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Resumo

Na sequéncia de uma lesao da espinal medula, o sistema nervoso desencadeia uma res-
posta inibitoria responsével pela limitada regeneracao do tecido neuronal e consequentemente
a recuperagao funcional é reduzida.

Este trabalho teve como objectivo desenvolver estruturas poliméricas constituidas por
um suporte poroso e por fibras alinhadas, destinadas a construgéo de condutas que visam
suportar e guiar a regeneracao neuronal.

Produziram-se pela técnica de electrofiacdo matrizes de fibras submicrométricas de
gelatina, de gelatina e quitosano e de gelatina e policaprolactona. O alinhamento das fi-
bras foi induzido pela rotacdo de um colector cilindrico. As matrizes foram reticuladas por
exposicao a vapor de glutaraldeido para tornar a gelatina insolivel em meios aquosos. O
processo foi optimizado avaliando a sua eficidcia pela perda de massa das matrizes quando
imersas em agua. As fibras foram caracterizadas morfologicamente, através de imagens de
Microscépio Electrénico de Varrimento, e quimicamente por Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fourier.

Foram ensaiadas técnicas para produzir as estruturas porosas de suporte, em polica-
prolactona, baseadas na separacao em fases de solucoes de dois polimeros e na prensagem a
quente de filmes poliméricos. Ambos os métodos demonstraram ser promissores.

Realizaram-se culturas de células da linha N1E-115 semeadas nas estruturas fibrosas
produzidas. As culturas celulares permitiram estabelecer um protocolo de sementeira que

permitira estudar a resposta celular aos diferentes materiais in vitro.

Palavras-chave: Lesao da espinal medula; Regeneracao guiada; Electrofiacao; Gelatina de

peixe; Reticulacao; Linha celular N1E-115.
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Abstract

Following a spinal cord injury, the nervous system triggers an inhibitory response
responsible for limited neuronal tissue regeneration and consequently functional recovery is
reduced.

This study is aimed at developing polymeric structures consisting of aligned fibres
supported by a porous film, intended for the construction of nerve guidance conduits.

Matrices of submicrometric gelatin fibres, gelatin and chitosan, and gelatin and poly-
caprolactone were produced by electrospinning. The fibre alignment was induced by the ro-
tation of a cylindrical collector. The matrices were crosslinked by exposure to glutaraldehyde
vapour in order to render gelatin insoluble in aqueous media. The process was optimized by
assessing its effectiveness through weight loss measurements after immersing the matrices in
water. The fibres were morphologically characterized using Scanning Electron Microscope
images and chemically characterized using Fourier Transform Infrared Spectroscopy.

Techniques to produce the supporting porous structures in polycaprolactone were
tested, based on two polymers solutions phases separation and on polymeric films hot pressing.
Both methods proved to be promising.

N1E-115 neuronal cells were cultured on the produced fibrous structures. The cell
cultures allowed to set a cell seeding protocol in order to study in wvitro cell response to dif-

ferent materials.

Keywords: Spinal cord injury; Guided regeneration; Electrospinning; Fish gelatin; Cross-
linking; N1E-115 cell line.
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Enquadramento, Objectivos e Estrutura da

Dissertacao

O sistema nervoso central (SNC) é uma rede de mais de 100 bilides de células nervosas
que controlam as nossas acgoes, a percepgao do que nos rodeia e define quem nés somos [1].
A perda do tacto, visdo, audicdo ou movimentos normalmente resultam de doencas ou lesoes
do SNC. A qualidade de vida do paciente fica comprometida principalmente nos aspectos
fisicos e sociais, tendo graves implicagoes psicoldgicas.

A limitada regeneracao da espinal medula resulta de uma complexa cascata de eventos
que se seguem a uma lesao, envolvendo inflamacao, formagao da cicatriz glial e libertacao de
moléculas inibitérias.

Actualmente os tratamentos clinicos que envolvem a cirurgia e a reabilitacao resultam
numa recuperacao funcional reduzida [2, 3]. Visando a recuperagao funcional do paciente, as
vérias abordagens terapéuticas tém de ser direccionadas para bloquear a resposta inibitéria
e estimular a regeneracao e a plasticidade dos axdénios. Tém sido investigadas terapias far-
macolégicas, no sentido da neuroproteccao e neuroregeneracao, e a transplantagao de células
3, 4].

Apesar da complexidade da anatomia e fisiologia humana do SNC, nos ltimos anos
tém-se progredido na engenharia de tecidos, acreditando que a combinacao de abordagens
com biomateriais, células e moléculas bioactivas venham a possibilitar a recuperacao funcional

de vitimas de lesao da espinal medula .
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O correcto funcionamento do sistema nervoso depende do estabelecimento de ligacoes
adequadas dos neurdnios a determinados alvos e portanto, durante a reparacao do tecido
neuronal lesado é imperativo que os axdénios se orientem na direcgao do restabelecimento das
ligacoes interrompidas.

Condutas artificiais para orientacao da regeneracao nervosa (NGCs, do inglés Nerve
Guidance Conduits) tém vindo a ser desenvolvidas com vista & reparacao de lesoes tanto
do sistema nervoso periférico (SNP) como da espinal medula [5, 6]. As NGCs sao estruturas
tubulares que, ao serem enxertadas, devem suportar o crescimento dos neurénios, estimulando
e orientando o prolongamento dos axdénios no sentido do restabelecimento de ligagoes entre
terminacoes nervosas afectadas pela lesao.

Uma forma de produzir NGCs consiste em utilizar nanofibras poliméricas alinhadas
suportadas numa estrutura porosa, que possa ser enrolada para produzir um cilindro de seccao
recta em espiral, com as nanofibras na direccao do seu eixo. As estratégias e os materiais mais
adequados a producao de tubos porosos e resistentes ao colapso continua em investigacao.

O primeiro passo neste sentido é a escolha conveniente da composicao da estrutura por
forma a propiciar a adesao e crescimento celular. Além da biocompatibilidade, porosidade
e superficie quimica apropriadas, a degradacao da NGC deve ocorrer a um ritmo adequado,
acabando por ser substituida pelo tecido nativo.

Este trabalho teve como objectivo fundamental o desenvolvimento de estruturas po-
liméricas constituidas por um suporte poroso e por fibras alinhadas, destinadas a construcao
de NGCs, que possuam caracteristicas favoraveis a adesao e desenvolvimento das células
nervosas, com vista a regeneracao guiada do tecido neuronal.

Os biomateriais utilizados foram gelatina, quitosano e policaprolactona (PCL). Estuda-
ram-se matrizes de gelatina e matrizes compdsitas de gelatina/quitosano e gelatina/PCL. Para
a estrutura porosa foi utilizado PCL.

A gelatina e o quitosano sao ambos materiais naturais cujas propriedades favorecem a
resposta celular. Utilizou-se gelatina de peixe que é solivel em dgua a temperatura ambiente.
O PCL é um polimero sintético, biocompativel, biodegradavel, hidrofébico e com excelentes
propriedades mecanicas.

O trabalho teve como principais objectivos:
1. Produzir por electrofiacao fibras dos materiais seleccionados;

2. Avaliar o grau de alinhamento induzido nas fibras por deposicdo das mesmas num

colector cilindrico rotatério;

3. Estudar um processo de reticulagao das fibras para melhorar a estabilidade da gelatina

incorporada;
4. Investigar processos de producao de estruturas porosas adequadas ao suporte das fibras;

5. Estabelecer um protocolo de sementeira de células nas matrizes para o estudo in vitro

da resposta celular aos diferentes materiais;
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6. Cultivar células da linha celular neuronal N1E-115 para avaliar a sua adequacao ao

teste de materiais destinados a regeneracao neuronal.

O trabalho iniciou-se com a producao e caracterizagdo de matrizes de nanofibras po-
liméricas por electrofiacao, nomeadamente, controlo dos parametros de producao e de ali-
nhamento, e analise morfolégica das fibras. Na andlise morfoldgica recorreu-se a imagens de
microscopia electrénica de varrimento e ao programa ImageJ. Procedeu-se depois ao estudo
do processo de reticulacao da gelatina por exposicao a vapor de glutaraldeido. A estabilidade
das matrizes foi avaliada através de testes de perda de massa. As varias composicoes foram
estudadas por ATR-FTIR.

Foram considerados dois métodos de producao da estrutura de suporte de nanofibras
nomeadamente a separacao de fases de solucoes de polimeros e a prensagem de filmes. Os
filmes foram avaliados morfologicamente.

Foi estabelecido um protocolo de cultura celular nas matrizes depositadas em lamelas.
Semearam-se células N1E-115 nas matrizes e em controlos por forma a avaliar a sua adesao,
crescimento e diferenciacao. Foram ensaiados os procedimentos visando quantificar a viabili-
dade celular usando um teste colorimétrico e caracterizar a morfologia das células por fixacao
e marcacao fluorescente das mesmas.

Este relatério estd organizado, para além deste enquadramento geral e definicao dos
principais objectivos do trabalho, em quatro outros capitulos.

No capitulo 2 faz-se uma introducao ao tema da dissertagao. Identificam-se as respos-
tas e limitagoes a regeneracao da espinal medula apds lesao e apresentam-se varias estratégias
terapéuticas, enfatizando a abordagem da regeneragao guiada, onde se insere o presente tra-
balho.

No capitulo 3 apresentam-se os materiais e as metodologias utilizados na produgao e
caracterizacao das estruturas poliméricas desenvolvidas, e na cultura celular.

No capitulo 4 completa-se o objecto do presente trabalho mediante a apresentacao,
andlise e discussao dos resultados.

Finalmente, no capitulo 5 procura-se reter os aspectos mais relevantes deste trabalho

e apresentar algumas perspectivas para o seu desenvolvimento futuro.






Introducao

2.1 Neuroanatomia Funcional da Espinal Medula

O sistema nervoso humano é dividido em sistema nervoso central, que inclui o encéfalo
e a espinal medula, e sistema nervoso periférico, constituido pelos nervos cranianos e pelos
nervos raquidianos que tém origem no encéfalo e na espinal medula, respectivamente (ver
Fig.2.1).

A funcao essencial do sistema nervoso passa pela deteccao de sinais e estimulos exter-
nos e internos ao organismo, a sua conversao em sinais eléctricos e transporte desses impulsos
nervosos desde a periferia até ao SNC, onde ocorre a integracao dos varios sinais, organizacao
e controlo das fungoes orgéanicas e respostas efectoras (musculares, glandulares, etc).

A espinal medula tem importancia vital no funcionamento global do sistema nervoso.
Esta estrutura constitui o elo de comunicacao entre o encéfalo e o sistema nervoso periférico,
integrando a informacgao que recebe e produzindo respostas através de mecanismos reflexos.

A espinal medula encontra-se ao longo do canal vertebral, envolvida e assim, protegida
pelo conjunto de trés camadas de tecido conjuntivo, as meninges (dura-mater, aracnéide e
pia-mater), e pela coluna vertebral (conjunto de vértebras) [7]. Esta estrutura compoem-se
dos segmentos cervical, toracico, lombar e sagrado, denominados de acordo com a area da
coluna vertebral por onde passam os 31 pares de nervos raquidianos que nela tém origem (8
cervicais, 12 toracicos, 5 lombares, 5 sagrados e 1 coccigea) [8].

Uma seccao transversal da espinal medula revela a existéncia de substancia cinzenta
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Figura 2.1: Representacao ilustrativa do sistema nervoso [7] (adaptado)

na zona central e substancia branca na periferia, conforme ilustra a Fig.2.2. A matéria branca
contém os tractos sensorial e motor, as vias para a condugao de impulsos nervosos sensoriais
para o cérebro e impulsos dos nervos motores do cérebro para os tecidos efectores. A matéria
cinzenta é onde ocorre a integracao de potenciais pds-sinapticos excitatérios e potenciais

pds-sindpticos inibitérios [9)].

Espacgo epidural Pia-méater
Aracnoide Meninges
Espago subdural Dura-méter
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subaracnoide -

Substéncia Branca
Ganglio da raiz
dorsal

Substancia Cinzenta —=
Corpo vertebral

Figura 2.2: Representagio ilustrativa de uma secgao transversal da espinal medula e vértebra [10]
(adaptado)
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A via seguida pelos impulsos nervosos que produzem um reflexo é designada por arco
reflexo (ou circuito reflexo). O arco reflexo prossegue desde o receptor sensorial, que responde
a um determinado estimulo, até ao efector. O impulso gerado pelo receptor é conduzido pelo
neurdnio sensorial até ao centro de integracdo da informacao, que chega ao efector através
do neurénio motor, conforme representado na Fig.2.3 [9].

Neuronio sensorial

Receptor sensorial

Interneurdnio )

Neuronio motor Efector

Figura 2.3: Representacao esquemética dos componentes principais do arco reflexo [9] (adaptado)

2.2 Neurobiologia Celular

O sistema nervoso é constituido por dois principais tipos de células: neurénios e células
de suporte. No SNC, o conjunto das células de suporte é designado por neuroglia ou células
gliais [11]. O neurédnio estd diferenciado especialmente para a transmissao e processamento
de impulsos nervosos. A constitui¢do do neurénio compreende o corpo celular (ou pericério)
e dois tipos de prolongamentos, as dendrites, geralmente curtas e como uma disposicao ra-
mificada e o axdnio, Gnico e mais extenso, que termina numa rede de ramificacoes, o cone de
crescimento [12]. Os neurénios podem apresentar diferentes formas e tamanhos, sendo que o

corpo celular tipicamente tem 10-50um (ver Fig.2.4) [13].
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Figura 2.4: Neurdnio e células gliais [7] (adaptado)
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O citoesqueleto dos neurdnios apresenta uma estrutura constituida por neurofibri-
lhas, resultantes da jungao de dois componentes fibrosos fundamentais, os neurotiibulos (ou
microttibulos neuronais) e os neurofilamentos. As neurofibrilhas estendem-se em todas as

direcgdes e continuam para o interior das dendrites e do axé6nio [12].

Os neurotubulos sao estruturas cilindricas ocas, com cerca de 25nm de didmetro,
constituidas por tubulina e dispéem-se paralelamente nos axénios. Os neurotiibulos sao
elementos estruturais que desempenham um papel essencial no transporte intracelular bem
como no crescimento e desenvolvimento neuronal. A estabilidade dos neurotiibulos depende
de proteinas que se ligam lateralmente aos mesmos, denominadas proteinas de associacao a
microtibulos (MAPs, do inglés Microtubule Associated Proteins) [12, 14].

Os neurofilamentos (NF) abundam essencialmente nos axénios. Os NF desempenham
basicamente um papel estrutural e sdo determinantes da morfologia celular (neurénios e
células da glia). Os neurofilamentos pertencem ao sistema de filamentos intermedidrios, de
10nm, cujas componentes principais nos neurénios maduros sao as proteinas designadas por
NF-L, NF-M e NF-H para leve, médio e pesado, respectivamente (do inglés light, medium e
heavy). Uma outra proteina, a a-internexina, é expressa somente no inicio do desenvolvimento

do sistema nervoso [14].

O citoesqueleto neuronal é ainda constituido por microfilamentos (ou filamentos de ac-
tina), filamentos de 5-7nm de diametro, constituidos pela polimerizagao da proteina globular
actina-G, originando os filamentos de actina-F. Os microfilamentos permitem manter a dis-
tribuigdo das proteinas associadas a membrana, sao mediadores da interac¢ao dos neurdnios

com a matriz extracelular e com células vizinhas, e participam no movimento celular. [14]

Durante o desenvolvimento embrionario, o neurénio sofre um aumento em volume,
em numero e na complexidade dos seus prologamentos e contactos funcionais. Apds este
periodo, os neurénios geralmente nao se dividem, mas permanecem num estado de interfase

permanente ao longo de toda a vida [12].

As células de suporte proporcionam nutri¢do e suporte aos neurénios. Ao contrario dos
neurdnios, estas células tém alguma capacidade de divisao celular [4]. Existem seis tipos de
células de suporte, sendo que apenas quatro delas fazem parte da neuroglia: oligodendrocitos,
astrdcitos, microglia e células ependimarias, conforme ilustra a Fig.2.5. As células de Schwann

e células satélite apenas existem no sistema nervoso periférico [11].

Os oligodendrocitos produzem as bainhas de mielina que existem em torno de alguns
axonios; os astrocitos sintetizam factores neurotréficos e contribuem para a barreira hema-
toencefilica; a microglia (pequenos macréfagos) desempenha importantes fungdes de defesa
imunolégica do SNC, pois tem capacidades fagociticas e antigénicas, e as células ependimarias
formam o revestimento epitelial das cavidades do cérebro e do canal central da espinal medula
e, quando associadas a vasos sanguineos, formam os plexos coroideus, os quais produzem o

liquido cefalorraquidiano [4, 11, 15].
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Figura 2.5: Representacao ilustrativa da neuroglia [11] (adaptado)

A mielina é essencial para o correcto funcionamento do SNC. Esta é produzida pelos
oligodendrdcitos e, ao formar uma camada isolante (bainha de mielina) em torno dos axénios,
permite aumentar a velocidade de conducao do impulso nervoso. A bainha de mielina con-
siste num sistema multilamelar lipoproteico. Aos espagos sem mielina, onde a membrana
plasmatica do axénio fica exposta ao fluido extracelular, chamam-se nédulos de Ranvier
[12, 16]. A substancia branca estd associada as dreas de tecido com grandes concentragoes
de axoénios mielinizados, enquanto que a substancia cinzenta é formada essencialmente por

corpos celulares e dentrites [11].

O processo de comunicagao do sistema nervoso a nivel celular realiza-se através da
transmissao sinaptica, que ocorre em estruturas funcionalmente especializadas para a trans-

missao dos impulsos nervosos - sinapses.

A sinapse é uma regiao de contacto muito préximo onde ocorre a transferéncia de in-
formacao entre neurdnios ou entre um neurdnio e uma célula efectora, na qual sdo transmitidas
acgbes excitatdrias ou inibitdrias numa tnica direcgao [12]. Esta transmissao do impulso ner-
voso é mediada principalmente por um mecanismo quimico. Porém, a transmissao tanto pode
ser quimica como eléctrica e assim, as sinapses sao classificadas como quimicas ou eléctricas,
respectivamente. Na sinapse eléctrica ha contacto directo entre as membranas, o que facilita
a passagem da corrente do elemento pré-sinaptico para o pds-sindptico sem atraso, mas nao
no sentido inverso. A transmissdo quimica baseia-se na libertacio localizada, pelas vesiculas
sindpticas, de transmissores quimicos especificos, designados neurotransmissores, resultando
da interagao destes tltimos com proteinas receptoras especificas presentes na membrana do

neurénio [12].
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2.3 Lesao da Espinal Medula - resposta e limitagoes a rege-

neracao

Mundialmente, estima-se existirem 2,5 milhoes de pessoas que sofrem uma lesdo da
espinal medula, devido a acidentes rodovidrios, quedas, violéncia, desportos, entre outras
causas [3]. A les@ao da espinal medula pode conduzir & perda das funcoes neuroldgicas e,
consequentemente, comprometer o funcionamento sensorial e motor, dependendo do nivel da
lesao [5].

Em oposicao ao que acontece no SNP ou no sistema nervoso embrionario, a espinal
medula nado recupera espontaneamente apds lesao [4, 17, 18]. A limitada recuperagdo da
espinal medula no adulto é ndo sé intrinseca ao préprio SNC como também potenciada pelo
ambiente extrinseco inibitério, que se estabelece apds a lesao, e que impede a regeneracao e
plasticidade axonal [17, 19, 20].

Independentemente da origem da lesao, a resposta do SNC ¢é praticamente sempre
a mesma, embora alguns pormenores variem para diferentes tipos de patologia [21]. Apds
lesao da espinal medula coloca-se uma barreira a regeneracao que surge como um conjunto de
eventos envolvendo inflamagao, formagao da cicatriz glial e libertagao de moléculas inibitérias,

resultando na desmielinizagao dos axdnios e em morte celular massiva [5, 21].

Espinal medula saudavel

mo—ﬂ—.‘ﬂ\s

Neurénio Astrécito Leséo Neurénio Astrocito Blood-bomn Proteoglicanos
danificado reacfivo cells inibitérios

Figura 2.6: Representacao esquematica da lesdo da espinal medula e da cicatriz glial [22] (adaptado)
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A cicatriz glial resulta do recrutamento de microglia, células das meninges, oligo-
dendrécitos percursores e da hiperplasia/hipertrofia de astrdcitos, denominados astrécitos
reactivos [18, 19, 21]. Para o ambiente inibidor contribuem de forma preponderante moléculas
inibidoras, destacando-se a proteina de inibigao ao crescimento de neurites (Nogo-A, do inglés
Neurite OutGrowth inhibitOr), a glicoproteina associada & mielina (MAG, do inglés myelin-
associated glycoprotein), a glicoproteina da mielina do oligodendrécito (OMgp, do inglés
oligodendrocyte-myelin glycoprotein) e a tenascin-R e, ainda, proteoglicanos condroitino-
sulfatos (PGCS, do inglés chondroitin sulphate proteoglycans). Consideram-se as moléculas
inibidoras da mielina aquelas que mais contribuem para a resposta do SNC, seguidas das
PGCS [18, 21]. Tém sido identificadas ainda outras moléculas inibitérias tais como a sema-
forina 4D e a efrina B3 [21].

2.4 Estratégias Terapéuticas

A reparagao da espinal medula lesada tem sido um dos grandes desafios na neu-
rociéncia experimental desde que Tello e Cajal descobriram pela primeira vez, em 1903, que
os ax6nios do SNC podem ser estimulados a regenerar [23]. A reparacao do tecido neuro-
nal e estratégias de regeneracao tém recebido especial atencao, pois afectam directamente a
qualidade de vida do paciente [24].

Os objectivos gerais das estratégias terapéuticas a seguir aquando da lesao da espinal
medula passam por regular os factores de inibicao, repor as células perdidas, promover a
regeneragao direccionada para os alvos adequados e encorajar a remielinizacdo dos axénios
regenerados [25].

Desde a descoberta de que a formacao da cicatriz glial estd associada a criagao de um
ambiente bioquimico desfavordvel a regeneracdo neuronal, tém sido exploradas abordagens
com vista a bloquear os factores inibitdrios, promovendo assim maior recuperacao funcional
apos lesao da espinal medula [19].

Por outro lado, tém sido desenvolvidas varias estratégias de transplante de células
com o objectivo de ultrapassar as limitagoes intrinsecas a regeneracao do SNC e, assim, subs-
tituir neurénios lesados e promover um ambiente favoravel a sua regeneracgao. Por exemplo,
substituir células de suporte como os oligodendrécitos, pode conduzir & remielinizacao dos
axonios [3].

Transplantes de nervos periféricos autélogos combinados com anti-inflamatérios ou
adesivo de fibrina e factor de crescimento de fibroblastos (FGF, do inglés Fibroblast growth
factor) tém sido utilizados. No entanto, Thuret et al. sugerem que haja uma revisao e uma
maior investigagao neste ambito relativamente a seguranca e eficiéncia do transplante [3].

O transplante de células de Schwann tem sido extensamente estudado e tem demons-
trado potencial como terapia celular do SNC [4, 26]. As células de Schwann expressam vérios
factores e moléculas de superficie, e produzem laminina, fibronectina e colagénio que promo-

vem o crescimento dos axdnios. [26] Alguns estudos tém comprovado a vantagem e eficacia
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destas células na promocao da regeneracao e remielinizacao dos axénios. No entanto estes
beneficios nao tém sido observados para além do local do transplante [26].

Varios estudos sustentam que as células da mucosa olfactiva ou células gliais olfactivas
sao outras células promissoras [2, 3, 4, 26]. Em particular, estudos em Portugal, de Lima et
al. evidenciam a seguranga e potencialidade do transplante de células da mucosa olfactiva na
recuperacgao dos pacientes, principalmente quando combinada com reabilitacao pds-cirurgica
[27, 28].

A utilizacdo de células estaminais também tem recebido particular atencao nos iltimos
anos. A plasticidade (pluripotencialidade) exibida por estas células é uma das razoes prin-
cipais da sua escolha no contexto da terapia celular. Particularmente, as células neuronais
estaminais e progenitoras (NSPCs, do inglés Neural Stem And Progenitor Cells), que podem
ser isoladas do CNS embrionério ou adulto (ver Fig.2.7), diferenciam-se em vérios tipos de

células, permitindo reparar o tecido lesado [1].

Blastocisto

Encéfalo
Sistema olfactivo

Espinal medula
Sanque
Medula dssea

@ células estaminais/progenitoras endogenas = Transplantacdo directa
£ possibilidade de transplante autdlogo —s Transplantacio apos cultura
celular para propagacao,

@ células estaminais/progenitoras transplantadas ST L
pré-diferenciacao

Figura 2.7: Representacao esquemdtica das fontes potenciais de células estaminais/progenitoras para

transplantacao na espinal medula lesionada [3] (adaptado)

Na area da engenharia de tecidos, tém sido exploradas diversas estratégias para pro-
mover a extensao dos axdnios no local da lesao, usando factores de crescimento nervoso (NGF,
do inglés Nerve Growth Factor) e estruturas de suporte, utilizando biomateriais. Normal-
mente, estas aplicagoes resultam num crescimento dos axénios de forma aleatéria e que nao se
estende para além do local da lesao [29]. O desenvolvimento de estruturas fisicas de suporte
para orientagao da regeneracao neuronal juntamente com factores neurotréficos e/ou trans-
plante celular, poderao ajudar a manter a organizacao dos axdénios regenerados e potenciar
a recuperacao funcional sensorial e motora, constituindo assim uma abordagem promissora.
A combinagao de células estaminais com materiais de suporte é uma das estratégias mais

promissoras na perspectiva clinica da regeneracao do tecido neuronal [30].
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2.4.1 Regeneracao Guiada

O sucesso da regeneracao do tecido neuronal encontra-se para além da substituicao
do tecido danificado [31]. A orientagao fisica dos axdnios constitui um elemento crucial para
guiar a regeneragao no sentido de restabelecer as liga¢oes neuronais [4].

Uma estratégia da engenharia de tecidos que tem sido adoptada, para encorajar os
axénios afectados apds lesao a restabelecer as conexoes sinapticas correctas, é o desenvolvi-
mento de condutas artificiais para orientacao da regeneracao nervosa [6]. Hipoteticamente,
um suporte biodegradavel com uma topografia que induza o crescimento dendritico orientado
permitird que o restabelecimento das conexoes se torne efectivo.

Os materiais e estrutura das NGCs devem obedecer a uma série de requisitos que
determinarao o sucesso do seu desempenho. As propriedades fisicas que as NGCs devem
ter sdo essencialmente uma parede biodegradavel e porosa e uma matriz interna orientada
para suportar a migracao de células e actividade eléctrica. Adicionalmente poderdao ainda
possibilitar a entrega de moléculas bioactivas e a incorporacao de células de suporte [4].

Diversos estudos indicam que uma topografia com pistas celulares combinada com a
utilizacao de biomoléculas tem potencial para promover o crescimento dos axénios nas zonas
lesadas da espinal medula [6, 32]. A resposta das células neuronais & topografia dos supor-
tes biodegradaveis, é complexa e depende das suas caracteristicas fisicas, nomeadamente,
dimensao e forma. Varios estudos in vitro foram realizados nos 1iltimos anos com o objectivo
de analisar a reaccao de células estaminais, células primarias e células gliais a fibras alinhadas
[6].

Além dos factores neurotroéficos, a adicao de moléculas da matriz extracelular e molécu-
las de adesao celular (CAMs, do inglés Cells Adhesion Molecules) sao importantes para recriar

um ambiente propicio & regeneracao neuronal [22].

2.5 Producao de nanofibras por electrofiacao

Nanofibras poliméricas podem ser produzidas usando varias técnicas, tais como a
separagao de fases, a auto-montagem ou a electrofiagao [33]. A versatilidade do processo é a
principal vantagem da electrofiacao, constituindo-se na técnica mais requerida para producao
de nanofibras poliméricas [34, 35, 36, 37].

Embora o inicio da histéria da técnica de electrofiacdo remonte & primeira metade
do século XX, assistiu-se ao seu crescente interesse, especialmente nas tultimas duas décadas,
provavelmente devido & emergente investigacao na area da nanotecnologia, sustentada pelo
grande numero de publicagoes cientificas e patentes de investigadores de todo o mundo [34,
38].

Actualmente, a técnica é utilizada visando diversas apliacacGes, destacando-se na drea
das ciéncias biomédicas para a producgao de substitutos de tecidos bioldgicos lesados e sistemas

de libertagao controlada de farmacos, entre outras [35, 37, 39].
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A configuracdo bésica de um sistema de electrofiacdo consiste nos seguintes compo-
nentes: um recipiente para a solugao, habitualmente uma seringa com uma agulha acoplada,
uma bomba infusora, para controlar o caudal da solugdo, uma fonte de alta tensdao e um
colector de material condutor, estatico ou com possibilidade de movimento de rotagao e/ou
translacao (ver Fig.2.8) [38].

"——-_-,.___ Colector

Seringa Solugao Agulha Jacto

Bomba Infusora

T

Cone de —

Taylor

Fonte de alta tensao

Figura 2.8: Representagao esquematica do sistema de electrofiacdo tipico [40] (adaptado)

No processo de electrofiacao, a solugao polimérica que ¢é ejectada pela agulha, inicial-
mente tenderia a adquirir uma forma esférica devida & tensao superficial. No entanto, quando
a tensao positiva aplicada a agulha, tipicamente na ordem das dezenas de kV, carrega a gota e,
consequentemente, surgem forgas de repulsao electrostatica entre as cargas na sua superficie
e uma forga coulombiana exercida pelo campo eléctrico externo, que se estabelece entre a
agulha e o colector ligado a terra. Sob a accao destas interaccoes electrostaticas, a gota da
solugdo adquire numa forma coénica, denominada por cone de Taylor [41]. Quando as forgas
electrostaticas repulsivas ultrapassam a tensao superficial da solugao, emerge um jacto da
ponta do cone de Taylor. Da repulsao entre as cargas transportadas pelo jacto resulta o seu
estiramento e consequentemente diminuicao do didmetro da fibra. Enquanto o jacto viaja,
exibindo um comportamento instdvel e disperso, executando um movimento em forma de es-
piral em direccao ao colector, o solvente evapora. Assim, a fibra é depositada aleatoriamente
no colector, formando uma matriz de fibras poliméricas sélidas e de reduzida dimensao, usu-
almente designadas por nanofibras [35, 38, 41]. Um tempo de produgao adequado, ou seja,
a suficiente e continua deposicao da nanofibra em camadas no colector, forma, em termos de
macroestrutura, uma matriz tridimensional.

A morfologia das fibras obtidas por electrofiacao depende decisivamente dos parametros
utilizados no processo, sendo que o efeito resultante é consequente da conjugacao de todos
eles. As propriedades da solucdo que influenciam o processo de electrofiacdo e, consequen-
temente, as caracteristicas das fibras obtidas, sdo a viscosidade, a tensado superficial e a

condutividade da solu¢do. A massa molecular do(s) polimero(s) e concentragao na solugdo
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bem como o solvente utilizados influenciam essas propriedades. Os parametros do processo

sao o caudal da solucao, o diametro interno da agulha, a tensao aplicada a agulha, a distancia

agulha-colector e as caracteristicas do colector, isto é, geometria e movimento, e tensao apli-

cada ao mesmo. As condi¢Ges ambientais, como a temperatura e a humidade relativa, sao

também determinantes na morfologia das fibras resultantes do processo de electrofiacao [35].

Na tabela 2.1 estao sumariados os principais efeitos da variagao de cada um dos parametros

na morfologia das fibras.

Tabela 2.1: Principais efeitos dos pardmetros de electrofiacio na morfologia das nanofibras [38]

(adaptado)
Parametros Efeito na morfologia das fibras
Alteragao no diametro das fibras com o aumento
Tensao da tensao devida a aumento da carga transportada
e diminuicao do tempo de voo do jacto
Caudal Diminuicao do diametro das fibras com a
auda

Distancia entre a agulha e o colector

Viscosidade da solucao

Condutividade da solugao

Tensao superficial da solucao

Temperatura

Humidade relativa

diminuigao do caudal

Aumento da probabilidade de surgirem contas nas

fibras com o aumento da distancia

Aumento do didmetro das fibras com o aumento

da viscosidade

Diminuic¢ao do diametro das fibras com o aumento

da condutividade

Aumento da probabilidade de surgirem contas nas

fibras com o aumento da tensao superficial

Diminuicao do didmetro das fibras com o aumento

da temperatura

Aumento da probabilidade de aparecimento de
poros circulares nas fibras e diminuicao da taxa de
evaporagao de solventes aquosos com o aumento
da humidade
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Os relatos da literatura relativos a aplicagao da técnica de electrofiacao para producao
de nanofibras poliméricas revelam que uma enorme variedade de polimeros, quer naturais,
quer sintéticos, tém sido utilizados e caracterizados para diversas aplicagoes [37, 38].

A grande vantagem das nanofibras em aplicagées no dominio da engenharia de te-
cidos reside, fundamentalmente, na mimetizacdo da matriz extracelular, além de possuirem
elevadas porosidade e razao drea superficial/volume. [34, 36, 42, 43]. Estas propriedades in-
fluenciam fortemente o comportamento celular, promovendo a adesao, migracao e proliferacao
das células nas matrizes de nanofibras. [36, 43, 44, 45]

Varios estudos in vitro tém demonstrado que as células proliferam preferencialmente
segundo a direccao de fibras alinhadas, as quais normalmente sao obtidas por electrofiacao
usando um colector rotatério. [42, 46] Em Teo et al. [34] é apresentado um conjunto de
diversos colectores que podem ser usados num sistema de electrofiacao para obtencao de
fibras alinhadas e sdo destacadas as principais vantagens e desvantagens de cada um deles. Na
Fig.2.9 apresenta-se um esquema simplificado de um sistema de electrofiacdo com o colector

mais frequentemente utilizado com este propésito.

i
Seringa —_— | |

Nanofibras —»

Colector —»

Figura 2.9: Representacdo esquemdtica de um sistema de electrofiacdo com colector rotatério [47]
(adaptado)

2.6 Biomateriais

As estratégias da engenharia de tecidos, em particular para a regeneracao dos neurénios,
estd extremamente dependente do tipo de biomateriais usados no desenvolvimento dos supor-
tes celulares, que podem ser naturais ou sintéticos. A utilizacao clinica dos biomateriais tem
apresentado alguns beneficios importantes para a abordagem neurocirdrgica e, consequente-
mente, para reabilitagdo [48].

A seleccao dos biomateriais para possivel utilizagao na regeneracao da espinal medula
deve reunir os seguintes requisitos: biocompatibilidade, taxa de degradagao ajustada ao

tempo em que decorre a regeneracao e produtos de degradacdao nao téxicos, e propriedades
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mecanicas que, por um lado, sejam adequadas para o local da lesao e, por outro, que suportem
os procedimentos cirdrgicos quando implantados no paciente [5, 44].

Um material que fica permanentemente no organismo tem associado um maior risco
de infeccao e resposta inflamatéria, pelo que uma NGC que degrade enquanto decorre a
regeneragao do tecido neuronal é preferivel [4]. Em geral, os materiais naturais apresentam
melhor biocompatibilidade [49]. Contudo, este tipo de material necessita, quase sempre,
de extensa purificacdo e preparacao complexa. Por outro lado, geralmente, os materiais
sintéticos, apresentam maior facilidade de processamento e controlo das suas propriedades
mecanicas, fisicas e quimicas [4].

Note-se que o sucesso da regeneracao de qualquer tecido resulta da combinacao dos
materiais escolhidos para a producao dos suportes biodegradaveis com topografia adequada,

com moléculas bioactivas e células.

2.6.1 Gelatina

A gelatina é um polimero natural obtido por hidrolise parcial e controlada do colagénio
[44, 49, 50]. No processo de produgao de gelatina sao quebradas ligacoes covalentes e pontes
de hidrogénio que estabilizam a configuracao em tripla-hélice do colagénio - a conformacao
helicoidal dé origem a uma conformacao enrolada aleatoriamente. A gelatina é assim, um bio-
polimero idéntico ao colagénio no que diz respeito a sua composicao e propriedades bioldgicas.
O colagénio é uma das proteinas que formam a matriz extracelular e o principal constituinte
da pele, do osso e de outros tecidos conjuntivos.

A gelatina apresenta vantagens relativamente a outros polimeros, nomeadamente, por
ter origem biolégica, pela sua biocompatibilidade, biodegradacao, pelas excelentes proprie-
dades de adesao, disponibilidade comercial e baixo custo [51]. Vérios estudos demonstraram
que a gelatina promove a adesao e proliferacao das células, devido a presenca de sequéncias
de aminoécidos do tipo Arg-Gly-Asp (RGD) [44, 52].

A gelatina, ao contrario da maioria dos polimeros sintéticos, possui grupos ionizdveis
(amidas, aminas primarias e carboxilos). Os grupos funcionais carboxilo (COOH) e amina
(NH2) podem ser ionizados por agentes dcidos ou bdasicos. Numa solugao aquosa, esta io-
nizagao d4 origem a um poliido carregado acompanhado por contraides [49].

A gelatina de origem de mamifero, tipicamente de bovino, é soluvel em agua a 40°,
enquanto que a gelatina derivada de peixe é solivel em agua a temperatura ambiente, o que,
obviamente, simplifica a electrofiacao de solugoes deste tipo de gelatina. A gelatina de peixe
tem uma estrutura e composicao similares a de mamifero, excepto um contetddo inferior de
prolina e hidroxiprolina.

Raramente a gelatina é considerada como um material candidato para aplicagoes
biomédicas sem tratamentos especiais, essencialmente por ser um polimero solivel em agua
e apresentar fracas propriedades mecanicas [50, 53]. Assim, a gelatina é reticulada e/ou

combinada com polimeros sintéticos por forma a manter a sua estrutura [50, 53].
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2.6.2 Quitosano

O quitosano (CS) é um biopolimero linear, obtido através da desacetilacao parcial da
quitina [1]. A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza apés a celulose,
encontrada, por exemplo, no exosqueleto dos crustaceos, insectos e nas paredes celulares dos
fungos [1]. Na Fig.2.10 estd representada a estrutura da quitina e o quitosano. Na pratica,
as designagOes quitina e quitosano referem-se a copolimeros com unidades N-glucoseamina
e unidades N-acetilglucoseamina. A desacetilacao consiste na substituicao do grupo acetil
(C2H30) por um H, com formagao de grupos amina. O que distingue o CS da quitina é

apenas a quantidade de grupos amina presentes [54].

CHLOH NH;
~. Q me
0 0
Ay g
NH CH,;OH
- ﬂ:cf 4x -
N,
CH;

Figura 2.10: Estrutura da quitina e do quitosano, com x unidades de N-acetilglucoseamina e y

unidades de N-gluocosemina [54]

Considera-se o quitosano o polissacarideo com um minimo de 50% de desacetilagao
(percentagem de grupos amina presentes), sendo mais comum possuir um grau de desace-
tilacao de 70-90%. As condicoes em que ocorre a reacgao de desacetilacao conferem ao CS as
suas caracteristicas principais, nomeadamente a sua massa molecular média e o grau de de-
sacetilacao. O grau de desacetilagao influencia a solubilidade do CS, bem como a viscosidade
das solugbes a base de CS [54].

O quitosano é um polimero semicristalino, sendo que o seu grau de cristalinidade
depende do grau de desacetilagdo. A solubilidade do quitosano, por sua vez, depende dos
grupos amina livres e da natureza do solvente usado. Em solugoes acidas diluidas, os grupos
amina livres protonizam e o quitosano torna-se totalmente soltvel a pH inferior a 5. O CS é,
geralmente, insolivel em solugoes aquosas cujo pH seja superior a 7 [1].

O quitosano tem sido largamente aplicado nas areas farmacéuticas e biomédicas, en-
tre outras (agricultura, tratamento industrial de poluentes, etc). As suas caracteristicas
apelativas tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesividade, capacidade de
adsorcao de dgua, actividade contra fungos, bactérias e virus e o seu poder hemostatico, sus-
tentam esse facto [54]. A quitina e, consequentemente, o quitosano podem ser obtidos a partir
da casca do camarao, permitindo, simultaneamente, a valorizacao de residuos alimentares.

Xiaoguang et al. demonstraram num estudo in vivo que os implantes de quitosano no
local da lesao da espinal medula promoveram a regeneracao axonal, levando a recuperacao

funcional parcial dos membros posteriores dos ratos [55].
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Num outro estudo in vivo, também com vista a recuperacao apés lesao da espinal
medula, Bozkurt et al. demonstraram que num grupo de cobaias que recebeu NSPCs supor-
tadas por uma estrutura tubular de quitosano, a sobrevivéncia celular foi mais prolongada
relativamente a verificada num grupo em que as NSPCs foram injectadas directamente no
local da lesao. Tal facto sugere que a adesao celular ao suporte de quitosano tem um papel

crucial na sobrevivéncia das células transplantadas [56].

2.6.3 Poli(e-caprolactona)

O PCL é um poliéster alifatico sintético, semicristalino, hidrofébico, com grande elas-
ticidade e biocompativel [1]. O PCL pode ser obtido pela abertura de anel e polimerizacao de
monomeros, 'e-caprolactona’. Tem um ponto de fusdo proximo de 60°C e uma temperatura
de transigao vitrea de -60°C. O PCL é solivel numa ampla variedade de solventes organicos
e oferece a vantagem de ser miscivel com uma grande variedade de polimeros, e é facilmente

processavel [57].

(Cl I:Jr1 C 9]

Figura 2.11: Estrutura da Poli(e-caprolactona) [57]

Ao contrario da gelatina, o PCL é hidrofébico e conhecido por nao facilitar a adesao
celular. Desta forma, serd vantajoso proceder a modificagoes de superficie quando se utiliza
PCL para produzir suportes celulares [58]. Para aumentar a hidrofilicidade podem ser apli-
cados tratamentos com plasma ou com hidréxido de sédio (NaOH). Uma estratégia que tem
sido adoptada para promover a adesao celular a suportes de PCL é incorporar biomoléculas
ou materiais encontrados na matriz extracelular, entre os quais o colagénio, laminina e fibro-

lTM 1

nectina [59]. Neste sentido, Ghasemi-Mobarakeh et al. usaram Matrige para modificar

nanofibras de PCL produzidas por electrofiacao. Esta modificacao foi conseguida através de

ITM

duas metodologias diferentes, sendo uma, a adigdo de Matrige a solugao de PCL e a outra,

a ligacdo covalente da Matrigel”™

as fibras de PCL previamente submetidas a tratamento
com NaOH [60]. Zhang et al. verificaram que células cultivadas em matrizes compostas por
PCL e gelatina se infiltravam mais nestas matrizes do que em matrizes de apenas PCL. Se-
gundo os mesmos autores, a adicdo da gelatina ao PCL proporciona maior afinidade celular
e a migracao celular é facilitada pelos espacos que se criam enquanto a gelatina se dissolve

gradualmente [53].

'Material preparado a partir da membrana basal reconstituida que é extraida do sarcoma de rato Engelbreth-

Holm-Swarm(EHS), um tumor rico em proteinas da matriz extracelular.
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Materiais e Métodos

3.1 Produgao de matrizes de nanofibras poliméricas

3.1.1 Preparacao das solugoes para electrofiagao

Neste trabalho foram preparadas solucoes poliméricas tendo em vista a producao de
matrizes de nanofibras de gelatina (Gt) e matrizes compésitas de gelatina/quitosano (Gt/CS)
e de gelatina/PCL (Gt/PCL), através do processo de electrofiagao.

A seleccao e combinagao destes biomateriais foi baseada nas suas caracteristicas. A
gelatina foi eleito como o biomaterial base deste estudo, devido essencialmente as excelentes
propriedades de adesdo. A combinacao da gelatina com o quitosano prende-se com o facto
deste ser também de origem natural e pelo seu sucesso em diversas aplicacoes [52]. O PCL
foi escolhido com base nas suas excelentes propriedades mecanicas. As evidéncias de que a
combinagao de PCL e gelatina é adequada para o desenvolvimento celular é outra razao que
levou a esta escolha [53].

Foi ainda utilizado Poli(éxido de etileno) (PEO) como adjuvante na electrofiacao das
solugoes com quitosano. Os solventes utilizados foram 4cido acético glacial (AA) e dgua
destilada. Na tabela 3.1 apresentam-se algumas especificagoes destes materiais.

As concentracées dos polimeros nas solucoes serao indicadas como a percentagem
massica de polimero.

Inicialmente, foi preparada uma solucao de 40% de gelatina em agua destilada a
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Tabela 3.1: Materais utilizados na preparacao das solugoes poliméricas

Material Fornecedor Férmula Quimica/Fonte Massa Molecular
[g/mol]

Gelatina Sigma-Aldrich ~ Pele de peixe de dgua fria 60 000

Quitosano Cognis S Casca de camarao 500 000

PCL Sigma-Aldrich (CHgH1002), 70 000 - 90 000

PEO Sigma-Aldrich (CH2CH0), 2 000 000

Acido Acético Panreac CH5;COOH 60.05

temperatura ambiente, dado tratar-se de gelatina de peixe. Contudo, face a dificuldade de
se obterem fibras alinhadas a partir desta solucao, optou-se por se prepararem solugoes de
gelatina a 25% em 90% de &dcido acético em dgua destilada para produgao de matrizes de

gelatina.

Em geral, o processo de electrofiagao a partir de solugoes de quitosano torna-se bas-
tante dificil, devido as propriedades destas solugoes, entre as quais a sua elevada condutivi-
dade. Para contornar este problema, é comum adicionar-se PEO, de massa molecular elevada
e em concentracoes reduzidas, a solugoes de quitosano, dadas as suas excelentes caracteristicas
de electrofiacdo, que permitem obter facilmente nanofibras. [61] Perante tais factos, as ma-
trizes de gelatina e quitosano (Gt/CS) foram produzidas a partir de solugdes contendo uma

pequena frac¢ao de PEO, de massa molecular de 2 000 000 g/mol.

Inicialmente preparou-se uma solucao de 2.5%Gt, 2.5%CS e 0,25%PEO em 90% de
AA em &dgua destilada, mas a constituicdo da solucao depois foi alterada para 2%Gt, 2%CS
e 0,2%PEO em 90% de AA em 4gua destilada. Tal alteragao, deveu-se ao facto da solugao

inicial originar deposigoes pouco distribuidas no colector e fibras nao uniformes com contas.

A constituicao das solucoes de gelatina e PCL foi 10%Gt e 10%PCL em 95% de AA
em agua destilada. As soluctes foram produzidas adicionando-se a gelatina a dgua, depois os

granulos de PCL (pesados primeiro numa barquinha para pesagem) e finalmente o AA.

Imediatamente apds preparacao, todas as solugoes foram mantidas em agitacao num
agitador magnético até dissolucao completa dos polimeros. As solucoes eram usadas apro-
ximadamente 24h apds a sua preparacao e nunca excedendo um periodo de dois dias, por

forma a minimizar a degradacao dos polimeros.

3.1.2 Caracterizagao das solugoes

Para determinar as caracteristicas das solugoes preparadas, realizaram-se medicgoes de

viscosidade e condutividade.
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Viscosidade

A viscosidade é uma propriedade reolégica de um fluido que reflecte o seu compor-
tamento de escoamento sob a acgdo de uma tensao de corte externa. A viscosidade é um
parametro da solucao determinante no processo de electrofiacao e na morfologia das fibras.
Este parametro é fortemente influenciado pela concentracao da solucao polimérica e pela
massa molecular do polimero, sendo que, quanto maior a concentracdo de um polimero,
maior é a viscosidade da solucdo e, quanto maior for a massa molecular do polimero, maior
é a viscosidade para uma mesma concentracao [38]. A viscosidade da solugao depende ainda
da temperatura a que esta se encontra.

No processo de electrofiacdo, as forcas viscoeldsticas previnem a quebra do jacto,
mantendo-o continuo. A partir de determinado valor de viscosidade, é possivel que haja
estiramento do jacto sem que este quebre e sem a formacao de contas. Se a viscosidade for
muito baixa, ndo é possivel a formacao de uma fibra continua, enquanto que, se for demasiado
elevada, é necessaria uma tensao aplicada elevada para dar origem ao jacto [38].

Para a caracterizagao reolégica das solugoes utilizou-se um redémetro rotacional (Mal-
vern Instruments, Bohlin Gemini HR™*"?), com geometria de cone e prato (40 mm e 2° de
inclinagao). As medigoes da viscosidade das solugoes ocorreram a temperatura de 25°C, em
regime estacionario. Mediu-se a viscosidade das 4 solugoes utilizadas na parametrizacao do
processo de electrofiacdo. As medigoes da viscosidade das solucoes utilizadas na producao
das matrizes em estudo e a da solugao aquosa de gelatina foram realizadas cerca de 1 e 2 dias

apds a preparacao das solucoes, respectivamente.

Condutividade

A condutividade indica a capacidade de uma solugao transportar cargas. A conduti-
vidade é outro parametro da solucao que influencia fortemente o processo de electrofiagao, e
que depende principalmente do solvente da solugao. Solugoes com maior condutividade possi-
bilitam que exista maior quantidade de cargas transportadas pela fibra, o que provoca maior
estiramento da fibra, devido a uma maior repulsao electrostatica e a uma maior zona de ins-
tabilidade. Assim, mais finas serdo as fibras depositadas e menos provavel serd a ocorréncia
da formacao de contas, contrariamente ao que se sucede com solugoes de baixa condutividade.
Por outro lado, na presenca de fortes campos elétricos, solugoes com elevada condutividade
podem conduzir a formagao jactos miltiplos, devido a elevada repulsao electrostética [38].

A medigao da condutividade das solugoes foi efectuada por um condutimetro (HANNA
Instruments HI 4521). As solugbes foram preparadas cerca de 24h antes das medigoes. Os

valores de condutividade foram registados para a temperatura de 25°C.

3.1.3 Montagem experimental dos Sistemas de Electrofiagao

Neste trabalho foram utilizados dois sistemas de electrofiacao distintos, cujas monta-

gens experimentais sao ilustradas nas Figs.3.1 a 3.3.
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Colector
plano

Sistema de
rotacéio e
translacéo

Fonte de alta
tenséo
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infusora

Colector cilindrico
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Figura 3.3: Sistema de electrofiagdo com colector cilindrico rotatério
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Os componentes principais utilizados nestas montagens sao uma fonte de alta tensao
(construida no Grupo de Engenharia de Tecidos - GREAT) que permite aplicar uma tensao
maxima de 30kV, uma bomba injectora, onde é colocada uma seringa graduada de bml e
didmetro interno de 12.70mm (BBRAUN In-jekt®)), acoplada com uma agulha de calibre
23G (diametro interno de 0,33 mm) e um colector ligado a terra. A agulha liga-se um
crocodilo fixo & ponta do cabo que estabelece a ligacao a fonte de tensdo. Os valores dos
parametros ambientais foram sempre monitorizados por medidor de humidade e temperatura
(Rotronic, 8303 Basserdorf).

O colector plano metalico de 20x20cm é suportado por um sistema que permite estabe-
lecer movimentos lentos de rotagao e translacao na horizontal, o que permite obter deposicoes

mais uniformes que as obtidas com o colector estatico.

Com vista a depositar, sobre lamelas quadradas, matrizes de nanofibras para avaliacao
do grau de reticulagao, foram fixos no colector plano 16 quadrados metélicos de 2x2cm,
conforme se apresenta na Fig.3.4. A fixacao foi feita com fita condutora de grafite com
espacamentos de lcm entre quadrados. Colocou-se uma folha de acetato a cobrir e, assim,
isolar todo o espacgo além dos quadrados metélicos usando fita cola de dupla face. A fixacao
das lamelas aos quadrados metdlicos foi assegurada por uma pequena gota de agua entre eles.
Para se obterem fibras sobre todas as lamelas, foi ligado o sistema de movimentos de rotacao

e translacao do colector.

Figura 3.4: Colector plano construido para colocagdo de lamelas quadradas

O colector cilindrico (construido no GREAT) utilizado neste trabalho tem 7cm de
diametro e 22cm de comprimento, e tem um sistema que permite estabelecer um movimento
rotacional e translacional. A velocidade de rotagdo é regulavel, até ao méximo de 4000rpm,

0 que permite obter fibras com diferentes graus de alinhamento.

No caso do sistema de electrofiacdo com o colector cilindrico, para alterar a confi-
guracao do campo eléctrico por forma a direccionar mais as fibras para o colector, foi sempre

inserido um pequeno disco metélico na agulha, conforme ilustra a Fig.3.5.
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Figura 3.5: Disco metélico na agulha do sistema de electrofiacdo com coletor cilindrico

3.1.4 Electrofiacao das solucoes

Numa fase inicial, foi estudado o processo de electrofiacdo para as diferentes com-
posicoes das solugoes poliméricas por forma a estabelecer um conjunto de parametros que
permitisse obter fibras. Para uma primeira andlise da morfologia das fibras, obtiveram-se
deposicoes no colector plano, ao qual foi presa com molas uma placa metalica forrada com
papel de aluminio. Com os varios parametros de electrofiacao testados, deixou-se o processo
decorrer durante aproximadamente 5min e de seguida, foram obtidas imagens de microscopia
6ptica das deposi¢des num microscépio 6ptico (MO) (Nikon Eclipse LV100). Foi entao obser-
vado o aspecto das deposi¢oes para concluir sobre a influéncia dos parametros de producao

utilizados na morfologia das fibras.

Figura 3.6: Microscopio éptico Nikon Eclipse LV100

Para cada solucao foi selecionado um conjunto de parametros para se proceder as
deposigoes no colector cilindrico rotatério. Antes de efectuar cada deposi¢dao, o colector
cilindrico foi sempre coberto com papel de aluminio. Os parametros selecionados no colector
estatico foram validados para este colector. Adicionalmente, procedeu-se ao estudo da in-
fluéncia da velocidade de rotagao do colector na morfologia das fibras, recorrendo novamente

a imagens de microscopia éptica.
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Para a producao de matrizes para a realizagao das culturas celulares, colaram-se la-
melas circulares de 12mm de diametro, com fita cola de dupla face, sobre o papel de aluminio.
Assim, as matrizes foram depositadas sobre as lamelas, dispostas ao longo de toda a superficie
central do colector cilindrico. O papel de aluminio foi recortado rente aos limites das lamelas,

as quais depois foram soltas do papel.

3.1.5 Reticulacao das matrizes

Conforme anteriormente referido no capitulo 2, embora a gelatina seja um biopolimero
com potencial para aplicacdes em engenharia de tecidos, apresenta algumas propriedades
mecanicas menos favoraveis e, no caso da gelatina de peixe, total dissolucao em agua a tem-
peratura ambiente, necessitando assim de reticulacdo. A reticulagdo consiste basicamente
no estabelecimento de ligacoes covalentes entre cadeias poliméricas. Um maior grau de reti-
culacao permite aumentar a rigidez da estrutura e esta torna-se menos solivel.

A reticulagao pode ser realizada através varios métodos, incluindo tratamentos fisicos,
como sao, por exemplo, o tratamento desidrotérmico (DHT, do inglés dehydrothermal treat-
ment) e por irradiagao com ultravioleta (UV), ou através de tratamentos quimicos por acgao
de alguns agentes reticulantes tais como o formaldeido, o glutaraldeideo (GTA) e a genipina.
[51, 62, 63] Geralmente, os tratamentos fisicos resultam num grau de reticulagdo mais baixo
relativamente aos tratamentos quimicos, pois a reaccao ocorre basicamente na superficie dos
materiais. [51]

Dado que todas as matrizes produzidas neste trabalho tém na sua composicao gelatina,
procurou-se um método de reticulagao para a totalidade das matrizes. Escolheu-se reticular
as matrizes com vapor de solugdes de GTA em dgua. Porém, este tratamento pode tornar as
matrizes citotéxicas e alterar a morfologia das fibras. [62, 63] Assim, decidiu-se testar uma
combinagdo de um método fisico com o GTA. O DHT é promovido pela desidratacdo das
nanofibras de gelatina, o que é conseguido através do aquecimento a baixa pressao. O DHT
processa-se a temperaturas muito elevadas (superiores a 100°C) e portanto, muito superiores
ao ponto de fusdao do PCL, pelo que nao pode ser utilizado com as matrizes de Gt/PCL.
Perante estes factos, optou-se por submeter matrizes de gelatina a irradiacao UV antes da
reticulagdo com GTA. Assim, espera-se que a irradigdio UV promova alguma reticulagdo e

possibilite a reducao da concentragao de GTA necessaria.

Reticulagcao com Radiagao Ultravioleta

A iradiacdo UV de um polimero tanto pode promover a formagao das ligagbes como
resultar na clivagem das cadeias. Os resultados de um estudo de Bath el al. relativo ao
efeito da radiagao ultravioleta (UV) em algumas propriedades da gelatina de peixe indicam
as possibilidade se de utilizar irradiagao UV para melhorar a resisténcia e a reticulagao da
gelatina [64].

Yokoni et al investigaram o efeito da irradiacao de matrizes e filmes de colagénio com
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doses de radiagio UV de 5J/cm? a 35J/cm? na solubilidade e verificaram que esta tem uma
diminuigao significativa a partir de 15J/cm? [65].

A irradiacao UV foi efectuada no aparelho CL-1000 Ultraviolet Crosslinker (UVP -
Ultra-Violet Products, Ltd.), que tem no seu interior 5 lampadas de 8 W que emitem radiacao

UV com comprimento de onda 254 nm [66].

Figura 3.7: Aparelho CL-1000 UV Crosslinker

Reticulagao com Vapor de Glutaraldeido

Como ja referido anteriormente, a necessidade de reticulacao deve-se a presenca de
fibras de gelatina nas matrizes em estudo. Portanto, foram analisadas amostras de gelatina
sujeitas a diferentes tempos de exposi¢ao a vapor de GTA. O tratamento de nanofibras com
vapor de GTA é simples e possibilita a realizacdo da reticulagio num periodo de tempo

relativamente curto [62].
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Figura 3.8: Mecanismo da reacgao da reticulagao da gelatina por accao do GTA [67] (adaptado)

O glutaraldeideo, cuja férmula quimica é C5sHgO4, é um dialdeido saturado conside-
rado téxico. A reacgdo de reticulagdo ocorre entre os grupos aldeido do GTA e os grupos
amina da gelatina [62, 63]. Conforme ilustra a Fig.3.8, é a presenca de dois grupos aldeido
(HC=O0) que possibilita a reticulagao, devido a formagao de duas bases de Schiff, por ligacao

com aminas livres dos residuos de lisina e hidroxilo-lisina na gelatina [67]. O CS, por pos-
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suir o mesmo tipo de grupos amina, ird também sofrer reticulacao durante o tratamento das

matrizes de Gt/CS. E ainda de referir, que a formacao de grupo aldimina (CH=N) confere a

cor amarelada as amostras reticuladas [68].

3.1.6 Avaliacao da Perda de Massa

A determinagao do grau de reticulacao das amostras em funcao do tempo de reti-

culacao foi efectuada através da avaliacao da perda de massa das mesmas. O grau de reti-

culacao (GR) relaciona-se com a perda de massa (PM) segundo a equagdo 3.1. Por sua vez,

a perda de massa é dada pela diferenca relativa entre a massa inicial da amostra, m;n;cial, €

a massa dessa mesma amostra depois de ter permanecido em dgua durante algum tempo e

apoés total evaporacgao da dgua absorvida, mgecq.

PM=1-GR = Minicial — Mseca (31)

Minicial

Os parametros da reticulagao considerados foram basicamente a concentragao de GTA

na solucao aquosa, o tempo de exposi¢ao e a temperatura em que decorre o processo. Depois

de optimizados os parametros do processo, o tratamento com GTA e a avaliacido da perda de

massa compreenderam 0S seguintes Passos:

a 3.

. Antes da reticulagdo as amostras das matrizes foram mantidas no exsicador em vacuo

durante aproximadamente 2 dias;

. Depois, numa hote, colocaram-se as amostras num recipiente que permitisse um bom

isolamento quando fechado, um exsicador. Colocou-se um cristalizador com 7cm de
didmetro com 10ml da solucao de GTA (Sigma-Aldrich), a 50% em agua destilada, no

centro desse exsicador e este num forno (Binder) & temperatura de 40°C (ver Fig.3.9);

. Apods o tempo de reticulacao, as amostras ficaram no exsicador em vacuo durante apro-

ximadamente 3 dias para extrair possiveis vestigios de GTA n&o reagido das matrizes;

Pesaram-se as amostras;

. Seguidamente as amostras foram imersas em dgua destilada e assim mantidas no agi-

tador orbital (SK-330-Pro) durante 5h;

. Depois de aproximadamente 20h a secar ao ar, mantiveram-se as amostras durante

2h no exsicador em vicuo antes da pesagem para avaliacao da perda de massa, para

garantir condigoes semelhantes na pesagem das matrizes;

Na preparacao das matrizes para cultura celular apenas foram executados os passos 1
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Figura 3.9: Forno com exsicador contendo as amostras e o cristalizador com solugdo de GTA

3.2 Caracterizacao das matrizes

3.2.1 Analise da morfologia das fibras

A morfologia das matrizes produzidas por electrofiacdo, nomeadamente, o didmetro e
alinhamento das fibras, foi avaliada através da andlise de imagens de microscopia electrénica
de varrimento (SEM, do inglés Scanning Electron Microscope), recorrendo ao programa Ima-

geJ. As imagens de SEM foram obtidas recorrendo a um equipamento Zeiss Auriga.

Figura 3.10: Zeiss Auriga Scanning Electron Microscope

Na técnica de microscopia electrénica de varrimento faz-se incidir um feixe de electroes
sobre a amostra. Na sequéncia da interaccao destes electroes com os atomos que compoem essa
mesma amostra resultam electroes retrodispersos de alta energia, resultantes de dispersoes

eldsticas, electroes secundérios, resultantes de dispersoes ineldsticas e processos Auger, fotoes
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de alta energia (Raios X) e fotdes na banda do visivel (catodoluminescéncia). Dentro dos
sinais emitidos pela amostra os mais importantes para a obtengao de imagem provém dos
electroes secundarios e/ou dos electroes retrodispersos. Estes serdao detectados pelo detector
e o sinal é amplificado, e consequentemente, forma-se uma imagem.

Analisaram-se amostras nas condic¢oes de pdés-produgao, pés-reticulacao e pds-lavagem,
de matrizes de Gt (alinhadas), Gt/CS (alinhadas), Gt/PCL alinhadas, semialinhadas e desa-
linhadas. Previamente, estas amostras foram colocadas sobre a fita de carbono que revestia
o porta-amostras. Depois, as amostras foram revestidas com uma camada fina da liga ouro-
paladio 80-20 por pulverizacao catddica e, finalmente, o porta-amostras foi colocado em vacuo
no interior do SEM.

Diametro das fibras

A medigao dos didmetros das fibras foi efectuada a partir de imagens de SEM, recor-
rendo ao programa ImageJ. Efectuaram-se 30 medigoes dos didmetros das fibras de matrizes
de Gt e Gt/CS alinhadas, bem como de Gt/PCL para os varios graus de alinhamento em

estudo.

Alinhamento das fibras

A anisotropia de uma matriz fibrosa desempenha um papel fundamental na deter-
minacao das propriedades dos materiais. O alinhamento das fibras de um suporte celular
neuronal influencia também, tanto a direccionalidade como a dindmica do crescimento das
neurites, como demonstraram Chow el at., por exemplo, num estudo utilizando matrizes ali-
nhadas de polidioxanona [69]. A medida objectiva e quantitativa do grau de alinhamento das
fibras permite correlacionar graus de anisotropia com o comportamento mecanico e biolégico
de uma dada matriz fibrosa.

Neste sentido, em particular para determinar a anisotropia de fibras resultantes de
electrofiacdo, tém sido utilizados métodos baseados na transformada répida (ou discreta)
de Fourier (FFT, do inglés Fast Fourier Transform). Ayres et al. descrevem em vérios
estudos a aplicacao deste método na caracterizagao do alinhamento das fibras de gelatina
para diferentes condigbes [70, 71, 72]. Chow et al. também utilizam a FFT no estudo
mencionado anteriormente [69].

A FFT converte a informacao contida numa imagem do espaco real para o espaco da
frequéncia [73]. A imagem resultante da FFT - o espectro de Fourier - apresenta, numa repre-
sentacao polar, pixéis cuja distribuicao das intensidades, numa escala de cinzentos, reflecte
o grau de alinhamento das fibras da imagem original. A soma ao longo da direcgao radial
das intensidades dos pixéis no espectro de Fourier, representada em fun¢ao do angulo polar,
permite construir um grafico de distribuicao de intensidades que reflecte o alinhamento das
fibras no espaco real. Os angulos de orientagao preferencial identificados na imagem original

estao relacionados com a posigao de picos proeminentes no gréfico de intensidade [70, 72].
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Assim, a andlise do alinhamento das fibras das diferentes composi¢oes estudadas foi
efectuado, a partir das imagens de SEM, utilizando este método. Foram calculados os espec-
tros de Fourier das imagens de SEM das varias amostras recorrendo ao programa Image.J,
e deles extraidos o grafico de distribuicao de intensidades, usando um plug-in desenvolvido
pelo GREAT tendo por base o Oval Profile Plug-in de Bill O’Connell. Adicionalmente e
usando o mesmo programa ImageJ, foram medidos os angulos de orientagdao das fibras nas
matrizes obtidas com o colector a rodar a velocidade méaxima. Os respectivos histogramas
foram comparados com os graficos de distribuicao de intensidades, obtidos pelo método da
FFT.

3.2.2 Analise quimica das matrizes

A avaliagao das ligagoes quimicas (grupos funcionais) existentes nas matrizes produ-
zidas para as diferentes composicoes e das ligagoes provenientes da reticulacao das matrizes
Gt e Gt/CS, foi efectuada por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
com modo de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR, do inglés Attenuated Total Reflectance
Fourier Transform Infrared Spectroscopy). Utilizou-se um espectrofotémetro (Thermo Scien-
tific Nicolet 6700 FT-IR) com o acessério de ATR (Thermo Scientific Smart iTRT). Foram
obtidos também os espectros de amostras de quitosano e de PCL, para posterior comparagao
com os das amostras compositas (Gt/CS e Gt/PCL). Para tal, foram preparados previamente

filmes de quitosano, um dos quais foi reticulado, e um filme de PCL.

O termo Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier tem origem
no facto desta técnica recorrer & transformada de Fourier para converter os dados para o
espectro real. Esta técnica baseia-se no facto de ligagoes moleculares vibrarem em frequéncias
diferentes. A indugéo da excitacao das ligagoes por absorcao da energia da luz permite obter

um espectro vibracional de determinada amostra e assim identificar grupos caracteristicos.

Figura 3.11: FTIR Thermo Nicolet 6700
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3.3 Cultura Celular

A cultura de células constitui uma ferramenta essencial como abordagem prévia a
experimentacao animal. A combinacao de células com materiais pode também ser adoptada
como estratégia regenerativa. Neste caso, a cultura de células in vitro ocorrerd no material a
implantar. Neste trabalho foram realizadas culturas celulares, visando avaliar in vitro se os
materiais usados e estruturas desenvolvidas sao adequados em termos de adesao, viabilidade
e desenvolvimento celular para o fim a que se destinam.

As culturas celulares foram realizadas na Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Lisboa (FCUL), sendo utilizadas células N1E-115 (HPA Culture Collections-ECACC, Reino
Unido), fornecidas pela Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa
(FCM-UNL). As células N1E-115 pertencem a uma linhagem celular imortalizada, isolada a
partir do clone adrenérgico derivado do neuroblastoma C-1300, um tumor de murganho.

Embora as linhas celulares, ao contrario das células primarias, retenham poucas ca-
racteristicas das células in vivo, apresentam como vantagem a sua proliferagao ilimitada ou
limitada a um ndmero elevado de divisoes celulares (aproximadamente 30) [74]. Para além
disso, as linhas celulares, por serem mais homogéneas e mais estaveis sao, portanto, mais
reprodutiveis que as populagoes de células primarias. Permitem assim, estabelecer com-
paracoes entre materiais mais independentes da variabilidade associada a recolhas de células
provenientes de diferentes animais. Permitem ainda evitar o sacrificio de animais.

As células N1E-115 constituem um modelo para estudos de células neuronais, pois na
presenca de 1.5% de dimetilsulf6xido (DMSO) no meio, adquirem protrusoes caracteristicas
de neurénios [75]. A Fig.3.12 ilustra a diferenca na morfologia entre as células N1E-115

indiferenciadas (em meio de crescimento) e diferenciadas (em meio de diferenciacao).

(a) Células indiferenciadas (b) Células diferenciadas

Figura 3.12: Células N1E-115 [76] (adaptado)

Consideram-se deposicoes de fibras das varias composicoes (Gt, Gt/CS e Gt/PCL)
obtidas por electrofiagdo no colector cilindrico, & velocidade de rotagdo de 4000 rpm (fibras

essencialmente alinhadas). Para a mistura Gt/PCL foram ainda produzidas matrizes para
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velocidades de rotagao do colector de 2000rpm (fibras semialinhadas) e 500rpm (fibras desali-
nhadas). Procedeu-se de seguida a reticulagao das matrizes em vapor de GTA a 50% durante
4h.

As condigoes de esterilidade nas culturas de células sdo imperativas, de modo a evitar
contaminagoes [77]. Como tal, utilizaram-se materiais adquiridos ja esterilizados e todos os
frascos de meio e outros reagentes e materiais foram limpos com etanol a 70% e somente
abertos dentro da camara de fluxo laminar horizontal. As lamelas com as matrizes foram

esterilizadas conforme o protocolo do Apéndice A.1.

A utilizacao de antibiéticos no meio de cultura é também relevante, pois inibe o
crescimento de microorganismos prejudiciais as células. As células sdo sensiveis a diversos
factores, tais como o pH, a temperatura e a composi¢ao do meio, pelo que é extremamente
importante manter todos estes factores controlados [77]. Para evitar choques térmicos, todos
os reagentes usados na manutencao das células foram previamente aquecidos em banho-maria
(PolyScience) a 37°C. As células foram mantidas numa incubadora de COy (Nuaire) a 37°C,

com uma atmosfera htimida contendo 5% de CO».

Apbs descongelamento das células N1E-115, estas foram cultivadas em meio de cresci-
mento, constituido por 90% de DMEM+GlutaMAX™™ (do inglés Dulbecco’s Modified Eagle
Médium) (Gibco), suplementado com 10% de FBS (do inglés Fetal Bovine Serum) (Gibco)
e 0,1% de antibidtico - penincilina e estreptomicina (Gibco), em frascos de cultura T25, de

25cm?, tratados para células aderentes.

Para induzir a diferenciagao celular, mudou-se o meio de crescimento do T25 para
meio de diferenciacdo. Este era constituido por 96% de DMEM+GlutaMAX™™  2.5% de
FBS, 1.5% de DMSO (Merck) e 0.1% de antibidtico - penicilina e estreptomicina. A redugao
da percentagem de soro no meio de cultura e a adicao de DMSO faz parar o crescimento e
induz a diferenciagao das células N1E-115. As mudancgas de meio foram efectuadas de 2 em
2 dias.

As células proliferam nos frascos de cultura, onde aderem devido a secrecao de proteinas
de adesao. O crescimento celular é limitado pelo contacto entre células que tendem a soltar-
se perto da confluéncia [77]. Devido a este facto, quando as células atingiram um estado de
confluéncia préximo de 70-80%, efectuou-se a sementeira nas matrizes em placas de pogos ou
uma passagem (subculturas). Primeiro, o meio dos frascos da cultura inicial é retirado e a
monocamada celular é lavada com solugao tampao fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate
Buffered Saline). Este procedimento é essencial para remover os vestigios de meio com soro,
o qual inibe a accdo da tripsina utilizada no passo seguinte. A tripsina é um enzima que
quebra a ligacao das proteinas de adesao e, assim, permite soltar as células do frasco. Apds a
lavagem, adicionou-se a tripsina-EDTA (Gibco) e agitou-se ligeiramente o frasco de cultura

de forma a descolar a monocamada de células.

Antes e apds qualquer procedimento, as células foram observadas no microscépio

6ptico invertido com constraste de fase (Olympus CK2) para averiguar o seu estado.
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Figura 3.13: Microscépio 6ptico invertido Olympus CK2

3.3.1 Avaliacao da viabilidade celular

Para a realizacao dos testes de viabilidade celular utilizou-se o reagente PrestoBlue®).
Trata-se de uma solucao a base de resazurina, que permite quantificar a viabilidade das células
relativamente & de um controlo. A indicacao relativa da actividade metabdlica baseia-se na
capacidade das células vivas reduzirem a resazurina, um composto azul que nao apresenta
fluorescéncia intrinseca, a resorufina, vermelha e altamente fluorescente. Assim, as alteracgoes
da cor e fluorescéncia associadas a este processo, podem ser detectadas através de medidas
de fluorescéncia ou de absorvancia, sendo os valores obtidos proporcionais ao numero de
células vidveis presentes no meio [78, 79]. Neste trabalho foram efectuadas medigoes de
absorvancia. Para tal, recorreu-se a um leitor de absorvancia (Tecan Spectra Rainbow) de
placas de 96 pocos, tendo em conta as caracteristicas dos espectros apresentados na Fig.3.14.

O comprimento de onda da leitura de absorvancia foi de 750nm e de referéncia de 600nm.
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Figura 3.14: Espectro de absorvancia da resazurina e resorufina [79] (adaptado)
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3.3.2 Observacao dos nicleos e do citoesqueleto

A observacao dos nucleos e do citoesqueleto das células foi efectuada por microscopia
de fluorescéncia, utilizando um microscépio de fluorescéncia (MF) (Olympus BX60). Os
procedimentos prévios a observacao incluem a fixacao das células e a marcacao fluorescente.

Para marcacao dos nicleos foi utilizado o marcador especifico DAPI (4’,6-diamidino-
2-fenilindol) (Sigma-Aldrich) que se liga fortemente a molécula de DNA. Esta molécula atra-
vessa a membrana celular sem a danificar, e é usada para visualizar os nicleos em células
mortas ou vivas. Em microscopia de fluorescéncia, a molécula de DAPI é excitada com
radiacao ultravioleta e emite radiacdo na zona do azul.

O citoesqueleto das células foi marcado com faloidina Alexa Fluor®»568, uma mico-
toxina que é frequentemente utilizada para observar os filamentos de actina em microscopia
de fluorescéncia. A faloidina liga-se fortemente aos filamentos de actina e assim, evita a dis-
sociagao em moléculas individuais de actina (despolimerizacao) [14]. Quando acoplada a um
fluoréforo, este emite fluorescéncia e, desta forma, permite a identificacao dos microfilamentos
de actina-F.

O protocolo seguido para fixagdo e marcacgao celular encontra-se pormenorizado no
Apéndice A 4.

Figura 3.15: Microscépio de fluorescéncia Olympus BX60

3.4 Producgao de filmes porosos

Tendo em vista a obtencao de um suporte para as fibras, procedeu-se a produgao de
filmes finos e porosos de PCL. A partir da estrutura polimérica constituida pelo filme e pelas
fibras, sera possivel produzir tubos adequados a regeneracao neuronal guiada. Como referido,
a porosidade do suporte é um factor essencial.

Tsuji et al. produziram filmes a partir de solugoes de PCL e PEO em diclorometano,
nas quais ocorre separacao de fases entre os dois polimeros. Verificaram que a evaporacao
muito lenta do solvente origina a formacao no filme de dominios consideravelmente grandes
de uma fase rica em PEO. A lavagem do PEO com &4gua destilada da origem a filmes porosos

cujas caracteristicas dependem da fracgao PCL/PEO utilizada bem como da massa molecular
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do PEO. A concentragao total de polimero utilizada na solugao foi sempre muito baixa (1g/dl)
[80].

Como tal, a primeira abordagem seguida para a producao de filmes finos e porosos
de PCL foi semelhante & acima descrita. Utilizaram-se solugdes de PCL/PEO, PCL/PEG
(Polietilenoglicol) ou PCL/PVP (Poli(vinilpirrolidona) dissolvidos em diclorometano. Os
materiais utilizados sdo apresentados na tabela 3.2. A escolha dos polimeros para além do
PCL foi baseada na sua disponibilidade e dissolucao em adgua. O PEG e o PEO permitiriam
observar consequéncias da variagao da massa molecular.

Prepararam-se solucées com diferentes concentragoes e proporgoes de polimeros. Pri-
meiro, foram sempre preparadas as solucoes dos polimeros individualmente, em diclorometano
e, apos total dissolucao sob agitacao magnética, foram misturadas por forma a obter-se a con-
centracao pretendida. Algumas destas misturas foram dissolvidas sob agitacdo magnética e
outras, recorrendo a um sonicador (Dr. Hielcher GmbH, UP50H), de poténcia maxima de
50W, com um sondtrodo Micro tip MS2 [81]. Apdés total dissolucdo, foram depositadas so-
bre laminas, as quais foram mantidas dentro de uma caixa fechada durante 1 semana para
permitir uma lenta evaporacao do solvente. Os filmes assim obtidos, apds observagao ao
microscépio 6ptico, foram colocados em agua destilada, numa caixa com divisérias, durante
24h, por forma a lavar os polimeros incorporados no filme de PCL. Decorrido esse tempo e,
ap0ds secagem ao ar, foram novamente observados ao MO. Alguns dos filmes, aparentemente
mais promissores no que diz respeito & quantidade e tamanho de poros, foram observados no
SEM (Zeiss DSM 962).

Tabela 3.2: Materiais utilizados na preparagao de filmes com separacao de fases

Material Fornecedor Férmula Quimica Massa Molecular
[g/mol]

PCL Sigma-Aldrich (CeH1002)n 70 000 - 90 000

PEO Sigma-Aldrich (CH2CH20), 100 000

PEG Merck-Schuchardt HO(CyHoO),H 300

PVP Sigma-Aldrich (C¢HoNO),, 1 300 000

Diclorometano Sigma-Aldrich CH5Cly 84.93

Figura 3.16: Sonicador UP50H
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Outra abordagem alternativa utilizada, para a producao dos filmes finos e porosos de
PCL, foi a técnica mista de prensagem a quente e lixiviagao de sais. A técnica consiste em
incorporar granulos de sal (NaCl) num filme durante a fase de prensagem. Subsequente s@o
abertos poros no filme por lixiviagdo do sal em dgua. A quantidade, granulometria e forma
dos cristais do sal influenciam a porosidade.

Os filmes de PCL foram obtidos através do espalhamento de uma solugao de PCL a
3% em diclorometano sobre vidro, recorrendo a um aplicador automético de filmes (BRAIVE
Instruments), com auxilio de uma régua calibrada de 500um (ver Fig.3.17). O molde de
prensagem foi coberto com uma camada de sal (100-200um) com superficie regular e o filme
foi colocado por cima, ficando com as extremidades presas no molde. Por cima colocou-se
novamente sal e efectuou-se uma pressao de aproximadamente 15bar durante cerca de Smin.
Numa abordagem alternativa, prensaram-se a quente filmes de PCL entre pedagos de lixa

com diferente granolometria.

Figura 3.17: Aplicador automético de filmes (BRAIVE Instruments)

Figura 3.18: Prensa - prensagem do molde com filme e sal

38



Apresentacao e Discussao de Resultados

4.1 Caracterizacao das solugoes

As solucoes utilizadas para electrofiagao foram as seguintes:
o Solucao de 40% Gt em agua (S-GtA)
o Solucao de 25%Gt+90%AA (S-GtAA)

e Solugao de 2%Gt+2%CS+90%AA (S-Gt/CS)

Solugao de 10%Gt+10%PCL+95%AA (S-Gt/CS)

Na Fig.4.1 apresentam-se as curvas de viscosidade em funcao da taxa de corte para
as varias solugoes. Enquanto que as solugoes de Gt apresentam uma zona de patamar para
taxas de corte inferiores a 100s™!, as solugdes de Gt/CS e Gt/PCL nao apresentam zona
de patamar para as taxas de corte consideradas. Na tabela 4.1 apresentam-se os valores da
viscosidade de todas as solucdes, para uma taxa de corte de 1s~!, bem como os valores da
condutividade das mesmas, sendo que neste ultimo caso a incerteza apresentada corresponde

a resolucao do aparelho de medida.
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Figura 4.1: Curvas de viscosidade das solugoes

Tabela 4.1: Viscosidade (y=1s71) e condutividade das solugoes (T=25°C)

Solugao  Viscosidade (Pa.s) Condutividade (uS/cm)

S-GtA 1.471 938.0+0.1
S-GtAA 1.145 564.6£0.1
S-Gt/CS 5.238 336.1+0.1
S-Gt/PCL 2.031 126.2+0.1
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4.2 Producao das matrizes

4.2.1 Electrofiacao

O trabalho iniciou-se com a realizacao de um estudo tendo em vista a avaliagao do
efeito de véarios parametros no processo de electrofiagdo. Para cada solucdo, determinou-se
um conjunto de parametros adequados para a produgao de fibras com boas caracteristicas
morfolégicas (forma e didmetros regulares).

Os parametros de electrofiagao incluidos neste estudo foram o caudal da solugao, a
distancia da ponta da agulha ao colector e a tensao aplicada. Partiu-se de um conjunto de
parametros ja testados no GREAT em estudos anteriores, efectuados num colector plano, e
variou-se individualmente cada um deles, mantendo os outros fixos. Os parametros foram
depois optimizados para o colector cilindrico, observando-se ainda o aspecto geral da aniso-
tropia/alinhamento das fibras em fungao da velocidade de rotagdo do colector. No final da

optimizagao estabeleceram-se os parametros que se apresentam na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Parametros de electrofiagao utilizados na producao das matrizes estudadas

Matriz Solugao Caudal Distancia Tensao
[ml/h]  agulha-colector [cm)] [kV]

Gt S-GtAA 0.3 25 15
Gt/CS  S-Gt/CS 0.3 25 18
Gt/PCL S-Gt/PCL 0.3 25 12

E de salientar que, as condi¢oes ambientais em que o processo se realiza tém também
influéncia no mesmo. Tentou-se corrigir variacoes de temperatura e humidade relativa através

do sistema de ar condicionado e recorrendo a um humidificador, mas com sucesso limitado.

Matrizes de Gelatina

A solugao S-GtA apresentou tendéncia para acumulagao de gota na ponta da agulha
para todos os parametros testados no colector plano. Independentemente desta observagao,
obtiveram-se fibras sem defeitos e de didmetros regulares, como mostram as imagens de
microscopia éptica da Fig.4.2.

No colector cilindrico rotatério, o processo apresentou-se relativamente mais estavel
(sem grande acumulagao de gota) para um caudal de 0.3ml/h, 20cm de distancia entre a
ponta da agulha e o colector e para uma tensao de 18kV. No entanto, as fibras apresentavam-
se pouco alinhadas mesmo para as velocidades mais elevadas atingidas pelo colector, como
evidencia a Fig.4.3.

Perante estes resultados, decidiu-se usar uma solugao de gelatina a 25% em acido
acético a 90% (S-GtAA), que tem uma condutividade mais baixa do que a solugdo an-
terior (ver tabela 4.1), com vista & obtencao de fibras com maior grau de alinhamento.

Estabeleceram-se os valores dos parametros indicados na tabela 4.2 e variou-se a velocidade
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(a) 0.3ml/h, 25cm, 18kV (b) 0.3ml/h, 20cm, 18kV

Figura 4.2: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma solugdo de S-GtA - Parametros

iniciais e finais. Ampliacao: 1000x

de rotagao do colector de 250rpm a 4000rpm, aumentando sempre para o dobro do valor
anterior.

As fibras produzidas a partir desta solucdo apresentam algum alinhamento a par-
tir de 2000rpm, conforme ilustra a Fig.4.4(c). As fibras das matrizes de gelatina produzi-
das a 4000rpm (Gt-a) podem ser consideradas essencialmente alinhadas tendo em conta a
Fig.4.4(d).

(a) 2000rpm

Figura 4.3: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma solugdo S-GtA (0.3ml/h, 20cm,
18kV) - Efeito da variagao da velocidade de rotagao. Ampliacao: 500x

Matrizes de Gelatina/Quitosano

O processo de electrofiacao da solu¢ao S-Gt/CS no colector plano, para um caudal de
0.2ml/h, distancia agulha-colector de 25cm e tensao de 18kV é estével e obtém-se fibras sem
defeito como ilustrado na Fig.4.5(a). Verificou-se que variagoes em torno destes parametros

resultam, em geral, em deposi¢coes que preenchem uma &area consideravel do colector e o
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(¢) 2000rpm (d) 4000rpm

Figura 4.4: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma solu¢ao S-GtAA (0.3ml/h, 25cm,
15kV) - Efeito da variagdo da velocidade de rotagdo. Ampliacao: 500x
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processo é estavel. As Figs.4.5 a 4.7 ilustram efectivamente a influéncia de tais variagoes na
morfologia das fibras. Observando a Fig.4.7 é evidente que o aumento do caudal provocou o
aumento do didmetro das fibras. Em todos os casos testados observam-se fibras com didmetros

regulares e sem contas.

(a) 0.2ml/h, 25cm, 18kV (b) 0.2ml/h, 25cm, 16kV

Figura 4.5: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma solugao S-Gt/CS - Efeito da

variagao da tensdo. Ampliacdo: 500x

(a) 0.2ml/h, 20cm, 18kV (b) 0.2ml/h, 30cm, 18kV

Figura 4.6: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma solugao S-Gt/CS - Efeito da

variacao da distancia agulha-colector. Ampliagao: 500x

No colector cilindrico reajustou-se o caudal para 0.3ml/h e analisou-se a influéncia de
diferentes velocidades (250, 500, 1000, 2000 e 4000rpm) na orientacao das fibras recolhidas.
Verificou-se que o alinhamento das fibras nao era conseguido para velocidades de rotacao
do colector inferiores a 2000rpm, inclusive. Assim, as matrizes de Gt/CS com fibras essen-
cialmente alinhadas (Gt/CS-a) foram produzidas com a velocidade regulada para 4000rpm.
Na Fig.4.8 mostram-se fibras obtidas para duas velocidades de rotagdo do colector. Note-se
que as linhas visiveis horizontalmente correspondem a topografia do papel de aluminio. O

alinhamento vertical das fibras é maior para a velocidade de rotacdao mais elevada.
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(a) 0.1ml/h, 25cm, 18kV (b) 0.3ml/h, 25cm, 18kV

Figura 4.7: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma solugdo S-Gt/CS - Efeito da

variagdo do caudal. Ampliagao: 500x

(a) 2000rpm (b) 4000rpm

Figura 4.8: Tmagens de MO de fibras produzidas a partir de uma solu¢ao S-Gt/CS (0.2ml/h, 25cm,
18kV) - Efeito da variagdo da velocidade de rotagdo. Ampliacao: 100x
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Matrizes de Gelatina/PCL

A escolha dos parametros para a electrofiagao da solugao S-Gt/PCL foi dificultada pelo
facto de surgirem pequenas projecgoes nas deposicoes para os varios conjuntos de parametros
testados. No que se refere a morfologia das fibras, elas apresentam-se regulares como mostra
a Fig.4.9. Desta forma, procurou-se essencialmente estabelecer um conjunto de parametros
que permitisse obter deposices sem projecgoes. No colector cilindrico esta situacao foi mais

facilmente conseguida.
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(e) 0.3ml/h, 20cm, 14kV (f) 0.3ml/h, 20cm, 12kV

Figura 4.9: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma solugado S-Gt/PCL para vérios

conjuntos de parametros do processo. Ampliacdo: 500x
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Na Fig.4.10 é possivel verificar o efeito da velocidade de rotagao nas fibras de Gt/PCL.
A partir de uma solucao de 23% de PCL em &cido acético a 95% em agua, consegue-se obter
fibras alinhadas a baixas velocidades de rotacao [82]. Neste caso, a solucao possui 10% de Gt
e 10% de PCL e, comparativamente & solugao de 23% de PCL atrds referida (condutividade
de 1,30pS/cm [82]), a sua condutividade é superior (126.2uS/cm). Como jé se tinha concluido
para a solucao de gelatina, a condutividade afecta significativamente o alinhamento. Embora
a 2000rpm ja seja evidente algum alinhamento, este é significativamente superior a 4000rpm,

conforme se constata nas Fig.4.10(c) e 4.10(d).

(d) 4000rpm

Figura 4.10: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma solu¢ao S-Gt/PCL (0.3ml/h,
20cm, 10kV) - Efeito da variacao da velocidade de rotagao. Ampliagdo: 500x

Entre todas as solugoes consideradas neste trabalho, a solugao S-Gt/PCL foi aquela
que permitiu obter graus de alinhamento superiores para a velocidade méaxima de rotagao do
colector. Assim, produziram-se matrizes de Gt/PCL para velocidades de rotagao do colector
cilindrico de 500rpm, 2000rpm e 4000rpm. Estas matrizes foram designadas por desalinhadas
(Gt/PCL-d), semialinhadas (Gt/PCL-s) e alinhadas (Gt/PCL-a) respectivamente. A sua
utilizacao nas culturas celulares permitird verificar diferencas no comportamento celular que
decorram do grau de orientacao das fibras, presumivelmente na extensao e orientagao dos

prolongamentos das células neuronais.
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Na producao das matrizes de Gt/PCL para cultura celular, utilizando o colector
cilindrico rotatério, para os diferentes graus de alinhamento, os parametros do processo fo-
ram reajustados (0.3ml/h, 25cm, 12kV), para que este fosse mais estdvel durante as 2-3h
em que decorria. Note-se que a configuracao do campo eléctrico depende da geometria dos

eléctrodos. O aumento do potencial possibilitou direccionar mais as fibras para o colector.

4.2.2 Reticulacao e perda de massa

A avaliagao da reticulagao da gelatina, por acgao da radiacao UV e/ou por exposicao
a vapor de GTA, foi efectuada através da perda de massa de amostras quando imersas em
agua. Realizaram-se alguns estudos por forma a avaliar a eventual influéncia da pré-exposicao
das amostras de gelatina a radiacao UV, e a avaliar a dependéncia da perda de massa no
tempo de exposi¢do e na concentragao de GTA. O tempo escolhido para testar o efeito da
exposicao das matrizes a radiagdo UV antes da reticulacao com GTA foi de 160min, o que
corresponde a uma dose de 20J/cm?, baseado no estudo de Yunoki et al [65]. Para escolher
a concentracao de GTA, entre 5% e 50%, e averiguar o efeito da irradiacao UV das matrizes
antes da reticulagdo com GTA, efectuou-se um estudo para tempos de exposicao a vapor de
GTA de 2h e 5h. Neste estudo inicial, cada grupo de 8 amostras foi colocado & temperatura
ambiente num recipiente de vidro que continha no centro um frasco com 10ml de GTA.

Os valores de PM apresentados referem-se a perda de massa em percentagem, deter-

minados segundo a equacao 4.1.

GPM — Minicial — Mseca % 100 (41)

Minicial

Os valores de perda de massa apresentados na Fig.4.11 sdo todos superiores a 50%,
pelo que a reticulagdo nestas condigoes nao € satisfatéria. No entanto, a partir do mesmo
grafico, pode concluir-se que a perda de massa ¢é inferior para a concentracao de 50% de
GTA relativamente & concentracao de 5%. Esta observacao pode ser explicada pelo facto
da concentracdo de GTA, no ambiente a que estdo expostas as matrizes, ser muito inferior
na situagao em que é utilizada a solugao a 5%, o que diminui a probabilidade do estabeleci-
mento de ligacoes do GTA com a gelatina. Por outro lado, a pré-exposicao a radiagao UV
nao evidenciou aumentar o grau de reticulacao, sendo que a perda de massa do grupo de
amostras sujeito ao pré-tratamento UV é superior em cerca de 25% a do grupo sujeito apenas
a exposicao a vapor de GTA nas mesmas condi¢bes. Desta forma, optou-se por néao irradiar
as amostras com UV e realizar a reticulagao com vapor de GTA a 50%. Efectuaram-se ainda
outras alteragoes no processo, nomeadamente, passou a usar-se um exsicador com um vedante
que garante a maior estanquecidade do volume onde se encontra o vapor de GTA e fixou-se a
temperatura do processo para 40°C, com recurso a um forno (ver Fig.3.9). Assim, por forma
a determinar o tempo de reticulagao, consideraram-se entao grupos de amostras sujeitos a
diferentes tempos de exposicao a vapor de GTA: 4, 6, 8, 10 e 12h. Os resultados de perda de

massa destas amostras estao apresentados na Fig.4.12.
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Uma vez que o valor da perda de massa das amostras de gelatina, ao fim de 4h de
reticulagao (6.4 +1.6%), é aceitdvel, e por forma a averiguar se, para um tempo inferior a 4h,
a reticulagao da gelatina é desta ordem de grandeza, avaliou-se a perda de massa para 1, 2,

3 e 4h de exposicao a vapor de GTA. Os resultados deste estudo apresentam-se na Fig.4.13.
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Figura 4.11: Perda de massa média de amostras de gelatina reticuladas com irradiagdo UV e/ou
vapor de GTA (n=8)
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Figura 4.12: Perda de massa média de amostras de gelatina reticuladas com vapor de GTA (n=5)
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Figura 4.13: Perda de massa média de amostras de gelatina reticuladas com vapor de GTA (n=7)

A andlise da Fig.4.13 permite confirmar que a reticulacao das matrizes de gelatina
com vapor de GTA a 50% durante 4h nas condicoes atrds referidas é eficaz. Além disso, apds
esse tempo de reticulagao as amostras mantém o aspecto original - tipicamente, as amostras
tém tendéncia a encolher durante o processo de reticulagdo com GTA. Macroscopicamente,
tempos de reticulacao superiores a 8-10h parecem comprometer bastante a estrutura das
matrizes.

Para avaliar a ocorréncia da reticulagdo das fibras nos 5 tipos de matrizes foram
também obtidas imagens de SEM das matrizes reticuladas e comparadas com as imagens de
SEM das matrizes depois de produzidas. Nas Figs.4.14 a 4.18 constata-se que em todas as
matrizes a reticulagdo resultou na fusdo entre nanofibras. Isto é mais evidente nas Fig.4.14,
Fig.4.15 e Fig.4.18. Nas duas primeiras, possivelmente devido a maior disponibilidade de
grupos amina para estabelecer ligagoes com o grupo aldeido do GTA e na tltima, por existirem
mais pontos de contacto entre as fibras, criados pela distribuigdo mais aleatéria das mesmas,

em relac@o as restantes matrizes de Gt/PCL.

EHT= 200KV Mag= 200K X A=SE2  Date 8 Aug 2

Aperture Size =30.00pm WD = 48mm  Zeiss Auiga Time 150456 ¢

(a) Pés-producao (b) Pés-reticulagao

Figura 4.14: Avaliagao do grau de reticulacao das fibras de Gt-a. Ampliagao: 2000x
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EHT = 200kv Mag= 200KX = Mag= 200KX Sig
Apertur =3000um WD = 53mm ime e =3000pm WD= 47mm  Zeiss Auiga

(a) Pés-produgdo (b) Pés-reticulagao

Figura 4.15: Avaliagao do grau de reticulagao das fibras de Gt/CS-a. Ampliagao: 2000x

o= 20000 g 200x ogmazozz  oue ogzoz G = 200 - 20K Snsiz o sz
Aputas S <3000y WD= 49mm  Zassrgn  Twe:152721  bym| | 1 Aputs St = 5000y D= 4arm 7 T 154935

(a) Pés-produgao (b) Pés-reticulagao

Figura 4.16: Avaliacdo do grau de reticulagio das fibras de Gt/PCL-a. Ampliagdo: 2000x

Mag= 200K X SE2  Date 8 Aug2012 Fc = tag = =SE2  Date B Au meZ FCt
=3000pm WD = 49 mm o Time 152245 coun e - - urige Time :15.2429
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Figura 4.17: Avaliagao do grau de reticulagao das fibras de Gt/PCL-s. Ampliagdo: 2000x
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(a) Pés-produgéo (b) Pés-reticulagao

Figura 4.18: Avaliagido do grau de reticulagdo das fibras de Gt/PCL-d. Ampliagio: 2000x

4.3 Caracterizacao das matrizes

4.3.1 Analise morfolégica das fibras apés electrofiacao
Diametros das fibras

Na Fig.4.19 apresentam-se os histogramas relativos a distribuicao dos didmetros das
fibras para as diferentes matrizes em estudo e as imagens de SEM correspondentes. Na tabela
4.3 constam os valores de diametro médio (d,,) obtidos, apresentando-se como incerteza o

desvio padrao experimental.

Tabela 4.3: Didmetros médios das fibras dos 5 tipos de matrizes (n=30)

Matriz = d,, (nm)
Gt-a 488+154
Gt/CS-a  427+£108
Gt/PCL-a  425+166
Gt/PCL-s  444+136
Gt/PCL-d  467+186

Por um lado, a andlise das imagens de SEM permite confirmar que as matrizes obtidas
por electrofiacao sao compostas por fibras sem contas. Por outro lado, pela analise dos valores
apresentados na tabela 4.3, verifica-se que a diferenca entre os didmetros médios das fibras

dos 5 tipos de matrizes é estatisticamente pouco significativa.

De uma forma geral, as matrizes de Gt e Gt/CS exibem fibras um pouco mais regulares
do que as matrizes de Gt/PCL.
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Figura 4.19: Distribuigdes dos didmetros das fibras (n=30) e respectivas imagens de SEM das

matrizes. Ampliacao: 5000x
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Alinhamento das fibras

O estudo do grau de alinhamento das fibras dos varios tipos de matrizes em estudo (Gt,
Gt/CS, Gt/PCLa, Gt/PCLs e Gt/PCLd) foi baseado na andlise do gréfico de alinhamento
obtido a partir do espectro de Fourier, das imagens de SEM, conforme apresentado no capitulo
3. Foi ainda analisada a distribuicdo angular das fibras nas matrizes das vérias composigoes
recolhidas a velocidade de rotacdao de 4000rpm. Todos estes elementos sao apresentados nas
Figs.4.20 a 4.24.

Conforme se pode observar nos graficos de alinhamento das 3 matrizes obtidas com
velocidade de rotacao do colector cilindrico de 4000rpm (fibras essencialmente alinhadas),
surge sempre um pico definido para um determinado angulo. A esta velocidade existe, pois,
um angulo de alinhamento preferencial.

Contrariamente, nos graficos de alinhamento relativos as fibras de Gt/PCL obtidas a
velocidades de rotagao do colector cilindrico de 500rpm (desalinhadas) e 2000rpm (semiali-
nhadas), nao é possivel identificar um angulo de alinhamento preferencial.

Confrontando as Figs.4.23 e 4.24, verifica-se que a diferenga entre o grau de alinha-
mento das fibras de Gt/PCL desalinhadas e semialinhadas é notéria. O grafico de alinhamento
das fibras de Gt/PCL desalinhadas apresenta intensidades, em torno de um mesmo valor para
todos os angulos, o que também é evidenciado no espectro de Fourier. O gréfico de alinha-
mento das fibras de Gt/PCL semialinhadas apresenta uma distribuicao de intensidades que,

embora seja larga, exibe uma regiao de maximo.

(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier
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Figura 4.20: Avaliacdo do grau de alinhamento das fibras de Gt-a
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Figura 4.21: Avaliacao do grau de alinhamento das fibras de Gt/CS-a
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Figura 4.22: Avaliagio do grau de alinhamento das fibras de Gt/PCL-a
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(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier
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Figura 4.23: Avaliagdo do grau de alinhamento das fibras de Gt/PCL-s
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Figura 4.24: Avaliagdo do grau de alinhamento das fibras de Gt/PCL-d
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4.3.2 Analise morfolégica das matrizes reticuladas apés lavagem

Na cultura celular sao utilizados diversos meios aquosos, os quais tém influéncia na

estrutura das matrizes. Deste modo, as matrizes foram caracterizadas morfologicamente apos

lavagem com agua destilada.
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Figura 4.25: Andlise do grau de alinhamento das fibras de Gt-a pés-lavagem

66000

64000
62000 j,\".,"‘

% 60000 f‘\/ h\'..h

58000 ‘1‘* A \ J

56000 4\3‘&;%57&

54000
0 30 60 90 120 150 180
Angulo (%)

Intensidade

(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier (c) Gréfico de alinhamento

N>

Figura 4.26: Andlise do grau de alinhamento das fibras de Gt/CS-a pds-lavagem
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Figura 4.27: Anélise do grau de alinhamento das fibras de Gt/PCL-a pés-lavagem
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(b) Gt/PCl-d

Figura 4.28: Imagens de SEM de matrizes de Gt/PCL-s e Gt/PCL-d pés-lavagem. Ampliagao:
2000x

As imagens de SEM dos 5 tipos de matrizes evidenciam fusdo entre fibras, resultante
de alguma dissolugao do polimero, mais visivel nas Figs.4.25 e 4.28. Apesar desta fusdo, a
topografia das matrizes lavadas continua a exibir relevo com direcgoes preferenciais, como
mostram os espectros de Fourier e os graficos de alinhamento destas matrizes (ver Figs.4.25
a 4.27).

4.3.3 Analise quimica por FTIR

A andlise de FTIR teve como objectivos identificar nas matrizes os grupos funcio-
nais caracteristicos dos polimeros utilizados, e determinar alteracoes quimicas decorrentes
da formagao de ligagoes, em particular as correspondentes a reticulacdo (entre a gelatina ou
o quitosano, e o GTA). Nas tabelas 4.4 a 4.6 encontram-se listados os modos de vibragao

identificados na literatura para a gelatina, o quitosano e o PCL, respectivamente.

Tabela 4.4: Modos de vibragao FTIR identificados para a gelatina

Nimero de onda (cm™!) Grupo Funcional Referéncia
3300 Estiramento N-H (amida A) [63] [68]
3032 Estiramento C-H [83]
1636-1660 Estiramento C=0 (amida I) [60] [63] [84] [68]
Deformacao angular N-H e [60] [63]
1540-1544
estiramento C-N (amida II)
1240-1245 Deformacao angular N-H (amida III) [63] [84] [68]
629 Amida V, tor¢ao C-N [36]
e flexao N-H
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Tabela 4.5: Modos de vibragdo FTIR identificados para o quitosano

Ntmero de onda (cm™1!) Grupo Funcional Referéncia
3100-3500 Estiramento N-H e OH...O [85]
2800-2900 Estiramento CHy [86]

1654 Amida I [87]
1598 Amida II (amina primaria - NHy) [86]
1425 Flexao do grupo CH, [87]
1380 Flexao C-H e deformacao C-CHjs [87]
1155-1032 Estrutura do polissacarido [87]

Tabela 4.6: Modos de vibragao FTIR identificados para o PCL

Comprimento onda (cm™1!) Grupo Funcional Referéncia
2949 Estiramento assimétrico CHy [60] [88]
2865 Estiramento simétrico CHy [60] [88]
1727 Estiramento C=0 [60] [88]
1293 Estiramento C-O e C-C (fase cristalina) [60] [88]
1240 Estiramento assimétrico C-O-C [60] [88]
1157 Estiramento C-O e C-C (fase amorfa) [88]

Nas Figs.4.29 a 4.33 apresentam-se, em modo de absorvancia, os espectros de FTIR
obtidos. Com as Figs.4.29 a 4.31 pretende-se ilustrar as diferencas entre os espectros das
amostras apés a produgao e apéds reticulagao. Com a Fig.4.33 pretende-se inferir acerca das
possiveis interaccoes moleculares entre os polimeros.

Nos espectros de FTIR das matrizes de gelatina (ver Fig.4.29) tanto na condigao
de pés-produgao (Gt) como na de pés-reticulagao (Gt-Ret), é possivel identificar os grupos
funcionais. No espectro da matriz de Gt reticulada identifica-se ainda um pico de maior
intensidade relativa, a 1448cm™!, caracteristico da absorcio do grupo aldimina (CH=N),
resultante das ligacoes estabelecidas durante o processo de reticulagao [68].

Os espectros de FTIR de filmes de quitosano pés-producao (CS) e pds-reticulagao
(CS-Ret) permitem identificar os grupos caracteristicos deste polimero. Porém, a andlise dos
espectros nao permite concluir acerca da ocorréncia da reticulacao.

No espectro de FTIR das matrizes de Gt/CS identificam-se as bandas correspondentes
aos dois polimeros. No espectro da matriz reticulada (Gt/CS-Ret) a intensidade relativa dos
picos relativos as amidas I e II, bem como a intensidade do pico amida II relativamente ao
pico amida I reduz-se, o que pode indiciar a formagao de ligagoes entre o CS e a Gt mediadas
pelo GTA para além da reticulacao entre cadeias do mesmo polimero.

No espectro do filme de PCL (ver Fig.4.32) destacam-se os picos do estiramento do
grupo carbonilo (C=0), a 1721cm™!, e do estiramento assimétrico da ligagdo glicosidica (C-

0-C), a 1238cm™~!. Também estdo presentes os picos a 2944cm~! e 2865cm ™!, caracteristicos
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das vibragoes assimétricas (as) e simétricas (s) do estiramento do grupo metileno (CHa),

respectivamente, e os picos caracteristicos da fase cristalina e da fase amorfa do PCL, a

1293cm ™! e a 1160cm ™!, respectivamente.
Por sua vez, no espectro da matriz de Gt/PCL (ver Fig.4.33) sao distinguiveis os picos

de ambos os polimeros. A partir do espectro nao é possivel concluir acerca de interaccgoes

intermoleculares entre os dois polimeros, o que sugere a manutencao das respectivas identi-

dades funcionais dos mesmos na matriz.
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Figura 4.29: Espectros de FTIR de amostras de Gt pds-producao e pos-reticulagao
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4.4  Cultura celular

As culturas celulares comecaram por seguir os procedimentos béasicos de cultura celular
numa placa de pogos, mas incluindo matrizes depositadas nas lamelas no fundo dos mesmos.
Utilizaram-se 3 réplicas de cada tipo de matriz em estudo e 3 lamelas onde seriam semeadas
células para controlo e posterior observagao no microscopio de fluorescéncia. Procedeu-se a
esterilizacao das matrizes (ver Apéndice A.1). Seguidamente, procedeu-se & contagem das
células N1E-115 (ver Apéndice A.2), semeadas na FCM num frasco T25 (com fundo tratado
para células aderentes), e que se encontravam a cerca de 80% de confluéncia. Numa placa de
48 pocos semearam-se aproximadamente 30000 células por pogo, nas matrizes e nos controlos,

colocando 500ul de meio de crescimento.

Os controlos foram observados diariamente no microscépio éptico invertido com con-
traste de fase (as matrizes nao possibilitam observacao da morfologia celular). Ao fim de
4 dias, o meio foi mudado para meio de diferenciacao, pois o crescimento das células antes
dessa altura era insuficiente. As células N1E-115 sao consideradas semiaderentes, o que po-
derd justificar a fraca adesao celular das células semeadas e esta observagao. O aspecto geral
da morfologia das células do controlo era heterogéneo, visualizando-se algumas delas ja com
prolongamentos. Os pocos de controlo também exibiam diferencas entre si.

Apoés 4 dias em meio, realizou-se a fixagdo e marcagao dos nicleos das células, seguindo
um protocolo tipico (ver Apéndice A.4). E de referir que, em diversos momentos, durante os
procedimentos referentes a sementeira, & mudanca de meio e & marcacao nuclear, as matrizes
se soltaram das lamelas e algumas enrolaram-se sobre si mesmas. Desta forma, apenas foi
possivel fixar e marcar as células cultivadas em algumas matrizes. Na Fig.4.34 apresentam-se
imagens do microscépio de fluorescéncia representativas do conjunto de amostras observado.
Verifica-se que, na totalidade das observagoes, existem poucos nticleos que se apresentam

redondos.

Perante as observagoes durante esta primeira experiéncia, decidiu-se alterar a condigao
do controlo da experiéncia e avaliar a viabilidade celular com PrestoBlue® antes da fixagao
e marcacao celular. Por forma a observar-se a marcagao do citoesqueleto com faloidina
vermelha procedeu-se a reducao da autofluorescéncia no vermelho associada a reticulacao
com GTAZ2, usando uma solucio de boro-hidreto de sédio (NaBHy) a 0.1% em PBS. Desta
forma, utilizaram-se dois tipos de controlos (positivos). Num deles as células foram semeadas
sobre lamelas, tratadas com uma solucao de gelatina a 0.1% em dgua (controlo-1), prevendo-
se assim melhor aderéncia das células ao substrato. No outro controlo semearam-se as células
directamente nos pogos com fundo tratado para células aderentes (controlo-2). Este dltimo
constitui situacéo habitual de sementeira recomendada para as células N1E-115. Numa placa
de 48 pocos colocaram-se 4 réplicas de cada tipo de matriz e de cada controlo e seguiu-se o

protocolo de esterilizagao das matrizes (ver Apéndice A.1). Relativamente ao controlo-1, que

2Esta fluorescéncia deve-se & formacio de bases de Schiff resultantes da reaccéo do grupo aldeido com o

grupo amina durante a reticulacdo com GTA.
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corresponde a lamelas cobertas com gelatina, foi seguido o protocolo de esterilizacao e, apds
o passo 3, foram pipetados 300ul de gelatina. Seguiu-se o passo 4, deixando-se em simultaneo
a gelatina nas lamelas durante 45min e retirou-se, de seguida, o excesso. Quanto a densidade
celular e quantidade de meio de crescimento em cada pogo procedeu-se & semelhanca da

experiéncia anterior.

(a) Controlo (b) Gt/CS-a

Figura 4.34: Imagens de MF de marcagdo com DAPI de células N1E-115 ao 4° dia em meio de

diferenciacao

A alteracao do meio (de crescimento) para meio de diferenciacao foi efectuada ao fim
de 3 dias e ao 4° dia de diferenciacao foi realizado o teste de viabilidade com o reagente
PrestoBlue® (ver Apéndice A.3). O reagente foi adicionado a 3 réplicas de cada situagao e
em meio de diferenciacao, pipetado para 4 pogos, 2 dias antes, aquando da mudanca de meio,
por forma a serem asseguradas condigoes semelhantes para todas as leituras de absorvancia
necessarias. Aos valores de absorvancia lidos foi subtraido o valor de absorvancia do meio,
por forma a fazer uma determinacao da viabilidade celular relativa. Na Fig.4.35 apresentam-
se os resultados deste teste. Estes correspondem apenas a média dos valores de absorvancia
do meio com células dos pocos em que as matrizes se mantiveram nas lamelas. Em geral,
estes resultados revelam que a viabilidade das células cultivadas nas matrizes é superior
relativamente a ambos os controlos.

No 5° dia de diferenciagao, seguiu-se o protocolo de fixagdo e marcagao (ver Apéndice
A.4) com a adigao de 500u! de boro-hidreto de sédio a cada pogo com matriz, antes do dltimo
passo (marcacao com DAPI). Apés aproximadamente 5min, efectuaram-se 3 lavagens com
PBS. A reacgao provocou o aparecimento de algumas bolhas.

Na observacao das marcacoes nucleares das células, apenas o controlo-1 do pogo D6
(ndo sujeito ao teste com PrestoBlue®) apresentou uma densidade de nticleos consideravel
(ver Fig. 4.36(a)). As restantes amostras, quer das células controlo quer das células cultivadas
nas matrizes apresentam poucos nucleos, conforme ilustram as Figs.4.36(b) e 4.36(c).

A possivel existéncia de grupos aldeidos do GTA nao reagidos durante o processo
de reticulagdo das matrizes, poderia explicar alguma toxicidade das matrizes. Contudo, os

resultados do PrestoBlue®) correspondentes ao 4° dia de cultura nao indiciam toxicidade das
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Figura 4.36: Imagens de MF de marcagdo com DAPI de células N1E-115 ao 5° dia em meio de

diferenciacao
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matrizes. No entanto, estes valores também devem ser analisados com alguma precaucao
ja que, devido a algumas matrizes se soltarem das lamelas, os resultados dos pocos com as
matrizes correspondem parcialmente a células que aderiram ao fundo do poco e estiveram
assim apenas em contacto indirecto com as matrizes. Também se levanta a hipétese de algo
ter ocorrido entre o0 4° e 0 5° dia de cultura ou algum dos reagentes utilizados, nomeadamente,
o PrestoBlue® ou o boro-hidreto de sédio potenciar algum efeito negativo nas células.
Claramente o facto das matrizes se soltarem das lamelas constitui um entrave ao
estudo em questao. Por isso, contornou-se este problema colocando anilhas de teflon sobre
as matrizes (ver Fig.4.37). O teflon apresenta uma muito baixa reactividade e espera-se,
por isso, que nao seja toxico. Esta abordagem implica que varios passos do estudo sejam
ajustados. Em primeiro lugar, as anilhas nao encaixam nos pocos de uma placa de 48 pocos,
pelo que se usou uma placa de 24 pogos. Assim, a quantidade de meio a pipetar em cada pogo
teve de ser ajustada. Entre a matriz e a anilha ha alguma difusao de meio e portanto, por
forma a assegurar que a quantidade de meio era suficiente para as células, pipetou-se meio

no interior e exterior das anilhas. Usou-se 750ul de meio nos pogos e 500u] nas lavagens.

I -2 M Gucs = GvpcLa [ GtPcLs B upci-d | Controlo
Ty y 7R s

Figura 4.37: Placa de 24 pogos da cultura celular com anilhas de teflon

Com a inser¢ao da anilha, a drea de sementeira nas matrizes (a efectuar apenas dentro
da anilha) fica reduzida em cerca de 2 vezes, o que naturalmente implica que o nimero de
células a semear seja reduzido a cerca de metade, em relacao as duas experiéncias anteriores
para se ter a mesma densidade celular. No entanto nesta experiéncia acabou por ser semeada
uma densidade celular consideravelmente inferior & das experiéncias anteriores. A ordem dos
passos do protocolo de esterilizacao foi alterada, por forma a haver esterilizagdo de toda a
superficie das matrizes previamente a colocacao das anilhas. Por outro lado, visando assegurar
a nao toxicidade devida a grupos aldeidos do GTA que eventualmente nao tivessem reagido
durante o processo de reticulacao das matrizes, substituiu-se a segunda lavagem com PBS do
protocolo de esterilizacao pela imersao em meio (de crescimento) durante cerca de bmin. Este
passo surge da hipdtese de alguns constituintes do meio estabelecerem porventura ligacoes

com os grupos aldeido do GTA livres.
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Nesta experiéncia apenas se estabeleceu como controlo células semeadas nas lamelas
cobertas com gelatina a 0.1%. A alteragao do meio de crescimento para meio de diferenciacao
foi realizada 2 dias depois da sementeira, pois as células aderiram e cresceram bem (nos pogos
controlo). No microscépio éptico invertido com contraste de fase, observou-se, nos controlos,
a diferenciacao celular, relativamente sincronizada, acompanhando-se assim o crescimento
dos prolongamentos ao longo do tempo. A Fig.4.38, fotografia representativa das observacoes

no microscopio éptico, evidencia a morfologia das células N1E-115 em diferenciagao.

Figura 4.38: Células N1E-115 ao 4° dia em meio de diferenciagdo (controlo do poco C6)

Foram efectuados os procedimentos para a realizacao do teste de viabilidade celular
com o reagente PrestoBlue® (ver Apéndice A.3). A mistura do reagente no meio nao foi
homogénea, devido a ocorrer difusao do interior para o exterior da anilha e portanto os re-
sultados nao sao crediveis. Os pocos da fila D da placa de 24 pogos nao foram sujeitos a este
teste. De seguida procedeu-se a fixacao e dupla marcacao com DAPI e faloidina. Apds o
tratamento das matrizes com o boro-hidreto de sédio para reducao do nivel de fluorescéncia
devida a reticulacao com GTA, efectuou-se a marcagao nuclear com DAPI nos pogos da fila D
(30u] para cada amostra). As células foram depois marcadas com faloidina-A568 em PBS, na
proporc¢ao de 1:100, durante 1h a temperatura ambiente. As amostras foram colocadas sobre
gotas de 30ul de faloidina, por cima de Parafilme, o qual foi colocado por cima de papel absor-
vente previamente humedecido, dentro de uma caixa. Durante todos os procedimentos foram
mantidas as anilhas, que s6 foram retiradas no ultimo passo, para observagao ao microscopio
de fluorescéncia. Observarm-se algumas células vidveis, mas poucas células com organizacao
do citoesqueleto com prolongamentos tipicos, conforme ilustra a Fig.4.39. Na Fig.4.39(a)
observa-se com nitidez uma célula diferenciada de um pocgo de controlo. Mantiveram-se mais
6 amostras, que tinham sido sujeitas ao reagente PrestoBlue®), em faloidina a 4°C, owver-
night, e as observacoes de fluorescéncia foram semelhantes as anteriores. Enquanto que se
observaram véarias células com prolongamentos extensos nos controlos no microscépio éptico
com contraste de fase (ver Fig.4.38), nas observagoes de fluorescéncia das marcagoes duplas,

observaram-se poucas células e praticamente sem protrusoes (ver Fig.4.39). Assim, nédo se
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verificou haver uma correspondéncia entre estas observacoes. Quando foi adicionado o boro-
hidreto de sédio as matrizes ficaram com muitas bolhas e soltaram-se. Por outro lado, a
reducao do GTA nao foi totalmente eficaz no que diz respeito a fluorescéncia observada nas

matrizes.

Nas vérias experiéncias realizadas, desenhou-se um protocolo geral de cultura das

células N1E-115 nas matrizes, mas este ainda precisa de ser melhorado.

) Controlo ) Controlo
c) Gt/CS-a d) Gt/PCL-s

(e) Gt/PCL-d

Figura 4.39: Imagens de MF de marcagao com DAPI e faloidina de células N1E-115 ao 5° dia em

meio de diferenciagao
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4.5 Producgao e caracterizacao de filmes porosos

A partir das solugoes poliméricas de PCL e PEO, PEG ou PVP, na proporgao de 7:3
e numa concentragao polimérica total de 1g/dl em diclorometano, foram obtidos filmes finos
de PCL. Macroscopicamente, a generalidade dos filmes obtidos apresentam espessura nao
uniforme e bastante reduzida, na ordem das dezenas de um. Microscopicamente, observaram-
se zonas distintas no que diz respeito a distribuicao de poros e & espessura do filme, conforme
se observa na Fig.4.40. Na zona densa sao visiveis as consequéncia da formagao de dominios
do PVP, o que nao se observa na zona fina. Nas imagens de MO identificaram-se varias

estruturas circulares distribuidas, mas nem todas aparentavam ser poros totalmente abertos.

(a) PCL/PVP 7:3 - zona densa (b) PCL/PVP 7:3 - zona fina

Figura 4.40: Imagens de MO de filmes produzidos a partir de solugdes de PCL/PVP com agitagao

magnética. Ampliagao: 100x

Estudaram-se outras proporgoes poliméricas e a concentracao polimérica total foi re-
duzida para 0.4g/dl, visando obter poros abertos a partir de filmes mais finos. Com o intuito
de garantir a homogeneidade das solucbes e consequentemente uma separacao de fases mais
uniforme, recorreu-se a agitacao ultrassénica de algumas solugoes apds agitagdo magnética,
conforme consta na tabela 4.7. Prepararam-se solugdes de PCL em diclorometano e soluc¢oes
dos outros polimeros em diclorometano, conforme as proporgoes dos polimeros nas solugoes
finais e todas elas foram colocadas em agitacdo magnética. Apds total dissolucdo, misturaram-

se as solugoes para obter a concentragao pretendida usando o tipo de agitacao destinado.

Tabela 4.7: Condicoes da preparagao das solugoes de PCL/PEO, PCL/PEG e PCL/PVP

Proporcao de PCL/polimero Tipo de agitagao da solucao polimérica

5:3 Magnética
5:5 Magnética
7:3 Magnética ou Ultrassénica
3:7 Magnética ou Ultrassénica
9:1 Magnética ou Ultrassonica
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As imagens de SEM dos filmes seleccionados, com base nas observagdes ao MO, tendo
em conta a existéncia de poros aparentemente abertos, apresentam-se nas Figs.4.41 a 4.44.
Pela observagao das Fig.4.41 e 4.42, verifica-se que nos filmes de PCL/PEO de ambas as
proporgoes dos polimeros e com diferentes tipos de agitacao das misturas, os poros apresentam
tamanhos distintos entre si e uma distribui¢do pouco uniforme dos mesmos. Além disso,
identificam-se poucos poros abertos (estruturas mais escuras).

As Figs.4.44(a) e 4.44(d) demonstram a influéncia das proporgoes de polimeros utli-
zadas nas solugdes no filme obtido. Enquanto que a partir da solu¢do de PCL/PEG em que a
quantidade de PCL é bastante superior & de PEG (9:1) se obtém, pds-lavagem do PEG, um
filme com um padrao de estruturas de forma alongada e disperso, a partir da solugao de 3:7,
obtém-se um filme com distribui¢do de poros de forma circular mais uniforme. No entanto,
a Fig.4.44 revela que existem mais estruturas abertas nos filmes de PCL/PEG de 9:1 do que
nos de 3:7. Pela observacao da Fig.4.43, verifica-se que o filme de PCL/PVP de 9:1 possui

uma estrutura nao homogénea de poros no que diz respeito quer a forma quer ao tamanho.

=

(a) PCL/PEO 5:3 Ampliagao: 500x  (b) PCL/PEO 5:3 Ampliagdo: 2000x

Figura 4.41: Imagens de SEM de filmes produzidos a partir de solugbes de PCL/PEO com agitagao

magnética

(a) PCL/PEO 9:1 Ampliagdo: 1000x (b) PCL/PEO 9:1 Ampliagao: 2000x

Figura 4.42: Imagens de SEM de filmes produzidos a partir de solugdes de PCL/PEO com agitagao

ultrassénica
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(a) PCL/PVP 9:1 Ampliagao: 1000x (b) PCL/PVP 9:1 Ampliagao: 2000x

Figura 4.43: Imagens de SEM de filmes produzidos a partir de solugdes de PCL/PVP com agitagao

ultrassonica

(¢) PCL/PEG 9:1 Ampliagao: 200x  (d) PCL/PEG 9:1 Ampliacao: 1000x

Figura 4.44: Imagens de SEM de filmes produzidos a partir de solugbes de PCL/PEG com agitagao

ultrassonica

Em geral, verifica-se que a agitagdo ultrassénica conduz a uma melhor distribuicao
dos polimeros na solucao em relagao a agitacdo magnética, e consequentemente, no filme
obtido, conforme se pretendia. Verificou-se que o peso molecular do polimero utilizado além
do PCL tem também influencia na obtencao dos filmes através deste método. O polimero de

menor peso molecular (PEG) permitiu obter mais poros e distribuidos mais uniformemente
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em comparacao com o PEO (polimero com estrutura semelhante mas com maior massa

molecular).

As imagens de MO dos filmes obtidos por prensagem a quente e lixiviacao de sais de
granulometria entre 100 a 200um, em filmes espalhados apresentam-se nas Figs.4.45 e 4.46.
Pela observacao da Fig.4.45 conclui-se que o método utilizado nao permitiu que os granulos
de sal furassem o filme, possivelmente devido ao empacotamento e forma da superficie do
sal. Quando realizada uma segunda prensagem e lixiviacao do sal, a incorporacgao do sal foi
facilitada pela existéncia de alguns poros e conduziu a um filme mais poroso, mas com poros

irregulares, conforme se constata na Fig.4.46.

Figura 4.45: Imagem de MO de uma filme obtido por prensagem a quente e lixiviagao de sais.

Ampliagao: 100x

Figura 4.46: Imagem de MO de uma filme obtido por dupla prensagem a quente e lixiviagao de sais.

Ampliagdo: 100x

Uma forma de evitar o empacotamento dos graos de sal que pode conduzir a nao
abertura de poros é fixar a posicao dos graos. Para ensaiar este método foi utilizada uma lixa
de granulometria 100 como modelo do conceito. O filme a prensar foi colocado entre duas

folhas de lixa. A Fig.4.47 mostra o relevo da lixa e o resultado da prensagem.
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(a) Lixa 100 (b) Filme PCL

Figura 4.47: Imagens de MO da lixa 100 e de um filme resultante da prensagem a quente. Ampliagao:
100x

Enquanto que o método de separacao de fases sugere ser possivel obter poros de di-
mensoes e e contornos regulares, estas caracteristicas sao mais dificeis de obter com o método
de prensagem a quente e lixiviagao de sais utilizando sal de forma irregular. Relativamente
ao tamanho dos poros, a dimensao dos que se obtiveram com a técnica de separacgao de fases,
é mais adequada ao fim em vista. No entanto, a utilizacao de sal de outras granulometrias
permitiria reduzir o tamanho dos poros na técnica de prensagem. Um problema a resolver
prende-se com a espessura dos filmes. Com a técnica de separacao de fases obtiveram-se
filmes demasiado finos e nos filmes obtidos por prensagem a espessura e a existéncia de poros

abertos sao variaveis dependentes relacionadas pelas dimensoes e forma dos graos de sal.
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Foi objectivo deste trabalho produzir e caracterizar estruturas poliméricas destina-
das ao desenvolvimento de um suporte poroso com uma topografia de fibras alinhadas para
promover a regeneracao da espinal medula. Pretendeu-se ainda estabelecer um protocolo de
sementeira para averiguar se a linha celular N1E-115 se adequa ao estudo da resposta neuronal
a materiais e assim comparar os diferentes estimulos quimicos e topogréficos proporcionados
pelas matrizes as células.

Através da técnica de electrofiacao, foram produzidas com sucesso matrizes de fibras de
Gt, e de fibras compositas de Gt/CS e Gt/PCL, nas propor¢oes de 1:1, todas com diametros
da ordem dos 450 nm. A gelatina foi escolhida como material de base por ser conhecida como
promotora da adesao celular. Tendo sido usada gelatina de peixe, que é soltivel em agua a
temperatura ambiente, foi necessario proceder a sua reticulagao.

Produziram-se matrizes de fibras com varios graus de anisotropia. O alinhamento
das fibras foi induzido pela rotacdo de um colector cilindrico. A anélise da existéncia de um
alinhamento preferencial das fibras foi efectuado recorrendo a um método baseado na FFT
de imagens de SEM. Verificou-se que se obtém fibras essencialmente alinhadas para todas as
composicoes estudadas, utilizando o colector cilindrico a uma velocidade de rotacao de 4000
rpm. Verificou-se ainda que as fibras de Gt/PCL apresentam um alinhamento preferencial, a
velocidades de rotagao relativamente mais baixas, superior ao das outras matrizes. Tal facto
deve-se a presenca do PCL na solucao, o que contribui para a sua menor condutividade em

relagcao as restantes solucoes estudadas.
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No que diz respeito a reticulacao das matrizes de gelatina, a irradiacao das mesmas
com UV antes da exposicao a vapor de GTA, ndo mostrou aumentar o grau de reticulacao.
Através da avaliacdo de perda de massa de matrizes de gelatina estabeleceu-se um tempo de
4h para a reticulacao por exposicao a vapor de GTA, obtido por evaporacao a partir de uma
solugao a 50% em dgua para uma volume fechado, a 40°C. A partir das imagens de SEM,
analisaram-se alteragoes morfolégicas das fibras decorrentes da reticulagao e que resultam da
permanéncia das matrizes reticuladas em dgua. A andlise dos espectros de FTIR de matrizes
de Gt e Gt/CS permitiu confirmar a composi¢do quimica das matrizes e o estabelecimento
de ligacoes entre os grupo aldeido do GTA e o grupo amina da Gt e do CS. Concluiu-se que

a estabilizacao das matrizes foi conseguida.

Durante o estudo da cultura celular foram encontradas varias dificuldades e apresenta-
ram-se algumas solucgbes por forma a estabelecer um protocolo de cultura das células N1E-
115 nas matrizes produzidas. Verificou-se que matrizes tém tendéncia a soltar-se das lamelas
durante os procedimentos de cultura celular e por isso passaram a colocar-se sobre as matrizes
anilhas de teflon, as quais nao demonstraram ser citotoxicas, pois foi possivel observar nos

controlos com anilhas, o crescimento e diferenciagao das células.

O teste de viabilidade celular colorimétrico das matrizes realizado mostrou uma ele-
vada viabilidade celular relativamente aos controlos. Isto constitui uma boa indicacao respei-
tante a nao existéncia de citotoxicidade associada aos materiais e evidencia uma adequada
esterilizagdo das matrizes. No entanto, estes resultados foram insuficientes para permitir
analisar a resposta celular as diferentes composicoes e topografias das matrizes, ja que nas
condigoes do ensaio as células podem ter aderido ao fundo do pogo e nao aos materiais. As
observagoes de fluorescéncia das marcagoes dos ntcleos nao foram ainda bem sucedidas, ao
que poderd nao ser alheio um passo necessario para reduzir a autofluorescéncia exibida pelas
matrizes devida ao processo de reticulagdo com GTA. Assim, o protocolo de sementeira e
marcacao das células N1E-115 devera ser ainda melhorado. Como alternativa a marcagao
da actina-F com faloidina568, propoe-se a utilizacdo de outro marcador do citoesqueleto que
apresente picos de fluorescéncia a comprimentos de onda mais afastados dos correspondentes
a autofluorescéncia devida a reticulacao com GTA. Por exemplo, a utilizagao de faloidina488
(excitagdo/emissao: 495/518nm) possivelmente permitiria uma boa observagao, evitando as-
sim a utilizagao do boro-hidreto de sédio.

As estruturas porosas de PCL para suporte das matrizes de fibras, foram produzidas
através de dois métodos, um deles baseado na separacao de fases de polimeros imisciveis e o
outro na prensagem a quente e lixiviagao de sais.

As imagens de SEM dos filmes obtidos, tirando proveito da separacao de fases, revela-
ram que a distribuicao dos poros varia tanto com a massa molecular do polimero como com
a proporc¢ao dos polimeros na solucao. Os parametros deste método deveriam ser ajustados
no sentido de se obter dominios da fase solivel em agua bem distribuidos, para a obtencao
de uma distribui¢ao uniforme de poros. Para além da porosidade, um aspecto a ter em conta

serd o controlo da espessura dos filmes obtidos. Uma das dificuldades inerente a este método
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¢ a elevada volatilidade do diclorometano. Possivelmente a lenta evaporacgao do solvente nao
foi totalmente garantida nas condigoes utilizadas. Isto poderia ser conseguido através da
criacao de uma atmosfera saturada de solvente, colocando um recipiente com diclorometano
numa caixa bem vedada.

Quanto a caracterizagao dos filmes porosos de PCL obtidos pela prensagem a quente e
lixiviagao de sais, esta poderia ser complementada com a andalise/quantificacdo da porosidade
em funcgao da massa de sal utilizada.

Perante os resultados da caracterizacdo morfolégica dos filmes obtidos pelos dois
métodos, conclui-se que ambos sao promissores, embora necessitem de optimizagao.

Os passos seguintes a este trabalho serao, naturalmente, a optimizagao da estrutura
porosa de suporte e a deposicao das fibras alinhadas sobre a estrutura escolhida. A partir deste
conjunto poder-se-a entao obter uma estrutura tubular, desenvolvendo assim uma NGC. Os
testes in vitro permitirao avaliar as potencialidades desta NGC para estimular crescimento dos
axo6nios. A utilizagdo de uma linha celular (N1E-115 ou outra que se revelar mais adequada)
podera fornecer uma primeira indicagao, mas seria importante confronta-la com a resposta
de células neuronais primarias. Poder-se-a4 entao entrar seguidamente em fase de testes in
VIV0.

Seria também de grande interesse estudar o efeito da adi¢ao de factores de crescimento
nervoso e testar a combinacao de outras estratégias terapéuticas, tais como o transplante de
células suportadas pela NGC para o local da lesao da espinal medula. O recurso a células
estaminais, diferencidveis quer em neurdénios quer em células de suporte, poderd ser uma

abordagem de sucesso.
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Apéndice A - Protocolos de Cultura

Celular

A.1 - Esterilizacao das Matrizes
1. Imergir em etanol 70% durante cerca de 10min;
2. Lavar 2x com PBS;
3. Lavar 1x com dgua ultrapura para remover vestigios de etanol;

4. Irradiar com lampada UV da camara de fluxo laminar durante 45 min, deixando a caixa

de pocgos aberta.

A.2 - Contagem das Células

1. Preencher as duas camaras do hemocitometro, utilizando uma pipeta de Pasteur, com

as células da suspensao homogeneizada do frasco de cultura;

2. Contar o nimero de células presentes no campo de contagem (quadrado central), re-

correndo ao microscopio Optico invertido com contraste de fase;

3. Calcular a concentragao de células presentes na suspensao celular, através da equacao
1

C =N x 10? (1)

, onde C representa o nimero de células existentes em 1 ml de suspensao celular (nimero

de células/ml) e N a média do ntimero de células vidveis observado.

A.3 - Avaliagao da Viabilidade Celular com PrestoBlue®

1. Adicionar reagente PrestoBlue® em cada poco da placa de cultura na proporcao de

1:10 de meio, com as luzes apagadas;

2. Incubar na estufa (37°C e 5% CO3) durante 1h;



Pipetar 3x 80ul de cada poco da placa de cultura para 3 pogos duma placa de 96 pocos,

com as luzes apagadas;

. Medir absorvancia no leitor de absorvancia com os filtros 570nm (excita¢ao) e 600nm

(emissao);

. Calcular a percentagem de viabilidade celular relativa;

A.4 - Fixacao e Marcacao das Células

1.

10.

Retirar da estufa a placa de cultura e observar os pogos dos controlos ao microscépio

optico invertido;

. Descongelar (banho maria a 41°C) um tubo Falcon de 15ml de paraformaldeido (PFA

a 4%) e realizar uma diluigao com PBS para PFA a 2%;

Retirar dos pocos o meio de cultura, pipetar 0.5ml de PFA a 2% para cada pogo e

deixar actuar durante 1 hora;

Lavar 3x com PBS;

. Colocar 0.5ml de triton X-100 a 0.2% em cada poc¢o e deixar actuar durante 30 min;

Lavar 3x com PBS;

Preparar, num tubo Falcon de 50ml, uma solucao de 0.1% de boro-hidreto de sédio em

PBS, pipetar 0.5ml para cada pogo e deixar actura durante cerca de bmin;
Lavar 3x com PBS;

Colocar grupos de 4 amostras sobre 4 gotas de 100ul de DAPT (5ug/ml em PBS) sobre

parafilme durante cerca de 30s/1min e reutilizé-las para todos os grupos de 4 amostras;

Colocar as amostras em placas de 4 pocos e lavar 2x com PBS.
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