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Resumo

Atualmente, milhares de cirurgias sdo realizadas diariamente e, embora os avangos da
ciéncia e tecnologia tenham permitido uma melhoria na qualidade da cirurgia e na
recuperacao dos doentes, os erros médicos continuam a ser um fator critico que deve ser
tido em consideragdo. Um dos erros médicos mais comuns e que pode ter consequéncias
prejudiciais na vida de um doente ¢ a retengdo de materiais cirurgicos, por exemplo gazes,
no interior do corpo. Desta forma, este trabalho tem como objetivo explorar uma solucao
para esta problematica, com base na avaliagao do impacto da impregnacao de gazes com
solucdes bioativas. Para tal, foram testados dois tipos de gaze, nomeadamente tecido (T)
e tecido ndo tecido (TNT), que foram posteriormente impregnadas com diferentes
compostos bioativos, mais concretamente, quitosano ¢ NaturALL, uma alternativa aos
quimicos convencionais desenvolvida pela start-up biotecnoldgica Tech4MED. Neste
ambito foram realizados ensaio de contacto direto e de lixiviados, antes e ap6s submissao
das gazes a um processo de envelhecimento. Para este estudo foram utilizadas duas
linhagens celulares, nomeadamente, fibroblastos (BJ), células comumente encontradas na
pele, e células do colon (HCT-15). Deste modo, o objetivo desta tese ¢ analisar a
citotoxicidade de diferentes gazes com linhas celulares representativas de oOrgaos
especificos, como sdo os casos da pele e do intestino, tendo em conta 0 meio em que
estardo inseridos, tanto em situacdo controlo (meio basal neutro, pH=7.21) como em
situacdo de inflamagdo aguda ou mesmo cronica (meio acido, pH=6.04). Desta forma,
antes da submissdo ao processo de envelhecimento acelerado, verificou-se como a
impregnacdo com NaturALL e com quitosano resultavam num aumento de viabilidade
celular face ao controlo, sendo em determinadas condi¢des superior a 70%, tendo sido
desta forma obtida uma gaze biocompativel. Em particular, ap6s submissao ao processo
de envelhecimento tanto nos ensaios de contacto direto como nos ensaios de lixiviados a
solucdo de NaturALL permitiu a obtengao de resultados promissores. Particularmente na
situacdo de inflamacao crénica por contato direto, o NaturALL resultou num aumento da
viabilidade celular acima do valor aceitavel para que um produto médico seja considerado
citocompativel, 70 % de viabilidade celular. Desta forma, foi colocada a hipotese de o
NaturALL ser um aditivo com a capacidade de melhorar a interacdo entre material e
células, nomeadamente na capacidade proliferativa das células. Isto foi verificado tanto
para a linhagem celular BJ como HCT-15. Em suma, conclui-se que a impregnacao de
gazes tanto de tecido como de tecido ndo tecido (compressas) com NaturALL permite a
obten¢ao de um téxtil médico com maior biocompatibilidade. Apesar desta solu¢do ndo
evitar o esquecimento de objetos cirurgicos no interior do corpo humano, os resultados
obtidos no ambito deste projeto de tese apresentam relevancia. Neste projeto, foi
desenvolvida uma alternativa as gazes tradicionais com o intuito de diminuir as eventuais
consequéncias do esquecimento de uma gaze no interior do corpo humano.
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Abstract

Nowadays, thousands of surgeries are performed daily and, although advances in science
and technology have led to an improvement in the quality of surgery and patient recovery,
medical errors remain a critical factor that must be taken into account. One of the most
common medical errors that can have damaging consequences for a patient's life is the
retention of surgical materials, such as gauze, inside the patient’s body. The aim of the
following work is to explore a solution to this problem, based on the evaluation of the
impact of impregnating gauze with bioactive solutions. To this end, two types of gauze
were tested, namely woven (W) and non-woven (NW), which were then impregnated
with different bioactive compounds, specifically chitosan and NaturALL, an alternative
to conventional chemicals developed by the biotechnology start-up Tech4MED. In this
context, direct contact and leachate tests were carried out before and after subjecting the
gauzes to an ageing process. For this study, two cell lines were used, namely fibroblasts
(BJ), cells commonly found in the skin and other body parts, and colon cells (HCT-15).
Thus, the aim of this thesis is to evaluate the cytotoxicity level of different gauzes and
impregnation techniques on representative cell lines, considering the environment in
which they will be inserted, both in a control situation (basal neutral environment,
pH=7.21) and in a situation of acute and chronic inflammation (acidic environment,
pH=6.04). Hereby, before being subjected to the ageing process, it was verified that
impregnation with NaturALL and chitosan resulted in an increase in cell viability
compared to the control, higher than 70 % under certain conditions, thus obtaining a
biocompatible gauze. After being subjected to the ageing process in both the direct contact
and leachate tests, the NaturALL solution produced promising results. Particularly in the
case of chronic inflammation (direct contact), NaturALL resulted in an increase in cell
viability above the acceptable value for a medical product to be characterized as
cytocompatible, namely 70 % cell viability. NaturALL addition was therefore
hypothesised to have the capacity to improve the interaction between material and cell
proliferation. This capacity was verified for both the BJ and HCT-15 cell lines. In short,
it can be concluded that the impregnation of woven and non-woven gauze (compresses)
with NaturALL results in the production of a biocompatible medical textile. Although this
does not eliminate the occurrence of retained surgical objects inside the human body, the
produced results in this thesis project can be relevant. In this way, an alternative to
traditional gauze was developed with the aim of reducing the possible consequences of
retaining a gauze inside the human body.

Keywords: accelerated aging; cytocompatibility; gauze; NaturALL
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1. Introducio

1.1.Descricio do problema
O esquecimento de gazes cirargicas no interior do corpo de um doente € um cenario mais
recorrente do que o imaginado, sendo registado em pelo menos cada 1 de 5500 cirurgias
que ocorrem em unidades de saude nos Estados Unidos da América. Naturalmente,
cirurgias classificadas como mais complicadas, prolongadas ou de emergéncia tém maior
probabilidade de resultar num esquecimento da remoc¢ao destes materiais por parte da
equipa médica (Susmallian et al., 2016). Apesar de se poder estender a outro tipo de
objetos, a reten¢ao de corpos estranhos no interior de cavidades intracorporais ¢ muitas
vezes definida como textiloma, ja4 que estes sd0 maioritariamente compressas, gazes €
outros materiais téxteis relacionados. Particularmente, avaliando a incidéncia de retengao
de objetos cirurgicos por localizacdo anatomica, observa-se que a taxa mais elevada deste
erro médico ocorre na cirurgia abdominal (Steelman et al., 2018). A titulo de exemplo, a
incidéncia de textilomas em cirurgias abdominais ¢ estimada entre 1/1000 a 1/1500
cirurgias. Como consequéncia, a ocorréncia da reten¢do de objetos cirtrgicos no corpo
humano pode resultar numa reentrada no bloco operatério ou num prolongamento da
estadia hospitalar, e, em caso de esquecimento mais prolongado, em obstru¢do intestinal,
perfuracdo visceral, infe¢do ou mesmo septicémia, podendo em casos de maior risco

resultar na morte (Gawande et al., 2003; Lincourt et al., 2007).

A retencdo de objetos cirtrgicos pode ser classificada de acordo com variados fatores
incluindo tipo de instrumento e localizagdo anatémica. No caso particular das gazes
cirurgicas, estas representam os objetos mais comummente retidos no corpo humano,
seguido por agulhas, forceps e retratores (instrumentos cirurgicos metdlicos) (Steelman
et al., 2018). Dentro da classe gazes cirirgicas, observou-se ainda que 52.2% dos casos
em estudo se tratava de gazes de algodao/ gazes de laparotomia, 34.0% gazes com

tamanho padrao e 6.9% toalhas cirirgicas (Cima et al., 2008; Steelman et al., 2018).

Quando o objeto retido no corpo ¢ feito de algodao, nomeadamente as gazes de algodao,
o textiloma também pode ser denominado como gossipiboma (Kucukyuruk et al., 2010;
Williams et al., 1978). A palavra gossipiboma deriva de "gossypium", que em latim
significa algodao, e "boma", que em Suaili significa uma massa escondida apods a cirurgia

(Alsuhaimi et al., 2023; Susmallian et al., 2016). Textilomas e gossipibomas estdo



relacionados e apesar de poderem passar despercebidos durante anos, a sua existéncia

pode ser letal para o ser humano.

No entanto, apesar dos alertas que t€ém vindo a surgir, o nimero destas ocorréncias tem
vindo a aumentar, como reporta um artigo do The Guardian. Neste artigo ¢ reportado que
em Inglaterra foi registado um recorde de 291 casos relativos ao esquecimento de objetos
cirtrgicos no interior do corpo dos doentes entre 2021 e 2022. O artigo enfatiza que este
numero tem vindo a crescer gradualmente desde 2003 e 2004, quando se verificaram 138
fenomenos, estimando-se a duplicacdo do numero de casos num espaco de 20 anos
(Gregory, 2023). Assim, com o nimero de casos de esquecimento de objetos cirtirgicos
em crescimento ao longo das duas ultimas décadas, diferentes relatdrios tém vindo a
publico, evidenciando a importancia de tornar este tema um alvo de estudo, abordando
questdoes como dados do doente, manifestagcdes clinicas e consequéncias da ma-pratica

em questao, como demonstrado na Tabela 1.1.



Tabela 1. 1 Caso de Estudo sobre materiais cirurgicos retidos entre 2014 ¢ 2020

Ano  Dados do doente Manifestacoes

Consequéncias Ilustracao (se aplicavel)

Referéncia

2014  Mulher de 43 anos, A doente foi submetida a

submetida a duas uma ressonancia magnética

cesarianas em 1991 e devido a dores abdominais

1995 e outras continuas. Posteriormente,
laparotomias. foi admitida no
Departamento de
Ginecologia devido a
inflamacgao pélvica

recorrente € a uma suspeita
de agulha cirargica retida

na zona pélvica.

No pos-operatério, a doente
desenvolveu uma trombose
venosa na veia iliaca externa e
comum esquerda, uma vez que
apenas uma agulha de duas tinha
sido removida.

Somente ap6s duas intervengoes
cirurgicas (2015 € 2016) € que
removeu os objetos retidos,

nomeadamente, as agulhas e uma

gaze.

Gavri¢ Lovrec et

al., 2018




2014

Mulher de 30 anos,
submetida a uma
esterilizacao

laparoscépica ha 7
anos € a uma
recanalizagdo ha um

ano.

Recorreu ao servigo de
urgéncias devido a uma dor
abdominal progressiva. A
dor foi descrita como
coOlica, com duracdo de
cerca de 4-5 minutos e 2-3
episodios/dia, parcialmente
aliviada por analgésicos.
Vérios  episodios  de
vomitos graves
acompanhados de
obstipagdo  durante o

mesmo periodo.

Foi submetida a uma laparotomia
exploradora por suspeita de
obstrucao adesiva do intestino
delgado. Durante a cirurgia, foi
retirada uma esponja cirurgica
intraluminal do intestino delgado

distal.

Patial et al.,
2018




2019

Mulher de 65 anos,
autébnoma, com
adenocarcinoma
mucocelular gastrico
operada em 1999 e
posteriormente
submetida a

quimioterapia

Admitida no servigo de
urgéncia com um historial
de dor intensa e edema do
membro inferior direito.
Apresentava sintomas de
anorexia, perda de peso
suores noturnos, febre e

dores abdominais.

O doente apresentava uma infecao r 1

localizada, onde se encontrava a
gaze esquecida da cirurgia que fez
ha mais de 20 anos.

Doente submetida a ressec¢ao
cirurgica com colectomia
segmentar e tratada com

antibioticos.

Nabais et al.,
2022




2019

Homem de 87 anos,
apresentou um alto
na anca do lado
direito que aumentara
nos ultimos 3 meses.
Face ao historial
médico  verifica-se
que foi submetido a
uma cirurgia de fusao
das vértebras
cervicais C3 e C4,
aproximadamente 45
anos antes, durante a
qual foi colhido um
enxerto 60sseo da

crista iliaca direita.

Uma semana apoés a fusdo,
o doente reportou dor,
hemorragia e drenagem
purulenta do local do
enxerto. Foi tratado com
antibidticos em
ambulatdrio e permaneceu
assintomatico até notar

uma massa na anca.

O doente teve de ser submetido a
cirurgia, sendo que o exame
anatomopatoldgico revelou tecido
mole em reacao de corpo estranho
e hemorragia, bem como pedagos
de material de esponja com fios

radiopacos amarelos.

Koek, 2020




2020

Uma mulher de 30

anos, sem
antecedentes
meédicos, foi

submetida a uma

cesariana ha 2 meses.

A doente apresentou-se no
servigo de urgéncia com
queixas de dores
abdominais continuas na
regido umbilical que ja

faziam 2 dias.

Foi realizada adesidlise para
remocdo do granuloma, com
resseccdo € anastomose de um
pequeno segmento do ileo. O
conteido do granuloma era uma
grande toalha cirtrgica abdominal
proveniente de cirurgia prévia do

doente.

Alsuhaimi et al.,
2023




Analisada a pandplia de exemplos apresentados e sabendo que a probabilidade de
eliminar estes erros clinicos ¢ escassa, ¢ necessario encontrar alternativas para diminuir a
seriedade das consequéncias que advém da retencdo de um objeto cirtrgico,
nomeadamente das gazes cirargicas. Uma solug@o para este problema tera como base a
melhoria das caracteristicas dos materiais cirirgicos para que as reacdes adversas sejam

minimizadas € menos agressivas.

As gazes cirargicas podem ser constituidas por materiais de origem petroquimica (por ex.
poliéster) ou naturais (por ex. algoddo). Por serem as que maior numero de eventos de
esquecimento intracorporal registam globalmente, foi o caso de estudo selecionado.
Assim, no ambito deste projeto de mestrado estudar-se-4 a toxicidade para células
humanas, apos contacto com gazes de diferentes tipos, usualmente aplicadas em ambiente
cirargico. Simultaneamente, serdo testados acabamentos (revestimentos) téxteis nas gazes
em estudos com biomateriais, e investigados os seus efeitos na citotoxicidade resultante
do contacto com as células humanas. Pretende-se assim perceber se € possivel minimizar
0 impacto citotoxico resultante do esquecimento das gazes cirirgicas dentro do corpo

humano.

1.2. Estado da arte: A importancia da induastria téxtil na area
biomédica

A industria téxtil desempenha um papel de extrema importdncia em diversas areas e
contextos, tanto sociais como econdmicos, com a producdo de produtos téxteis para
utiliza¢do nao s6 no quotidiano como em situacdes de cariz profissional, desportivo e até
médico, nomeadamente no fornecimento de equipamentos como, por exemplo, materiais
implantaveis, produtos de higiene e de cuidados de saude, ou materiais ndo implantaveis
(Tabela 1.2) (Qin, 2016).

Os texteis médicos constituem uma interface entre as disciplinas técnicas e as ciéncias da
vida. Por um lado, o aspeto técnico abrange areas como engenharia téxtil, a quimica dos
materiais, o controlo dos processos, os ensaios e a certificacdo, sendo estas essenciais
para a producdo de téxteis médicos de elevada qualidade. Por outro lado, os téxteis

médicos comprometem também as ciéncias da vida, nomeadamente a medicina e a



microbiologia, que sdo cruciais para desenvolvimento e melhoria da funcionalidade
destes produtos (Qin, 2016).

Por téxteis médicos entende-se produtos e/ou estruturas a base de fibras utilizados no
campo da biomédica, sendo que tem como fim tanto o tratamento de uma lesdo, como a
oferta de condi¢des adequadas para o tratamento clinico de uma ferida e/ou doenca. Existe
uma grande oferta de téxteis médicos, sendo que estes abrangem desde produtos
descartaveis de grande volume, como por exemplo fraldas de beb¢, higiene feminina e
incontinéncia de adultos, até produtos téxteis extremamente especializados e de elevado
valor, que podem ser aplicados na filtragem de sangue, suturas cirargicas, proteses e, mais
recentemente, scaffolds para o crescimento de novos tecidos biologicos (Qin, 2016). Os
materiais a base de téxteis sdo utilizados numa variedade de aplicagcdes médicas, incluindo
batas cirargicas de protecdo, produtos de higiene (como pensos higiénicos e fraldas para
bebés), tecidos de compressao, pensos de compressao para feridas, pensos para feridas,

suturas, dispositivos extracorporais e materiais prostéticos (ver Tabela 1.2).

Tabela 1. 2 Categorias de téxteis médicos

Categoria Produto Tipo de fibra
Bata cirtrgica Algodao, poliéster,
polipropileno
Produtos de cuidados de : :
Toalhetes Raiom viscose
saude e higiene
Mascaras Raiom viscose, vidro,
poliéster
Suturas Colagénio, poliéster,

polipropileno, poliamida

. . Implantes ortopédicos Silicone, polietileno,
Produtos implantaveis )
ceramica, carbono

Implantes vasculares Poliéster,

Politetrafluoroetileno

Pensos simples e elasticos  Algodao, viscose,
poliamida, fibra
Produtos nao .
elastomérica
implantaveis - -
Gesso Viscose, poliéster,
polipropileno




Gaze Algodao, viscose,

polipropileno, poliéster

Em suma, a industria téxtil médica € essencial para o cuidado e bem-estar do doente
durante o tratamento de qualquer tipo de patologia e/ou questao médica, sendo também
essencial no quotidiano do ser humano para questdes mais mundanas. A industria téxtil
caracteriza-se como uma rede complexa, sendo que o processo de producao de um
material té€xtil médico requer variados fatores, que irdo ser discutidos

pormenorizadamente no ponto seguinte (1.3. Materiais téxteis médicos).

1.3.Materiais téxteis médicos

1.3.1. Propriedades dos materiais téxteis

Os materiais téxteis/ poliméricos, em geral, tém inimeras e distintas propriedades que as
tornam adequadas para fins médicos, tais como resisténcia, extensibilidade, flexibilidade,
permeabilidade ao ar que permite as trocas gasosas, disponibilidade de produzir em
estruturas tridimensionais, variagdo do comprimento das fibras, forma da sec¢do
transversal, taxa de absor¢do variavel, entre outras. Ainda assim, e como cada caso ¢ um
caso, dependendo do local e tipo de aplicagdo, sdo necessarias propriedades e requisitos
especificos para cada um. Por conseguinte, ¢ vital melhorar as qualidades de um produto
com base na sua utilizacao/aplicacdo prevista (Rohani Shirvan & Nouri, 2020). Estes
materiais também podem possuir biofuncionalidades, tais como propriedades mecanicas
e fisicas que lhes permitem a capacidade de libertar agentes ativos ou medicagdo. Outras
caracteristicas essenciais a aplicacdo destes materiais na biomédica, nomeadamente em
meios intracorporais sdo a pureza das matérias-primas, a estabilidade do material quando
em contacto com o doente, a esterilidade, a existéncia de uma barreira contra
microrganismos/impurezas, a capacidade de absorver fluidos sem causar irritagao e a facil
remogao sem causar dor (Bartels et al., 2011; Gad, 2023).

A produgao de téxteis médicos pode diferir da utilizada para dos téxteis convencionais,
sendo que para ambos os contextos podem ser utilizados os mesmos polimeros, diferindo,
no entanto, na tipologia de processamento, no grau de pureza, na combinagdo com
solventes (nos téxteis médicos devem ser menos agressivos) ou na tipologia de

tratamento/ acabamento. Mais do que para qualquer outra aplicacdo, os materiais téxteis



médicos ndo devem ser compostos por elementos toxicos ou passiveis de provocar
reacdes alergénicas, devem ter capacidade de esterilizagdo, boas propriedades mecanicas
e especificas para a sua particular aplicagdo, durabilidade e biocompatibilidade. E de
notar que a esterilidade ¢ um requisito essencial para os produtos téxteis médicos,
obrigando a que os polimeros suportem as condi¢des fisicas e quimicas mais adversas que
se verificam no processo € no tempo de esterilizacdo (Qin, 2016). Nao obstante, o
processo de esterilizagdo pode ser realizado de formas distintas, sendo estudado para cada

caso, o melhor método de esterilizagao.

1.3.2. Constituintes dos materiais téxteis
Nos materiais téxteis, as fibras sao o principal constituinte nos elementos estruturais. De
uma forma geral, os constituintes dos materiais té€xteis médicos incluem fibras, fios,
tecidos e variados tipos de compositos, que apds processamento, originam os diferentes
produtos téxteis médicos existentes. Desta forma, o constituinte base dos produtos téxteis
médicos sao os polimeros, que através de um processo de fabrico sao transformados em
fibras. A Figura 1.1 ilustra o processo de transformacao de um material téxtil desde o seu

produto base até ao produto final.



Polimero

y

Tecido

Tricotado

Trangado Nao Tecido

Material téxtil

Empacotamento e esterilizagdo

Material téxtil médico

Figura 1. 1 Processo de Transformagdo de um material téxtil médico (Qin, 2016)

Dependendo da finalidade de aplicagdo, os principais requisitos dos téxteis médicos
incluem também absorc¢ao, flexibilidade, suavidade, biocompatibilidade, bioestabilidade
e/ou biodegradabilidade. Com o intuito de cumprir estes requisitos, sdo utilizados os

polimeros adequados para posterior transformacdo em fibras e téxteis, cujas estruturas

satisfacam as necessidades do consumidor final (Qin, 2016).

Os materiais utilizados no fabrico téxtil podem ser distinguidos como organicos e
inorganicos e destes, como tecidos naturais ou sintéticos. O polimero natural mais
utilizado ¢ o algodao, e os sintéticos incluem o poliéster, poliamida, polipropileno, viscose

e politetrafluorotileno (Bartels et al., 2011). Na seguinte tabela serdo apresentadas as

diferencas entre as fibras incluindo as suas origens:



Tabela 1. 3 Constituintes dos materiais téxteis médicos (Bartels et al., 2011)

Origem Exemplos de fibras que

podem ser originadas

Fibras Plantas (fibras vegetais) Linho
naturais Algodao
(isoladas da Animais Cabelo, pélo
natureza) Seda
La
Fibras Polimeros naturais Alginato
fabricadas Acido poliglicolico
Acido polilatico
Viscose
Polimeros sintéticos Elastina
Poliamida
Poliéster
Polipropileno
Politetrafluoretileno
De origem inorganica Carbono

Metal (ouro e prata)

1.3.2.1. Fibras sintéticas versus fibras naturais

Os materiais téxteis podem ser produzidos a partir de diversas fontes, variando das fibras

de origem sintética as de origem natural.

As fibras sintéticas sdo obtidas através da sintese de materiais, os quais podem ser de
origem nao renovavel, envolvendo na sua produgdo processos quimicos. Exemplos de
fibras sintéticas incluem poliéster, viscose, carbono, poliamida e polipropileno. (Parvin

et al., 2020).

As fibras naturais, por outro lado, sdo obtidas a partir de fontes vegetais, animais e
minerais (Kiling et al., 2017). As fibras de origem animal originam do pelo de mamiferos
ou invertebrados, como sao os casos do bicho-da-seda ou aranhas. Entre as fibras de

origem animal destacam-se as fibras de seda, 1a e algodao, que se caracterizam como
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fibras aparentemente muito distintas (Houck & Siegel, 2015; Kiling et al., 2017). Diversos
estudos tém vindo a demonstrar que a seda fabricada através de processos como nao
tecelagem e electrospinning pode ser utilizada para a produgdo de gazes para feridas
(Altman et al., 2003; Omollo Oduor et al., 2021). Por sua vez, a fibra de 12 pode ser
utilizada em téxteis médicos com intuito de proteger a pele dos impactos da pressao, da
fric¢do e da humidade, oferecendo uma excelente prote¢do (Singha et al., 2022). Por outro
lado, as fibras vegetais apresentam, por norma, estruturas alongadas e de seccdo
transversal arredondada (Kiling et al., 2017; McNeil et al., 1984). Exemplos de fibras
vegetais incluem o algodao, linho e fibra de casca (por exemplo, coco). Entre estas, o
algodao destaca-se devido as suas numerosas propriedades favoraveis, nomeadamente o
aspeto natural, a transferéncia de calor, o conforto de utilizacdo, a absor¢ao de humidade,
o estatuto de produto renovavel e o baixo custo (Zamora-Mendoza et al., 2022).
Comumente, a celulose, macromolécula que constitui a fibra de algodao, por ser um
polimero de origem natural com caracteristicas como biocompatibilidade e elevada
abundancia, ¢ utilizada para a produ¢do dos mais variados té€xteis médicos aplicados no
tratamento de feridas (Gustaite et al., 2015; Salah et al., 2019). A gaze de algodao ¢ a base
de fibras celuldsicas, sendo que apresenta varias aplicagdes clinicas, nomeadamente o
tratamento de feridas cirurgicas, queimaduras, feridas crénicas e/ou provenientes de
consequéncias de patologias como diabetes (Lumbreras-Aguayo et al., 2019). As gazes
em algodao apresentam iniimeras caracteristicas que salientam a sua adequabilidade para
a aplicacdo em feridas. Estas caracteristicas incluem propriedades mecanicas adequadas,
capacidade de oferecer um equilibrio hidrico face a humidade existente na superficie da
ferida, e a capacidade de criar um ambiente propicio a ocorréncia de trocas gasosas. Além
destas, inumeros estudos comprovaram que os materiais de base celuldsica se
caracterizam como ndo toxicos, hemostaticos, ndo alérgicos, biocompativeis e

biodegradaveis (He et al., 2017; Salah et al., 2019).

A tabela seguinte apresenta um quadro-resumo com as vantagens e desvantagens dos

diferentes tipos de fibra.
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Tabela 1. 4 Vantagens e desvantagens dos diferentes tipos de fibra

Origem Tipo de Fibra Vantagem Desvantagem
Animal Seda Excelentes propriedades Questdes de
mecanicas biocompatibilidade
Altman et al., devido a sericina
2003 De facil modificacao
quimica para Possivel formagao de
melhoramento da matriz granulomas
Baixas taxas de Possivel resposta
degradagdo in vitro e in alérgica devido a
Vivo fibroina aquando
exposicao
La Excelente flexibilidade Fraca elasticidade
Allafi et al.,
2022 Capacidade de retengdo/  Elevado custo de
controlo de humidade producao
Biodegradabilidade Sensibilidade quimica
Vegetal Algodao Baixa massa volimica Elevada absor¢ao de
humidade
Zamora- Biodegradabilidade
Mendoza et al., Baixa estabilidade
2022 Abundancia térmica
Mecanismos
antimicrobianos
intrinsecos
Sintéticas  Poliéster Elevada durabilidade Custos de produgao
elevados
Viscose Elevada estabilidade
térmica, elasticidade e Maior frequéncia de
Zamora- durabilidade reagOes adversas €
Mendoza et al., reacgoes alérgicas
2022

1.3.3. Materiais téxteis médicos: Gazes cirurgicas

Uma gaze define-se como um tecido fino e leve, normalmente poroso, utilizado para
producao de vestuario, para curativos e outros procedimentos médicos e para separar
solidos de liquidos (Cambridge Dictionary, 2023). Por sua vez, gaze cirtrgica define-se
como um penso feito normalmente de algodao, utilizado especificamente para incisdes
efetuadas durante uma cirurgia (Collins Dictionary, 2023). Uma gaze ¢ selecionada com

base no tipo, profundidade, localizagdo e extensao da ferida, na quantidade de secregao,
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possibilidade de infe¢do e aderéncia da ferida. A gaze cirurgica absorve uma grande parte
da humidade contida na ferida, contribuindo para uma melhoria no processo de
cicatrizacdo e numa diminui¢ao da dor ao separar o penso, por exemplo (Rezvani Ghomi

etal., 2019).

Os principais objetivos da utilizagdo de gazes cirargicas incluem:

1) proporcionar uma barreira fisica protetora temporaria;
2) absorver a drenagem da ferida;
3) proporcionar a humidade necessaria para otimizar a restruturacdo do epitélio

(Obagi et al., 2019).

A aplicabilidade de gazes cirurgicas ¢ extensa e variada, podendo atuar desde a promogao
da cicatrizacdo até ao suporte na drenagem e reducdo da perda de calor. Algumas das
aplicagdes dos pensos de gaze para feridas incluem a utilizagdo como pensos secundarios,
para limpeza de feridas, para cuidados de higiene local de feridas cirirgicas ou nao
cirargicas, para promocdo de homeostasia e até como ligaduras. Como mencionado
anteriormente, a aplicabilidade das gazes cirirgicas ¢ vasta, sendo que exemplos de

aplicagdo se encontram resumidos no seguinte esquema (Figura 1.2) (AK, 2019).

Proporcionar um

ambiente himido

controlado para a
cicatrizagdo da

Evitar a maceracao,
permitindo a Promover Protecao da ferida
evaporacao e/ou a homeostase de danos adicionais

ferida absor¢do

Fornecer
Controlo do Promogao da compressao,
crescimento autolise e promovendo a
microbiano cicatrizagao hemostasia e
reduzindo o edema

Redugao da perda de
calor

Redugao de dor, Melhorar o aspeto
aumentando o Reducdo do odor p
do local da ferida

conforto do paciente

Fornecer suporte ao
local da ferida

Figura 1. 2 Aplicabilidade das gazes cirurgicas.
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Uma gaze deve ter as seguintes propriedades de forma a otimizar a sua funcionalidade:

Controlar a humidade a volta da ferida;

Aumentar a migragao epidérmica;

Permitir a troca de gases entre o tecido ferido e o ambiente;

Eliminar o excesso de exsudados;

Proteger a ferida de infe¢des e crescimento anormal de microrganismos;
Diminuir a necrose da superficie da ferida;

Nao deve ser aderente a ferida, podendo ser facilmente mudado e removido;

Aliviar a dor da ferida;

AN N NN Y U N NN

Boa relagdo custo-eficiéncia (Dhivya et al., 2015; Rezvani Ghomi et al., 2019).

O seguinte esquema sumariza as propriedades que uma gaze cirargica deve ter (Figura

1.3.) (Sood et al., 2014).

moldavel e

adaptavel a nao

diferentes alergénico
formas

barreira
contra micro- nao toxico
organismos

de uma gaze
cirargica

facil bio-
utilizag@o compativel

resisténcia
mecanica degradavel

Figura 1. 3 - Propriedades de uma gaze cirirgica

Face aos tipos de gazes existentes, verifica-se que a gama disponivel ¢ também vasta e
variada, sendo que inclui exemplos como pensos de gaze e/ou gazes em rolo, entre outros,
caracterizados pela sua elevada capacidade de absorcao. As gazes sdo um material versatil

que pode ser aplicado sozinho ou combinado com outras substancias bioativas.
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Dentro das classificagcdes existentes, as gazes podem ser distinguidas em dois tipos
principais de gaze, que sio, a gaze de tecido e a gaze de nio tecido. E importante salientar
que as caracteristicas fisicas de ambos os tipos de gazes sdo semelhantes, sendo que a
variabilidade de caracteristicas se deve as fibras utilizadas para a sua producao (1.3.2.1.
Fibras sintéticas versus Fibras naturais). Cada gaze tem as suas particularidades e
instrugdes de aplicacdo. A gaze de tecido pode ser classificada como fina e macia ou muito
solta e grossa (como um pano de algodao) dependendo da contagem de fios utilizados na
sua producao (Morgan, 2017). De notar, que a gaze de tecido ndo deve ser cortada caso
seja utilizada como penso primario (um penso aplicado diretamente numa ferida), uma
vez que pode ocorrer a libertagdo de fibras que podem ficar presas na ferida e impedir
e/ou comprometer a cicatrizagdo. Por sua vez, a gaze ndo tecido é produzida de fibras
prensadas, tornando-a, consequentemente, mais absorvente do que as gazes em tecido e
menos suscetivel a libertacao de fiapos.

Outra classificacdo de tipologia de gazes refere-se a sua esterilidade, sendo que estas
podem estar disponiveis em embalagens esterilizadas e ndo esterilizadas. No entanto, ¢é
de notar que apenas a gaze esterilizada ¢ adequada para utilizacdo como penso primario
(Simply Medical, 2021) ou aplicacdo intracorporal. A esterilidade da gaze ajuda a
prevenir o transporte e proliferacao de possiveis patogénicos do material para o ambiente
intracorporal.

Adicionalmente, os tipos de gazes podem ser distintos com base no seu formato, sendo
que existem duas tipologias principais, nomeadamente as gazes enroladas e as moldadas.
A gaze enrolada caracteriza-se como uma longa tira de gaze enrolada num cilindro
comodo, tornando a sua aplicacdo intuitiva e facil. Além disto, a gaze enrolada € por
norma de tecido (algodao) e ndo ¢ elastica, o que a torna mais adequada para a utilizacdo
em partes rigidas do corpo, como, por exemplo, bragos, pernas e/ou pulsos. Outras
caracteristicas deste tipo de gaze incluem a auséncia de qualquer tipo de gordura na sua
composi¢do e a boa permeabilidade ao ar, permitindo uma boa respirabilidade e conforto
e a uma menor acumulacdo de suor, evitando consequentemente possiveis infecdes. De
notar, que estas gazes contém uma elevada capacidade de absor¢do, sendo por
consequéncia frequentemente aplicadas para a limpeza e/ou absor¢do de sangue e/ou
outros liquidos intra- e extracorporais (Olivia, 2023; Winner Medical, 2022a). Por outro
lado, a gaze moldada ¢ feita para proporcionar alguma elasticidade e uma ligeira
compressdo. A sua elasticidade permite uma maior adaptagdo aos contornos da parte do

corpo em que € aplicada. Esta adaptacdo pode ser util quando se trata de vestir areas com
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maior mobilidade ou maior irregularidade de superficie (Morgan, 2017; Simply Medical,

2021).

A escolha do tipo de gaze a utilizar estd maioritariamente relacionada com o tipo de
funcdo que se pretende que desempenhe (Winner Medical, 2022b). Curiosamente, quando
se fala em gaze no quotidiano, assume-se que esta ¢ feita de tecido, habitualmente de
algodao. Por outro lado, quando se fala em compressa assume-se uma composi¢ao tecido
nao tecido (TNT), que normalmente pode apresentar-se como uma mistura poliéster e
viscose, poliamida, polipropileno ou poliéster, sendo uma op¢ao muito mais barata que a
gaze de tecido (Morgan, 2017). Comummente, a tomada de decisdo para a gaze a ser
utilizada tem em tudo a ver com o fator de risco ¢ a relacdo custo/eficiéncia. Desta forma,
sendo estes dois tipos de gaze, tecido e tecido ndo tecido, frequentemente aplicadas nos
diferentes contextos médicos, estas foram selecionados como alvo de estudo do seguinte

projeto de mestrado.

1.3.4. Avaliacao da citotoxicidade e citocompatibilidade de um

material téxtil médico
No campo da medicina, a escolha dos materiais aplicados na produgao do téxtil ¢ de
elevada importancia, uma vez que € necessario garantir ndo s6 a eficacia dos produtos,
mas também a seguranga para os utilizadores, nomeadamente a respetiva
citocompatibilidade. Por citocompatibilidade compreende-se a capacidade de um
material ser compativel com as células de um determinado organismo, normalmente o
humano. Esta caracteristica, ¢ particularmente importante no caso de produtos téxteis
médicos, que sdo colocados em contacto direto com os tecidos do corpo humano. A
citocompatibilidade pode ser influenciada por varios fatores, nomeadamente pela origem
dos materiais utilizados. E expectavel que todos os materiais utilizados para fins médicos
e para contacto direto com a componente celular dos tecidos vitais, expressem bons niveis
fisiologicos de proliferagdo, migracdo e sobrevivéncia (J. Sanz et al., 2019; J. L. Sanz et

al., 2020).

O estudo da citotoxicidade consiste na avaliacdo dos efeitos nocivos de agentes fisico-
quimicos em células vivas, sendo que este estudo se caracteriza como fundamental no

contexto da biomédica. A compreensao da citotoxicidade de diferentes gazes e/ou outros
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instrumentos cirurgicos em Orgdos especificos torna-se indispensavel para o
estabelecimento de medidas preventivas e ambientais, de forma a garantir tanto a saude

do doente como a preservagdo do meio ambiente.

O termo citotoxicidade refere-se a critérios de avaliagdo negativos, nomeadamente
relacionado com alteragdes celulares como a diminui¢do da proliferagdo celular e até a
apoptose. Contrariamente, o conceito de citocompatibilidade ¢ mais vago, sugerindo, no
entanto, a avaliacao de critérios de caracter positivo. Um material €, entdo, caracterizado
como citocompativel caso a estrutura e as fungdes do tecido em questdo permanecam
inalterados aquando contacto (direto ou indireto) com o biomaterial desejado. A
manuten¢do destas fungdes depende diretamente das propriedades de superficie do
material. Assim, por exemplo, um material pode induzir a reorganiza¢do de um tecido
sem apresentar danos celulares, mas perdendo a estrutura e as fungdes anteriores
(originais). Por conseguinte, a investigacdo e o desenvolvimento de biomateriais podem
proporcionar propriedades de superficie do material que satisfagcam estes requisitos

(Sigot-Luizard & Warocquier-Clerout, 1993).

1.3.4.1. Linhagens celular utilizadas para avaliacao de

citocompatibilidade e citotoxicidade

A analise da citotoxicidade envolve, entdo, a avaliagao dos efeitos nocivos de substancias
quimicas em linhas celulares representativas de orgdos especificos, possibilitando uma
compreensdo mais precisa e profunda dos mecanismos de toxicidade celular de
determinados agentes e a identificagdo da tipologia de danos celulares especificos
associados a exposi¢do a determinadas gazes. E importante salientar que, fatores como
propriedades fisicas e/ou mecanicas podem ter efeito na andlise da citotoxicidade,
podendo, por consequente alterar a reagdo entre células e materiais. Por linhas celulares
representativas compreende-se c€lulas isoladas e cultivadas em laboratdrio, que mantém
caracteristicas semelhantes as células presentes nos tecidos dos 6rgaos em estudo. Essas
linhas celulares fornecem uma ferramenta poderosa de investigagdo, permitindo o estudo

bioldgico controlado dos efeitos de determinado material.

17



Para o seguinte trabalho foram selecionadas duas linhas celulares como alvo de estudo,

nomeadamente fibroblastos dérmicos humanos normais (BJ) e HCT-15.

Os fibroblastos dérmicos humanos (BJ) encontram-se ndo sé na derme como também
representam a maior fragao de células presentes nos tecidos conjuntivos do corpo humano
€ nos espacos intersticiais dos 6rgaos. Os fibroblastos estdo amplamente distribuidos em
variados tipos de tecidos, como por exemplo o tenddo, o ligamento e a pele. Estes sdo
definidos como células produtoras colagénio. Adicionalmente, sao consideradas a fonte
primaria da maioria dos componentes da matriz extracelular. Face as suas funcgdes os
fibroblastos desempenham um papel fundamental na regulagdo do turnover da matriz

extracelular e na cicatriza¢do de feridas (Theerakittayakorn & Bunprasert, 2011).

A linha celular HCT-15 deriva de células de uma tipologia de cancro de c6lon humano
que teve a sua origem a partir de um paciente com um adenocarcinoma colorretal. As
células HCT-15 tém a capacidade de se agruparem em aglomerados celulares,
funcionando para este projeto de tese como as células representativas do intestino

(AltogenLabs, 2023).

1.3.5. Estratégias para aumentar a funcionalidade de materiais

médicos

Relativamente a materiais téxteis médicos, a engenharia biomédica atua no campo do
desenvolvimento de novos téxteis médicos e da melhoria das caracteristicas e
funcionalidades dos téxteis médicos ja existentes. Para isto, as caracteristicas estruturais,
quimicas, mecanicas e fisicas devem ser alteradas e adaptadas ao fim em mente, existindo
diferentes abordagens que podem ser aplicadas. Algumas destas serdo exploradas de

seguida.

Uma das estratégias aplicadas para otimizar um material téxtil a sua aplicagdo médica
tem como base a modificacdo da matéria-prima ou da sua superficie. Para tal existem
varias metodologias que podem ser aplicadas, nomeadamente a introdu¢do de novos
grupos funcionais, o aumento da energia de superficie ou o aumento da capacidade de

retencdo de liquidos, o aumento da hidrofobicidade ou da hidrofilicidade e/ou a
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substituicdo de quimicos mais toxicos por alternativas menos nocivas (Knittel &
Schollmeyer, 2000; Rohani Shirvan & Nouri, 2020). Desta forma, a aplicagdo de técnicas
de modificacdo da superficie permite a modificacdo fisico-quimica de polimeros naturais
e sintéticos, resultando, por consequéncia, em atividades quimicas, fisicas e biologicas
melhoradas. As modificacdes das estruturas quimicas de determinado material ou
polimero podem ser efetuadas através da alteracdo da composi¢do dos mondmeros, da
alteracdo da estrutura da cadeia principal por inclusdo de cadeias laterais e/ou da

conversao quimica de alguns grupos funcionais nas cadeias poliméricas (Ikada, 1994).

Para melhorar a funcionalidade de um material téxtil sdo utilizados diferentes processos
de acabamento, como a foulardagem, revestimento ¢ o esgotamento, podendo também
estes acabamentos téxteis servir de base a modificagdo do material para aplicagdes
médicas. Com o intuito de obter caracteristicas funcionais especificas para diferentes
aplicagoes, tais como materiais ndo implantaveis/implantaveis, produtos de cuidados
pessoais, scaffolds, entre outros, o tipo ¢ o método selecionado para acabamento podem
variar de acordo com as especificacdes exigidas (Rohani Shirvan & Nouri, 2020). Os
tipos de acabamento existentes mais utilizados para aplicagdo médica incluem o
antibacteriano (Gulati et al., 2022), o anti odor (Bashari et al., 2018), o coagulante do
sangue (Rouhani Shirvan et al., 2019), o anticoagulante do sangue (Degoutin et al., 2012),
o aplicado para administragdo controlada de uma agente ativo ou medicamento (Qin,
2016b), o potenciador de absor¢cdo de dgua e/ou sangue (Ahmed, 2015) e o repelente de
sangue (Bhargava & Bhargava, 2018).

No ambito do presente projeto, a adicdo de compostos bioativos (coatings)
antimicrobianos, como acabamento funcional téxtil, serd aprofundada neste relatorio

sendo uma técnica amplamente utilizada no campo da biomédica (ponto1.3.5.1).

1.3.5.1. Aditivos téxteis antimicrobianos

Os aditivos antimicrobianos usados em diferentes produtos, tanto em industrias como a
téxtil, de plasticos, de produtos de higiene e desinfecao, entre outras, tém grande impacto
ambiental e toxicidade associada durante a sua producdo, uso e eliminacdo. Existem

diversos agentes com funcionalidades ativas antimicrobianas, sendo os mais conhecidos
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as nanoparticulas metélicas (nomeadamente nanoparticulas de prata) e quaternarios de
amonia. Os revestimentos a base de nanoparticulas sdo bastante comuns tanto em bases
téxteis de origem natural como sintética (Gulati et al., 2022). Por exemplo, as
nanoparticulas de prata possuem uma forte toxicidade para uma vasta gama de
microrganismos, € ainda embora sem grande toxicidade para as células humanas quando
usadas de forma isolada/nica, a sua bioacumulagdo acarreta toxicidade consideravel quer
para células humanas quer para animais (Shahid-ul-Islam et al., 2016). Para além da prata,
outros metais € nanoparticulas de 6xidos metalicos, incluindo titanio, estanho, zinco, ouro
e cobre, também sdo atualmente aplicados em diferentes bases téxteis. Os quaternarios de
amonia caracterizam-se como substancias cationicas com diversas aplicagdes, incluindo
pesticidas, herbicidas e produtos de limpeza antimicrobiano (Bures, 2019). Por sua vez,
triclosan ¢ um antimicrobiano ndo idnico de largo espetro utilizado como ingrediente em
desinfetantes, sabdo, detergente, pasta de dentes, elixir bucal, tecido, desodorizante,
champd e aditivos para plasticos (Dann & Hontela, 2011). Todas as substancias listadas
acima apresentam efeitos nefastos para o ambiente, tanto a nivel da bioacumulag¢do como
da toxicidade, resultando num desequilibrio nos ecossistemas marinhos e terrestres

(Bures, 2019; Dann & Hontela, 2011; McGillicuddy et al., 2017).

Posto isto, atualmente ha uma grande procura por solugdes mais sustentaveis e amigas do
ambiente e do ser humano. A partir da natureza, € possivel extrair variados agentes ativos,
que podem ser utilizados para desenvolver formulagdes antimicrobianas. Extratos de
plantas, 6leos essenciais e produtos de origem animal (como, por exemplo, mel) sdo
reportados como promissores para aplicagdo em tecidos para ajudar no controlo do

processo de cicatrizacdo e de infeg¢do de ferida (Gulati et al., 2022).

O processo de acabamento téxtil antimicrobiano pode entdo ser desenvolvido de uma
forma mais sustentdvel, a partir da utilizacdo de determinados compostos naturais como
as ciclodextrinas (Singh & Sahu, 2019), a lenhina e o quitosano. A lenhina, por exemplo,
¢ um componente presente nas plantas que proporciona resisténcia contra agentes
microbianos. Sunthornvarabhas ef al. desenvolveram um tecido revestido com lenhina e
feito de bagaco de cana-de-acicar que apresenta atividade antibacteriana contra
Staphylococcus epidermidis (Sunthornvarabhas et al., 2019). O quitosano, por sua vez, ¢
frequentemente utilizado no processamento de téxteis antimicrobianos devido as suas

propriedades antimicrobianas e anti odor. Um estudo de 2019, demonstrou como a
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aplicacdo de um hidrogel de quitosano em tecido celulosico conferiu atividade
antibacteriana contra bactérias como S. aureus, E. coli e Listeria monocytogenes
(Benltoufa et al., 2020). No entanto, este tipo de acabamento ainda suscita determinadas
questdes face a sua eficicia, uma vez que existem relatoérios que sugerem que as
propriedades antimicrobianas ndo sofrem alteracdes significativas aquando adi¢ao do

quitosano em tecidos de algodao e poliéster (Chen et al., 2019).

Neste contexto, surge a necessidade de desenvolver um aditivo de base natural
antimicrobiano, cuja eficacia seja elevada contra uma elevada gama de patogénicos, nao

sO bactérias como outros tipos de microrganismos como virus e fungos.

1.4. Tech4 MED: empresa que identificou o problema e que acolheu o

projeto

1 TECHAMED

FOR HUMAN CARE

Figura 1. 4 Tech4MED — For Human Care logotipo.

A Tech4MED ¢ uma start-up de biotecnologia que recorre a materiais de origem natural
para obtencao de funcionalidades inteligentes, otimizadas pela propria natureza ao longo
de milhares de anos. A start-up tem como objetivo efetuar a ponte entre os
subprodutos/residuos gerados pelas industrias, como por exemplo florestais e do mar, e
diferentes mercados técnicos, como o téxtil, da cosmética e dos produtos de higiene. A
Tech4MED define a sua missdo como a resolucao de problemas urgentes da sociedade
com o objetivo de aprimorar a saude tanto do planeta como do ser humano, tendo como
visdo a inovagdo nos campos do cuidado médico e da sustentabilidade. A empresa opera
sobre variados valores, destacando-se os seguintes: rigor (em toda a sua pratica e
relagdes), ndo-conformidade, cuidado (trabalhando sempre para o melhor do ser humano

e da sociedade), e transparéncia (Tech4Med, 2020).
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A empresa entrou no mercado ainda no decorrer do presente ano (2023), com o seu
primeiro produto NaturALL-BS, uma formulagdo quimica antimicrobiana, mais
concretamente bioestatica, e antiviral, que pode ser aplicada no processo de impregnagao
téxtil. Caracteriza-se como uma formulagdo de origem natural e que surge como uma
alternativa aos produtos quimicos convencionais. Com este produto inovador, a start-up
combina quatro dos principios em que aposta, nomeadamente o recurso ¢ a valorizagdo
da matéria-prima florestal e do mar, o desenvolvimento em biorrefinaria, a economia
circular e a procura por uma industria mais limpa e verde (Tech4Med, 2020). O NaturALL
pode ser aplicado em variados contextos, como por exemplo no revestimento de gazes,
sendo esta a aplicacdo que ira ser estudada ao longo deste trabalho. Assim, este projeto
de mestrado tem como base a integracdo tanto de compostos bioativos como de
biomateriais em produtos de valor acrescentado. Para tal, efetuar-se-a o revestimento de
gaze como NaturALL-BS e com um material de origem marinho, o quitosano,

comparando, entdo, o efeito deste material em linhas celulares representativas.

1.5.0bjetivos do trabalho

O presente projeto de estagio apresenta dois objetivos principais, sendo eles:

1) Dar resposta ao problema relativo ao esquecimento das gazes dentro do corpo
humano e perceber potenciais consequéncias que possam ocorrer, quer em
condi¢des normais quer em utentes em estado inflamatorio;

2) Entender o impacto da adi¢do de agentes bioativos de origem natural ao nivel da
biocompatibilidade das gazes, e diminuir eventuais consequéncias que possam

ocorrer aquando esquecimento do material no interior do corpo humano.

Com estes dois objetivos em mente, serdo selecionadas gazes amplamente e
especificamente utilizadas em ambiente hospitalar, nomeadamente gazes de algodao

estéreis e gazes tecido nao tecido (TNT) estéreis.

Primeiramente, pretende-se avaliar se a impregnacao de qualquer um dos tipos alvo de
gaze, nomeadamente algoddo e TNT, tem impacto nas funcionalidades bioativas do
material té€xtil. Para tal, as gazes em investigacdo serdo impregnadas com formulagdes de

base natural, cujas propriedades bioativas ja se encontram comprovadas. As formulagdes
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selecionadas para este estudo sao NaturALL-BS, produto desenvolvido pela Tech4MED,
e o quitosano. A solucdo NaturALL-BS, da Tech4MED, ¢ uma alternativa aos produtos
quimicos convencionais, combinando principios de valorizacao de residuos florestais e
do mar, de biorrefinaria, € economia circular. O objetivo foi utilizar compostos extraidos
maioritariamente da floresta endémica portuguesa, como a bolota e a cortica, para o
desenvolvimento de uma alternativa antimicrobiana natural aos aditivos sintéticos
atualmente usados. O NaturALL-BS ¢ uma formulagao liquida de base natural, que se
apresenta como segura, nao toxica, ecologica, biodegradavel e sustentavel (Jornal de

Noticias, 2022).

Posteriormente, serdo realizadas andlises de citotoxicidade dos diferentes tipos de gaze
(algodao e TNT) nao funcionalizados e funcionalizados, utilizando linhas celulares
representativas do corpo humano e do contacto células humanas - gazes, como ¢ o caso
dos fibroblastos. Neste ponto, serdo avaliados parametros como a viabilidade ¢ a
proliferacdo celular aquando exposi¢ao por contacto direto com os materiais em questao.
Esta avaliagdo sera efetuada tanto em situagdes em que o doente estd no seu estado
saudavel, como em situagdes em que se encontra num estado inflamatdério agudo
(caracterizado por um pH mais acido, nomeadamente 5.2-6.8 (Rajamiki et al., 2013)).
Além disto, importa também perceber o que acontece com gazes esquecidas dentro do
corpo humano durante um periodo prolongado, situa¢do que sera investigada apos um
ensaio de envelhecimento acelerado (teste adaptado para o proposito), comparando uma

condi¢do controlo com um estado mimético de inflamagao crénica.

Desta forma, os resultados deste trabalho permitirdo compreender melhor os processos
desencadeados ndao s6 pela presenca da gaze, mas também pelo seu esquecimento,
podendo elucidar sobre os processos celulares que possivelmente serdo afetados pelas
diferentes gazes, pela presenca ou nao de principios bioativos e pelo estado do doente, e
as suas implicacdes na saude humana. Os resultados obtidos durante este estdgio poderdo
contribuir e para a avaliagdo de riscos e a defini¢do de diretrizes regulatdrias mais
eficientes relacionadas ao uso e manuseio seguro de gazes em ambiente cirurgicos, além
de fornecer informagdes valiosas para o desenvolvimento de estratégias de incremento da
biocompatibilidade destes materiais. Espera-se que os resultados obtidos possam orientar
para novos estudos e conclusdes que levem, no futuro breve, a implementacdo de novos

materiais e/ou revestimentos como medidas preventivas e/ou mitigadoras de riscos de
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inflamacao e infecao agravadas aquando contacto ou esquecimento dos materiais no
corpo humano durante curtos e longos periodos, visando ndo s6 a protecdo da satde
humana, mas também do meio ambiente. Visa-se preencher uma lacuna de conhecimento
no campo da citotoxicidade de gazes, fornecendo uma analise abrangente e comparativa

dos efeitos dessas substancias em diferentes situacoes.

Assim, de modo geral, este estudo serd conduzido com os seguintes passos: Testes
de contacto direto e lixiviados (i), simulacdo de condi¢do inflamatoéria aguda (ii),
envelhecimento acelerado (iii), simulagdo de condi¢cdo de inflamagao cronica (iv). Os
testes quer por contacto direto quer em lixiviados (por contacto indireto) podem ser
usados em complementaridade e tém o interesse de permitir comparar o que pode
acontecer por contacto direto nos tecidos e/ou por efeito indireto da lixiviagdo/degradacao
dos materiais noutros 6rgdos que nao o de colocacdo cirtrgica. As linhas celulares BJ
(fibroblastos da derme humana), como referido anteriormente, ¢ HCT-15 (células
epiteliais tumorais do intestino grosso) serdo usadas para este estudo. Serdo simuladas
condig¢des saudaveis e de inflamagao com pH neutro (7.21) e a pH 4cido (6.04) (pH tipico
em inflamacdo), respetivamente. Esta Gltima condi¢@o pode acelerar a degradacao da gaze
e induzir alteracdes quimicas nas mesmas, podendo ter impacto diferente na

citotoxicidade/citocompatibilidade resultante.

O relatorio esté estruturado da seguinte forma: no capitulo 1 € apresentada uma revisao
da literatura sobre o problema, as gazes e as suas caracteristicas, tais como 0s riscos €
beneficios da utilizacdo das mesmas, assim como os objetivos do trabalho para dar
resposta ao problema. No capitulo 2 serdao apresentados os materiais e métodos utilizados
para realizar todos os processos e testes desenvolvidos durante o estagio e, no capitulo 3
serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos. Finalmente, no capitulo 4, serdao

apresentadas as conclusdes e ideias para futuras investigagdes nesta area.
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2. Materiais e Métodos

2.1.Linhas celulares e condicoes de crescimento

2.1.1. Crescimento de fibroblastos dérmicos humanos normais

(BJ)

As células BJ foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC). Estas células
foram cultivadas ¢ mantidas em meio Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM) a uma
temperatura de 37 °C numa atmosfera humidificada com 5 % de CO,. O DMEM com alto
teor de glucose (PAN-Biotech; Germany) foi suplementado com 10 % de soro fetal de
bovino (FBS, PAN-Biotech; Germany) e uma 1 % de uma solu¢do de antibidticos
contendo estreptomicina/penicilina (ATB, PAN-Biotech; Germany). As células BJ
foram, de forma continua, expandidas e passadas ao longos dos ensaios realizados. As
células foram deixadas a crescer até se formar uma monocamada celular com cerca de 80
% confluéncia para fins experimentais. Os ensaios foram realizados com células nas
passagens 21-30. Em cada passagem, as células ndo usadas foram congeladas em viais

com 1x10° células BJ/mL.

2.1.2. Crescimento de HCT-15

As células HCT-15 sdo células cancerigenas derivadas do intestino grosso, e foram
obtidas da ATCC. Estas células foram cultivadas e mantidas em meio Rosewell Park
Memorial Institute (RPMI 1640) suplementado com GlutaMAX a uma temperatura de 37
°C numa atmosfera humidificada com 5 % de CO,. O RPMI 1640 + GlutaMAX foi
suplementado com 10 % de FBS e 1 % ATB. As células foram deixadas a crescer para
fins experimentais até se formar uma monocamada celular com cerca de 80% confluéncia.
Os ensaios foram realizados com células nas passagens 25-30. Em cada passagem, as

células ndo usadas foram congeladas em viais com 1x10° células HCT-15/mL.
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2.2. Tratamento das gazes

Para perceber o efeito da adi¢do de dominios bioativos as gazes comerciais, foi realizado
o seguinte protocolo. Gazes de tecido (Laboratoires Mercurochrome, Franca) e ndo tecido
(Bastos& Viegas, Portugal) passaram por um banho de diferentes solucdes a testar. Neste
ensaio foram utilizadas as seguintes solugdes (Figura 2.1):
1) Agua destilada (branco)
2) Quitosano (Zhejiang AOXING Biotechnology, China) com uma concentracido
inicial de 25 mg/mL e posteriormente diluido 10x

3) NaturALL, posteriormente diluido 10x.

Solugoes de

impregnacao Uiz dlo e

Tec1d0

NaturAll < Nao
— Agua (sem Temdo
ondigoes acabamento) Nao
Nao

Temdo

Figura 2. 1 - Esquema de condigdes a testar

Para cada condicao foram processadas 5 gazes de cada categoria, nomeadamente 5 gazes
em tecido e 5 gazes ndo tecido. As imersdes nas diferentes solucdes foram efetuadas em
duplicado e o volume de absor¢ao apds cada imersao foi registado. Apds imersao as gazes
impregnadas foram colocadas a secar numa estufa (Binder, NY, EUA) a 45 °C durante 48
h.

ApoOs secagem, as gazes foram recortadas de forma a obter um tamanho final de 2 cm x 2
cm. Antes de realizar os ensaios celulares, as gazes foram colocadas a esterilizar com
recurso da lampada de UV no interior de uma camara de seguranga bioldgica (SafeFAST

Elite, Techlab, EUA) durante 20 min de cada lado.
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2.2.1. Imersao das gazes nas diferentes solucoes

A taxa de impregnacao foi determinada a partir da diferenga entre os volumes de solugdo
antes e apos imersdo da gaze. A condi¢do do branco foi preparada num goblé de 1 L
devido a alta absor¢ao observada para a 4gua destilada sendo que esta observacao foi feita
para ambos os tipos de gaze, nomeadamente tecido e tecido ndo tecido. Por sua vez, nas
condi¢des de quitosano e NaturALL recorreu-se a goblés de 100 mL, como se pode

observar na Figura 2.2.

Figura 2. 2 - Goblé contendo a solu¢do NaturAll

2.3. Simula¢ao da Condicao controlo (meio de cultura basal)
De forma a replicar a condi¢do controlo, mimética de um ambiente normal corporal de
um individuo saudavel, o meio a utilizar para os testes de citotoxicidade foi preparado de
um lote de DMEM suplementado com FBS e ATB cujo pH foi ajustado aproximadamente
a7.3 (pH="7.29) (pH reportado como ideal para o crescimento das células em estudo). O
ajuste do pH foi feito com recurso a uma solu¢do de acido cloridrico (Fisher Chemical,

ThermoFisher, EUA) (2M).

2.4.Simulac¢ao da Condicao Inflamatoria Aguda

Uma vez que as gazes sdo comummente aplicadas em locais de inflamacao, ¢ necessario
replicar in vitro estas condi¢des de inflamacdo. Para tal, foi preparado um lote adicional

de DMEM suplementado com FBS e ATB cujo pH foi ajustado aproximadamente a 6
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(pH reportado como um pH caracteristico de um estado de inflamacao). O ajuste do pH
foi feito com recurso a uma solucao de acido cloridrico (2M).

Desta forma, todos os ensaios que se seguem foram efetuados para ambas as condigdes
distintas nomeadamente condi¢ao normal/saudéavel (pH = 7.29, meio neutro) e condi¢ao

inflamatoéria (pH = 6.05, meio acido).

2.5.Ensaio de contacto direto

Para efetuar o ensaio de contacto direto, as células, apos alcangarem o estado de
confluéncia desejado, foram transferidas para uma placa de 48 pocos (TPP, Suica) na
densidade ideal para o inicio do ensaio. Para tal, o meio de cultura foi removido,
seguindo-se um passo de lavagem com solug¢do estéril de Dulbecco’s Phosphate-Buffered
Saline (Thermo Fisher Scientific, Massachussets, EUA). Posteriormente, a tripsina-
EDTA (BIOWEST, France) foi adicionada e as células incubadas durante 5 min a 37 °C
numa atmosfera humidificada com 5 % de CO». Apds incubacgdo, adicionou-se as células
o meio adequado (pelo menos o dobro do volume de tripsina-EDTA de forma a neutralizar
o seu efeito) para posterior centrifugacao (Hettich Rotofix 32A, Germany) a 1300 rpm
durante 5 min. Apds centrifugacdo e adi¢do de novo meio de cultura retirou-se 10 uL de
suspensao celular e adicionou-se a uma camara de Neubauer (Assistent, Alemanha) para
posterior contagem.

Para o cultivo das células na placa de 48 pogos, foram transferidas 15 000 células para
cada poco, em 250 pL de meio adequado para cada linhagem celular em teste.
Posteriormente, a placa foi incubada durante 24 h a 37 °C numa atmosfera humidificada

com 5 % de COs.

I = T NaturALL

Il = TNT NaturALL
ll-T CHT

IV-TNT CHT

V-T BRANCO

VI- TNT BRANCO
CTL- CONTROLO
POSITIVO

Cor azul — Melo acido

e

Figura 2. 3 - Esquema representativo da disposi¢do das amostras na placa de 48 pogos

28



Apos a incubagdo de 24 h, onde as células cresceram de forma muito similar para todos
os pocos cultivados, foram colocadas no poco correspondente, as gazes previamente
preparadas (secc¢ao 2.2). Simultaneamente, o meio de cultura foi removido e substituido
por meio de cultura fresco (meios de condi¢dao normal e condi¢do inflamatéria aguda,
como descrito nas se¢des 2.3 e 2.4), nomeadamente com um volume de 500 a 750 pL,
prevenindo a adsor¢do de todo o meio pela gaze. Apds 24 h a 37 °C numa atmosfera
humidificada com 5 % de COx, a interagdo entre células ¢ materiais foi visualizada num
microscopio 6tico com contraste de fase e diferentes objetivas (10x e 20x) (Zeiss,
Alemanha). As fotos representativas da avaliacdo qualitativa de cada condi¢do foram
possiveis acoplando uma camara (Zeiss, Alemanha) ao microscopio, e usando o programa
PROVIEW (Optika, Italia).

Depois de realizada a avaliagdo qualitativa seguiu-se a andlise quantitativa, conseguida
através de um teste de viabilidade celular por determinagdo da atividade metabolica
(fluorescéncia): Alamar blue®. Este ¢ um composto que contém resazurina, cuja fungio
se baseia na indica¢do da viabilidade celular, com base na capacidade redutora das células
vivas. Ao penetrar nas células em estado ativo, a resazurina sofre uma reacao de reducao,
transformando-se em resorufina, um composto intensamente fluorescente de coloragao

avermelhada.

Tabela 2. 1 — Condigbes de utilizagdo para o ensaio de AlamarBlue® (ThermoFisher Scientific, 2023)

AlamarBlue ®

Emissao 560/590 nm

Absorvancia 570 nm

Condi¢oes de armazenamento 4 °C

Para cada poco, foi removido o meio de cultura e o material e adicionado 500 uL. de meio
de cultura com Alamar Blue® (0.2 mg/mL em meio de cultura suplementado). E
importante salientar, que previamente foi efetuado um teste de Alamar Blue® as
membranas e ao material em questdo, onde se verificou que a migragao celular para estes
era insignificante. Assim, decidiu-se que seria melhor a remoc¢ao destes antes da adi¢do
do Alamar Blue®, anulando qualquer possivel reacio entre o este reagente e o material
(reagdo esta que também verificamos acontecer). Apos adi¢do, a placa foi colocada a
incubar durante 3 h a 37 °C numa atmosfera humidificada com 5 % de CO», protegido da

luz.
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Apo0s 3 horas, o conteido de cada pogo foi colocado em triplicado numa placa de 96-
pocos branca (ideal para ensaios de leitura de fluorescéncia, VWR, EUA). A
fluorescéncia foi lida utilizando um leitor de placas de multidete¢do FLUOstar Omega
(BGM Labtech, Ortenberg, Alemanha), sendo utilizados os softwares Omega-Control
(Omega, EUA) e Omega-Data Analysis (Omega, EUA) para determinar as configuragdes
da leitura da placa e visualiza¢do dos resultados.

Para determinar a viabilidade celular, com base nos resultados de atividade metabdlica
devolvidos pelos valores obtidos de fluorescéncia, foi utilizada a seguinte equagdo
(Equacao 1):

URFax100

Viabilidade celular (%) = URFb

Equacdo 1 — Calculo da viabilidade celular em percentagem

URF a- Unidades relativas a fluorescéncia obtida para a amostra em andlise;

URF b- Unidades relativas a fluorescéncia obtida para o controlo.

A condicao controlo representa as células apenas em contato com o respetivo meio de
cultura suplementado e foi denominada como controlo negativo (C-), ja que ¢ a condi¢do

que ndo apresenta efeito citotoxico.
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Figura 2. 4 - Esquema representativo da disposi¢do das amostras na placa de 96 pogos
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2.5.1. Exposicao prolongada durante 5 dias
A exposicao prolongada foi feita numa estufa (Binder, NY, EUA), deixando as células em
contacto com o meio na placa de 48 pocos durante 5 dias de maneira a simular um
contacto de curto prazo para ver a evolucdo e crescimento das células de maneira a mais
tarde, ter um termo de comparagdo temporal intermédio. O ensaio para determinar a
viabilidade celular qualitativamente e quantitativamente foi realizado com mesmo

protocolo descrito no ponto 2.5.

2.6.Simulacio do envelhecimento das gazes em condi¢cio normal e
em condicao de inflamacao cronica: Ensaio de envelhecimento

acelerado

Para mimetizar o que acontece a nivel de interacdo células humanas - gaze a médio prazo
(quando esquecido durante algum tempo dentro do corpo) foi investigado um protocolo
que simulasse o estado da gaze apds estar bastante tempo dentro do corpo sem que
precisassemos desse tempo real para realizar este estudo. Para tal, usamos como base os
ensaios de determinagdo de tempo util de prateleira para dispositivos médicos, em que é
sugerido o envelhecimento acelerado. Este método ¢ determinante para simular a
passagem do tempo e tem por base a premissa que a taxa de rea¢do quimica se intensifica
devido a variagdo de temperatura. Conforme a temperatura aumenta, a velocidade das
reacOes também aumenta. O método do envelhecimento acelerado emprega assim
temperaturas mais altas com o proposito de acelerar o processo de envelhecimento,
simulando assim o envelhecimento real ao longo do tempo, mas de forma artificial
(Accelareted Aging Test, 2023). Este ensaio baseia-se na equacdo de Arrhenius, que
estabelece que um aumento de temperatura em 10 °C resulta numa duplicacao da taxa de
uma reacao quimica. Esta fungdo ¢ expressa como um fator Q10, ou seja, a razdo entre a
taxa de uma reagdo a duas temperaturas com 10 °C de diferenca. Se a velocidade da
reacdo for duplicada, entdo Q10 = 2. Esta ¢ a abordagem mais comum utilizada para
efetuar o envelhecimento acelerado de dispositivos médicos, e pode ser consultado na

norma ASTM F1980 (Pacific Biolabs, 2023).
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AAF = QE)TAA—TRT)/IO]'

Equacgdo 2 - Formula para cdlculo do envelhecimento acelerado

em que TAA — temperatura de envelhecimento acelerado, TRT — temperatura ambiente
(°C), Q10 —taxa da reacdo quimica e AAF — fator de envelhecimento acelerado (ver Figura
2.4).

Depois de calculado o fator de envelhecimento acelerado (AAF), utiliza-se este valor para
se calcular o tempo de envelhecimento acelerado (AAT) que se pretende simular, segundo

a seguinte formula:

AAT = RT/AAF,

Equacdo 3 - Formula para o cdlculo do tempo de envelhecimento acelerado

em que RT ¢é o tempo de “prateleira”.
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Figura 2. 5 - Correlagdo entre tempo e temperatura no envelhecimento acelerado (MiCom Laboratoires, 2023)

Posto isto, as gazes de tecido e tecido ndo tecido foram cortadas, com o intuito de obter,
todas na mesma dimensao (2 x 2 cm dobrado 2 vezes). Posteriormente, colocaram-se estas
a esterilizar com luz UV na camara de seguranga bioldgica por 20 min de cada lado (40
min no total). Apds esterilizacao, foram adicionadas a Falcons de 15 mL com 15mL do
respetivo meio, consoante a condig¢do a simular, normal e inflamagao, respetivamente. Na
totalidade, foram preparados 12 Falcons, sendo que 6 continham meio neutro e destes 6
Falcons 3 continham gaze de tecido e os restantes 3 continham gaze de tecido ndo tecido
(o mesmo esquema foi seguido para o meio inflamatorio). Posteriormente, foram

colocadas numa estufa a 60°C durante 60 dias.
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2.7.Ensaio de lixiviados

Apos 60 dias numa estufa a 60°C as amostras foram retiradas e sujeitas a um ensaio de
citotoxicidade por contato indireto (lixiviados).

Tirou-se as gazes dos Falcons e utilizou-se o chamado “lixiviado” (extrato do material
em estudo) para se fazer o ensaio que ocorre de maneira similar ao contacto direto, mas
usando uma solucdo liquida que entrard em contato com as células. Os lixiviados foram
filtrados com filtro de 0.22 pm antes de iniciar os ensaios para assegurar a sua esterilidade.
A partir deste momento repete-se os procedimentos efetuados no ensaio de contacto

direto. (ver ponto 2.5.)

Figura 2. 6 — Tubos de Falcon com as condicoes a testar (meio dcido e meio neutro)

2.8.Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média = desvio padrdo (DP) das réplicas e analisados
com o software de estatistica presente no GraphPad (versao Prism 10) (Nova lorque, NY,
EUA). Na sua generalidade foram testadas 3 réplicas por condi¢do, com cada ensaio a ser
repetido 2 vezes.

Primeiramente, foi efetuada uma corre¢ao dos dados, em que os valores acima de 100%
foram anulados e convertidos em 100%. Posteriormente, efetuou-se uma analise e
consequente remogao dos outliers.

Foram executados testes paramétricos, assumindo-se uma distribuicdo normal de acordo
com o teste de Shapiro-Wilk (teste de normalidade) para todos os dados. Para a anélise
estatistica dos ensaios de contacto direto, envelhecimento e lixiviados também foi
utilizado o teste ANOVA One-Way para amostras independentes tendo sido feito uma
corregdo com o teste de Tukey. As diferengas estatisticas foram consideradas

significativas com valores de p < 0.05 (*), p <0.01 (**) e p <0.001 (****),

33



34



3. Resultado e Discussao

3.1.Escolha das linhagens celulares

Primeiramente, ¢ importante averiguar a adequacao das linhagens celulares com base nos
fins experimentais do seguinte projeto de mestrado.

Como referido na secgdo (ver sec¢ao 1.3.4.1), os fibroblastos caracterizam-se como
células que se encontram amplamente distribuidas pelo corpo humano, sendo que podem
ser encontrados em locais como a derme e variados tecidos humanos, incluindo o tendao,
o ligamento e a pele. Especificamente, por serem encontrados em diversos locais do corpo
humano, linhagens celulares de fibroblastos caracterizam-se como uma escolha
apropriada para a tipologia de testes que se pretende aplicar. Como mencionando
anteriormente, instrumentos médicos e materiais téxteis médicos, em particular gazes
cirargicas, poderdo ser esquecidas em qualquer localiza¢do do corpo dependendo da zona
que se pretende operar/ intervir. Desta forma, é possivel inferir como independente do
local anatomico de esquecimento, o material em questdo ird inevitavelmente estar em
contacto com fibroblastos.

Por sua vez, as HCT-15 sdo células do coélon, que se encontram na regido abdominal de
um humano. Particularmente, esta linhagem celular lida com células tumorais, que, por
sua vez, podem causar doencas graves no caso de ocorréncia de mutagdes (Subramanian
etal., 2016). Como explicado anteriormente, a regido abdominal ¢ um local extremamente
vulneravel aquando da sua opera¢do, sendo que grande percentagem das gazes esquecidas
fica retida exatamente na zona abdominal (ver sec¢dao 1.1). Desta forma, estas células
estardo suscetiveis a estarem num local infecionado podendo, por consequente, agravar a
vida do doente. Por esta mesma razdo, esta linhagem celular apresenta-se como uma boa

escolha para os testes que serdo aplicados.

3.2.Quantificacao da capacidade de absorcao das gazes

De modo a garantir a melhor absor¢do possivel por parte das gazes, tanto de tecido como
de ndo tecido, efetuou-se para cada gaze duas imersdes por condigao.

Como se pode observar na tabela 3.1 referente as gazes tecido ndo tecido (TNT),
relativamente as solugdes dos compostos bioativos, a quantidade de solucdo de quitosano
absorvida (Vi= 100 mL) ¢ substancialmente superior comparativamente ao volume da
solucao de NaturALL (V¢= 80 mL). Contrariamente na tabela 3.2 referente as gazes

tecido, € possivel observar como a solugdo de NaturALL (Vi= 85 mL) ¢ absorvida em
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maior quantidade em relagdo a solucdo de quitosano (Vi = 60 mL). Estes resultados
podem ser importantes para explicar alguns valores obtidos para a viabilidade celular, que

sera apresentada e discutida de seguida.

Tabela 3.1 — Capacidade de absor¢do das gazes tecido ndo tecido de diferentes solugoes dagua destilada, quitosano,

NaturALL

Tecido nao Branco
Quitosano (*) NaturALL
tecido (TNT) (agua destilada)
250 mL 85mL 55mL
1* imersao (Vi=1000mL; (Vi=100 mL; (Vi=100 mL;
V=750 mL) Vi=15mL) Vi=45mL)
50 mL 15 mL 25 mL
2% imersao (Vi=750 mL; (Vi=100 mL; (Vi=45mL;
Vi=700mL) V¢=85mL) Vi=20 mL)
Pick-up final 30% 100% 80%

(*) —nesta condicao foi necessario fazer nova soluc¢do devido a grande absor¢do registada

neste tecido.

Tabela 3. 2 - Capacidade de absor¢do das gazes tecido de diferentes solugdes agua destilada, quitosano, NaturALL

Branco
Tecido (T) Quitosano NaturALL
(agua destilada)
125 mL 35 mL 50 mL
17 imersao (Vi=1000 mL; (Vi=100 mL; (Vi=100 mL;
V=875 mL) V¢= 65 mL) V¢=50mL)
30 mL 25 mL 35 mL
2% imersao (Vi=1000 mL; (Vi=65mL; (Vi=50 mL;
Vi=845mL) V=40 mL) Vi=15mL)
Pick-up final 15,5% 60% 85%

De modo a entender a razdo da maior absor¢do dos diferentes tipos de gaze aquando
impregnadas com determinados revestimentos, observou-se no microscopio tanto a
disposi¢do das fibras como a estrutura tridimensional (Figura 3.1). Desta forma,

consegue-se observar como a estrutura das gazes de tecido (Figura 3.1 A) e B)) ¢ muito
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mais aberta e de porosidade mais organizada em relagdo as gazes de tecido ndo tecido
(Figura 3.1 C) e D)). As gazes de tecido ndo tecido caracterizam-se pela sua estrutura
relativamente mais desorganizada, comprimida e compactada, ou seja, existe uma menor

porosidade entre fibras.

A) O

B) D)

Figura 3. 1 - Imagem de microscopia das gazes em estudo. A) Gaze de tecido com ampliac¢do 4x; B) Gaze de tecido
com ampliacdo 10x; C) Gaze ndo tecido com ampliagdo 4x; D) Gaze ndo tecido com ampliagdo 10x.

Posto isto, € possivel inferir que as gazes TNT té€m, devido a sua estrutura tridimensional
mais compacta, porém desorganizada, uma capacidade de absor¢do superior

comparativamente as gazes tecido.

3.3.Ensaio Celular de Contacto Direto

O método de contato direto permite estabelecer uma interagdo imediata entre dispositivos
médicos e células animais e/ou humanas cultivadas em ambiente controlado. Desta forma,
a analise citotoxica envolve tanto a observagdo de eventuais alteragdes morfologicas das
células como a quantificagdo das variagdes na viabilidade celular, permitindo uma
avaliagdo direta do impacto destes materiais sobre as células (Frei et al., 1987; LI et al.,
2015). Por sua vez, este método ¢ baseado na norma ISO 10993-5:2009 que especifica as
técnicas de ensaio para determinar a citotoxicidade dos dispositivos médicos in vitro.
Estas abordagens requerem a incubacdo de células cultivadas em contacto direto ou
indireto com um dispositivo e/ou extratos de dispositivos (lixiviados) e tém como objetivo
avaliar a resposta biologica das células de mamiferos in vitro através da utilizacdo de
critérios biologicos relevantes (ISO 10993-5:2009 - Biological Evaluation of Medical
Devices — Part 5: Tests for in Vitro Cytotoxicity, 2022).
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3.3.1 Simula¢io da condi¢ao controlo em meio basal com

linhagem BJ
Na figura 3.2. observa-se a viabilidade da linha celular BJ aquando da exposi¢do as 6
condi¢des em estudo, nomeadamente o branco (dgua destilada), o quitosano (para fins
comparativos) e o NaturALL nos diferentes substratos-base (tecido e TNT). O controlo
negativo (controlo -) representa uma condi¢ao padrao de nao citotoxicidade. Este ensaio

foi efetuado com o intuito de simular a condi¢ao controlo em meio basal de um adulto.
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% 25 - T 1+ 7 == Tecido (T)
g | mmm  TNT Quitosano
-g —= T Quitosano
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Figura 3. 2 - Viabilidade celular (em %) da linhagem BJ num ensaio de contacto (2 ensaios com 3 réplicas cada)
direto simulando a condic¢do sauddavel.

Primeiramente, verifica-se que a gaze nado tecido e a gaze de tecido apresentam uma
viabilidade semelhante quando impregnadas com 4gua (branco), 36.7 + 21.5 % e 48.1+
31.1 %, respetivamente, (p > 0.05). Este resultado ndo ¢ satisfatorio, com os materiais a
apresentarem um potencial citotoxico superior a 50% (viabilidade inferior a 50%). Estes
resultados ndo vao ao encontro do esperado, assim como € possivel observar num estudo
realizado em 2019. Este, reporta uma analise do impacto dos diferentes tipos de gazes
sobre a viabilidade celular de fibroblastos, demonstrando que tanto as gazes em algodao
como as gazes em poliéster ndo apresentam um impacto significativo sobre a mesma
(Wiegand et al., 2019). No entanto, as gazes testadas nesse estudo eram impregnadas com
vaselina, quer para o algoddo quer para o poliéster. Na realidade, quando se fala em

aplicagdes pontuais da gaze (colocar e tirar no mesmo dia) uma viabilidade entre 50-70%
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pode ndo ser impactante, no entanto, 0o mesmo nao se pode dizer na 6tica do esquecimento
ou de utilizagdo topica prolongada (Huzum et al., 2021). Por tudo isto, ¢ evidente a
necessidade de desenvolver novas estratégias para aumentar a viabilidade e respetiva
biocompatibilidade das gazes. A impregnacdo das gazes com quitosano poderia ser uma
solucdo para incrementar a viabilidade celular, havendo inimeros trabalhos a reportar a
sua biodegradabilidade e biocompatibilidade com células humanas. Assim, analisando os
resultados referentes ao quitosano, verifica-se que quando impregnada com o
polissacarideo, a gaze ndo tecido apresenta uma maior viabilidade (59.1 = 12.5 %) face a
gaze de tecido (51.9 £ 30.9 %). Apesar de haver uma maior viabilidade para a gaze nao
tecido impregnada com quitosano comparativamente a gaze de tecido, esta diferenga nao
¢ estatisticamente significativa (p > 0.05), indicando que ambos os tipos de gaze permitem
uma viabilidade celular acima de 50 %. Apesar de a citocompabilidade ser superior a
apresentada no controlo (gazes sem funcionalizac¢do), o objetivo ¢ aproximar o valor de
viabilidade ao limite de aceitagdo (70%). No ambito deste projeto, a formulagdo de
NaturALL ¢ estudada como uma possivel solucdo para o incremento da
biocompatibilidade.

Relativamente a impregnagdo com NaturALL, através da Figura 3.2 ¢ possivel verificar
que a gaze de tecido (em algoddo) impregnada com a solucdo de NaturALL apresenta
uma viabilidade celular superior de 64.0 £ 18.8 % comparativamente a gaze nao tecido
(55.1 = 23.2 %). E de notar, que apesar desta diferenga de aproximadamente 10 % em
viabilidade, os resultados obtidos ndo sdo estatisticamente diferentes (p > 0.05),
indicando, entdo, que hé alguma variabilidade entre réplicas que aproxima a viabilidade
celular obtida para ambos os tipos de gaze testado. Conclui-se que, apds 1 dia de contacto
material-células, ambos os tipos de gazes estudados aumentaram a percentagem de
viabilidade celular quando impregnados com a solucdo inovadora NaturALL. Nao
obstante, sdo necessarias otimizagdes ao meétodo de acabamento ou formulacao, de forma
a incrementar o aumento de citocompatibilidade. Apesar de ndo serem alcangados valores
médios superiores a 70% de viabilidade celular, ¢ importante real¢ar que a gaze de tecido
apresenta uma percentagem de viabilidade celular proxima do limite aceitavel (64.0 +
18.8 %).

Posto isto, € necessario salientar como a viabilidade celular ¢ aumentada aquando da
impregnacao das gazes com as solugdes em questao. Tanto no caso de quitosano como no
de NaturALL a viabilidade celular é superior a 50 %, contrariamente aos resultados

obtidos para as duas gazes controlo (viabilidade inferior a 50 %). O aumento de
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viabilidade aquando da impregnagdo com quitosano era expectavel, uma vez que a sua
capacidade de proliferacdo celular ja se encontra reportada na literatura (Martin-Lopez et
al., 2013). Relativamente ao NaturALL, os ensaios realizados numa condi¢do controlo
em meio basal (nd3o inflamatéria) mostram um impacto positivo sobre a viabilidade
celular, indo ao encontro do expectavel dada a composi¢ao desta formulagdo. Uma das
caracteristicas da solu¢do de NaturALL ¢ a sua riqueza em compostos fenolicos. Por
compostos fendlicos entendem-se compostos que contém anéis aromaticos hidroxilados,
estando o grupo hidroxi ligado diretamente ao fenilo, ao fenilo substituido ou a outro
grupo arilo (Swanson, 2003). Os compostos fendlicos apresentam inumeras
caracteristicas benéficas, uma vez que sdo antioxidantes, antidiabéticos,
anticarcinogénicos, antihipertensivos, antibacterianos, entre outros. Um estudo
conduzido por Merecz-Sadowska (2021) demonstrou uma correlagdo positiva entre a
viabilidade e proliferacao celular de fibroblastos e a presenga de compostos fendlicos
(Merecz-Sadowska et al., 2021). Desta forma, e tendo em conta os resultados
apresentados, a presenga de compostos fenolicos na composi¢do da solugcdo NaturALL
podera conduzir a uma viabilidade celular aumentada aquando do contacto direto com
gazes impregnadas com a solu¢do em estudo, sendo necessario ainda otimizagdes.
Curiosamente, e concretamente, no caso das gazes ndo tecido verifica-se que a
impregnacdo com quitosano resulta numa viabilidade superior comparando com a
impregnagao com a solu¢do NaturALL aquando do contacto direto. Isto pode dever-se a
inimeros fatores, sendo que por consequente se colocam as seguintes hipdteses:

v Menor permeabilidade da gaze TNT para o NaturALL (ver sec¢do 3.2);

v Menor estabilidade das ligagdes entre a gaze e a solu¢do em estudo.
Contrariamente, as gazes de tecido impregnadas com NaturALL apresentam uma
viabilidade celular superior (64.0 + 18.8 %) comparativamente a gaze com quitosano, €
pode ser novamente relacionado com a permeabilidade. No caso das gazes de tecido, estas
apresentam maior permeabilidade para o NaturALL em relagdo ao quitosano (ver se¢ao
3.2).

Assim, a viabilidade celular das gazes varia de acordo com tipologia de gaze, muito
devido a questdes como a composicdo quimica e os grupos reativos disponiveis, a
morfologia e a permeabilidade da gaze, que logicamente ira ter comportamentos

diferentes consoante a solugdo de impregnagao a utilizar.
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Verifica-se, entdo, que as gazes nao tecido apresentam maior viabilidade quando
impregnadas com quitosano, enquanto para as gazes em algodao se observam resultados
mais favoraveis aquando da impregnag¢ao com NaturALL.

Além da andlise quantitativa, também se fez uma analise qualitativa pela observacao da
morfologia celular e interacdo de material e células no microscopio. Como se pode
observar na figura 3.3 A), imagem representativa correspondente ao controlo negativo
(condigdo padrao que ndo resulta num efeito citotoxico), as células apresentam-se bem
alongadas na sua morfologia caracteristica, a proliferar, representando um estado em que
as células estdo metabolicamente ativas e vidveis. Ao observar as imagens que
representam as condi¢cdes de TNT (B, C e D), vemos filamentos que se soltaram do tecido
e as células apresentam uma morfologia pontiforme, saindo da sua morfologia normal,
enquanto as condigdes de T (E, F e G) apresentam uma morfologia mais proxima do
controlo (alongadas). E também de notar que, ao contrario dos resultados quantitativos,
as células na condicdo TNT quitosano (figura 3.3 F)) apresentam-se morfologicamente
alteradas, com alguns indicios de lise celular, relativamente ao T quitosano (figura 3.3 C))
o que pode sugerir que apesar de estarem metabolicamente ativas e apresentarem um bom

resultado quantitativo, morfologicamente podem ja apresentar algum stress oxidativo.

Figura 3. 3 - Imagens de microscopia das gazes testadas. A) Controlo Negativo (condi¢do padronizada que ndao
resulta numa resposta citotoxica), B) TNT impregnada em agua; C) TNT impregnada em quitosano, D) TNT
impregnada em NaturALL,; E) T impregnada em dgua; F) T impregnada em quitosano; G) T impregnado em
NaturALL. Todas as imagens partilham a mesma escala (200um) e ampliagdo(10x).
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3.3.2 Simula¢do condi¢ao de inflamaciao aguda com linhagem BJ
A partir da figura 3.4, € possivel observar a tendéncia de viabilidade da linha celular BJ
apos exposicao as 6 condigdes em estudo, sendo que neste ensaio foi simulada a condi¢ao

de inflamagdo aguda.
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Figura 3. 4 - Viabilidade celular (em %) da linha BJ num ensaio de contacto direto simulando a condi¢do de
inflamagdo aguda.

Em primeiro lugar, observa-se como ambos os tipos de gaze (ndo tecido e tecido) revelam
uma viabilidade celular semelhante quando submersas em dgua (branco), 46.9 £ 13.8% e
46.8 = 29.5 %, respetivamente, (p > 0.05). Como mencionado anteriormente, ¢ desejavel
alcangar uma viabilidade 70 % (Huzum et al., 2021), pelo que ¢ sugerida a impregnagao
destes tecidos com solucdes poliméricas e biocompativeis alternativas.

Iniciando a discussdo a partir da comparagdo entre os dois tipos de gazes impregnadas
com quitosano, ¢ possivel observar na Figura 3.4 como a gaze nao tecido (53.6 £ 10.3 %)
apresenta uma viabilidade celular superior face a gaze de tecido (48.5 + 31.9 %). No
entanto, ¢ de notar que as diferencas obtidas para ambos os tipos de gazes ndo sdo
estatisticamente significativas (p > 0.05), indicando, mais uma vez a proximidade de
resultados das condi¢cdes em estudo. Comparando com a condi¢do controlo (ndo
inflamatoria, pH fisiologico), verifica-se que o comportamento ¢ semelhante, ou seja, a

viabilidade celular aproxima-se de 50 % para ambas as condi¢des. Ademais, o
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comportamento observado por tipologia de gaze ¢ idéntico em ambas as situagdes
(saudavel e inflamagdo aguda), ou seja, a gaze ndo tecido apresenta uma viabilidade
celular superior a gaze de tecido, sem diferengas significativas (p > 0.05). Desta forma,
pode-se justificar o comportamento observado de forma semelhante a sec¢ao 3.3.1, em
que ¢ descrito como o quitosano tem propriedades benéficas a nivel do crescimento e
proliferagdo celular (Souza et al., 2019).

Avangando com a analise dos resultados obtidos apds impregnagcdo com o NaturALL,
verifica-se que a gaze ndo tecido (56.6 + 23.4 %) apresenta uma maior viabilidade
relativamente a gaze de tecido (46.2 £ 16.5 %). Novamente, observa-se que apesar de ter
sido obtida uma diferenga de 10 % em viabilidade, estes resultados ndo sao
estatisticamente diferentes (p > 0.05), ou seja, a viabilidade celular é aproximada para
ambos os tipos de gaze testados. Comparando o comportamento celular em condi¢do
controlo com meio basal e condi¢do de inflamacao aguda, verifica-se que na condi¢do
controlo a gaze de tecido impregnada com NaturALL (64.0 £ 18.8 %) apresenta uma
maior viabilidade celular face a viabilidade obtida na condicao de inflamagdo (46.2 + 16.5
%). Este comportamento pode ser explicado através da seguinte hipotese: na condig¢do de
inflamacao o pH esta a niveis mais acidicos, sendo que esta alteragao de pH pode alterar
a reatividade quimica dos grupos disponiveis ou a sua configuragdo nas gazes
impregnadas com o NaturALL e por conseguinte alterar a interacdo entre células e
materiais. Como referido num estudo escrito por Kristo Nuutila (Kruse et al., 2017) o pH
acido tem efeitos prejudiciais para as células e consequentemente na sua viabilidade ainda
que tenham estado dispostas ao meio por um tempo muito limitado. Além disto, e
curiosamente, hd alguns estudos que reportam que a presenga de grupos fendlicos pode
ajudar no tratamento de estados inflamatorios, inibindo a sintese de fatores pro-
inflamacdo (Ambriz-Pérez et al., 2016). No entanto, como os compostos fendlicos sdo
um grupo amplo e heterogéneo, a sua configuragdo no material ¢ determinante para estes
desempenharem um papel anti-inflamatorio.

De notar, que contrariamente a condi¢ao controlo com meio basal, a viabilidade celular ¢
pouco ou quase nada incrementada apds impregnacao das gazes com quitosano ou com
NaturALL. Isto pode dever-se, hipoteticamente, a alteragcdo de pH efetuada para simular
a condi¢ao de inflamagao aguda, sendo que um pH mais acidico impactara negativamente
o crescimento celular (Kruse et al., 2017).

Como referido anteriormente um material para ser considerado citocompativel ¢

necessaria uma viabilidade superior a 70 %, algo que ndo acontece para nenhumas das
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condig¢des. Quando a aplicagdo da gaze ¢ um processo pontual (colocar e tirar), um valor
entre 50 e 70 % de viabilidade celular pode até ser considerado aceitavel (Huzum et al.,
2021), mas o mesmo ndo € possivel quando consideramos o esquecimento do material no
corpo humano por periodos indeterminados. Posto isto, se extrapolassemos estes
resultados (apods 1 dia de contacto) para situagdes de inflamagao crénica o material ndo ¢
citocompativel, ainda que sejam adicionados os compostos bioativos. Estes resultados
serdo discutidos mais adiante, com a simulagdo de uma condic¢ao de inflamagao cronica.
Tal como na secao anterior, e nas restantes, foi feita uma analise qualitativa para melhor
compreensdo dos resultados (Figura 3.5). Observa-se, no controlo negativo, que a
morfologia das células ndo é a caracteristica, ndo apresentando o mesmo nivel de
alongamento que apresentam no meio que simula a condi¢@o saudavel. Ademais, algumas
células até apresentam uma morfologia pontiforme, podendo indicar um inicio de
apoptose celular. Ao contrario do que € observado na condi¢do controlo com meio basal,
onde se notam visivelmente diferencas de morfologia celular entre gazes de tecido e gazes
TNT, para a condicao de inflamagao crénica isto ndo acontece. Aqui, todas as condig¢des
se assemelham, ainda que o numero de células alongadas parega ser superior quando as
gazes sdo impregnadas com compostos bioativos. De notar que, apesar da visualizagdo
microscopica mostrar que as células proliferaram e grande parte delas estdo alongadas, a
quantificagio pelo Alamar blue® ndo corresponde. Isto pode significar que, parte das
células pode j4 estar em stress oxidativo, contribuindo para a diminui¢do da sua atividade

metabolica.

A)

Figura 3. 5 - Imagens de microscopia das gazes testadas, numa condi¢cdo inflamatoria aguda (pH=6). A) Controlo
Negativo; B) TNT impregnada em agua, C) TNT impregnada em quitosano, D) TNT impregnada em NaturALL, E) T
impregnada em agua; F) T impregnada em quitosano; G) T impregnado em NaturALL. Todas as imagens partilham a
mesma escala (200um) e ampliagdo(10x).
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3.3.3 Simulacio da condi¢do saudavel com linhagem BJ apos 5
dias de exposiciao
De forma a entender o impacto de um contacto a curto prazo com as gazes em estudo,
efetuou-se uma exposi¢do das células durante 5 dias e as diferentes gazes impregnadas

com as 3 solugdes em estudo durante o mesmo periodo, tendo avaliado a viabilidade

celular no final do 5° dia (Figura 3.6).
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Figura 3. 6 - Viabilidade celular (em %) da linhagem BJ num ensaio de contacto direto (I ensaio com 3 réplicas
£

para cada condi¢do), simulando a condicdo saudavel apos 5 dias. Diferengas estatisticas assinaladas com * (p <

0.05) e **** (p < 0.001).

De um modo geral, apos 5 dias de contato entre material de células, a viabilidade celular
aumenta, contra o expectavel tendo em conta os resultados obtidos apos um dia de
contacto. Verifica-se ainda que a gaze de tecido apresenta uma viabilidade celular superior
a gaze nao tecido, 65.5 = 25.8 % e 52.6 £ 16.3 %, respetivamente. No entanto, as
diferencas observadas nao sdo estatisticamente significativas devido a grande
variabilidade entre réplicas (p > 0.05). Apesar da viabilidade celular da gaze de tecido ser

quase de 70 %, este valor ainda se demonstra como insuficiente para a

45



citocompatibilidade, destacando mais uma vez a necessidade de uma impregnagao
adicional.

A partir da Figura 3.6, ¢ possivel observar que a gaze ndo tecido resulta numa viabilidade
celular semelhante (66.4 + 11.3 %) comparando com a gaze de tecido (61.7 = 14.7%)),
quando impregnadas com quitosano (sem diferengas estatisticamente significativas) (p >
0.05). Ambos os resultados estdo no limiar de citocompatibilidade, sendo que a
variabilidade entre réplicas pode significar a necessidade de otimizar a formulagdo de
impregnacao ou método de aplicagdo. Avaliando o impacto da exposi¢ao nas gazes
impregnadas com quitosano, verifica-se que ndo ocorre uma perda significativa da
viabilidade entre ambos os pontos de amostragem, indicando, entdo, que a exposi¢ao
prolongada a uma semana ndo afeta a viabilidade celular, sendo possivel inferir que a
resposta a curto prazo (1 semana) ao esquecimento das gazes ndo resulta em danos
maiores para o utente. Isto vai de encontro ao expectavel na literatura onde, para que
ocorra um impacto significativo e prejudicial a nivel celular aquando da exposi¢do por
contacto direto de uma gaze, a exposi¢ao necessitaria de ser mais longa (Paddle-Ledinek
et al., 20006).

Analisando os resultados relativos ao NaturALL, verifica-se, entdo, que a gaze em
algoddo apresenta uma viabilidade celular significativamente superior de 86.2 + 8.4 %
comparativamente a gaze ndo tecido (48.4 = 9.2 %), com diferengas estatisticamente
significativas (p < 0.001). Assim, € possivel concluir que a impregnacdo com NaturALL
na gaze de tecido apresenta uma capacidade de proliferagdo celular aumentada aquando
da exposi¢do direta com as células. Comparando com os resultados obtidos no primeiro
ponto de amostragem, € possivel verificar que ocorre um aumento da viabilidade celular
ao longo do tempo, aquando da exposicdo com a gaze de tecido impregnada com
NaturALL. Isto pode dever-se as seguintes situagoes:

v’ aimpregnagdo de NaturALL é mais eficiente para fibras naturais (gaze de tecido),
onde os grupos reativos das fibras celuldsicas se ligam quimicamente com alguns
grupos reativos da formulag¢do ao contrario das fibras sintéticas em que a ligagdo
¢ apenas fisica;

v" Apo6s as primeiras horas no local onde ¢ estabelecido o contato células-material,
o material comeca a libertar os seus componentes extratdveis no meio envolvente
(lixiviados), criando uma resposta imediata por parte das células;

v Os lixiviados sd3o transportados para os Orgdos/tecidos responsaveis pela sua

transformagdo e metabolizagdo de forma a facilitar a sua excre¢do. Nesse
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momento o material que continua em contacto com o mesmo tecido e células
perde a maior parte dos compostos potencialmente toxicos.

v Ali, no caso da gaze de tecido, os compostos fenolicos que estio quimicamente
ligados ao material permitem a proliferacao das células e o aumento da viabilidade
celular.

v’ uma exposi¢do a curto prazo (5 dias) a gaze de origem natural modificada com o
NaturALL incrementa significativamente a proliferacdo e viabilidade celular,
sendo um resultado importante para os desafios a que Tech4MED se propde.

Posto isto, NaturALL apresenta-se como uma formulacao viavel para a impregnagao de
gazes, mais concretamente gazes em tecido (algodao).

Para além disto, ¢ importante ressalvar que a rea¢do entre compostos fenolicos e o
material pode ser relativamente lenta. Estes grupos tém a capacidade de modular os niveis
de espécies de oxigénio reativas (ROS) nas células, regulando a sua proliferagdo e
sobrevivéncia. Para as restantes condigdes este aumento da viabilidade celular ndo ¢
observado, o que reforga que a presenca de compostos fendlicos (NaturALL) tem impacto
positivo na biocompatibilidade das gazes de tecido.

Curiosamente, no caso das gazes ndo tecido verifica-se que a impregnagdo com quitosano
resulta numa viabilidade superior comparativamente com a impregnada com NaturALL,
embora as diferengas ndo se apresentem diferencas estatisticamente significativas (p >
0.05), sugerindo que o método de aplicacdo deve ser otimizado para gazes de ndo tecido,
onde apenas ha ligagdo fisica entre formulag¢do e material.

Em suma, os resultados obtidos apds exposicao a curto prazo (5 dias) foram semelhantes
ou superiores aos resultados obtidos na sec¢ao 3.3.1., indicando uma estabilizagdo da
viabilidade celular. No entanto, ¢ de salientar o resultado obtido para a gaze de algodao

impregnada com NaturALL, cujo resultado vai de encontro aos objetivos da presente tese.

3.3.4 Simulac¢io condi¢cao de inflamacao aguda com linhagem BJ

apos 5 dias de exposicao
Como na secgdo anterior, pretendeu-se compreender o impacto nas BJ da exposi¢do as
gazes a curto prazo (5 dias), sendo que nesta sec¢do se efetuou uma simulagdo da
condicdo de inflamacdo aguda. Os resultados obtidos relativos a viabilidade celular

podem ser observados na seguinte figura (Figura 3.7).
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Figura 3. 7 - Viabilidade celular (em %) da linhagem BJ num ensaio de contacto direto (I ensaio com 3 réplicas por
cada condicdo), simulando a condi¢do de inflamagdo cromica apos 5 dias. Diferencas estatisticas assinaladas com *
(p < 0.05).

Em primeiro lugar, observa-se como ambos os tipos de gaze (ndo tecido e tecido) resultam
em valores de viabilidade celular similares, 68.1 + 29.8 % e 73.9 + 18.2 %,
respetivamente, (p > 0.05). Curiosamente ambos os materiais se encontram no limiar de
citocompatibilidade, ao contrario dos resultados obtidos até agora.

A partir da Figura 3.7 € possivel verificar que a gaze nao tecido impregnada com
quitosano (48.6 £+ 38.0 %) apresenta uma viabilidade celular reduzida comparativamente
a gaze de tecido impregnada com quitosano (82.9 + 18.5 %). J& relativamente aos
resultados obtidos apds impregnagdo com o NaturALL, observa-se que a gaze nao tecido
(69.8 + 21.8 %) apresenta uma maior viabilidade em comparagdo com a gaze de tecido
(42.9 £ 19.5 %). As diferencas obtidas para ambos os tipos de gazes e solugdes de
impregna¢do ndo sdo estatisticamente significativas (p > 0.05), sendo que ambas as
condi¢gdes apresentam desvios padrdes relevantes que correspondem a uma grande
variabilidade entre réplicas. Comparando a viabilidade celular em condi¢do controlo com
meio basal e condi¢do de inflamag¢ado aguda, € possivel concluir que na condi¢do controlo
(86.2 = 8.4 %) a gaze de tecido impregnada com NaturALL tem uma maior viabilidade

celular face a viabilidade observada na condicao de inflamacao (42.9 = 19.5 %). Este
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fenomeno foi igualmente observado na seccdo 3.3.2, sendo que se aplica a mesma
justificacdo para o comportamento celular.

Além disto, ao contrario dos resultados anteriores, a impregnacao das gazes de tecido
com quitosano resultou em valores viabilidade celular significativamente superiores aos
obtidos para a gazes de tecido impregnadas com NaturALL (p < 0.05). Isto pode estar
relacionado com a destabilizagdo quimica provocada pelo pH. Assim, ¢ possivel inferir
que o pH do meio ¢ ndo s6é uma condicionante para a proliferagcdo celular, mas também

para a reatividade e configuragao dos grupos quimicos disponiveis na superficie da gaze.

3.4.Envelhecimento

O Teste de Envelhecimento Acelerado mimetiza o envelhecimento em tempo real,
acelerando artificialmente o processo de envelhecimento utilizando temperaturas mais
elevadas (NelsonLabs, 2023). Neste caso foi utilizada uma incubadora a uma temperatura
de 60°C para fazer o envelhecimento no qual as gazes (normais, impregnadas com
quitosano e impregnadas com NaturALL) foram envelhecidas durante 60 dias simulando

290 dias (9 meses e 17 dias) de envelhecimento normal (Keystone Compliance, 2023).
3.4.1. Ensaio de contacto direto

3.4.1.1. Simulacio da condicido saudavel (condi¢cao controlo

com meio basal) com linhagem BJ
A partir da figura 3.8 ¢ possivel observar o grafico correspondente a viabilidade celular
da linha celular BJ aquando da exposicio as 6. E importante salientar que este ensaio foi
efetuado com o intuito de simular a condicdo saudavel de um adulto apds um
esquecimento da gaze a médio-longo prazo. A submissdo a um processo de
envelhecimento permitiu transpor obtidos em 60 dias para o que aconteceria em 9 meses

e 17 dias de esquecimento intracorporal.
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Figura 3. 8 - Viabilidade celular (em %) da linhagem BJ num ensaio de contacto direto (2 ensaios com 3 réplicas
para cada condigdo), simulando a condi¢do saudavel apos envelhecimento. Diferencas estatisticas assinaladas com
*(p <0.05).

Em primeiro lugar, verifica-se que a gaze de tecido apresenta uma viabilidade celular
superior a gaze nao tecido, com 78.3 + 12.3 % e 30.8 £+ 1.8 %, respetivamente. Apods 9
meses ¢ 17 dias de contato com as células a gaze de tecido apresenta resultados com
diferencas estatisticamente significativas relativamente a gaze TNT. Isto sugere que, ao
longo do tempo, a composi¢do da gaze ganha relevancia, com as fibras celuldsicas a
apresentarem maior biocompatibilidade que as sintéticas. Segundo um estudo feito em
2021, ¢ demonstrado que as fibras de algodao exibem uma notével citocompatibilidade e,
de forma promissora, tém a capacidade de desencadear a diferenciacdo celular sem
depender de agentes quimicos indutores. Esses resultados sugerem um considerdvel
potencial da nanofibra de algodao como um novo agente indutor de diferenciagdo, com
amplas aplicagdes nas areas de engenharia de tecidos e medicina regenerativa (Zanette et
al., 2022). Naturalmente, ao longo do tempo, o material comeca a degradar-se, porém as
fibras naturais, ao contrario das sintéticas, sao biodegradavéis refor¢gando a menor
probabilidade de rejeicao e infecao.

Na figura 3.8 ¢ possivel também observar que quando impregnada em quitosano a gaze
de tecido apresenta uma viabilidade superior (79.4 + 10.0 %) quando comparada com a

gaze nao tecido impregnada com quitosano (63.3 £ 26.2 %). Tal como referido
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anteriormente, a impregnagdo com quitosano ¢ umas das estratégias utilizadas para
aumentar a citocompatibilidade, sendo este efeito mais visivel no caso da gaze TNT. A
gaze de algodao ja apresenta de base uma boa compatilidade quando esquecida dentro do
corpo durante 9 meses e 17 dias.

Relativamente a gaze de nao tecido impregnada com NaturALL, esta apresenta uma
viabilidade celular superior de 54.6 = 19.2 % comparativamente a gaze de tecido (50.0 £
38.3 %), sem diferengas estatisticamente significativas (p > 0.05), havendo alguma
variabilidade entre réplicas. Sendo a viabilidade celular inferior a 70% para os dois tipos
de gaze, podemos inferir que apos 9 meses e 17 dias esquecidas dentro do corpo, as gazes
impregnadas com NaturALL apresentam citotoxicidade. De notar, que antes do
envelhecimento, ambas as condigdes (TNT NaturALL e T NaturALL) apresentavam um
valor de viabilidade celular maior. Estes resultados indicam que a impregnagdo com o
NaturALL tem impacto positivo para aplicagcdes pontuais a curto prazo (colocar e tirar),

nao sendo indicada para uma utilizacdo em contrario (longo prazo).

Em relacdo a andlise qualitativa (Figura 3.9) podemos assistir a uma clara degradacdo na
morfologia das células relativamente ao controlo negativo, para as gazes TNT, com
excegdo na condicdo de tecido nao tecido impregnado com NaturALL. Curiosamente,
esta condi¢do apresenta células alongadas e uma boa proliferagdo celular, comparavel ao
controlo negativo. Esta diferenca entre resultados quantitativos e qualitativos pode dever-
se a uma ma leitura do leitor de placas/pipetagem, ja que além de a visualizacdo do
microscOpio nao corresponder, a variabilidade entre réplicas ¢ enorme. No caso das
condig¢des relativas as gazes de tecido, os resultados qualitativos sdo concordantes com
os quantitativos, sendo visivel alguma inibig¢do de crescimento na condi¢do impregnada

com NaturALL e alguns granulos intracitoplasmaticos.
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Figura 3. 9 - Imagens de microscopia das gazes testadas, numa condigdo inflamatoria aguda (pH=6). A) Controlo
Negativo, B) TNT impregnada em agua, C) TNT impregnada em quitosano; D) TNT impregnada em NaturALL, E) T
impregnada em dagua; F) T impregnada em quitosano; G) T impregnado em NaturALL. Todas as imagens partilham a
mesma escala (200um) e amplia¢do(10x).

3.4.1.2. Simulac¢io da condiciao de inflamac¢ao créonica com
linhagem BJ

Como na sec¢do anterior, observou-se o impacto da exposicdo das gazes apds um
esquecimento a médio longo prazo correspondente a 9 meses e 17 dias, sendo que nesta
seccdo se efetuou uma simulacdo da condicdo de inflamacdo cronica. Os resultados
obtidos relativos a viabilidade celular podem ser observados na seguinte figura (Figura
3.10).
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Figura 3. 10 - Viabilidade celular (em %) da linhagem BJ num ensaio de contacto (2 ensaios com 3 réplicas cada)
direto simulando a condi¢do inflamagdo cronica apos envelhecimento.

Primeiramente, verifica-se como ambos os tipos de gaze (ndo tecido e tecido) revelam
uma viabilidade celular similar, 54.7 £ 57.0 % e 63.9 = 42.1 %, respetivamente, (p >
0.05). No entanto, estes resultados sdo inferiores ao limiar de citocompatibilidade,
podendo estes materiais provocarem situacdes de rejeicao/infecao.

A partir da Figura 3.10 é também possivel verificar que tanto a gaze ndo tecido (56.2 +
56.6 %) como a gaze de tecido (60.7 = 52.6 %), impregnadas com quitosano, apresentam
uma viabilidade celular similar (p > 0.05).

Relativamente aos resultados obtidos com as gazes impregnadas com o NaturALL,
verifica-se que a gaze de tecido (75.8 + 18.5 %) apresenta uma maior viabilidade em
comparagdo com a gaze nao tecido (69.5 +29.1%). Comparando as viabilidades celulares
em condicdo saudavel e condicdo de inflamag¢do aguda, ¢ curioso perceber que,
contrariamente ao observado na condi¢do saudavel (condi¢ao controlo com meio basal),
as gazes impregnadas com o NaturALL apresentam melhores resultados que as restantes
(ambas acima do valor em que ¢ aceite para ser um material citocompativel, 70 %). A
maior viabilidade celular na condi¢do de inflamacdo aguda deve-se possivelmente ao
efeito dos ambientes acidicos nos grupos reativos dos materiais. Em situagdes de um

utente com infe¢do cronica, a médio-longo prazo, e ao contrario do que acontece numa
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condic¢do saudavel e ao que acontece numa condic¢ao a curto prazo, o impacto positivo do
NaturALL na viabilidade ¢ sentido.

Posto isto podemos concluir que para esta simulacdo, o material mais citocompativel ¢ a
gaze de tecido impregnada com o NaturALL.

Em relagdo a andlise qualitativa (Figura 3.11) podemos observar que as células se
encontram alongadas, porém com algumas células redondas e alguma inibicdo de
crescimento celular para qualquer condi¢do, com excecdo da gaze de tecido NaturALL.
Esta vai de encontro aos resultados quantitativos, sendo a que apresenta mais células

metabolicamente ativas e mais c¢lulas alongadas.

A)

Figura 3. 11 - Imagens de microscopia das gazes testadas, numa condicdo inflamatoria aguda (pH=6). A) Controlo
Negativo; B) TNT impregnada em dagua; C) TNT impregnada em quitosano; D) TNT impregnada em NaturALL, E) T
impregnada em dagua; F) T impregnada em quitosano, G) T impregnado em NaturALL. Todas as imagens partilham a
mesma escala (200um) e amplia¢do(10x).

3.4.2. Ensaio lixiviados

Um ensaio de lixiviagdo envolve o contacto de um material s6lido com um lixiviante
(contacto indireto) para determinar quais os componentes do s6lido que se dissolvem na
solugdo e criar uma solugdo lixiviante ou lixiviado. Os ensaios de lixiviagdo sao
normalmente utilizados para fornecer informagdes sobre a concentracao de constituintes
ou a libertagdo de constituintes de um material residual em condi¢des de ensaio de
referéncia, ou em condi¢des que se aproximem mais do local de eliminacdo efetivo
(Chapter 14 - Leaching Tests, 1997). Desta forma, para os ensaios de envelhecimento, os

lixiviados sdo de extrema relevancia.
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3.4.2.1. Simulacio da condicao saudavel com linhagem BJ
Nesta parte do trabalho, pretendeu-se observar de que forma um lixiviado (meio resultante
do contacto com uma gaze) impacta a viabilidade celular da linhagem BJ, sendo que nesta
secgao se efetuou uma simulagdo da condi¢do saudavel (condi¢do controlo com meio
basal). Os resultados obtidos relativos a viabilidade celular podem ser observados na

seguinte figura (Figura 3.12).
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Figura 3. 12 - Viabilidade celular (em %) da linhagem BJ num ensaio de lixiviados (3 ensaios com 3 réplicas para
cada condig¢do) simulando a condigdo saudavel apos envelhecimento.

Em primeiro lugar, observa-se como ambos os tipos de gaze (tecido e ndo tecido) revelam
uma viabilidade celular semelhante quando impregnadas com agua (branco), 51.2 £ 13.8
% e 50.4 = 15.0 %, respetivamente, (p > 0.05). Como mencionado anteriormente, ¢é
desejavel alcancar uma viabilidade 70 % para que um material/ téxtil médico seja
considerado citocompativel (Huzum et al., 2021), pelo que ¢ essencial a impregnagao
destes tecidos com solugdes alternativas.

Com base na Figura 3.12, € possivel observar como tanto a gaze ndo tecido como a gaze
de algodao, impregnadas com quitosano, apresentam uma viabilidade semelhante, 61.8 +
7.48% e 68.0 + 8.76%, respetivamente (p > 0.05). Estes valores estdo no limiar de
aceitagdo (70 % de viabilidade celular), no entanto ¢ possivel constatar que para uso

pontual, este tipo de impregnacao pode ser aplicado, como referido anteriormente. Num
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estudo de 2019, os autores comprovaram como o quitosano tem propriedades benéficas a
nivel do crescimento e proliferagdo celular (Souza et al., 2019). Desta forma, verifica-se
que ja seria expectavel uma maior viabilidade aquando da impregnacao com a solugdo de
quitosano.

Relativamente as gazes impregnadas com NaturALL, verifica-se entdo, a mesma
tendéncia, ou seja, tanto a gaze de tecido como a gaze ndo tecido apresentam uma
viabilidade celular semelhante/ idéntica. No entanto, o resultado obtido é menos
satisfatorio comparativamente aos valores obtidos apds impregnacao das gazes com
quitosano.

Comparando a impregnacao das gazes ndo tecido com a impregnagao das gazes de tecido,
¢ possivel verificar como sao obtidos valores préximos nas viabilidades celulares, sendo
estas muito semelhantes entre si ndo variando mais que 10 %. Este fenomeno ¢ observado
tanto para a impregnacao com quitosano como com NaturALL.

Avaliando as trés condigdes testadas, nomeadamente submersdo com agua destilada e
impregnacao com quitosano ou NaturALL, € possivel concluir como a impregnagao com
as solucdes bioativas ndo aumenta significativamente a viabilidade celular, sendo que esta
se mantém entre os 50-70% para ambos os tipos de gaze. Ainda que sem diferencas
significativas (p > 0.05), a gaze de tecido impregnada com quitosano parece ser o material
que menos impacta negativamente o funcionamento de outros tecidos vizinhos, apds a
interacdo destes com os lixiviados, que resultam do contato entre o0 meio e material.
Novamente, para um material ser considerado citocompativel € necessaria uma
viabilidade superior a 70 %, realidade que ndo ¢ verificada nesta simulacdo. Quando a
aplicacdo da gaze ¢ um processo pontual, o valor de 50 % de viabilidade celular pode ser
considerado aceitavel. No entanto, quando se simula o esquecimento do material no corpo
humano, este raciocinio ndo pode ser aplicado, sendo recomendado alcancar valores
acima dos 70% de viabilidade celular. Posto isto, € possivel concluir como neste tipo de
simulagdo o material ndo pode ser considerado como citocompativel, mesmo ap6s adigao
de compostos bioativos.

Por ultimo, efetuou-se uma simples analise qualitativa, cujo objetivo se baseava na
observa¢ao da morfologia celular de todas as condigdes testadas em relagdo ao controlo.
A partir da figura 3.13, € possivel observar como as células t€ém uma forma ndo alongada
e como em todas as condi¢des estas se apresentam maioritariamente em formato
pontiforme. No entanto, ¢ possivel verificar como nas trés seguintes condigdes,

nomeadamente TNT quitosano (C), T quitosano (F) e T NaturALL (G), as células
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apresentam uma morfologia mais adequada. Desta forma, ¢ possivel relacionar os
resultados obtidos na viabilidade celular com a morfologia celular observada. Verifica-
se, entdo, como as condigdes com uma viabilidade celular superior apresentam uma

morfologia mais saudéavel (Figura 3.13).

Figura 3. 13 - Imagens de microscopia das gazes testadas, numa condigdo inflamatoria aguda (pH=6). A) Controlo
Negativo; B) TNT impregnada em agua; C) TNT impregnada em quitosano,; D) TNT impregnada em NaturALL; E) T
impregnada em agua, F) T impregnada em quitosano; G) T impregnado em NaturALL. Todas as imagens partilham a
mesma escala (200um) e ampliagdo(10x).

3.4.2.2. Simulacio da condicio de inflamacao créonica com

linhagem BJ
Como mencionado anteriormente, nesta seccdo do trabalho laboratorial pretendeu-se
avaliar de que forma um lixiviado (meio resultante do contacto com uma gaze) impacta a
viabilidade celular da linhagem BJ, sendo que, neste ponto, se efetuou uma simulagao da
condicdo de inflamacdo cronica da linhagem BJ. Os resultados obtidos relativos a

viabilidade celular podem ser observados na seguinte figura (Figura 3.14).
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Figura 3. 14 - Viabilidade celular (em %) da linhagem BJ num ensaio de lixiviados (2 ensaios com 3 réplicas cada)
simulando a condi¢do de inflamagdo cronica apos envelhecimento.

Primeiramente, observa-se como ambos os tipos de gaze (ndo tecido e tecido) revelam
uma viabilidade celular semelhante quando impregnadas com agua (branco), 58.6 + 30.9
% e 65.3 £ 15.4%, respetivamente (p > 0.05). No entanto, ¢ de notar como ¢ desejavel
alcancar uma viabilidade 70 %, pelo que ¢ essencial a impregnacao destes tecidos com
solugdes alternativas.

A partir da Figura 3.14, ¢ possivel observar como tanto a gaze ndo tecido como a gaze de
algodao impregnadas com quitosano apresentam uma viabilidade dispar, 64.5 £ 28.8 % e
83.6 = 15.5 %, respetivamente, embora com variabilidade entre réplicas (p > 0.05). Desta
forma, verifica-se como a gaze de algoddao impregnada com quitosano permite alcangar a
viabilidade celular desejada (> 70 %), permitindo, entdo, afirmar que este téxtil e esta
impregnagao em especifico permitem a obtengdo de uma gaze citocompativel.
Relativamente as gazes impregnadas com NaturALL, ndo se verifica a mesma tendéncia,
ou seja, a gaze nao tecido e a gaze de tecido apresentam uma viabilidade celular
semelhante/idéntica, 61.8 +£39.0 % e 61.2 + 30.8 %, respetivamente (p > 0.05). Conclui-
se, entdo, que ambos os tipos de gazes impregnadas com NaturALL ndo sdo tdo adequadas
como as impregnadas com quitosano para uma exposicdo prolongada durante um
processo de inflamagdo cronica, uma vez que nao ¢ alcangada a viabilidade celular

desejada.
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Avaliando as trés condi¢des testadas, nomeadamente branco, quitosano ou NaturALL, ¢
possivel concluir como a impregnacdo com as solugdes bioativas ndao aumenta
significativamente a viabilidade celular (p > 0.05), sendo que esta se mantém entre os 50-
80% para ambos os tipos de gaze. Mesmo em situacdes de inflamacdo cronica, a gaze de
tecido impregnada com quitosano parece ser o material que menos impacta o bom
funcionamento de outros tecidos vizinhos, apds o contacto destes com os lixiviados
resultantes.

Na analise qualitativa (Figura 3.15), observa-se um bom crescimento das células neste
meio, ainda que o meio ndo seja favoravel para o crescimento celular devido ao pH que
apresenta. Desta forma, verifica-se como as células, em todas as condigdes, apresentam
uma estrutura alongada, caracteristica destas mesmas. Adicionalmente, com base nos

valores de viabilidade, ¢ possivel afirmar que se encontram metabolicamente ativas.

Figura 3. 15 - Imagens de microscopia das gazes testadas, numa condigdo inflamatoria aguda (pH=6). A) Controlo
Negativo; B) TNT impregnada em agua; C) TNT impregnada em quitosano, D) TNT impregnada em NaturALL; E) T
impregnada em agua, F) T impregnada em quitosano; G) T impregnado em NaturALL. Todas as imagens partilham a
mesma escala (200um) e ampliagao(10x).
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3.4.2.3. Simulacio da condicao saudavel (condi¢ao controlo

com meio basal) com linhagem HCT-15
Por ultimo, efetuou-se um ensaio paralelo no qual se pretendeu observar de que forma um
lixiviado (meio resultante do contacto com uma gaze) impacta a viabilidade celular de
uma segunda linhagem, nomeadamente HCT-15, de intestino. O objetivo especifico passa
por se perceber de que forma o lixiviado de uma gaze colocada num determinado 6rgao
podera afetar um segundo 6rgao. Em especifico, nesta sec¢do efetuou-se uma simulacao
da condig¢do controlo (pH fisioldgico). Os resultados obtidos relativos a viabilidade

celular podem ser observados na seguinte figura (Figura 3.16).
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Figura 3. 16 - Viabilidade celular (em %) da linhagem HCT-15 num ensaio de lixiviados (2 ensaios com 3 réplicas
cada) simulando a condig¢do saudavel apos envelhecimento.

A principio, observa-se como ambos os tipos de gaze (TNT e T) revelam uma viabilidade
celular semelhante quando ndo estdo em contacto com nenhum composto bioativo
(branco), 56.2 + 40.6 % e 70.9 = 10.1 %, respetivamente, (p > 0.05). Como mencionado
anteriormente, ¢ desejavel alcangar uma viabilidade 70 %, pelo que ¢ essencial a

impregnacao destes tecidos com solucdes alternativas.
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Na Figura 3.16 observa-se como tanto a gaze nao tecido como a gaze de tecido
impregnadas com quitosano apresentam uma viabilidade semelhante, 61.0 £ 11.6 % e
66.6 = 11.5 %, respetivamente (p > 0.05).

Relativamente as gazes impregnadas com NaturALL, verifica-se, a mesma tendéncia,
tanto a gaze de tecido como a gaze nao tecido apresentam uma viabilidade celular
semelhante/ idéntica (p > 0.05), ainda que para a gaze nao tecido a variabilidade entre
réplicas seja muito inferior dando mais confianga aos seus resultados.

Observando a figura 3.16 conseguimos fazer uma comparacao das linhas celulares em
estudo. Avaliando as condigdes de branco e de quitosano de ambas as linhas celulares
conseguimos concluir que a gaze T tem uma melhor prestagdo nas células visto a maior
viabilidade registada. Na andlise das células HCT-15, a condi¢ao de T branco manifestou-
se com uma viabilidade celular de 70.9 + 10.1 %, valor este substancialmente maior
comparando com o T branco nas células BJ, registando este ultimo um valor de 51.2 %.
O mesmo ndo se vé quando se faz a analise das condi¢des de ndo tecido e tecido das gazes
impregnadas em quitosano, estas com uma viabilidade semelhante/idéntica (61.0 % e 61.8
%, € 66.6 % e 68.0% nas linhas celulares de HCT-15 e BJ respetivamente). Em relagdo
as gazes impregnadas com NaturALL ha uma inversdo da tendéncia, onde antes em ambas
as linhas celulares as gazes de tecido apresentavam melhores viabilidades, aqui deixa de
acontecer, tendo apresentado a linha celular HCT-15 uma maior viabilidade nas gazes de
tecido ndo tecido (74.5 £ 7.0 %) comparativamente as gazes de tecido (65.3 + 25.8 %).
Avaliando as trés condicdes testadas, nomeadamente impregnacdo com agua destilada,
quitosano ou NaturALL, ¢ possivel concluir como a impregnagdo com as solucoes
bioativas ndo aumenta significativamente a viabilidade celular, sendo que esta se mantém
entre os 50-70 % para ambos os tipos de gaze.

Posto isto, apds 9 meses e 17 dias de esquecimento da gaze, os lixiviados que resultam
da interagdo entre o meio € o material parecem impactar de forma semelhante a
viabilidade celular de células intestinais. Ndo obstante, sendo as células em teste
cancerigenas, ¢ importante que a adi¢do de agentes bioativos ao material ndo provoque a

médio e longo prazo uma proliferagdo desregulada.
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3.4.2.4. Simulacio da condicao de inflamacao cronica com

linhagem HCT-15
Nesta secgdo efetuou-se uma simulagdo da condi¢do de inflamagdo cronica. Os
resultados obtidos relativos a viabilidade celular podem ser observados na seguinte

figura (Figura 3.17).
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Figura 3. 17 - Viabilidade celular (em %) da linhagem HCT-15 num ensaio de lixiviados (2 ensaios com 3 réplicas
cada) simulando a condicdo de inflamagdo aguda apos envelhecimento.

Primeiramente, ¢ possivel observa-se como ambos os tipos de gaze (tecido e ndo tecido)
revelam uma viabilidade celular semelhante quando impregnadas com agua (branco),
50.3 £3.9 % e 64.0 £ 12.5 %, respetivamente (p > 0.05). Sera essencial a impregnagao
destes tecidos com solucdes alternativas.

Na Figura 3.17 observa-se que a gaze ndo tecido e a gaze de tecido impregnadas com
quitosano apresentam uma viabilidade de, 47.4 £ 12.2 % e 64.2 + 23.7 %, respetivamente
(p > 0.05).

Relativamente as gazes impregnadas com NaturALL, verifica-se uma tendéncia contraria,
onde a gaze de ndo tecido e a gaze tecido apresentam uma viabilidade celular de 65.3 +

26.5 % e de 36.8 = 6.6 % (p > 0.05), respetivamente. Para as gazes T NaturALL e TNT
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quitosano, a variabilidade entre réplicas ¢ muito inferior dando mais confianca aos seus
resultados.

Observando a figura 3.17 conseguimos fazer uma comparacdo das linhas celulares em
estudo, de maneira idéntica a sec¢ao 3.4.2.3. Numa primeira instancia observa-se a clara
superioridade nos valores de viabilidade das células pertencentes a linha BJ.

Avaliando as trés condicdes testadas, nomeadamente impregnacdo com agua destilada,
quitosano ou NaturALL, ¢ possivel concluir como a impregnacdo com as solugdes
bioativas nao aumenta significativamente a viabilidade celular, sendo que esta se mantém
entre os 50-70 % para ambos os tipos de gaze.

Posto isto, apds 9 meses e 17 dias de esquecimento da gaze (tempo equivalente obtido
por envelhecimento acelerado), os lixiviados que resultam da interagdao entre o meio € o
material parecem impactar de forma semelhante a viabilidade celular de células
intestinais. Como referido anteriormente, sendo as células em teste cancerigenas, ¢
importante que a adicdo de agentes bioativos ao material ndo provoque a médio e longo

prazo uma proliferagdo desregulada nem morte celular.
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4. Conclusoes e Trabalhos Futuros

O seguinte projeto de mestrado teve como objetivo avaliar o impacto da impregnacao de
gazes com biomateriais e compostos bioativos, sendo o intuito final o desenvolvimento
de gazes mais biocompativeis. Desta forma, a obtencdo de gazes mais biocompativeis
resulta numa diminuigdo das possiveis consequéncias para a satide aquando esquecimento
deste téxtil médico apds intervengdo cirurgica. A tese em questdo foi desenvolvida na
start-up biotecnologica Tech4MED, sendo que o principal composto bioativo em estudo
foi a solugdo NaturALL, uma alternativa aos quimicos convencionais, desenvolvida pela
propria empresa.

O NaturALL caracteriza-se como uma formulag@o bioativa composta por biomateriais
enriquecidos com compostos fendlicos para revestimento téxtil. Esta solu¢do inovadora
apresenta resultados promissores no contexto médico, podendo vir a ser utilizada na
protecao dos doentes, nomeadamente pelo seu carater citocompativel, bacteriostatico e
biodegradavel, sendo uma proposta alternativa a outros polimeros indicados na literatura
como possiveis revestimentos téxteis médicos, como ¢ o caso do quitosano.
Relativamente a linhagem celular BJ, em condi¢do controlo em meio basal, ¢ possivel
concluir como a impregnacao de gazes de tecido com NaturALL resulta numa viabilidade
celular que se aproxima a 70 %, sendo, entdo, aumentada a viabilidade celular
relativamente ao material sem funcionaliza¢do. Ademais, apos 5 dias em contacto com a
gaze, o NaturALL resulta num aumento significativo dessa viabilidade (>70%), sendo
possivel inferir que a solucdo inovadora podera ter uma possivel atividade regenerativa.
No entanto, a impregnacao de gazes nao tecido com NaturALL leva a resultados menos
promissores, nomeadamente uma diminui¢do da viabilidade, ndo sendo alcangado um
valor desejavel para um produto citocompativel. Em suma, ¢ possivel concluir como, para
um curto espaco de tempo, a gaze (T) impregnada com o NaturALL ¢ uma escolha mais
promissora em relagdo a compressa (TNT), cujos melhores resultados foram obtidos apds
impregnacdo com quitosano.

Contrariamente, em ambiente 4acido (simulagdo de ambiente inflamatorio), a impregnagao
com NaturALL apresenta resultados significativamente piores em comparagdo com o
quitosano, ndo sendo, entdo, aconselhavel a sua aplicacdo em situagdes de inflamagao, a
curti prazo. Nao obstante, a impregnacdo com quitosano permite a obtencdo de um

produto com caracteristicas mais promissoras face a gaze tradicional.
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A submissao a processos de envelhecimento acelerado permite a simulagdo do impacto
do esquecimento de um téxtil médico durante longos periodos no interior do corpo do
paciente. Os resultados obtidos neste estudo de envelhecimento acelerado (equivalente a
9 meses e 17 dias) de contacto direto em situacdo controlo em meio basal ndo foram de
encontro ao esperado, uma vez que em nenhuma condi¢ao sdo obtidos valores de
citocompatibilidade aceitaveis, ou seja, nenhum valor estd acima de 70 %.
Concretamente, verificou-se que tanto para a gaze como para a compressa (gaze TNT) o
quitosano apresenta caracteristicas mais promissoras comparativamente ao NaturALL.
No entanto, ¢ importante salientar como o quitosano s6 permite alcangar valores de
citocompatibilidade aceitaveis para o caso da gaze, sendo que para a compressa s6 ocorre
um ligeiro aumento de viabilidade celular, ndo sendo alcancados os valores almejados.
No entanto, face a simulacdo da condicdo de inflamacdo aguda, na condicdo de
inflamacgao cronica o revestimento com NaturALL apresenta resultados positivos, uma
vez que ocorre um aumento significativo da viabilidade celular. Desta forma, é possivel
concluir que o NaturALL podera ter efeitos benéficos a nivel de proliferagdo celular em
situagdes de inflamagdo cronica, mostrando-se como uma solugdo promissora para a
aplicacdo em locais de feridas e/ou com uma inflamagao/ infe¢gdo eminente.

Por ultimo, foram efetuados ensaios de lixiviados, que permitiram o estudo do impacto
da libertagdao dos compostos da gaze extracelular quando em contacto com células. Tanto
para a simulacdo da condi¢do normal como para a simulagdo da condi¢do de inflamagao
cronica, os resultados obtidos foram satisfatorios, uma vez que a impregnagdo com
NaturALL permitiu um aumento da viabilidade celular.

Relativamente a linhagem celular HCT-15 os resultados obtidos foram semelhantes, ou
seja, o NaturALL permitiu um ligeiro aumento da viabilidade celular para niveis
aceitaveis, em particular para as gazes ndo tecido.

Em suma, € possivel concluir, que para intervengdes em zonas sub-cutaneas, em contacto
com a derme, a gaze de tecido impregnada com NaturALL se apresenta como a melhor
solugdo, uma vez que permite a maior taxa de viabilidade celular. Por outro lado, para a
zona do colon, a compressa (gaze ndo tecido) impregnada com NaturALL permite a
obtenc¢ao de um tecido mais citocompativel com o local do que a op¢ao de compressa ndo
revestida.

O trabalho de mestrado efetuado permitiu a obtencao de uma gaze de tecido e uma gaze
ndo tecido com caracteristicas melhoradas apds impregnagao com a solugdo NaturALL

desenvolvida pela start-up Tech4MED. Desta forma, os resultados obtidos permitiram o
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desenvolvimento de uma possivel solugao para diminuir o impacto do esquecimento das
gazes no interior do corpo humano. Contudo, os resultados carecem de significancia
estatistica, pelo que no futuro deverao ser repetidas rondas de testes com maior nimero
de réplicas por forma a corroborar as tendéncias observadas neste trabalho de tese.

Nao obstante, esta linha de trabalho ainda apresenta uma enorme potencialidade, podendo
ser exploradas outras vertentes em trabalhos futuros. Desta forma, uma das sugestdes para
uma futura linha de inovacdo tem como base o desenvolvimento de um produto ndo sé
biocompativel como também biodegradavel. Propde-se, entdo, a combinagdo da
impregnacao de uma gaze com NaturALL, juntamente com uma solugdo ainda a
desenvolver, que resulte na libertagdo de compostos de valor acrescido e benéfico, de

forma a potencializar a cicatrizagdo e regeneragao celular do local de intervengao.
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