementado com 15 mM
Hepes, 6,25 pug/mL de insulina, 10 ng/mL TGF-B1 e 50 nM da solugdo de &cido ascorbico-2

fosfato (AsAP). A condrogénese foi demonstrada pela coloracdo com Alcian Blue.

Todos os meios de cultivo foram trocados a cada 3-4 dias e as células foram fixadas

com 4% paraformaldeido, sendo apds realizada a coloracao especifica.

3.4 - Obtencao de queratindcitos

As suspensodes de células foram obtidas a partir de fragmentos de pele provenientes de
cirurgias de retirada de excesso de mama realizadas no Hospital das Clinicas em Séo Paulo. A
coleta somente foi realizada ap6s assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
pelo paciente e aprovacio do projeto no Comité de Etica (CAAE n° 28783914.9.0000.5347).
Esses fragmentos foram desprovidos de tecido subcutaneo para a separacdo de células,
utilizando uma série enzimatica de tripsina e solucdo de EDTA (0,05%/0,02%) (Gibco). Esse
procedimento foi realizado no laboratério de cultivo celular do Instituto de Pesquisas

Energéticas e Nucleares (IPEN).
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As células foram plaqueadas a uma densidade de 5 x 10° células, em frascos de cultura
de 25 cm?. As culturas celulares foram mantidas inicialmente com uma mistura de 60% de
DMEM (Gibco), 30% de Ham F12 (Gibco) e 10% de soro fetal de bovino (Hyclone),
suplementado com 4 mM de L-glutamina (Gibco), 0,18 mM de adenina (Sigma Aldrich),
insulina 5 pg/mL (Sigma Aldrich), 0,4 pg de hidrocortisona/mL (Sigma Aldrich), 0,1 nM de
toxina da colera (Sigma Aldrich), 2 nM de tri-iodotironina (Sigma) e 100 Ul/mL de penicilina
com 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco). As garrafas de cultura foram mantidas em
incubadora com 5% de CO.e a 37 °C. Na primeira mudanga de meio, o0 mesmo foi ainda
suplementado com 10 ng/mL de fator de crescimento epidermal (EGF) (Sigma Aldrich) e
depois trocado a cada 48 horas.

Como camada de sustentacdo, foram utilizados os fibroblastos da linhagem CCL-92
irradiados a 60Gy, obtidos da ATCC. Ao atingir o numero de células adequadas, as células
foram soltas da garrafa de cultivo por tratamento enziméatico com tripsina a 0,05%, em
solugdo de EDTA 0,02% (Gibco), para serem utilizadas nos experimentos (Rheinwald e
Green, 1974; Tanikawa et al., 2010). Para os experimentos, foram utilizados queratindcitos a

partir do isolamento até a terceira passagem.

3.5 - Propriedades quimicas das matrizes

3.5.1 - Morfologia

A morfologia das matrizes foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV
modelo JEOL - JSM 6060), no CME-UFRGS. Para isso, as fibras foram inicialmente
coletadas sobre laminulas de vidro e, em seguida, metalizadas com deposicao de platina. Para
a visualizacdo em MEV, as laminulas ja metalizadas foram dispostas sobre stubs e as
fotografias obtidas em diversos aumentos.

As imagens por MEV foram obtidas utilizando tens&o de aceleracdo de 10 kV e faixa
de magnificacdo de 300 a 20.000 vezes. Para tal analise, foram analisadas 3 fotomicrografias

de 3 amostras diferentes de cada tipo de material.

3.5.2 - Diametro das fibras

Foram analisadas 3 fotomicrografias de cada grupo, sendo que cada uma das amostras
de um mesmo grupo foi produzida em diferentes dias e submetida aos mesmos parametros
durante o electrospinning. Os diametros das fibras foram avaliados por meio da leitura de 60

fibras em diferentes campos de uma mesma amostra, utilizando trés amostras produzidas em



41

dias diferentes e, posteriormente, analisadas pelo software ImageJ 1.38x. A média obtida foi

definida como o diametro médio caracteristico de cada amostra.

3.5.3 - Angulo de Contato

A analise de angulo de contato foi realizada em duas amostras para cada concentracao
de NaOH (0,5M, 0,75M e 1M) nos diferentes tempos de imersdo (10, 15, 30 e 60 minutos).
Para essa medida, uma gota de &gua foi instilada sobre a superficie dos scaffolds, em trés
locais diferentes, para cada amostra e, em seguida, uma imagem foi obtida. Para o grupo de
NaOH 0,75M e 15 minutos, a imagem foi obtida em dois momentos diferentes: 0 e 30
segundos. A medida dos angulos de contato foi realizada no equipamento Kriiss — DSA30, no
Instituto de Quimica da UFRGS. O resultado foi obtido pela média das medidas de 3 amostras
para cada tipo de material, com 3 medidas de angulo de contato em cada amostra. Os

resultados foram apresentados como médiatdesvio padrdo.

3.5.4 — Tamanho de poro

O tamanho de poro foi determinado usando-se as imagens de MEV seguindo 0s
achados de Hussain e colaboradores (Hussain et al., 2010). Nesse estudo, esses pesquisadores
determinaram que em média o didmetro do poro das matrizes produzidas por electrospinning

é 6 vezes maior que o didmetro das fibras dessa matriz (Hussain et al., 2010).

3.5.5 - Degradabilidade

As amostras das matrizes foram deixadas sob agitacdo a 100 rpm, a 37°C, em PBS,
durante periodos de 0 (matriz ndo submetida ao teste de degradabilidade), 7, 14, 30 e 60 dias,
com trocas da solucdo a cada 3-4 dias.

ApoOs os periodos supracitados, os biomateriais foram secos usando calor seco a 37°C
e, em seguida, realizada a determinacdo da massa molecular ponderal (Mw) do polimero por
meio da técnica de cromatografia de permeacdo em gel (GPC), em um cromatédgrafo Viscotek
VE 2001, equipado com detector de indice de refragdo e calibrado com padrdes de
poliestireno, no Instituto de Quimica da UFRGS. Para as anélises, pelo menos 10 mg de cada
amostra foram dissolvidas em 2 mL de tetrahidrofurano (THF) e filtrada antes de ser injetada
no equipamento. As analises foram realizadas em duas amostras diferentes para cada periodo

de incubagdo e os resultados apresentados através do calculo da média dos dados obtidos.
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3.6 - Propriedades bioldgicas das matrizes de nanofibras

Para a realizacdo dos testes descritos a seguir, as matrizes poliméricas foram utilizadas
afixadas em laminulas de vidro com 1,5 cm de didmetro. As laminulas foram distribuidas em
pocos de placas de cultivos celulares de 24 pocos e previamente esterilizadas por luz
ultravioleta (524 nm), por 120 minutos, em capela de fluxo laminar. Em todos os casos, a
esterilizacdo ocorreu antes da incorporacgéo da laminina.

As CTMs e os queratindcitos foram co-cultivados em todos os grupos de scaffolds.
Inicialmente, 100.000 CTMs em 100 pL de meio de cultura foram cultivadas na parte inferior
dos scaffolds (lado com fibras mais grossas), dispostos em pogos de placas de 24 pocos. Apds
24 horas, 100.000 queratinocitos em em 100 pL de meio de cultura foram cultivados no outro
lado dos scaffolds, o lado superior (lado com fibras mais finas). Utilizou-se um anel de ago
inoxidavel com 1 cm de didmetro sobre a regido central das matrizes, a fim de assegurar que
as células fossem semeadas na mesma regido em ambos os lados dos biomateriais. Também
foram utilizados anéis de borracha, circundando as matrizes poliméricas para garantir a sua
aderéncia ao fundo da placa de cultivo e também impedir o estravazamento de meio para a
regido das bordas dos scaffolds.

Apds o cultivo padréo durante 7 dias, os biomateriais com CTMs e queratindcitos em
proliferacdo foram levantados para uma interface ar-liquido, estabelecida com redes de ago
inoxidavel. Dessa forma, meio de cultura suficiente foi adicionado aos pogos para manter as
matrizes em contato com 0 meio e 0s queratindcitos expostos ao ar (figura 5). O cultivo

celular foi continuado durante um periodo adicional de 14 dias.

Figura 5: Exemplificacdo do sistema de cultura ar-liquido.
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Cinco diferentes culturas primérias de cada tipo de células foram utilizadas nos

experimentos e os mesmos foram realizados em triplicata.

3.6.1 — Ensaios de adesao e viabilidade celular

A adesdo e a viabilidade celular foram realizadas utilizando-se o reagente WST-8
(Sigma-Aldrich®), no laboratério de cultivo celular do IPEN. O reagente WST-8 foi
adicionado no momento da anélise e deixado em contato com as células durante 1 hora, de
acordo com as instrucbes do fabricante. Apos isso, a leitura por espectrofotometria foi
realizada com a solucdo analisada, em 460 nm, em leitor de placas (Spectramax®). Um grupo
controle, que consistiu de células cultivadas diretamente nos pocos de cultivo, também foi
avaliado pelo ensaio de WST-8. A adeséo celular foi avaliada 6 horas ap6s a semeadura dos
queratindcitos de pele sobre os scaffolds. Onze diferentes culturas de CTMs e queratindcitos
foram utilizadas para essa analise, conforme descrito a seguir: 1) controle de CTMs, o qual
consistiu de CTMs cultivadas diretamente nos pogos da placa de cultivo 24 horas antes da
cultura dos queratindcitos; 2) controle de queratindcitos (K), consistindo de queratindcitos
cultivados diretamente nos pocos da placa de cultivo; 3) PDLLA + CTMs, 4) PDLLA/NaOH
+ CTMs, 5) PDLLA/Lam + CTMs, que consistiu nos scaffolds onde as CTMs foram
cultivadas um dia antes do cultivo de queratindcitos; 6) PDLLA + K, 7) PDLLA/NaOH + K,
8) PDLLA/Lam + K, composto pelos biomateriais em que somente os queratinécitos foram
cultivados; 9) PDLLA + CTMs + K, 10) PDLLA/NaOH + CTMs + K, 11) PDLLA/Lam +
CTMs + K, que consistiu nos biomateriais onde as CTMs foram semeadas e, ap0s 24 horas,
0s queratindcitos foram cultivados no outro lado das matrizes.

A viabilidade celular foi avaliada 7, 14 e 21 dias ap0s o processo de semeadura dos
queratindcitos para os seguintes grupos: 1) controle de CTMs, 2) controle de K, 3) PDLLA +
CTMs + K, 4) PDLLA/NaOH + CTMs + K e 5) PDLLA/Lam + CTMs + K.

A fim de assegurar a analise das células que estavam somente aderidas aos scaffolds,
excluindo resultados de celulas que ocasionalmente estivessem aderidas aos pocos de cultura,
os biomateriais foram transfeidos para outra placa de cultura no momento da realizacdo do
teste de WST-8.

3.6.2 - Andlise histoldgica
Para verificacdo da disposi¢édo das células nos biomateriais, apos os 21 dias de cultivo,

as amostras foram fixadas em formalina tamponada a 10%, overnight e lavadas com PBS. Em
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sequida, elas foram coradas com hematoxilina/eosina e criopreservadas em sacarose 15%
(m/V), por 24 horas e, ap6s, em sacarose 30% (m/V), até o processamento para a analise
histologica (Tanikawa et al., 2010). As seccdes foram realizadas em criostato (Leica) com
uma espessura de 30 micrometros. As laminas foram entdo montadas e as fotografias foram
obtidas com ampliagdo de 20 vezes utilizando-se 0 microscopio 6tico Nikon Eclipse Ti-S, no
laboratério do IPCT na UFRGS.

A analise histoldgica foi realizada em todos os experimentos celulares realizados

(n=5), em triplicata.

3.6.3 — Verificacdo do co-cultivo de células-tronco mesenquimais e queratinocitos

Para verificar a presenca de CTMs e queratindcitos nos biomateriais, as CTMs
isoladamente foram previamente coradas com o corante Mini-26 (Cell PKH26 Red
Fluorescent Linker Mini Kit for General Cell Membrane Labeling — Sigma Aldrich). Apos 3
dias, o mesmo procedimento descrito acima foi realizado para a co-cultura de CTMs e
queratindcitos. Transcorridos 7, 14 e 21 dias, as matrizes com as células foram fixadas em
formalina a 10% e coradas com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (5 pg/mL) (Sigma-
Aldrich®). Depois disso, os biomateriais com as células foram criopreservados em sacarose
15% (m/V), por 24 horas e, ap6s, em sacarose 30% (m/V) por, pelo menos, 24 horas. As
seccOes foram realizadas em criostato (Leica) com espessura de 30 micrometros. Por fim, as
laminas foram montadas e as fotografias foram obtidas com ampliacdo de 20 vezes utilizando
0 microscopio 6tico Nikon Eclipse Ti-S, no laboratério do IPCT na UFRGS. Esse teste foi

realizado uma Unica vez, em triplicata.

3.7 - Experimentos in vivo

3.7.1 - Incorporacdo das células nos scaffolds para implante nos modelos animais

Para os experimentos in vivo, o cultivo celular foi realizado por 7 dias, em imersdo em
meio de cultura, seguindo o mesmo esquema de co-cultivo celular previamente descrito.

A tilizacdo de células humanas em biomateriais para posterior aplicacdo em
camundongos foi aprovada pela Plataforma Brasil (N° CAAE 28783914.9.0000.5347,
aprovado em 15/05/2014). A experimentacdo animal também foi aprovada pelo CEUA IPEN-
Sdo Paulo (No. 131/14, aprovado em 28/01/2014).

3.7.1.1 — Verificacdo da incorporacgdo das células nos scaffolds
Para verificar a presenca e a morfologia das diferentes células nos scaffolds no

momento da aplicagédo nos animais, as amostras foram avaliadas por microscopia confocal.
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Para isso, 3 amostras de biomateriais de PDLLA e 3 amostras de biomateriais de
PDLLA/Lam foram fixadas com paraformaldeido por 1 hora, a temperatura ambiente. Apos,
uma solucdo de PBS/Triton (0,1%) (Invitrogen®) foi deixada em contato com os biomateriais
por 30 minutos. Em seguida, solucdo de faloidina/rodamina (200pug/mL) em PBS/triton foi
adicionada aos pogos contendo os biomateriais, por 40 minutos, a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Depois da solugéo ser retirada, o corante DAPI foi adicionado para a marcagéo
dos nucleos celulares, por 1 minuto, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Sucessivas
lavagens foram realizadas e os biomateriais contendo células marcadas foram mantidos

refrigerados e ao abrigo da luz, até a realizacdo das analises.

3.7.2 - Avaliacdo da capacidade das células-tronco mesenquimais e dos
queratindcitos integrados em matrizes de fibras promoverem a regeneragdo de pele em
modelo animal de defeito cutaneo

Para o experimento in vivo foram utilizados 28 camundongos nude, com idade média
de dez semanas e peso médio de 30 gramas. Os camundongos foram obtidos do biotério do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), em Séo Paulo.

No periodo pré-cirargico, os animais foram acondicionados durante 7 dias em gaiolas
coletivas (maximo de 5 animais por caixa), sendo alimentados com racéo e tendo livre acesso
a agua, com ciclos diurnos e noturnos (12h/12h) e temperatura de 22+2°C. As gaiolas
utilizadas possuiam medidas de 30x20x13 cm e eram limpas semanalmente.

Para a cirurgia, 0s animais foram anestesiados com quetamina (1,16 g/10 mL) e
xilasina (2,3 g/100 mL), associadas e diluidas em soro fisiologico (1 mL de quetamina + 1 mL
de xilasina para 8 mL de soro fisiol6gico). Foram utilizadas doses de 100 mg/kg e 10 mg/kg,
respectivamente, de quetamina e xilazina por animal (recomendado pelo Institutional Animal
Care and Use Committees — IACUC, USA), via intraperitoneal e, apds, em condi¢bes de
anestesia, um defeito no dorso de 1.0 x 1.0 cm foi produzido através da excisdo com tesoura
cirdrgica, removendo a pele até a fascia muscular, sob condic6es e observancia das técnicas
cirurgicas (severidade moderada, segundo CEUA-UFRGS). Esse defeito cutaneo simula uma

queimadura de terceiro grau (figura 6).
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Figura 6: Fotografia da lesdo realizada nos animais para implante do biomaterial.

O defeito cutaneo foi imediatamente recoberto pelas matrizes produzidas pela técnica
de electrospinning. O tamanho da matriz utilizada correspondeu ao defeito cutaneo realizado
de 1,0 cm x 1,0 cm, com aproximadamente 200 um de espessura. Os scaffolds foram fixados
a pele normal adjacente com sutura, utilizando-se fio mononylon 6-0, modelo descrito por
Leonardi e colaboradores (Leonardi et al., 2012). Nenhum curativo adicional foi utilizado
sobre o enxerto, visto que o préprio scaffold com as células ja funciona com uma barreira,
protegendo a ferida (Powell, Supp e Boyce, 2008; Leonardi et al., 2012; Akinbingol et al.,
2013).

Para 0s experimentos, os animais foram alojados no biotério do IPEN. Apés a cirurgia,
0s animais foram mantidos em gaiolas separadas, seguindo as mesmas condi¢cdes citadas
anteriormente, em relacdo a ciclos diurnos e noturnos e acesso a ragéo e agua.

Além disso, os animais receberam uma solucéo salina contendo o analgésico tramadol
na concentracdo de 10 mg/kg, via subcutanea, logo apds o implante dos scaffolds e a cada
12 horas ap6s a cirurgia, durante um dia.

Decorrido um periodo de 9 dias, os animais foram eutanasiados por meio de inducéo
anestésica, utilizando os mesmos anestésicos e diluicGes citadas anteriormente, porém em
dose 3 vezes superior a anestésica. Todos os animais foram igualmente submetidos ao mesmo
padrdo de eutanasia (grau de severidade — sem recuperacdo). A eutanasia foi realizada por

técnico treinado e em local separado dos demais animais.
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Grupos
Os seguintes grupos foram estudados, compreendendo 6 animais por grupo, com
excecao do grupo 1 e 6, onde somente 4 animais foram utilizados.
Grupo 1: Lesdo: animais com lesdo, onde gaze cirdrgica foi utilizada como material de
cobertura;
Grupo 2: Controle Laminina: animais onde o scaffold de PDLLA/Lam foi implantado, sem
celulas;
Grupo 3: Controle PDLLA: animais onde o scaffold de PDLLA foi implantado, sem células;
Grupo 4: Teste Laminina: animais onde o scaffold de PDLLA/Lam foi implantado, com
células (CTMs e queratindcitos);
Grupo 5: Teste PDLLA: animais onde o scaffold de PDLLA foi implantado, com células
(CTMs e queratindcitos).
Grupo 6: Controle sadio: 4 animais pertencentes a outros grupos foram aleatoriamente
selecionados e a pele destes foi retirada em locais onde ndo havia lesdo cutanea, também no
dorso do animal. Utilizados somente para os testes de histologia e expressdo génica.
O numero de replicatas que sera utilizada para experimentacdo animal foi baseado
em dados da literatura (Guthrie et al., 2012; Michael et al., 2013). Em geral, na literatura
cientifica, esse numero é usado para verificar variacdes de resultados de histologia e

imunohistoquimica entre os animais, onde analise estatistica nem sempre sdo aplicadas.

3.7.3 — Andlise da regeneracdo cutanea

Apbs a eutanasia, todos os animais foram fotografados a uma distancia padronizada
(cAmera Sony) e por meio do software ImageJ 1.38x foi realizada a medida de tamanho da
lesdo dos animais, ainda com a crosta sobre a ferida em processo de regeneracao.

Além disso, um fragmento contendo a transi¢do pele-enxerto e enxerto foi removido
de cada animal. Uma parte do fragmento foi fixada em formalina 10% tamponado (pH=7,4),
por 24 horas. Em seguida, consecutivamente, a peca bioldgica permaneceu por
24 horas em solucdo de sacarose 15% e, apds, em solucdo de sacarose 30%, até o
congelamento em solucdo de congelamento para criostato, com trocas de sacarose a cada
2 dias. A outra metade do material biol6gico foi imediatamente colocada em TRIzol® (Life

Technologies) e congelada a -80°C até a extragdo de RNA.
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No dia da eutanasia, um fragmento de pele sadia, retirada do dorso de animais dos
demais grupos, também foi coletado, perfazendo o grupo controle sadio (Grupo 6)
(4 animais). Esse fragmento foi processado conforme descrito no paragrafo anterior.

A partir de cada peca fixada em formalina 10%, 2 laminas foram confeccionadas, cada
uma com cinco sec¢des de quinze micrometros obtidas no criostato. Ambas pecas bioldgicas
foram coradas com hematoxilina-eosina para a avalia¢do histologica, no laboratério do IPCT-
UFRGS.

3.7.4 - Verificagdo da expressao génica

O RNA total para todos os grupos analisados foi extraido usando o reagente TRizol®
(Invitrogen), apds os 9 dias de experimentacdo animal. A seguir, todas as amostras de RNA
foram quantificadas e a sua pureza analisada por meio de espectrofotometria (Nanodrop). O
cDNA foi sintetizado utilizando o kit de transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen), de acordo
com as instrucdes do fabricante.

Apbs a sintese do cDNA, as eficiéncias de reacdo para todos os primers utilizados
foram determinadas, otimizando os parametros de modo que as eficiéncias ficassem entre 95 e
105%. Para a determinagdo de GAPDH e Colla, utilizou-se 10 pL de mix de SYBR green,
1 pL de mix de primer, 0,5 pL de ROX, 1 uL de BSA, 6,5 pL de agua e 1 pL de cDNA,
totalizando 20 pL por reacdo. Para os outros primers, utilizou-se 10 uL de mix de SYBR
green, 0,8 pL de mix de primer, 0,5 pL de ROX, 1 pL de BSA, 6,7 pL de d4gua e 1 pL de
cDNA, totalizando 20 pL por reacdo. A analise foi realizada em equipamento StepOnePlus
(Life Technologies). As condic6es de reacdo foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos,
seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. Curva de melting foi
realizada para todas as reacOes a fim de assegurar a homogeneidade do produto amplificado.
A anélise de expressdo génica foi realizada no laboratorio do IPCT-UFRGS

O gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizado como gene
normalizador de todos os genes alvos. Dessa forma, os resultados foram expressos como
expressao génica relativa dos grupos e as reagdes foram realizadas em triplicata.

A quantificagdo relativa de mRNA foi determinado pelo método AACt. Os primers
foram desenhados para os alvos em camundongo (Mus musculus) e estdo descritos na Quadro
1.
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Quadro 1: Primers utilizados para 0 PCR em tempo real.

Primer

Sequéncia Forward

Sequéncia Reverse

GAPDH
(Utikal et al.,
2009)

Collal (Song,
Zhu e Li,
2013)
TGF-p1
(Sultan et al.,
2012)

SDF-1 (Sultan
etal., 2012)
VEGF (Qiang
etal., 2014)
BAX (Rekha e
Selvakumar,
2014)

Bcl-2 (Rekha
e Selvakumar,
2014)

AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

GGTCTTGGTGGTTTTGTATTCG

TATTTGGAGCCTGGACACAC

GTCTAAGCAGCGATGGGTTC

TGTACCTCCACCATGCCAAGT

CACAGCGTGGTGGTACCTTA

TCGCAGAGATGTCCAGTCAG

TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

AACAGTCGCTTCACCTACAGC

CTTGCGACCCACGTAGTAGA

GAATAAGAAAGCACACGCTGC

TGGAAGATGTCCACCAGGGT

TCTTCTGTACGGCGGTCTCT

ATGCCGGTTCAGGTACTCAG

3.8 - Andlise Estatistica

Inicialmente, todos os dados obtidos foram analisados quanto a sua normalidade a fim

de verificar a necessidade de testes paramétricos ou ndo-paramétricos para as comparacoes.

Para as analises de adesdo celular, tamanho da lesdo in vivo, expressdo génica e testes

fisico-quimicos (quando aplicavel) foi realizado o teste one-way ANOVA, seguido pelo post

hoc Tukey. Ja para os testes de viabilidade celular, teste de medidas repetidas seguido por

post hoc Tukey foi utilizado.
O programa estatistico utilizado foi o SPSS (versdo 16.0 — SPSS, Chicago, IL, USA) e
o nivel de significancia adotado no estudo foi de 5% (p<0.05).
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4. RESULTADOS

4.1 Analises fisico-quimicas dos biomateriais

Os scaffolds desenvolvidos apresentaram fibras bem formadas e aleatoriamente
distribuidas quando observadas em microscopio eletronico de varredura (figura 7). Na figura
7A pode-se observar as fibras finas, enquanto que na figura 7B observam-se as fibras grossas.
Ainda, é possivel visualizar na figura 7C ambos os tipos de fibras (finas e grossas)
justapostas, demonstrando a constru¢cdo do biomaterial com fibras de dois didmetros
diferentes.

As matrizes obtidas resultaram em aproximadamente 150 a 200 um de espessura.

Figura 7: A) Fibras finas em magnificacdo de 1.000x. B) Fibras grossas em

magnificacdo de 1.000x. C) Fibras finas e grossas (seta, ao fundo da imagem) justapostas em

10.000x de magnificacéo.

Seguindo o desenvolvimento dos biomateriais, a hidrélise da superficie das fibras das
matrizes foi testada em diferentes concentracGes de solugédo de NaOH e em diferentes tempos.
Nesse sentido, foram realizadas as andlises de hidrofilicidade das matrizes ap6s a hidrolise. A
medida de angulo de contato do grupo controle, ndo exposto a tratamento com solucdo de
NaOH, foi de 130,83°. Com relacdo as outras concentragdes e periodos de tempos, todas as
matrizes ficaram com angulos entre 110 e 133° como pode ser observado na figura 8. Nao
houve diferenca estatistica entre as matrizes (p=0,247). O grupo testado com NaOH 1M
60 minutos apresentou-se visualmente deteriorado pela acdo da solucéo alcalina e ndo houve

formacdo de gota na sua superficie quando submetido ao teste com goniémetro.
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Figura 8: Medidas de angulo de contato. Ndo houve formagéo de gota na matriz que

foi tratada com NaOH 1 M no tempo de 60 minutos.

Para verificacdo da morfologia das matrizes submetidas ao tratamento alcalino,

analises de MEV foram realizadas. Na figura 9 estdo demonstradas as matrizes tratadas com

NaOH 0,75M. Essas matrizes foram selecionadas para observagdo por microscopia eletronica

de varredura por visualmente apresentarem a melhor molhabilidade e menor deterioracdo. As

matrizes tratadas por 10 minutos, ao serem observadas pela MEV, ndo apresentaram

alteracdes quando comparadas ao grupo sem tratamento, entretanto visualmente também néo

apresentaram molhabilidade aparente (dados ndo mostrados). Como pode ser observado na

figura 9, quinze minutos de tratamento com solugéo alcalina ndo afetaram substancialmente a

estrutura das fibras. O contrario ocorreu com os tratamentos por 30 e 60 minutos, onde houve

uma diminuicdo do diametro das fibras, assim como perceptivel deterioracdo das mesmas.

Além disso, 60 minutos de tratamento alcalino afetaram visualmente a estrutura dos scaffolds,

com ruptura de algumas partes das matrizes.
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Figura 9: Efeitos do tratamento da solucdo de NaOH 0,75M sobre os scaffolds: A)

Grupo controle (ndo submetido a hidrélise), B) 15 minutos, C) 30 minutos e D) 60 minutos de

tratamento.

Para os demais testes realizados a partir desse momento, a hidrélise das matrizes foi
realizada com a solu¢do de NaOH 0,75M por 15 minutos.

Com relacdo a ligacdo da proteina laminina, quinze minutos de hidrélise foram
suficientes para permitir a ligacdo da mesma, o que foi confirmado pelo ensaio de

imunofluorescéncia (Figura 10).

A =]

Figura 10: A) Imagens de microscopia confocal das matrizes de PDLLA/Lam. A
laminina foi revelada por imunofluorescéncia. B) Controle negativo (o anticorpo primario foi

omitido). 100x de magnificacao.

Ainda, a fim de excluir a possibilidade de somente ter ocorrido a adsorc¢do da laminina

a superficie das fibras das matrizes, as mesmas foram lavadas com solucdo de SDS 20%. As
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matrizes onde ocorreu a ligacdo covalente da proteina e matrizes onde a proteina foi somente
adsorvida foram testadas para confirmagdo da ligacdo quimica. A figura 11 confirmou a
ligacdo covalente da proteina a superficie das fibras, visto que, apds a lavagem, ainda foi
possivel observar a emissdo de fluorescéncia (figura 11A). Por outro lado, na matriz onde
somente ocorreu a adsor¢do da laminina, a emissdo de fluorescéncia ndo foi mais visivel,

demonstrando a remocéo da proteina (figura 11B).

A B

Figura 11: Verificacdo da ligacdo da laminina apo6s lavagem com solucdo de SDS
20%. A) A laminina foi covalentemente ligada as fibras. B) Scaffolds em que a laminina foi

adsorvida na superficie das fibras.

O diametro das fibras grossas foi verificado para os 3 grupos de scaffolds (PDLLA,
PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam) através das fotografias de MEV, usando o software Image J.

Figura 12: A) Matrizes de PDLLA; B) Matrizes de PDLLA hidrolizadas com NaOH
0,75M por 15 minutos; C) Matrizes de PDLLA hidrolizadas com NaOH 0,75 M por 15

minutos com a ligacao covalente da laminina.

O didmetro médio das fibras de PDLLA, PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam foi de
3,411+0,177 pm, 3,197+0,113 um e 4,622+0,144 um, respectivamente. O tamanho dos poros
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para os scaffolds de PDLLA, PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam foi de 20,466, 19,182 e 27,732
pm, respectivamente. Os scaffolds de PDLLA/Lam apresentaram diferenca estatistica em
comparagdo aos outros grupos em termos de diametro de fibras (p<0,001). As fibras da parte
superior do scaffold, ou seja, as fibras finas apresentaram diametro médio de 574 nm, com
tamanho de poro de 3,444 um. Como pode ser observado na Figura 12, a ligacdo da proteina
laminina ndo alterou a morfologia da superficie das fibras.

Também foram analisados os angulos de contato instilando-se uma gota de agua nos
scaffolds ja padronizados quanto a concentracdo de NaOH e quanto ao tempo de hidrolise,
bem como apds a ligacdo da proteina laminina. Assim, os scaffolds de PDLLA apresentaram
angulo de contato de 130,83° em todos os periodos observados (0 e 30 segundos). A hidrélise
da superficie das matrizes de PDLLA com solucdo alcalina (grupo PDLLA/NaOH) resultou
em um angulo de contato de 117° ap6s 30 segundos de analise. Nas matrizes de PDLLA/Lam,
0 angulo de contato diminuiu substancialmente, sendo 69,9° apds 30 segundos (Figura 13).
Né&o houve diferenca estatistica no tempo 0 de andlise (medida realizada no momento em que
a gota foi instilada sobre a superficie dos biomateriais). Ap6s 30 segundos da instilacdo da
gota nos scaffolds do grupo PDLLA/Lam, o resultado das medidas de angulo de contato foi
estatisticamente  diferente  dos demais grupos (p<0,001), mostrando  maior
molhabilidade/hidrofilicidade.
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Figura 13: Medida do angulo de contato com &gua realizada nos trés diferentes
grupos de scaffolds estudados, PDLLA, PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam, respectivamente.
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Quanto as anélises de degradabilidade, as matrizes de PDLLA degradaram
vagarosamente durante os primeiros 14 dias de anélise, partindo de um peso molecular médio
de 105 Da para 97 Da. No dia 21 de analise, o peso molecular diminuiu para 36 Da, mantendo
esse perfil pelo restante dos dias de andlise. Por outro lado, os scaffolds de PDLLA/NaOH e
PDLLA/Lam apresentaram peso molecular de 40-50 Da desde o inicio da avaliagdo (0 dias)
até o fim do periodo de analise (60 dias) (Figura 14).
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Figura 14: Peso molecular das matrizes de PDLLA, PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam.

4.2 Analises bioldgicas dos biomateriais

Com relacédo aos pré-requisitos para classificacdo das células como CTMs, as mesmas
foram rotineiramente acompanhadas em microscépio 6tico para avaliacdo de sua morfologia
fibroblastoide e capacidade de aderéncia ao plastico da placa de cultivo. Além disso, as
mesmas diferenciaram-se com 0s meios adipogénico, osteogénico e condrogénico, como pode
ser observado na figura 15.

A anélise imunofenotipica de 3 culturas primarias mostrou resultados altamente
positivos para os marcadores de CTMs. Ja os marcadores de células hematopoéticas

apresentaram baixa expressividade, como pode ser visto na Tabela 1.
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Figura 15: Fotografias de diferenciacdo celular. A) Diferenciacdo adipogénica, B)
Diferenciacdo osteogénica, C) Diferenciacdo condrogénica e D) Controle — células nédo

submetidas a protocolos de diferenciagdo. A escala corresponde a 100 um.

Tabela 1: Média de expressdo imunofenotipica (n=3) de marcadores de células mesenquimais

e ndo-mesenquimais.

Marcadores CD90 CD29 CD44 CD73 CDl14 CD34 HLA-DR STRO-1 CD45 CD184

Porcentagem

(%) 100 88,2 76 92,7 0,2 0 0,1 19 0 0

Com relacdo as analises bioldgicas, a adesdo celular foi testada em 11 diferentes
grupos, tendo sido melhor nos scaffolds de PDLLA/Lam, com excecdo do grupo 8
(PDLLA/Lam+K), quando comparado aos demais grupos (figura 16). O grupo
PDLLA/Lam+CTMs+K demonstrou a melhor adesdo celular. Houve diferenca estatistica
entre os grupos (p<0,001).



57

—_ 3 IO Controle CTMs
g bc @O Controle K
8 2 PDLLA+CTMs
= x ab [ [E3 PDLLANaOH+CTMs
2 |laaa ab ki  gm PDLLA/Lam+CTMS
S 1 = 2 PDLLA+K
a WTHITH = k= A B PDLLA/NaOH+K
< {HE Z ] PDLLA/Lam+K
0- =HI=1= A g PDLLA+CTMs+K
ALl DD PDLLA/NaOH+CTMs+K
El PDLLA/Lam+CTMs+K

Figura 16: Teste de adesdo celular avaliado nos dias em que as CTMs e 0s
queratinécitos foram semeados. As diferentes letras referem-se as diferencas estatisticas

encontradas entre 0s grupos analisados.

A analise de viabilidade celular foi realizada em 7, 14 e 21 dias apds a semeadura dos
queratindcitos. No dia 7, de cultivo celular, a absorbéancia para o grupo 3 (PDLLA + CTMs +
K) foi de 1,148+0,411, para o grupo 4 (PDLLA/NaOH + CTMs + K) foi de 1,380+0,501 e
para o grupo 5 (PDLLA/Lam + CTMs + K) foi de 1,990+0,255. No dia 14, a absorbancia para
0s grupos 3, 4 e 5 foi de 1,032+0,169, 0,755+0,016 e 1,636+0,313, respectivamente. No dia
21, a absorbéncia para o ensaio de viabilidade celular foi de 2,204+0,317, 1,437+0,024 and
2,811+0,477, respectivamente para os grupos 3, 4 e 5. O grupo controle CTMs (grupo 1)
apresentou a maior absorbancia (entre 3 e 4 para todos os dias analisados) quando comparado
aos outros grupos, representando um maior numero de células nos pocos das placas plasticas
(figura 17).

Para a andlise estatistica, uma comparacdo foi realizada entre os grupos em cada dia de
anélise em termos de viabilidade celular. No dia 7, quando a comparacdo foi realizada
somente entre 0s grupos com scaffolds onde foram semeadas as células-tronco mesenquimais
e 0s queratindcitos, o grupo 3 foi estatisticamente diferente do grupo 5 (p<0,001). No dia 14,
0 grupo PDLLA/Lam+CTMs+K foi melhor que o grupo PDLLA/NaOH+CTMs+K (p<0,001).
No dia 21, os grupos 3 e 5 foram similares entre si (p=1,000), mas mostraram-se diferentes do
grupo 4. Em todos os dias de analise, o grupo 1 (somente CTMSs) teve a melhor absorbancia
(p<0,001) para todas as comparag6es, com excecao do dia 14, em que 0 grupo 3 ndo mostrou
diferenca estatistica quando comparado ao grupo 1 (p=0,245). O grupo 2 (somente
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queratindcitos semeados nos pocos de cultura) foi compardvel aos grupos com scaffolds e
células, em termos de absorbancia, em todos os dias de analise.
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Figura 17: Ensaio de viabilidade celular avaliado em 7, 14 e 21 dias ap6s a semeadura
celular. Os resultados sdo apresentados como médiaterro padrdo. As letras acima das barras
correspondem a comparacfes dos diversos grupos com o grupo controle; letras diferentes
significam diferencas estatisticas entre os grupos. O simbolo “#” corresponde a comparacoes
realizadas entre os grupos de biomateriais. As comparagdes foram feitas em cada dia de

analise.

Pelas laminas de histologia, pode-se visualizar claramente que as células ocuparam
toda a estrutura dos biomateriais em todos os grupos. Um epitélio estratificado é visivel no dia
7 de andlise nos grupos PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam (figura 18). Na figura 19 observa-se a
presenca de ambos os tipos de celulas, células-tronco mesenquimais e queratindcitos, nas

matrizes, durante todo o periodo de anélise, para todos os scaffolds testados.
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Dia7 Dia 14 Dia 21

PDLLA/NaOH PDLLA

PDLLA/TLam

Figura 18: Fotografias das analises histologicas das matrizes de PDLLA,
PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam, onde as CTMs e os queratinécitos foram co-cultivados. Os
scaffolds foram corados com hematoxilina e eosina e as fotos obtidas em aumento de 20x.
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Dia 7 Dia 14 Dia 21

Controle
negativo

Grupo
PDLLA

Grupo
PDLLA/NaOH

Grupo
PDLLA/Lam

Figura 19: Fotografias de analises por fluorescéncia mostrando o co-cultivo de CTMs
(coradas em vermelho com o reagente Mini-26) e queratindcitos. No controle negativo foram
semeadas CTMs, sem marcagdo com o0 corante Mini-26, e queratinécitos. O nlcleo de todas

as células aparece em azul devido a coloracdo com DAPI.

4.3 Experimentacéo in vivo

As células foram semeadas nos scaffolds por sete dias para, posteriormente, serem
utilizados nos experimentos animais com camundongos nude. As analises por microscopia
confocal revelaram a presenca de CTMs em um dos lados do biomaterial e queratindcitos do
outro lado do mesmo. As CTMs podem ser reconhecidas pela sua morfologia, com citoplasma
alongado em ambos os tipos de scaffolds testados (figura 20). Os queratinocitos também

podem ser reconhecidos pela sua morfologia em ambos os biomateriais (figura 21). Dessa
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forma, os scaffolds utilizados nos animais dos grupos PDLLA + células e PDLLA/Lam +
celulas apresentaram ambos os tipos celulares no momento de sua implantagdo nos

camundongos nude.

A B

uuy H
10pm 10pm

Figura 20: Andlise de microscopia confocal das CTMs ap6s 7 dias da semeadura nos
scaffolds. A) Matriz de PDLLA e B) Matriz de PDLLA/Lam.

B

Ly
10pm 10pm

Figura 21: Analise de microscopia confocal dos queratindcitos apds 7 dias da
semeadura nos scaffolds. A) Matriz de PDLLA e B) Matriz de PDLLA/Lam.

Foram realizadas cirurgias em 28 animais e nenhum deles apresentou sinais de

infeccdo durante todo o periodo de andlise, ndo havendo, portanto, perda de nenhum animal.
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Para a medida do tamanho médio das lesdes ap6s 9 dias da cirurgia dos animais,
utilizou-se cinco grupos: 1) Controle leséo, 2) PDLLA/Lam, 3) PDLLA, 4) PDLLA/Lam +
células e 5) PDLLA + células. Inicialmente, todos os animais foram submetidos ao mesmo
padrdo de lesdo, com 1 cm? de éarea de pele total retirada. Apos 9 dias, os animais foram
eutanasiados e por meio de fotografias foram feitas medidas da &rea da lesdo com auxilio do
software ImageJ 1.38x. Como pode ser verificado na figura 22, as médias e desvios padrdo
para 0s grupos 1, 2, 3, 4 e 5 foram 0,319+0,040 cm?, 0,315+0,056 cm?, 0,439+0,117 cm?,
0,342+0,110 cm?, 0,411+0,170 cm?, respectivamente. N&o houve diferenca estatistica entre os
diferentes grupos (p=0,296), embora perceba-se que o0s grupos 2 e 4 (scaffolds de
PDLLA/Lam sem e com células, respectivamente) tiveram uma maior reducdo da area lesada

qguando comparados aos grupos 3 e 5 (scaffolds de PDLLA sem e com células).
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Figura 22: Gréafico do tamanho médio de lesdo apds 9 dias da cirurgia com remocgao

total de pele.

Nos grupos onde as CTMs e os queratindcitos foram previamente semeados nas
matrizes (grupos 4 e 5), ainda foi possivel visualizar os scaffolds integros sobre a lesdo apés 9
dias da cirurgia. Em 3 de 6 animais do grupo 3 também foi possivel visualizar pedacos de
scaffolds (figura 23).
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Figura 23: Fotos das lesdes cutaneas dos animais 9 dias ap6s a cirurgia. A) Controle
lesdo, B) PDLLA/Lam, C) PDLLA, D) PDLLA/Lam + células e E) PDLLA + células. A
barra de escala corresponde a 1 cm.

Com relagdo ao aspecto visual do leito da leséo, o grupo 2 (PDLLA/Lam) foi o que
apresentou 0 melhor aspecto visual, sem a formacdo de uma ferida grosseira. Ja o grupo 1,
controle, foi o que apresentou o pior aspecto de leito de leséo (figura 24). Além disso, a area

retirada para as analises compreenderam somente o local da ferida, dessa forma, o grupo 2 foi
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0 que aparentou apresentar a menor contracdo da ferida, ja que apoOs a retirada da area
lesionada, foi 0 que teve o menor tamanho de lesdo, ou seja, ndo houve expansdo da area

lesionada ap0s a retirada da cicatriz (figura 24).

E

Figura 24: Fotos do leito das lesdes cutaneas ap6s 9 dias da cirurgia. A) Controle
lesdo, B) PDLLA/Lam, C) PDLLA, D) PDLLA/Lam + células e E) PDLLA + células. A
barra de escala corresponde a 1 cm.
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A anélise da expressdo génica foi realizada para diferentes genes (figura 25). Entre
eles, genes relacionados & vasculogénese, como o gene do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e fator derivado de células estromais-1 (SDF-1); genes relacionados a
fibrose, como o do fator de crescimento transformador- 31 (TGFB1) e do pré-colageno do tipo
| (Collal) e genes da familia Bcl, como o Bcl-2 e 0 BAX, genes anti-apoptdtico e pro-
apoptdtico, respectivamente.

As analises foram realizadas comparando-se os diferentes genes entre 0s grupos
testados.

Todos os grupos apresentaram maior quantidade de expressdo génica de VEGF
quando comparados ao grupo controle lesdo. O grupo 4 (PDLLA/Lam + células) apresentou a
maior expressdo génica de VEGF, sendo estatisticamente diferente dos grupos 1 (Controle
lesdo) (p<0,001), 3 (PDLLA) (p=0,039), 5 (PDLLA + células) (p=0,003) e 6 (Controle sadio)
(p=0,011), e semelhante ao grupo 2 (PDLLA/Lam) (p=0,1).

J& na expressdo do SDF-1, o grupo 3 demonstrou a maior expressao, apresentando
diferenca estatistica com o grupo controle lesdo e demais grupos (p<0,001 para todos o0s
€asos).

Todos os grupos onde foram implantados biomateriais foram diferentes
estatisticamente dos grupos controle (p<0,014 para todas as comparagdes) para as analises de
TGFp1, tendo expressado consideravelmente mais TGFB1.

Para o gene de pro-colageno do tipo 1 somente o grupo 6 (controle sadio) apresentou
diferenca com relacdo ao grupo controle lesdo (p=0,007). Os grupos 2 e 5 ndo apresentaram
diferenca estatistica ao serem comparados ao grupo 6 em termos de expressao génica
(p=0,056 e 0=0,822, respectivamente).

Com relacdo ao gene Bcl-2, os grupos PDLLA, PDLLA + células e controle sadio
apresentaram um aumento na expressdo génica quando comparados ao grupo controle lesdo,
com diferenca estatistica (p=0,012, p<0,001 e p=0,041, respectivamente). Os demais grupos
ndo apresentaram diferenca, embora o grupo PDLLA/Lam tenha apresentado uma tendéncia a
diferencga estatistica (p=0,072).

N&o houve diferenca estatistica entre todos 0s grupos testados e o controle sadio em
termos de expressdo génica de BAX. Ao se comparar 0s grupos onde foram implantados
biomateriais com o grupo controle leséo, a diferenca somente ocorreu entre 0s grupos 4 e 5
(p=0,001 e p=0,015, respectivamente). O grupo controle lesdo apresentou 0s menores niveis

de expressao de BAX.
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Quantidade relativa

3 Controle lesdo
PDLLA/Lam
B3 PDLLA

Quantidade relativa

M0 PDLLA + células
B Controle sadio

Quantidade relativa

Figura 25: Expressdo génica dos diferentes grupos testados para os genes Bcl-2,
VEGF, TGFp1, Collal, SDF-1 e BAX. # refere-se a comparagdo com o grupo controle leséo.
As letras referem-se as comparagOes feitas entre 0s demais grupos, para 0 mesmo gene em

questao.

A andlise histolégica foi realizada nos mesmos grupos analisados para expressdo
génica e as fotomicrografias podem ser visualizadas na figura 26. Os anexos da pele, como
glandulas sebéaceas e foliculos pilosos ndo foram observados em nenhum dos animais
testados, com excegdo dos animais controle sadio (figura 26 O e P).

Por meio da figura 26A, € possivel observar que o grupo controle lesdo foi o que
apresentou a area de injuria mais desorganizada apés 9 dias. Verifica-se a presenca de derme,
com vasos sanguineos, assim como um grande infiltrado inflamatorio (figura 26B). Embora
sejam observados vasos sanguineos nas imagens referentes aos animais do grupo controle
lesdo, os grupos em que os biomateriais foram utilizados, apresentaram visualmente uma
maior vascularizagdo, com a distribui¢do de heméacias por todo o tecido.

Nos grupos PDLLA/Lam (figura 26 C-E) e PDLLA (figura 26 F-H), observa-se uma
semelhanca na organizacdo histologica, com derme bem formada e organizada, tanto proximo

as bordas da lesdo, como na regido central. A epiderme nesses dois grupos apresentou-se bem

= PDLLA/Lam + células
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formada préximo as bordas. O mesmo ndo ocorreu na regido central, onde ainda é possivel
verificar a presenca de tecido de granulacdo com infiltrado inflamatorio (figuras E e G). Na
figura E, o local onde estdo as células inflamatorias assemelha-se a estrutura do scaffold, ja
em estado bem avancado de degradacdo. Na figura 26 H ainda € possivel visualizar o scaffold
de PDLLA integro sobre a lesdo.

Nos grupos onde as CTMs e o0s queratindcitos foram semeados nos scaffolds
previamente ao implante na lesdo, foi possivel visualizar a formacao de epiderme na regido
central da lesdo em dois animais de cada grupo (figura 26 | e L, respectivamente para 0s
grupos PDLLA/Lam + células e PDLLA + células). J& em outros animais, a parte central da
regido assemelha-se ao encontrado nos grupos de biomateriais sem células (grupo
PDLLA/Lam e PDLLA), como pode ser visto na figura 26 K e N. Ainda, um animal do grupo
PDLLA/Lam também ja estava em fase de producdo da epiderme na regido central, como
pode ser visualizado na figura 26 J. Um grande infiltrado inflamatério foi observado no grupo
PDLLA + células (figura 26 M).
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Figura 26: Fotomicrografias da andlise histolégica dos tecidos referente aos experimentos in vivo. As figuras A e B referem-se ao grupo controle
lesdo. A) Aspecto da lesdo apds 9 dias de experimento, com a derme desorganizada e auséncia de epiderme; B) Infiltrado inflamatério presente no
leito da lesdo. As figuras C-E correspondem ao grupo PDLLA/Lam. C) Regido proxima a borda da lesdo onde se pode observar a derme e a epiderme
bem formadas; D) Aumento da mesma regido da figura C, onde a epiderme é evidenciada em maior destaque, com a presenca de estrato corneo; E)
Regido central da lesdo, com a derme parcialmente formada e a epiderme em formagéo, onde se pode observar de modo bem evidente a presenga de
tecido de granulagdo. As figuras F-H referem-se ao grupo PDLLA. F) Regido proxima a borda da leséo, podendo ser visualizada derme e epiderme
bem formadas; G) Regido central da lesdo, com tecido de granulagdo proeminente, podendo ser observadas células inflamatorias; H) Visualizacéo de
parte do scaffold ndo degradado sobre a lesdo cutanea. As figuras I-K correspondem ao grupo PDLLA/Lam + células. 1) Figura de parte da regido
central da lesdo onde podem ser visualizadas derme e epiderme bem formadas, com algum tecido de granulagdo sobre as mesmas e com a presenca de
infiltrado inflamatdrio; J) Figura de regido central onde pode ser visualizada a formacao da epiderme, ja com a parte dérmica bem formada; K) Regido
central da lesdo onde derme, e principalmente epiderme, estdo em formacao. As figuras L-N referem-se ao grupo PDLLA + células. L) Imagem obtida
da regido central da lesdo, ja com a derme e a epiderme bem formadas; M) Presenca de grande infiltrado inflamatério na regido adjacente a lesdo; N)
Regido central da lesdo, com derme formada e epiderme em formacéo. As figuras O e P correspondem ao grupo controle sadio. O) Aspecto da pele
sadia, com presenca de epiderme, da derme e de seus anexos, assim como do tecido muscular; P) Detalhe em maior aumento da fotomicrografia O,
onde sdo visualizados os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas, bem como a epiderme com estrato cérneo, a derme e, mais abaixo, 0 tecido

muscular. Barra de escala: 20 pm.
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento de biomateriais para uso em 6rgdos lesionados ou ausentes é um
campo que requer um conhecimento multidisciplinar, desde as areas de engenharia, ciéncias
de materiais, quimica, bioldgicas e da salde. Dessa forma, para utilizacdo clinica de um
biomaterial necessita-se que diferentes testes fisico-quimicos, bioldgicos e in vivo sejam
realizados.

Nesse sentido, projeta-se que a engenharia de tecidos formard a base para novas
terapias a fim de beneficiar milhdes de pacientes que sofrem a perda de um tecido ou de sua
fungdo. Além disso, espera-se que, em um futuro proximo, os substitutos tridimensionais
também possam ser uma alternativa a estudos in vivo de fun¢des normais e patologicas dos
tecidos, eliminando, assim, a utilizacdo massiva de animais de experimentacdo em tais testes.

A pele é o maior 6rgdo do corpo dos vertebrados, sendo composta de epiderme e
derme. Nesse trabalho, um biomaterial em bicamada foi produzido para utilizagdo como
substituto cutaneo, com o intuito de mimetizar a histologia convencional da pele completa. O
desenvolvimento de um biomaterial com diferentes morfologias de fibras na parte superior e
na parte inferior foi possivel, como pode ser observado pelas micrografias de microscopia
eletronica de varredura, na figura 7. Essa mesma estratégia ja foi demonstrada anteriormente
em diferentes trabalhos, com resultados benéficos (Lou et al., 2014; Zonari et al., 2014). O
objetivo da construcdo de ambas as fibras foi definir diferentes topologias a fim de imitar a
epiderme e a derme, ou seja, uma bicamada gerada por engenharia de tecidos. Dessa forma, 0s
queratinocitos foram co-cultivados com CTMs em um scaffold nano e microestruturado a
partir do polimero PDLLA, mimetizando a epiderme e derme, respectivamente. Em estudo
realizado por Pelipenko e colaboradores, foi demonstrado que o0s queratindcitos humanos
aderem-se e proliferam-se melhor em fibras com diametros entre 305 e 667 nanometros. Ja 0s
mesmos testes realizados em fibroblastos, células fenotipicamente semelhantes as CTMs,
mostraram que essas células tem uma preferéncia maior por fibras com didmetros
micromeétricos (Pelipenko, Kocbek e Kristl, 2014). Além disso, as fibras da parte superior
foram construidas para agirem como uma barreira contra a penetracdo de queratindcitos nas
matrizes. No entanto, mesmo na presenca de pequenos poros, 0s queratinocitos foram capazes
de penetrar nessa estrutura, como pode ser visto pelas imagens histoldgicas da anélise in vitro.
Esse fato pode ser explicado pela capacidade das células em se adaptar ao ambiente. Ainda, o
fato da laminina ter sido covalentemente ligada a toda estrutura do biomaterial pode ter

desorientado 0s queratindcitos, tornando-os distribuidos ao longo de uma grande parte da



71

estrutura das matrizes, uma vez que, em condicGes naturais, esta proteina esta presente
somente na membrana basal destas células (Sugawara et al., 2008; Domogatskaya, Rodin e
Tryggvason, 2012; Rousselle e Beck, 2013).

A utilizacdo de células na engenharia de tecidos faz parte da triade para o
desenvolvimento de materiais. Assim, as CTMs foram selecionadas como o componente
celular do substituto dérmico devido a sua capacidade de diferenciacdo. A capacidade de
diferenciacdo adipogénica, condrogénica e osteogénica das CTMs ja é bem conhecida, sendo
todos tecidos de origem mesodérmica (Miura et al., 2003; Bernardi et al., 2011), entretanto, o
potencial neurogénico das CTMs também ja foi demonstrado, através da capacidade de
diferenciacdo em tecidos ndo-mesodérmicos (Nourbakhsh et al., 2011). A capacidade
imunomodulatéria dessas células tem sido relatada em diversos estudos (Caplan, 2007; Silva
et al., 2014; Remacha et al., 2015), o que pode ser uma vantagem do seu uso, principlamente
em condi¢bes graves, como € o0 caso de pacientes queimados, embora recentemente essa
propriedade venha sendo questionada (Kronsteiner et al., 2011; Sanchez-Abarca et al., 2013;
Ankrum, Ong e Karp, 2014). Ainda, Nakagawa e colaboradores (Nakagawa et al., 2005)
mostraram que as CTMs melhoraram a cicatrizacdo de feridas em um modelo de queimadura
animal, utilizando um substituto dérmico, disponivel comercialmente como suporte para a
adesdo e crescimento das células.

No presente trabalho, além da adesividade ao plastico e da diferenciacdo celular em
ostedcitos, adipocitos e condrdcitos, as células apresentaram um perfil imunofenotipico
caracteristico, com alta positividade para marcadores tipicos de CTMs, como CD29, CD44,
CD73 e CD90. Essas células foram negativas para marcadores ndo-mesenquimais, como 0
CD14, CD34, CD45, CD184 e HLA-DR. Além disso, houve uma positividade baixa para
STRO-1, o que esta de acordo com achados anteriores (Bernardi et al., 2011).

De acordo com Lu e colaboradores (Lu et al., 2012), quando os queratindcitos foram
cultivados em meio condicionado, onde as CTMs foram previamente cultivadas, o0s
queratindcitos proliferaram mais rapidamente do que quando essas células foram cultivadas
em seu meio especifico, embora esta diferenga ndo tenha sido estatisticamente significativa.
Os pesquisadores atribuiram esse fato aos fatores de crescimento investigados por eles, como
o fator de crescimento de hepatécitos humanos (HGF) e o fator de crescimento de
queratinécitos (KGF, conhecido como FGF-7), secretados pelos queratindcitos quando
cultivados no meio condicionado. Para verificar a influéncia de CTMs e fibroblastos sobre a
proliferacdo de queratindcitos em ambientes 3D, esses pesquisadores também avaliaram o co-

cultivo dessas células em scaffolds tridimensionais. Os queratindcitos semeados com CTMs
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nas matrizes apresentaram a menor espessura de epiderme em termos de histologia do novo
tecido formado, quando comparado as semeaduras de queratindcitos com fibroblastos ou com
uma mistura de fibroblastos e CTMs. Entretanto, a espessura da epiderme onde as CTMs
foram semeadas com queratinécitos foi maior do que quando se utilizaram apenas
queratinécitos. Além disso, a epiderme formada por queratindcitos semeados com CTMs
demonstrou melhores propriedades mecénicas do que a camada formada somente por
queratinocitos. Dessa forma, demonstrou-se a sinergia bioldgica e mecénica ao se utilizar o
sistema de co-cultivo dessas células para produzir substitutos cutaneos.

Para que ocorra uma interacdo adequada entre as células e o biomaterial, faz-se
necessario que 0 mesmo possua caracteristicas semelhantes ao nicho natural das células.
Dessa forma, diversas caracteristicas do biomaterial, para a sua posterior aplicagdo in vivo,
devem ser avaliadas. Entre as varidveis estudadas estdo o tempo de degradabilidade, a
hidrofilicidade/hidrofobicidade, as analises morfoldgicas e topograficas, a capacidade de
adesdo celular, a compatibilidade do biomaterial com as células, a taxa de proliferacdo
celular, entre outros.

Assim, 0 sucesso do desenvolvimento e organizacdo de tecidos depende das
propriedades dos materiais, uma vez que elas, eventualmente, podem ditar o transporte de
nutrientes/residuos, a diferenciacdo celular, a viabilidade celular e a sintese e organizagdo da
matriz extracelular (MEC) (Naderi, Matin e Bahrami, 2011). Logo, diversas propriedades
fisico-quimicas foram avaliadas no presente estudo.

Ja foi demonstrado anteriormente que o PDLLA, puro ou em mistura, € um suporte
adequado para a proliferacdo celular e ja foi utilizado por promover o crescimento de
osteoblastos, condrdcitos, células de carcinoma de pulmdo e células-tronco mesenquimais
(Roether et al., 2002; Blaker et al., 2003; Maquet et al., 2004; Steffens et al., 2013).

A relacdo entre o tamanho dos poros e diametro das fibras dos biomateriais produzidos
por ES é conhecida, onde o tamanho dos poros aumenta proporcionalmente com o aumento
do diametro da fibra (Li e Xia, 2004; Hussain et al., 2010) em uma razéo de 6:1. No entanto,
no caso das matrizes de PDLLA/Lam, acredita-se que isto possa nao ser aplicado. Os
scaffolds de PDLLA e de PDLLA/NaOH tiveram diametro de fibra e tamanho de poros
semelhantes entre si. Por outro lado, as matrizes de PDLLA/Lam apresentaram didmetro de
fibras estatisticamente maiores e, consequentemente, deveriam ter tamanho de poros maiores,
mas como a laminina foi ligada covalentemente as matrizes de PDLLA hidrolisadas, acredita-

se que o tamanho de poro do grupo de PDLLA/Lam seja menor do que o calculado pelos
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achados de Hussain e colaboradores, devido a disposicdo espacial da proteina sob a superficie
das fibras.

Trabalhos anteriores também j& demonstraram que, para permitir uma reconstrucdo
tridimensional de tecidos in vitro, o biomaterial deve suportar o espalhamento uniforme das
células em poros interligados (Daley et al., 2010). Dessa forma, um Gnico tamanho de poros
pode gerar limitagcGes ao biomaterial, permitindo que somente um Unico tipo celular possa se
proliferar pela arquitetura do mesmo (Havran e Jameson, 2010). O tamanho minimo de poro
para formar um ambiente tridimensional vai depender, em Ultima instancia, do diametro das
células a serem utilizadas (Agarwal, Wendorff e Greiner, 2009). Nesse sentido, um estudo
anterior sugeriu que um tamanho de poro de 20-120 um de diametro seria 0 mais adequado
para a engenharia de tecidos da pele (Gay et al., 2013). Assim, no atual projeto de pesquisa,
construiu-se biomateriais com dois tamanhos diferentes de poros, com diametros na ordem
nanométrica e na ordem micrométrica. Os poros na ordem micrométrica variaram de
aproximadamente 19 a 28 micrometros, 0 que pareceu ser suficiente para tornar os
biomateriais estruturas tridimensionais, uma vez que, pelas analises histoldgicas, as células
foram identificadas adentrando nos scaffolds desde os 7 primeiros dias de andlise. Os poros
agem ndo apenas possibilitando a penetracdo celular, mas permitindo com que a estrutura dos
biomateriais, ou scaffolds, também seja responsavel por determinar o transito de nutrientes,
metabdlitos e moléculas regulatérias entre o meio extracelular e as células. A estrutura
qguimica do biomaterial, por sua vez, tem um papel importante na fixacdo e diferenciacédo
celular, como ja foi demonstrado anteriormente (Venugopal et al., 2012). Por ter ocorrido
uma boa ades&o e geracdo de um ambiente tridimensional nos scaffolds produzidos, acredita-
se que eles preencheram tanto as necessidades estruturais como quimicas para 0 seu uso com
as células.

Com relacdo aos demais testes, a hidrolise dos biomateriais ndo afetou a morfologia
superficial das fibras e forneceu um ambiente propicio a ligacdo da laminina, como ficou
evidente nas figuras 9, 10 e 11. No entanto, o teste de degradabilidade mostrou uma
diminuicdo acentuada no peso molecular dos biomateriais hidrolisados (grupos
PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam), o que estd diretamente relacionado as propriedades
mecanicas destes biomateriais.

Idealmente, a velocidade de degradacdo do biomaterial deve ser igual a taxa de
regeneragdo tecidual. Dessa forma, o biomaterial atua como um suporte para o0
desenvolvimento do tecido, sem que, a0 mesmo tempo, atue como uma barreira para a

regeneracdo. Assim, as propriedades mecéanicas do biomaterial devem, idealmente,
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corresponder as do tecido original, proporcionando a integridade mecanica do tecido formado
e apoiando uma mecanotransducdo entre as células e seu meio ambiente (Venugopal et al.,
2012). De um modo geral, a degradagdo de polimeros biodegradaveis depende de varios
fatores que incluem a sua cristalinidade, o peso molecular, as dimensfes, a composi¢édo e 0
pH do meio circundante (Navarro et al., 2006).

Em relagdo ao biomaterial, como ja mencionado anteriormente, o PDLLA é um
polimero biocompativel e biodegraddvel, com uma estrutura amorfa. Isso significa que
estruturalmente esse polimero € desorganizado, o que facilita a sua degradacéo, ja que nao ha
necessidade de prover energia para que a desorganizacdo das cadeias poliméricas ocorra antes
da degradagdo das mesmas. Em Gltima instancia, tal disposicdo das cadeias proporciona uma
degradacdo relativamente répida, essencial para a aplicacdo em tecidos com rapida
regeneracdo, como no caso da pele.

Nos ensaios bioldgicos, foi possivel observar que os biomateriais permaneceram
morfologicamente inalterados e apresentaram facil manuseio apds os 21 dias de anlise. Apos
0 periodo de 21 dias do ensaio de degradabilidade, o grupo PDLLA seguiu 0 mesmo padrao
dos scaffolds hidrolisados, em termos de peso molecular. Esses resultados sugerem que esse
biomaterial permanece em uma estrutura basica, mais resistente ao processo de hidrélise, apos
esse periodo. Alguns trabalhos demonstraram que a degradacédo hidrolitica provoca a cisao de
grupos éster do Poli- &cido lactico (PLA), resultando na formacao de grupos alcool e de acido
carboxilico. Tal cisdo da cadeia dos grupos éster do PLA foi reportada apds apenas 22 dias de
degradacdo. A hidrdlise das ligacbes de éster € mais provavel de ocorrer perto das
extremidades da cadeia, o que leva a formacdo de &cido lactico e oligbmeros (Karlsson e
Albertsson, 1998; Fukushima, Feijoo e Yang, 2013). O &cido lactico, por sua vez, entra na via
metabolica do ciclo de Krebs e, dessa forma, é eliminado (Barbanti, S.H., Zavaglia, C.A.C e
Duek, E.A.R., 2005).

A degradacdo hidrolitica do polimero PDLLA alia-se a degradagdo enzimatica no
corpo, resultando em uma degradacdo ainda mais rapida (Tsuji e Miyauchi, 2001), o que é
desejavel para a pele, em que a vasculariza¢do no inicio do leito da ferida ocorre entre 3 e 4
semanas em humanos. No modelo animal apresentado no presente estudo, foi possivel
verificar a presenca dos biomateriais, em todos os grupos, por um periodo de 7 dias apds o
procedimento cirdrgico. Por outro lado, ap6s 9 dias, somente 0s biomateriais onde as células
haviam sido semeadas previamente ainda podiam ser vistos, integros, ou seja, sem mostras de

degradacdo, como aparéncia fragmentada, por exemplo. Estudos anteriores demonstraram a



75

acao de enzimas como a lipase, colagenase e lisozimas agindo na degradacdo dos biomaterias
(Wang et al., 2013; Zonari et al., 2014).

De toda forma, em todos os grupos de biomateriais testados nos animais, 0S mesmos
mostraram-se mecanicamente estaveis, uma vez que suportaram o procedimento de sutura e
permaneceram em todos eles até sua degradacdo ou até a eutanasia dos animais, além de
propiciarem um ambiente favordvel a angiogénese. Ainda, as células semeadas nessas
estruturas pareceram dar um maior aporte mecanico aos biomateriais, fazendo com que os
mesmos tivessem uma menor degradacéo in vivo, como pode ser observado nos experimentos
com animais.

No que diz respeito as andlises de angulo de contato, varios estudos ja demonstraram
que caracteristicas mais hidrofilicas resultam em uma maior adesdo e proliferacdo celular (Ku
e Park, 2010; Jin, Prabhakaran e Ramakrishna, 2011; Wei et al., 2012). O tratamento dos
scaffolds com solucdo alcalina (NaOH) resultou em uma superficie mais hidrofilica. No
entanto, observou-se que esta hidrofilizacdo ndo foi a responsavel pela maior adesdo e
proliferacdo das células nos scaffolds de PDLLA/Lam, visto que quando se comparam 0S
grupos PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam, os mesmos demonstraram resultados diferentes para as
avaliacdes celulares. Assim, a proteina laminina parece ter promovido um efeito mais
marcante em termos de adesao e proliferacéo celular.

Em termos de anélises bioldgicas, o grupo PDLLA/Lam apresentou os melhores
resultados para os testes de adesdo e de viabilidade celular, apesar de ndo ter ocorrido
diferenca estatistica em alguns casos. Os grupos controle apresentaram maior absorbancia no
teste de viabilidade, quando comparados aos outros grupos. Tal resultado era esperado visto
que o cultivo de células em garrafas plasticas € a maneira convencional de cultura de células,
entretanto células cultivadas dessa forma ndo formam estruturas tridimensionais, dificultando
a aplicacdo clinica para formar novos tecidos e/ou o6rgdos. A hidrélise da superficie dos
biomateriais (grupos PDLLA/NaOH) ndo foi responsavel pelos melhores resultados dos
grupos de PDLLA/Lam, considerando que o grupo PDLLA/NaOH apresentou 0s piores
resultados em relagdo a adeséo e viabilidade celular.

O aumento das taxas de proliferacdo pode, potencialmente, reduzir o tempo necessario
para um enxerto ser implantado no doente e, assim, dar origem a um processo melhorado de
regeneracdo. Dessa forma, as proteinas da matriz extracelular, tais como colagenos do tipo I e
do tipo IV, laminina, fibronectina e vitronectina sédo eficazes na promocdo da adesdo e
espalhamento celular. Essas proteinas possuem uma sequéncia de arginina-glicina-acido

aspartico (RGD), a qual é reconhecida pelas integrinas para adesdo celular (Ruoslahti e



76

Pierschbacher, 1987). Em um estudo realizado por Zanatta e colaboradores (Zanatta, Rudisile,
et al., 2012) foi claramente demonstrado que a adesdo de CTMs em scaffolds é dependente de
receptor de integrina beta-1. Assim, esse estudo corrobora a hip6tese de que a laminina tenha
influenciado a adesdo das CTMs, como pode ser observado na figura 16, onde as CTMs
tiveram a maior adesdo celular em scaffolds do grupo PDLLA/Lam.

Ainda, Rho e colaboradores (Rho et al., 2006) também avaliaram a adesdo de
queratinocitos orais (NHOK) e queratindcitos epidérmicos (NHEK) em nanofibras de
colageno em meio isento de soro, recobertas com colageno do tipo 1 (50 mg/mL), fibronectina
(1 mg/mL), ou laminina (10 mg/mL). O colageno do tipo | e a laminina promoveram
significativamente a adesao e o espalhamento celular de NHOK e NHEK em comparagao as
nanofibras apenas de colageno. Junka e colaboradores (Junka et al., 2013) também
observaram um aumento no numero de células de Schwann em scaffolds de PCL-quitosana
com a ligacdo da laminina, quando comparados ao grupo controle.

Por meio da andlise histologica, foi possivel observar ambos os tipos de células apos 7
dias do procedimento da semeadura nas matrizes. Também foi possivel visualizar um epitélio
estratificado nos grupos PDLLA/NaOH e PDLLA/Lam, o que ndo é demonstrado no grupo
PDLLA. No grupo PDLLA/NaOH, as celulas parecem estar mais diferenciadas, visto que elas
sd80 maiores e mais desorganizadas, quando comparadas as células nos scaffolds de
PDLLA/Lam. Ap6s o periodo de 7 dias, ndo foi mais possivel diferenciar as células no
interior dos biomateriais em quaisquer dos grupos. As células preencheram toda a estrutura
dos biomateriais, tornando os scaffolds estruturas tridimensionais. Isso demonstra que esta
tecnologia (electrospinning) € capaz de produzir fibras que imitam muito de perto a matriz
extracelular das células. Acredita-se que a adi¢cdo de laminina nas fibras dos biomateriais cria
um ambiente mais natural para as células, o que pode ser comprovado pelos melhores
resultados de adesdo e viabilidade celular para este grupo de matrizes, assim como pela
histologia, mostrando células menores (mais indiferenciadas) no grupo de matrizes de
PDLLA/Lam.

A fim de certificar a presenca de ambas as células nos scaffolds por todo o periodo de
andlise e devido a dificuldade de realizacdo de imunoensaios em matrizes produzidas por ES,
realizou-se a marcagdo das CTMs com o corante Mini-26. Assim, na figura 19 é
perfeitamente possivel observar a co-cultura de CTMs e queratindcitos nessas estruturas e por
todo o periodo de analise.

Apos as determinacBes das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas das matrizes,

iniciaram-se 0s experimentos in vivo. Para isso, somente os scaffolds de PDLLA e
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PDLLA/Lam foram testados. Os scaffolds de PDLLA/NaOH nao foram testados in vivo pelos
resultados apresentados in vitro, com menor viabilidade celular, além de demonstrarem
celulas diferenciadas na sua estrutura, por meio da analise histologica.

Com relacdo ao tipo de animal selecionado, camundongos nude foram utilizados por
ndo possuirem linfécitos T maduros e, dessa forma, ndo serem capazes de desenvolver
rejeicdo a tranplantes de outras espécies (Dos Santos, 2002). Logo, por serem utilizadas
células humanas em camundongos, especialmente células diferenciadas como queratindcitos
humanos maduros, optou-se por esses animais atimicos.

A escolha por utilizar matrizes ap6s 7 dias de cultivo imerso para o implante nos
animais deu-se pelo fato de que, nesse periodo, é possivel visualizar ambos os tipos de
celulas, com as CTMs na parte inferior e 0s queratindcitos na parte superior das matrizes.
Dessa forma, acreditou-se que, através da sinalizacdo celular, entre animais e células ali
presentes, a estrutura tridimensional pudesse se organizar de forma mais semelhante ao que
ocorre nos tecidos da pele natural.

O tempo dos experimentos in vivo baseou-se no acompanhamento didrio dos animais.
Como em 7 dias apés a cirurgia ainda se podia visualizar os biomateriais em todos 0s grupos
de animais, decidiu-se por aguardar um tempo maior, até que ocorresse a degradacdo dos
mesmos. Nove dias ap6s a cirurgia, somente os scaffolds onde foram semeadas células ainda
se mostravam integros, sem sinais de degradacdo e, portanto, realizou-se a eutanasia dos
camundongos.

Com relacdo ao tamanho da lesdo apos os 9 dias, ndo houve diferenca estatistica entre
0s 5 grupos testados, entretanto os grupos de PDLLA/Lam, com ou sem células, foram os que
apresentaram a maior reducdo visual do tamanho da lesdo. Esses scaffolds, sem células
também foram os que apresentaram melhor aparéncia do leito da lesdo, apds a retirada do
tecido recém-formado. Ainda, na analise de tamanho, somente visual, de todos os animais
experimentados apds a retirada do neotecido, percebeu-se que 0 grupo que teve menor
contracdo da lesdo, aparentemente, foi o grupo PDLLA/Lam. Esse achado deve-se ao fato de
que, apos a retirada do entorno do tecido recém-formado, esse grupo foi o que apresentou a
menor expansdo do tamanho de lesdo, comparado com o tamanho sem a retirada da pele em
processo de regeneracao.

A fim de verificar o processo de regeneracdo cutanea em termos de expressdo génica,
diversos genes foram avaliados. Entre eles, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e o fator derivado de células estromais-1 (SDF-1), relacionados a vasculogénese; o fator de

crescimento transformador—f1 (TGFB1) e de procolédgeno do tipo I (Collal), genes fibroticos
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e os genes da familia Bcl, como o gene Bcl-2, um gene anti-apoptético e o gene BAX, um
gene pré-apoptotico.

Durante o processo de formacdo e/ou regeneracdo de um tecido, a angiogénese é um
processo fundamental. Ela garante os nutrientes necessarios e o oxigénio no local da les&o,
dessa forma, possibilitando a formacéo do tecido de granulacdo. Nesse sentido, dois fatores de
crescimento estdo mutuamente relacionados. O VEGF é sabidamente o maior responsavel
pela angiogénese. Sabe-se que esse fator se encontra elevado na fase aguda das lesdes, sendo
sua expressdo induzida dentro de 24 horas ap0s a leséo de pele, com um pico maximo em 2 a
3 dias e declinando ao seu nivel basal apo6s 7 dias (Brown et al., 1992; Shukla et al., 1998;
Martino et al., 2015).

Em experimentos realizados por Fronza e colaboradores, os mesmos verificaram
aumento da presenca de VEGF apos 2 dias da lesdo cutanea em ratos Wistar, seguido por
decréscimo ap0Os esse periodo. Eles ainda acompanharam esses animais por 21 dias e
observaram que o aumento da vasculariza¢do so foi notado 7 dias apds a leséo realizada nos
animais, ou seja, apos a elevagdo do fator de crescimento endotelial vascular (Fronza et al.,
2014).

Outro fator de crescimento que vem chamando atencdo nos ultimos anos pela sua
potencial capacidade angiogénica é o SDF-1. Ele possui algumas similaridades com relacdo
ao VEGF, como também ser produzido por tumores e 6rgaos lesionados, ter propriedades
quimiotaticas e agir sobre células-tronco hematopoéticas, células progenitoras endoteliais e
células endoteliais maduras (Mirshahi et al., 2000; Petit, Jin e Rafii, 2007). Ainda, ambos
fatores podem se auto-regular, aumentando as suas expressoes (Petit, Jin e Rafii, 2007).

Com relacdo a expressdo desses genes, 0 VEGF foi 0 que apresentou 0 maior aumento
de expressdo entre 0s genes angiogénicos testados. Quando comparados os diferentes grupos,
0s grupos de animais onde os biomateriais foram implantados apresentaram maior expressao
de VEGF ao se comparar ao grupo controle sadio, resultado compreensivel, visto que 0s
animais lesionados estdo em processo angiogénico intenso e, dessa forma, maior nivel de
VEGF se faz necessario. Nesse contexto, 0s biomateriais parecem apresentar vantagem sobre
0 grupo controle lesdo, pois com maior atividade angiogénica acontecendo, a cicatrizacdo se
torna facilitada e esteticamente melhor. Estudos anteriores mostram que baixas taxas de
oxigénio decorrentes de anomalias microcirculatorias, presentes na lesdo cutanea, induzem o
aumento da expressdo génica de TFG, um gene que quando superexpresso pode levar a

formacao de cicatrizes hipertréficas e queldides (Sultan et al., 2012).



79

Ja o nivel de SDF-1 ndo alterou muito entre os diferentes grupos, embora tenha
ocorrido diferenca estatistica entre os grupos controle lesdo e PDLLA, com a maior expressdo
nesse Gltimo grupo.

A presenca inicial das células nos biomateriais ndo parece ter afetado a estimulacdo de
expressao génica dos genes vasculogénicos.

A sintese de colageno do tipo | é altamente regulada por diferentes citocinas ao nivel
da transcricdo. Especialmente as isoformas TGFB1 e TGFB2, membros da familia TGF, as
quais aumentam a expressdo do gene do colageno do tipo I, tendo um efeito determinante na
cicatrizacao e fibrose (Walraven, Beelen e Ulrich, 2015). Essa regulacdo ocorre por meio da
cascata de ativagio SMAD, uma via de proteinas intracelulares que transduzem sinais
extracelulares, provenientes da ligagdo do TGFp, para o nlcleo, agindo sobre diversos genes
alvos de colageno e também de outras proteinas da matriz extracelular, como o Collal
(Jurzak et al., 2014).

Com relagcdo ao TGF, houve um aumento substancial em todos os grupos testados
qguando comparados ao grupo controle lesédo e sadio. Na compara¢do com o grupo controle
sadio, essa resposta ja era esperada, pois a lesdo nos animais provoca efeitos fibréticos na
tentativa de fechar a lesdo causada, o que ndo ocorre para 0s animais controle sadio. O
aumento de TGFB1 nos animais com implante de biomaterias foi estatisticamente diferente
comparado ao grupo controle lesdo. Uma das possibilidades ¢ o maior ordenamento das
células nesses animais, uma vez que as matrizes poderiam estar agindo como uma ponte onde
as células estariam ancoradas €, dessa forma, mais rapidamente iniciariam os eventos para a
sintese de colageno e consequente cicatrizagdo. A presenca inicial das células nos
biomateriais ndo parece ter afetado, nem positiva, nem negativamente, a estimulacdo de
expressdo génica de TGFpI1.

Ainda em termos de cicatrizacdo, o colageno é o maior componente do tecido
conectivo. Dessa forma, o processo de cicatrizacdo depende de sua regulacdo, producéo,
deposicdo e subsequente maturacdo. O balanco correto entre a sua sintese e catabolismo €
importante para evitar a formacdo de cicatrizes hipertroficas e queldides (Santibafiez,
Quintanilla e Bernabeu, 2011). Além disso, no estagio inicial da regeneragdo de lesdes
cuténeas, a sintese e deposic¢do de colageno é essencial, visto que a utilizacdo de anti-TGFp
nesse estagio atrasa o processo de cicatrizagcdo, demonstrando, assim, a necessidade do
colageno (Lu et al., 2005).

Relativo & expressdo génica, o Collal somente apresentou diferenga estatistica nos

grupos controle sadio e controle lesdo. Essa auséncia de aumento substancial nesse gene nos
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grupos testados pode ter sido ocasionada pelo tempo precoce de analise. Sabe-se que apos a
lesdo, o TGFB1 tem um aumento em sua expressao, 0 que ocasiona 0 aumento das expressoes
dos genes Col3al e Collal, em sequéncia, respectivamente (Jurzak et al., 2014). Dessa
forma, pelo coladgeno do tipo I ser um colageno mais tardio em seu aparecimento, pode ter
sido 0 motivo de ndo ter ocorrido esse aumento substancial. Witte e Barbul apresentam em
sua revisdo sobre regeneracdo cuténea a progressdo dos diferentes componentes da matriz
extracelular conforme os dias da lesdo cutinea. Tais pesquisadores demonstraram que a
deposicdo do colageno do tipo Il ocorre horas apds a lesdo, enquanto o colageno do tipo |
somente comeca a ser depositado no segundo dia da lesdo. Entretanto, a partir do terceiro dia
pos-lesdo, a sintese de coladgeno do tipo | ja ultrapassa a de colageno do tipo Il (Witte e
Barbul, 1997). De toda forma, os grupos PDLLA/Lam e PDLLA + células, apresentarem-se
com expressao génica estatisticamente semelhante ao grupo controle sadio, evidenciando um
nivel salutar de expressao desse gene, embora pela lesdo causada esperava-se que todos 0s
grupos apresentassem uma maior necessidade de producéo de fibras colagenas.

Por serem utilizados diferentes materiais, assim como diferentes células no modelo
animal, criou-se o questionamento se esses biomateriais ndo poderiam influenciar a atividade
celular das células dos animais, estimulando a apoptose, por exemplo. Dessa forma, genes da
familia Bcl foram pesquisados.

Intracelularmente, a inducdo de apoptose é parcialmente mediada por véarios genes,
tais como p53, Bcl-2, Bax e p21. Sabe-se que o aumento da expressdo de Bcl-2 inibe a
apoptose induzida por uma variedade de estimulos, ao passo que a predominancia de BAX
sobre o Bcl-2 acelera a apoptose mediante estimulos apoptoticos (Jurzak et al., 2014).

Em resposta ao estresse, ocorre a formacdo de homodimero de BAX, com consequente
liberacdo de citocromo ¢ pelas mitocondrias, o que resulta na ativacdo da enzima caspase-9 e,
por fim, a apoptose. Ja homodimeros de Bcl-2 fazem o oposto, exercendo um papel protetor,
ao estabilizar a membrana mitocondrial (Jurzak et al., 2014). Ainda, a relagdo BAX/Bcl-2
determina a susceptibilidade das celulas a apoptose, ou seja, quanto maior a quantidade de
BAX e/ou quanto menor a quantidade de Bcl-2, mais susceptivel estard a célula a apoptose
(Sultan et al., 2012).

Como pode ser observado na Figura 23, com relagdo a expressao de ambos 0s genes,
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos testados com biomateriais e o grupo Controle
sadio. A relacdo BAX/Bcl-2 também ficou bastante semelhante, o que pode ser observado
pelo nivel de similaridade de expressdo entre esses genes nos grupos com os biomateriais e 0

grupo controle sadio. Além disso, os grupos onde foram semeadas células nos scaffolds
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também ndo apresentaram diferencas, indicando que as mesmas ndo foram prejudiciais em
termos de apoptose celular. J& o grupo controle lesdo teve muito menor expressdo de ambos
0S genes quando comparados com todos 0s outros grupos, embora ndo tenha sido
estatisticamente significante para todas as comparacoes.

A andlise histoldgica dos diferentes grupos de biomateriais testados corroborou alguns
resultados da anélise génica, como seré discutido a seguir.

O grupo controle lesdo que apresentou 0s menores niveis de expressao de VEGF,
Collal e o maior desbalanco entre BAX/Bcl2 foi o que apresentou um tecido mais
desorganizado, ndo tendo sido observada a formacdo de epiderme em nenhum dos animais,
oposto ao que ocorreu em todos 0s outros grupos testados. A menor vascularizagéo,
provavelmente, favoreceu a formacdo de uma ferida esteticamente mais grosseira. Além
disso, o grande infiltrado inflamat6rio ainda presente no leito da lesdo demonstrou que esse
tecido ainda se encontrava em fase inicial de regeneracdo tecidual (Fronza et al., 2014).

Embora tenha sido evidenciada a formacdo de camada epidérmica proximo as bordas
do defeito cutdneo nos grupos PDLLA/Lam e PDLLA e também na regido central nos grupos
PDLLA/Lam + células e PDLLA + células, em nenhum animal testado com os biomateriais e
biomateriais com células foi verificada a presenca de anexos de pele, como ocorre na pele
sadia, evidenciando que, embora tenha ocorrido regeneracdo de pele, essa ndo foi
estruturalmente completa. Em trabalhos separados, os pesquisadores Dearman e Lorden
também demonstraram regeneracdo tecidual com biomateriais, sem a formacdo dos anexos de
pele, assim como tecidos recém-formados vascularizados em 7 a 10 dias ap0s a lesdo cutanea.
(Dearman, Li e Greenwood, 2014; Lorden et al., 2015). Ainda, Dearman observou, por meio
de andlise histoldgica, em porcos, apds 21 dias de experimentacdo, a formacdo completa de
epiderme e sobre essa, a presenca de uma carapaca, formada pelo biomaterial implantado
juntamente com queratindcitos e fibroblastos (Dearman, Li e Greenwood, 2014). No presente
estudo, 0 mesmo foi observado nos camundongos nude onde foram aplicados biomateriais +
células. Como pode ser visualizado nas figuras 23 e 26, esses animais ainda tinham os
biomateriais integros sobre a lesdo, entretanto em alguns deles ja foi possivel visualizar a
epiderme em toda a extensao da ferida.

As células semeadas nos biomateriais, nesse sentido, pareceram ter tido um efeito
benéfico sobre a cicatrizacdo da ferida, uma vez que estimularam a producdo da camada
epidérmica completa em alguns animais, como pode ser observado nos grupos PDLLA/Lam +

células e PDLLA + celulas. Esse fato € uma vantagem em relacdo a sua utilizacdo em
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pacientes queimados, visto que, dessa forma, ficam menos expostos ao meio externo e,
consequentemente, menos susceptiveis a infecgdes.

Em termos de regeneracdo da camada dérmica, ndo houve diferenca entre os diferentes
animais tratados com biomateriais e biomateriais + células, visto que todos apresentaram
derme bem formada. Isso, em Ultima instancia, demonstra a capacidade dos scaffolds agirem
como uma ponte, onde as células do receptor podem se ancorar para produzir 0 novo tecido,
visto que mesmo o0s biomateriais nos quais as células ndo foram semeadas previamente foram
capazes de produzir um tecido histologicamente homogéneo.

Ainda, em alguns biomateriais também foi possivel verificar a presenca de células
inflamatorias, principalmente em locais onde ainda estava ocorrendo a regeneracdo cutanea.
Esse fendmeno ocorreu em menor concentracdo nos biomateriais em comparacao ao que foi
encontrado no controle lesdo, o que demonstra que o tecido de granulacdo estava sendo
gerado ou ja estava gerado, sendo a formacdo do novo tecido, o passo seguinte a ocorrer. Em
um trabalho desenvolvido por Lorden e colaboradores, utilizando-se camundongos selvagens,
ainda foi possivel verificar a presenca de infiltrado inflamatorio moderado apds 30 dias da
lesdo cuténea, fazendo parte da resposta inflamatéria aguda que guia a regeneracdo cutanea
(Lorden et al., 2015). Dessa forma, a inflamacdo moderada parece ser necessaria para o
processo de regeneracdo adequado, diferente do ocorrido no grupo leséo, onde a inflamacéo
mais pronunciada parece ter ocasionado uma cicatrizacdo heterogénea, com formacéo de um
tecido desorganizado.

Logo, por meio dos resultados obtidos na andlise de expressdo génica e histologica,
ndo foi possivel determinar uma possivel vantagem na utilizacdo da proteina laminina nos
biomateriais de PDLLA/Lam quando comparados aos biomateriais de PDLLA, embora
através das analises visuais e de tamanho da ferida, essa proteina tenha apresentado vantagens
perceptiveis.

Por fim, devido aos resultados obtidos no presente estudo, pretende-se realizar novos
experimentos animais, com seguimento dos mesmos por um periodo de tempo maior,
verificando o fechamento da ferida em todos os animais para, posteriormente, realizar-se
testes de expressao génica e analise histoldgica, a fim de se ter uma real perspectiva dos
efeitos da laminina sobre a cicatrizagdo dos animais. Entretanto, com os resultados aqui
apresentados foi possivel verificar que os biomateriais produzidos foram eficazes na
cicatrizacao tecidual e apresentaram vantagens reais com relacdo ao grupo controle leséo, o

que os coloca como potenciais biomateriais para utilizacdo na engenharia de tecidos de pele.
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6. CONCLUSOES

O desenvolvimento de biomateriais de PDLLA e biomateriais funcionalizados com a
proteina laminina foi possivel e demonstrado no presente estudo. Essas matrizes foram
desenvolvidas com 2 diametros de fibras, formando um biomaterial bicamada, mimetizando a
estrutura da pele, formada por epiderme e derme.

Ainda, os scaffolds foram caracterizados fisico-quimicamente, apresentando boas
propriedades para utilizagdo como substitutos de pele, tendo sido implantados em
camundongos nude de forma adequada, por um periodo de 9 dias.

As anélises bioldgicas, por meio de melhores resultados de adesdo e viabilidade
celular, demonstraram uma maior preferéncia das células pelas matrizes de PDLLA/Lam,
embora ndo tenham ocorrido diferencas estatisticas em todos os casos. As analises
histoldgicas dos biomateriais mostraram CTMs e queratindcitos em todos os dias avaliados,
apresentando as células menos diferenciadas nos scaffolds de PDLLA/Lam.

Nos experimentos animais, 0s biomateriais mostraram-se compativeis com o ambiente
animal, assim como os resultados de analise histologica e de expressdo génica demonstraram
gue 0S mesmos tiveram vantagens em termos de angiogénese, processos apoptoticos,
expressdo de pro-coladgeno do tipo 1 e formacdo da camada epidérmica, quando comparados
ao grupo controle lesdo. As células semeadas nos biomateriais e implantadas nos animais, em
9 dias, pareceram desencadear efeitos positivos sobre a cicatrizacdo da lesdo, visto que houve
formacdo de camada epidérmica em toda a extensdo da lesdo, em alguns animais.

Portanto, ambos os biomateriais testados, principalmente os biomateriais de PDLLA e
PDLLA/Lam, com preferéncia por esse Ultimo, mostraram bons resultados iniciais em termos
de compatibilidade dos materiais e aparente regeneracdo cutanea e, por isso, acredita-se que

possam apresentar sucesso no uso futuro para a engenharia de tecidos.
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ANEXO 1: Artigo “Development of a biomaterial associated with mesenchymal stem
cells and keratinocytes for use as a skin substitute”, aceito para publicacdo pela

revista Regenerative Medicine.

Research Article

For regrint orders, aase contact: reprints@fturemediclng. com

Development of a biomaterial associated
with mesenchymal stem cells and
keratinocytes for use as a skin substitute

Aim: The present study has aimed to produce a cutaneous substitute, bringing
together stem cells {mesenchymal stem cells) and keratinocytes, and an electrospun
biomaterial. Materials & metheds: Three groups of scaffolds were studied: group 1,
poly-ou-lactic acid (PDLLA); group 2, hydrolyzed PDLLA (POLLA/NaOH) and
group 3, PDLLA/Lam — a PDLLAMaOH scaffold linked to laminin protein. They were
characterized by physicochemical and biclogical parameters. Results: As a result, the
scaffolds presented well-formed and randomly distributed fibers. Group 3 showed the
greatest hydrophilic characteristics. Group 1 showed a greater degradation rate after
14 days. Groups 2 and 3 presented molecular weight of about 40-50 Da. In general,
group 3 showed the best results concerning cell adhesion and viability. Conclusion:
This study assodated two revolutionary fields, stem cells and nanotechnology, for use

in regenerative medicine.

Keywords: electrospinning = keratinocytes = laminin = scaffolds » dkin substitute = stem calls

= tissue enginesring

Theuse uf:m.{ﬁnldsformgenmﬂ\nem:djcﬁ
shows strong signs of being o good strategy
in the treatment of tissae and organ lesions
and has great potential for regeneraring many
kinds of tissue, skin, vasculature, bone, neu-
ral, cartilage and tend onfligament [1-3). This
new strategy alms to use cells culthated in
scaffolds to replace or restore tissue that has
been damaged due to disease, accidents or
congeniral defects.

There are some commerially available
skin substitures nowadays, which can be
divided into epidermic, dermic and com-
posite equivalents [4-4). Epidermic equiva-
lents generally consist of a keratinocyte
slice, isclated from a donor and expanded
in a laboratory. The dermic substitutes are
usually acellular and made from xeno pensic
sources, such as bovine or porcine collagen.
Composite substitures usually consise of
a multicell culture, using allogeneic kera-
tinocytes and fbroblasts. They have the
advantages of providing groweh facrars,
cytokines, exemcellular matriz and other

elements, as well as a cover for the wound.
The acellular constructions are easier
develop; however, they do not vascular
ize well and do not incorporate well in the
wound leslon In patients [4.4,7).

The mainly used commercially available
skin substitutes are made from collagen.
quitin and Gbrin [4]. There is also the arci-
ficlally manufactured skin substicuees which
commonly use polydactic acid and paly-
ghrealic acid as biomaterials, for examgple 7.
Further information concerning the main
wailable substitutes clinkally used can be
found in Mohd Hilmi and Halim 4.

HAoailable comatment Is insufficient in pre-
venring scarring and promotes healing of
the patient, especially in large burns and
chronic wounds [B9). Thus, the regenera-
tion of dein is an imporane field for tssue
enginzering [3,10].

Becanse of this, the development of a bis-
compatible and bicdegradable scaffald, for
use in the lesion area allows greater contact
and imteraction of cells ar the legion sit=, as
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ANEXO 2: Producdo cientifica realizada durante o periodo do doutorado.

Patentes:

1) Patente requerida referente ao projeto de doutorado, intitulada “Substituto Tissular,
Composicéo, Processo de Obtengdo, Uso de Substituto Tissular e Processo de
Regeneragédo Tecidual”.
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Abstract

Objective The ohjectives of thisstudy are to 1solate, cultivate,
and characterize stem cells from the pulp of carious deciduous
teeth (SCCD) amd compame them to those retrieved fom
sound deciduous teeth (SHED—stem cells from human exfo-
liated deciduous teeth).

Material and methods Cells wene obtained of dental pulp col-
lected from sound (n=10) and @rious (n=10) deaduous hu-
mumn testh. Rate of solation, prolifiration assae (0, 1, 3, 5, and
7 days), STRO-1, mesenchymal (CD29, CD73, and CD90) and
hematopoietic surface marker expression (CD 14, CD34,
CDd5, HLA-DR), and differentiation capaaty were evaluted
Resulis Bolation success rates were 70 and 80 % from the
carious and sound groups, respectively. SCCD and SHED
presented similar prolifemtion rate. There were no statistical
differences between the groups for the tested surfice markers,
The cdk from sound and carous deciduous teeth were posi-
tive for CD29, CD73, and CD90 and negative for CD 14,
CD34, CD45, and HLA-DER and were capable of differentiat-
ing into ostengenic, chondrogenic, and adipogenic insmpes.
Concluzion SCCD demonstrated a similar pattem of prolifer-
ation, immunophenotypical chametenstics, and differentiation
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ability as those obtamed from sound deciduous testh, Thess
SCCD represent a feasible sounce of stem cels.

Clinical relevance Decayved deciduous teeth have been usual-
Iy discanlad once the pulp tissue could be domagad and the
activity of stem cells compromised. These findings show that
stem cells from carous deciduows testh can be applicable
source for cell-based therapies in issue regeneration.

Keywords Dental pulp stemeells - Deciduous tooth - Caries -
Proliferation - Differentiation

Introduction

Popubitions of mesenchymal human stem cells have been iso-
lated from the pulp of permanent (dental pulp stem cells—
DPSCs) [1] and deciduous sound testh (stem cells from hu-
man exfoliated deciduous teeth—SHED) [2]. Although thess
groups of cells share similar chameteristics, SHED shows
higher proliferation rates and beter differentiaion potential
than DPSCs [3]. Moreover, deciduous testh ane more attrac-
tive because they phvsiologically exfolioe: and pulp tissue is
usually discarded [4, 5]. Thus, sound deciduous testh, espe-
cially those in advanced exfolition process [6], are consid-
ered a feasible stem cell source.

The use of dental pulp stem cells from sound tesh 15 sue-
cessfully reported in several stratemes of iegenemtion i mimal
maodels, like treatment of muscular dystrophy [7], corneal re-
comstruction [8], and repair of the central nervous system [9].
Moreover, DPSC and SHED are focus of dental researches and
harve showed promisimg mesults for pulp repeneration [10, 11]
and bone repair in animal [12] md human [13] models.

Revent studies have shown conflicting results regnding the
differentintion and prolifemtion potentials of siem celk obtained
from the pulp of permanent teath with deep carious lesions,
which can be assoctated with the pulp inflammation stags
[14-17]. The questions rermams whether stem cells ane modified
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ABSTRACT

Introduction: Tissue engineering is a field which is currently under a great deal of investigation for the develop-
ment and/or restoration of tissue and organs, through the combination of cell therapy with biomaterials. Rapid
prototyping or additive manufacturing is a versatile technology which makes possible the fabrication of three di-
mensional [3D) structures from a wide range of materials with complex geometry and accuracy, such as scaffolds.
Aim: The aim of this study has been to investigate the interaction between mesenchymal stem cells with poly
|e-caprolactone) (PCL) biomaterials used for obtaining scaffolds through additive manufacturing.

Materials and methods: Scanning electron microscopy, confocal microscopy and biological assays were per-
formed to analyse the successful interaction between the cells and the biomaterials.

Results: As a result, the number of viable cells attached to the scaffelds was lower when compared to the control
group; however, it was possible to observe cells in the scaffolds since day 1 of analysis, with regions of confluence
after 21 days of seeding.

Conclusions: To conclude, these biomaterials are interesting if used as medical artifacts, principally in tissue with

prolonged regeneration time and which requires 3D supports with good mechanical properties.

Keywords: Stem cells, PCL, Rapid prototyping, Additive manufacturing, Tissue engineering, Regenerative medicine

Introduction

The loss or failure of an organ or tissue represents fre-
quent and devastating problems in health care. Thus, the
need for substitutes to replace or repair tissue or problematic
organs is overwhelming. Tissue engineering (TE), therefore,
can provide a way of regenerating damaged tissue with the
association of stem cells [5Cs) with biomaterials {1, 2).

TE was first defined by Skalak and Fox (1938) (3) who
defined it as the application of principles and methods of
engineering and |ife sciences toward the fundamental un-
derstanding of structure-function relationships in normal
and pathological mammalian tissues and the development of
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W

biclogical substitutes to restore, maintain, or improve tissus
function.

Under these considerations, scaffolds used in TE must
provide sufficient initial mechanical strength and stiffness for
wound contraction ferces and later for the remodelling of the
tissue. Furthermore, scaffold architecture should enhance
initial cell attachment and subsequent migration imto the
matrix; it must alse enhance the mass transfer of metabolites
and provide sufficient space for remodelling of the organized
tissue matrix and development of a vasculature (4.

Several techniques for manufacturing polymer-based
scaffolds are available today; however, additive manufactur-
ing offers the possibility of strictly controlling complex details,
such as pore geometry, size, and interconnectivity, as well as
the spatial distribution of pores within the structure, provid-
ing @ more suitable 30 scaffold for cell growth in order to
mimic the extracellular matrix (5, B).

Mowadays, 3D printing or rapid prototyping is transforming
into @ manufacturing focused process and a Committee (F42)
of the American Society for Testing and Materials (ASTM) was
established in 200% to be responsible for this. This committes
defined the official name of the technology as "additive manu-
facturing”. ASTM is also integrating its efforts with 150 (261
Technical Committee) in the area of test methods, processes,
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Development of a biomaterial associated
with mesenchymal stem cells and
keratinocytes for use as a skin substitute

Alm: The present study has almed to produce a cutaneous substitute, bringing
together stem cells (mesenchymal stem cells) and keratinocytes, and an electrospun
blomaterial. Materlals & methods: Three groups of scaffolds were studied: group 1,
poly-o-lactlc acld (PDLLA); group 2, hydrolyzed PDLLA (PDLLA/MaOH) and
group 3, PDLLA/Lam - a PDLLA/NaOH scaffold linked to laminin protein. They were
characterized by physicochemical and blologlcal parameters. Results: As a result, the
scaffolds presented well-formed and randomly distributed fibers. Group 3 showed the
greatest hydrophillc characteristics. Group 1 showed a greater degradation rate after
14 days. Groups 2 and 3 presented molecular weight of about 40-50 Da. In genaral,
group 2 showed the best results concerning call adheslon and viability. Conclusion:
Thils study assoclated two revolutionary fields, stem calls and nanotechnology, for use

In regenerative medicine,

Keywords: doctrospinning # keratinocytes = laminin = scaffolds » skin substitute » stem cells

* tissue engineering

The use of scaffolds for regenerative medicine
shows strong signs of being a good strategy
in the treatment of rissue and organ lesions
and has great potential for regenerating many
kinds of tissue, skin, vasculature, bone, neu-
ral, cartilage and tendon/ligament [1-3). This
new strategy aims to use cells cultivared in
scaffolds to replace or restore tissue that has
been damaged due to disease, accidents or
congenital defects.

There are some commercially available
skin substirutes nowadays, which can be
divided into epidermic, dermic and com-
posite equivalents [4-g). Epidermic equiva-
lents generally consist of a keratinocyte
slice, isolated from a donor and expanded
in a laboratory. The dermic substitutes are
usnally acellular and made from xenogeneic
sources, such as bovine or porcine collagen.
Composite substitutes usually consist of
2 multicell culture, using allogensic kera-
tinocytes and fibroblasts. They have the
advantages of providing growth factors,
cytokines, extracellular matrix and other

elements, as well as a cover for the wound.
The acellular constructions are easier to
develop; however, they do nor vascular-
ize well and do not incorporate well in the
wound lesion in patients [4,6,7].

The mainly used commercially available
skin substitutes are made from collagen,
quitin and fiban @), There is also the aro-
ficially manufacrured skin substirutes which
commonly use poly-lactic acid and poly-
glycolic acid as biomaterials, for example [7).
Further informarion concerning the main
available substitutes clinically used can be
found in Mohd Hilmi and Halim [4].

Available treatment is insufficient in pre-
venting scarring and promotes healing of
the patient, especially in large burns and
chronic wonnds [8s]. Thus, the regenera-
tion of skin i an important field for tissue
enginesring [8,10].

Becanse of this, the development of a bio-
comparible and biodegradable scaffold, for
use in the lesion area allows greater contact
and interaction of cells at the lesion site, as
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Mesenchymal Stem Cells and Nanofibers as Scaffolds
for the Regeneration of Thyroid Cartilage

Geraldo P. Jotz, MD, PhD; Paula R. da Luz Soster, PhD; Seno Otto Kunrath, MD, PhD;
Daniela Steffens, MSc; Daikelly I. Braghirolli, MSe; Claudio Galleano Zettler, MD, PhD;
Carlos A. Beck, PhD; Marcelo Muccillo, MSc; Eui F. F. Lopes, PhD;

Bernardo Mastella; Patricia Pranke, PhD

Objectives/Hypothesis: The aim of this study has been to establish an alternative approach in the form of regeneration
of the thyroid cartilage.

Study Design: Four 1-month old pigs (Sus scrofa) were used (divided into 3 groups) and submitted to general anes-
thetic to perform cervictomy with exposure of the thyroid cartilage in a total of 12 (twelve) samples.

Method: A resection of 4.0 cm? of cartilage was carried out in the right upper region and in the left upper and lower
left region of the cartilage, where a scaffold with or without stem cells was implanted. In the left lower region, no biomaterial
was implanted and the defect was left open (lesion control [L]).

Results: The average extension of the cartilaginous neoformation of L group was 1363 pm (* 9.6) and 387.7 um (*
43.2) in the scaffold (SCA) group, presenting a significant statistical difference (P< 0.01). The analysis carried out on the
lesion site sections of the cartilage of the larynx of the animals from the SCA group + mesenchymal stem cells (SCA+MSC)
showed an average of the extension of neocartilage of 8254 pm (+ 122.1), showing a more extensive area of neocartilage
when compared to the other groups. These results demonstrated a high significantly statistical difference (P < 0.001) when
compared with the L and SCA groups.

Conclusion: In 100% of the cases for which SCA+MSCs were used, a significant success in the cartilage growth and
closing of the lesion in the thyroid cartilage was obtained compared to the other two groups for which MSCs were not used.

Level of Evidence: N/A.

Key Words: Stem cells, thyroid cartilage, regeneration, scaffolds.
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INTRODUCTION

Cancer of the larynx is diagnosed annually in
approximately 10,000 men and women in the United
States and is among the most commaon types of cancer of
the upper aerodigestive tract.

Reconstruction of the airways, mainly those with
cartilaginous formation in their structure, continue to
challenge medical science. A very large variety of techni-
ques for cartilaginous reconstruction have been
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described in laryngotracheal reconstruction surgeries—
not always with very promising results in milder cases
(level TI of Cotton) and those of benign origin.>*

These different therapeutic approaches have been
developed around the world with the aim of offering an
improvement in the life quality of this group of patients.

The main types of tracheobronchial substitutes that
have been used in airway transplantation are synthetic
prostheses, bioprostheses, allografis, autografts, and bio-
engineered conduits. According to a recent review by
Martinod et al.,* despite the fact that research has been
carried out in this area for more than 50 years, airway
transplantation is still one of the biggest challenges for
thoracic surgery and regenerative medicine.”

In the last decade, research using stem cells (SCs)
has attracted a great deal of attention from the academic
and scientific worlds because it shows enormous poten-
tial for modifying the concepts of traditional therapies,
with a wide impact on genetic therapy, carcinogenesis,
tissue damage, and regeneration, among others. The
identification, isolation, and differentiation of embryonic
stem cells have broadened the spectrum of potentials for
cellular therapy. Recent findings® have demonstrated
the possibility of isolating skeletal muscular cells
derived from SCs of embryoid bodies. The intramuscular
and systemic transplantation of these cells in dystrophic

Jotz et al.: The Regeneration of Thyroid Cartilage
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Development of a new nanofiber scaffold for use ()=
with stem cells in a third degree burn animal model
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: The combination of mesenchymal stem cells (MSCs) and nanotechnology to promote tissue

Accepted 10 March 2014 engineering presents a strategy for the creation of new substitutes for tissues. Aiming atthe
utilization of the scaffolds of poly-pu-lactic acid (PDLLA) associated or not with Spirulina

Keywords: biomass (PDLLA/Sp) in skin wounds, MSCs were seeded onto nanofibers produced by

Burn model electrospinning. These matrices were evaluated for morphology and fiber diameter by

Stemn cells scanning electron microscopy and their interaction with the MSCs by confocal microscopy
Electrospinning analysis. The biomaterials were implanted in mice with burn imitating skin defects forup to
Spirulina 7 days and five groups were studied for healing characteristics. The scaffolds demonstrated
fibrous and porous structures and, when implanted in the animals, they tolerated mechan-
ical stress forup to two weeks. Seven days after the induction of lesions, a similar presence
of ulceration, inflammation and fibrosis among all the treatments was observed. Mo group
showed signs of re-epithelization, keratinization or presence of hair follicles on the lesion
site. In conclusion, although there was no microscopical difference among all the groups, it
is possible that more prolonged analysis would show different results. Moreover, the
macroscopic analysis of the groups with the scaffolds showed better cicatrization in
comparison with the control group.
) 2014 Elsevier Ltd and ISBL All rights reserved.

outside world, any injury caused to it needs to be quickly and
efficiently repaired.

In burms, high temperatures dilate the blood vessels and
The skin is the largest immunologically competent organ in the liquids therein contained come out, forming bubbles.
the body. As it serves as a protective barrer of our body to the These bubbles may result in wounds vulnerable to infections.

1. Introduction

* Corresponding author at: University of Rio Grande do Sul, Av. Ipiranga n. 2752, Room 304 G, Porto Alegre 90610-000, RS, Brazil
Tel.: +55 51 3308 5275/3308 5257; fax: +55 51 3308 5437,
E-mail addresses: dani_ste@hotmail .com, danielasteffens@gmail.com (D. Steffens).
http://dx.doi.org/10.1016/j. bums.2014.03.008
0305-4179/ 2014 Elsevier Ltd and ISBI. All rights reserved.
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Biological Applications of Nanobiotechnology
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Nanotechnology is a multidisciplinary field that covers a vast and diverse array of devices derived
from engineering, physics, chemistry, and bioclogy. Nanotechnology has opened up by rapid
advances in science and technology, creating new opportunities for advances in the fields of
medicine, electronics, foods, and the environment. Nanoscale structures and materials (nanopar-
ficles, nanowires, nanofibers, nanotubes) have been explored in many biological applications
(biosensing, biclogical separation, molecular imaging, anticancer therapy) because their novel prop-
erties and functions differ drastically from their bulk counterparts. Their high volume/surface ratio,
improved solubility, and multifunctionality open many new possibilities. The cbjective of this review
is to describe the potential benefits and impacts of the nanobiotechnology in different areas.

Keywords: Biosensors, Medicine, Foods, Pathogens, Biosurfactants, Nanobiotechnology,

Toxicity.
CONTENTS of their poor functionality. Nanoparticles formulations
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A number of articles have analyzed specific sectors
of nanobiotechnology, including liposomes nanoparticles
for drug delivery, emulsions, imaging, biomaterials, food,
optical and electronics, pathogens, biosensors, and in vitro
diagnostics. Industry market reports describing companies
and their products related to nanobiotechnology have also
begun to emerge in the last several years.’ The uncer-
tain health hazard potential of nanomaterials is probably
the most significant hurdle for regulatory approval and
commercialization of nanomaterials products. The unique
physical and chemical properties of nanomaterials (small
size, increased reactivity, high surface-to-volume ratio)

1. INTRODUCTION

Nanotechnology can be defined as the science and engi-
neering involved in the design, synthesis, characterization,
and application of materials and devices whose small-
est functional organization in at least one dimension is
on the nanometer scale. This technology is opening new
therapeutic opportunities for many agents that cannot
be used effectively as conventional formulations because

*Author to whom correspondence should be addressed.
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Abstract: The sterilization of scaffolds is an essential step for
tissue engineering in vitro and, mainly, clinical biomaterial
use. However, this process can cause changes in the struc-
ture and surface of the scaffolds. Therefore, the objective of
this study was to investigate the effect of sterilization by
ethanol, ultraviolet radiation (UVR) or antimicrobial solution
(AMS) on polyllactide-co-glycolide) (PLGA) scaffolds pro-
duced by the electrospinning technique. The properties of
nanofibers and the cellular adhesion of mesenchymal stem
cells to the scaffolds were analyzed after the treatments. All
methods generated sterile scaffolds but showed some kind
of damage to the scaffolds. Ethanol and AMS caused

changes in the morphology and scaffold dimensions, which
were not observed when using the UVR method. However,
UVR caused a greater reduction in polymeric molecular
weight, which increased proportionally with exposure time of
treatment. Nanofibers sterilized with AMS for 1 h and 2 h
showed greater cellular adhesion than the other methods,
demonstrating their potential as a method for sterilizing
PLGA nanofibers. © 2013 Wiley Periodicals, Inc. J Biomed Mater
Res Part B: Appl Biomater 00B: 000-000, 2013.

Key Words: electrospinning, nanofibers, biomaterials, sterili-
zation, PLGA
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INTRODUCTION

Tissue engineering through the use of cells and scaffolds, is
proving to be a promising tool for rebuilding organs and tis-
sues.* However, success depends on the development of
biocompatible and biodegradable scaffolds, with highly spe-
cialized properties, which, when associated with cells are
able to form organized tissue.*™ Electrospinning, using high
voltages, is a most cost effective and easy method to pro-
duce nanofiber scaffolds.” The scaffolds produced by this
technique are formed by fibers with diameters which vary
from a few micrometers to 100 nm or less.” These scaffolds
have been extensively utilized for tissue engineering
because they are able to mimic the native extracellular
matrix in structure and scale” Moreover, the electrospun
scaffolds also present a raised superficial area, which favors

Correspondence to: P. Pranke (e-mail: patriciapranke@ufrgs.br)

cellular adhesion. Their construction provides a large num-
ber of interconnected pores allowing space for the exchange
of nutrients, metabolics and for the development of cellular
migration?®?

When manufacturing of scaffolds for later use in cellular
cultures is considered, sterilization becomes a crucial step
and its efficiency needs to be confirmed.'” This procedure
can cause alterations in the properties of the scaffolds, such
as mechanical resistance, degradation of profile, morphology
and structure, which in tum can create changes in the inter-
action between the scaffolds and the cells."!

This study, therefore, proposes to investigate the effects
of different sterilization methods on the properties of the
poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) nanofibers produced by
electrospinning and then to examine the cellular response

Contract grant sponsor: National Counsel of Technological and Scientific Development (CNPg) and Stemn Cell Research Institute
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Electrospun fibers are promising tissue engineering scatfolds that offer the cells an environment that
mimics the native extracellular matrix. Fibers with different characteristics can be produced by the
electrospinning technique according to the needs of the tissue to be repaired. In this review, the process
of electrospinning was examined, providing a description of the common techniques used for the
physicochemical and biological characterization of electrospun fibers. The review also discusses the
potential applications of electrospun scaffolds for tissue engineering, based on scientific literature.

Introduction

Failure of organ and/or tissue function asaresult of injury, disease or
aging has a high impact on quality of life and also incurs a large
social and economic cost. Current treatments vary with the organ
affected, but all of them have their limitations [1]. Frequently, organ
transplantation is the indicated thempy for these clinical cases;
however, there are several disadvantages in using autologous or
allogenic grafts, including shortage of appropriate donor organs,
risk of disease transmission and immune rejection [2]. Tissue engi-
neering (TE) is an exciting area that involves engineering and
biological knowledge to create or restore tissue and organs. It utilizes
three basic tools: cells, biomaterials and biomolecules. Electrospin-
ning (ES) isa simple and versatile technique that produces scaffolds
formed by nano- and micro-fibers, which offer a favorable micro-
environment for cellular development by mimicking the native
extracellular matrix [3]. The aim of this review paper is to describe
the production of electrospun scaffolds and examine the most
commonly used techniques for their physicochemical and biologi-
cal characterizations. It also discusses the main biomedical applica-
tons of electrospun fibers and the cell sources used in TE.

The electrospinning process
From the techniques used to construct biomaterials to be culti-
vated with cells, ES is the most widely studied and it has also

Coresponding author: Pranke, P (patriciapranke @ufrgs br)
*These authors contributed equally to this paper.

been demonstrated as giving the most promising results in
terms of TE applications. The first recorded citation detailing
the application of high electrical potentials to generate aerosols
from drops of fluids was in 1745; but not until 1929 was the
application of an electrical field to produce artificial silk
described. Until the 1990s, there was no commercial interest
in this technique, although advances and patents in the field
were achieved [4]. A search in February 2014 for the keyword
‘electrospinning’ in PubMed showed an increased interest for
this technique after 2000.

The electrospinning process works by the electrostatic principle.
As can be seen in Fig. 1, the machine is basically composed of a
syringe with a nozzle, a counter electrode (normally a metal plate),
a source of electrical field and a pump. The solution to be electro-
spun is applied to the system via the nozzle of the syringe and is
pulsed by the pump. It is then subjected to a difference in an
electrical voltage present between the nozzle and the counter
electrode. This electrical voltage generated by the source causes
a cone-shaped deformation of the drop of polymer solution. The
solvent in the solution ewvaporates on its way to the counter
electrode and, at the end of the process, solid continuous filaments
are yielded [5]. It is important to note that the gravitational forces
donot interfere in the process because the acceleration of the fiber
formation is up to 600 m/s*, which is close to two orders of
magnitude greater than the acceleration of gravitational forces.
Because of this, it is possible to form fibers from top-down, bottom-
up or other types of arrangements [6].

1359-5M6/06/5 - see front matter © 2014 Bsevier Ltd All rights reserved. hittpe//ds doiong/1 0016/ dredis 201403024
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Abstract : The surface of Poly(sulfone) (PSU) and Polyurethane (PL) films were treated with ultraviolet (UV) light
in the presence of oxy gen to improve their wettability, adhesion and cell spreading properties. XPS and WCA resulis
illustrated the effective conversion of the PSU and PU surfaces from hydrophobic to hydrophilic with grafting of
new oxidized functional groups during the photochemical treatments. Treated films showed a larger number of
adhered cells compared to the untreated films and that number of adhered cells was comparable to the number of
adhered cells in the control group. The results showed that the cell response does not only depend on the hydrophi-
licity but on the chemical surface alterations which occur as a result o f U V-assisted treatment in the presence of oxy-
gen. Better cell adhesion, spreading and growing on the PSU and PU substrates modified by the present UV
methodology confirmed the biocompatibility of the treated surfaces.

Key words: poly(sulfone), polwarethane, UV surface functionalization, tissue engineering, cell spreading and adhesion

1. Introduction

The relationship between the surface chemistry of materials
and resulting cellular response is of great importance for
biomedical materials, regenerative medicine, fissue engineering
and biosensors. As the surface of the biomaterial is what first
comes into contact with the body when the biomaterial is used as
amedical device, the initial response of the living body to the
biomaterial must depend on its surface properties.'” This is of
particular importance, for example, for a medical implant,
which has to be fully compatible with the surroundings at the
point of application.

A variety of materials have been used for replacement and
repair of damaged or traumatized tissue.’ These materials
include metals, ceramics, polymers (natural and synthetic) and
their combinations. The lack of degradability in a biological
environment and their limited powers of processing are the two
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dani_stef@hotmail.com (Daniela Steffens)

major disadvantages of metals and ceramics for tissue
engineering applications. In contrast, polymers are very
attractive because they have great design flexibility in composi-
tion and structure totailor specific needs. Additionally, they have,
in many cases biodegradability properties that can be imparted
into polymers through molecular design. Some polymers
contain chemical bonds which undergo hydrolysis upon
exposure to the body’s aqueous environment and there are
others which can degrade by cellular or enzymatic means. A
principal drawback of many natural and synthetic polymers is
their natural surface hydrophobicity, which limits their use in
tissue engineering. This important remaining problem causes
inadequate interaction between polymers and cells, leading
in vivo foreign body reactions, such as inflammation,
infections, aseptic loosening, local tissue waste and implant
encapsulation, as well as thrombosis and embolization.

In order to enhance the biocompatbility and in particular the
bio-functionality of materials used for tissue engineering,
increasing use is being made of surface modification
techniques. Many techniques have been developed and used to
modify the surfaces of many different polymers. Corona-
discharge", plasma treatment”, plasma polymerization”,
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