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Resumo

A Engenharia de Tecidos tem revelado crescente sucesso ao proporcionar novas tera-
pias na reparacao e regeneracao de danos funcionais e estruturais do corpo humano. Uma das
ferramentas da Engenharia de Tecidos consiste na utilizacao de biomateriais na fabricagao de
substitutos temporarios da matriz extracelular do tecido lesado. A manipulagao da estrutura
e composicao desta matriz pode ser utilizada para direcionar o comportamento das células,
facilitando o processo de regeneracao.

Um dos grandes desafios da Engenharia de Tecido Vascular é criar condigbes que
potenciem a migracgao das células do vaso sanguineo nativo para o enxerto. Neste trabalho, foi
realizado um estudo do comportamento de fibroblastos 3T3 em matrizes de fibras poliméricas
produzidas por electrofiacao.

Foram produzidas matrizes alinhadas e desalinhadas a partir de solugoes com mistura
dos polimeros Polivinilpirrolidona (PVP) e Policaprolactona (PCL) dissolvidos em Acido
Acético. Para impedir a dissolugao do PVP, foram comparados diferentes tempos de reti-
culacao das matrizes por irradiagdo com raios Ultra-Violeta. Verificou-se uma perda de massa
de PVP inferior para maiores tempos de reticulacdo. Com base em medidas de angulo de
contacto, verificou-se que tempos de reticulacao mais elevados também originaram matrizes
com maior hidrofilicidade.

A morfologia e alinhamento das fibras obtidas foram analisados recorrendo a micros-
copia electrénica de varrimento (SEM).

A adesao celular foi observada e analisada por microscopia de fluorescéncia, tendo sido
marcados os nicleos e o citoesqueleto das células. Nas matrizes de PVP/PCL foram obser-
vados agregados celulares e citoesqueleto reduzido. Ja nas matrizes de PCL e nos controlos,
as células aderiram fortemente exibindo filamentos extensos de actina. A viabilidade celular
também foi quantificada recorrendo ao reagente PrestoBlue™.

Por dltimo, foi realizado um ensaio de migracao celular numa matriz alinhada de PCL em
time-lapse durante 20 horas e 30 minutos. Observou-se que as células migram na direcgao
do alinhamento, tendo sido estimada uma velocidade média para sete células de 16.3 £+ 3

pm/hora.

Palavras-chave: Engenharia de Tecidos; Enxerto Vascular; Electrofiacao.
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Abstract

Tissue Engineering is a growing field of research that will allow for greater success in
developing new therapies for the repair and regeneration of functional and structural damage
in the human body. Among several strategies, Tissue Engineering seeks to manufacture
temporary replacements for the extracellular matrix of damaged tissue using Biomaterials.
The structure and composition of these scaffolds can be manipulated in order to guide cell
behavior and promote tissue regeneration.

Despite growing success in Vascular Tissue Engineering, cell migration from native
blood vessel to the graft remains a big challenge. In this context, this work pretends to
provide a preliminary study for cell behavior in aligned electrospun polymer matrices.

Polyvinylpyrrolidone (PVP) and polycaprolactone (PCL) blends were electrospun to
produce random and aligned matrices. To prevent PVP dissolution when in contact with body
fluids, PCL/PVP matrices were cross-linked by irradiation with Ultra-Violet light. Contact
angle measurements showed that higher PVP percentages improved matrix hydrophilicity.

Fiber morphology and alignment were analyzed using scanning electron microscopy
(SEM).

Cell attachment was analyzed after labeling of the nuclei and cytoskeleton by observa-
tion with fluorescence microscopy. In arrays of PVP / PCL were observed cell aggregates and
reduced cytoskeleton. Already in PCL matrices and controls, cells adhered strongly, showing
extensive actin filaments. Cell viability was also quantified using the reagent PrestoBlue.

Cell adhesion, viability and proliferation were investigated by dying of nucleus and
cytoskeleton and by PrestoBlue™ reagent essays. Cells revealed poor adhesion to PCL/PVP
matrices, but were able to survive and proliferate. When cultured in PCL, cells revealed good
adhesion and integration within the matrix. For cell migration essay, 3T3 cells were cultured
in aligned PCL matrix and photographed in time-lapse mode for 20 hours. Migration in

direction of fiber alignment was verified for every fast-moving cells.

Keywords: Tissue Engineering; Vascular graft; Electrospinning; Guided cell behavi-

our.
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Enquadramento

As doengas cardiovasculares (DCV), em especial doengas das artérias corondrias cau-
sadas pela arteriosclerose, prevalecem como a principal causa de morte e morbilidade a nivel
mundial [1]. As terapias usualmente aplicadas no tratamento destas patologias tais como a
angioplastia, a colocagao de stents e a cirurgia de revascularizagao (bypass) estdo amplamente
dependentes da severidade da doenca e da condigao atual do paciente [2]. Para além disso,
no caso da cirurgia de revascularizagao, da-se preferéncia a utilizacdo de vasos sanguineos
autélogos, ou seja, vasos removidos de uma zona saudavel do proprio paciente e transplan-
tados para a zona que requer vascularizacao [2]. No entanto, pacientes com DCV muitas
vezes nao possuem vasos sanguineos adequados para esta cirurgia e, se possuirem, terao de
ser sujeitos a uma segunda cirurgia para remocao dos vasos, correndo o risco de afectar uma
regiao previamente saudéavel. Neste sentido, tem vindo a emergir uma necessidade de enxer-

tos substitutos alternativos.

Os enxertos artificiais utilizados correntemente (Dacron® e ePTFE) sao bem sucedi-
dos quando aplicados a zonas de elevado fluxo sanguineo e vasos com diametros de grandes
dimensoes. No entanto, a superficie do material falha em favorecer um revestimento de células
endoteliais, permanecendo trombogénica e, portanto, gerando uma resposta imunolégica des-
favoravel que conduz a inflamacao crénica. Por este motivo, estes materiais ndo sao bons
candidatos como enxertos de vasos de pequenos didametros (< 6 mm) [3, 4]. Nestes, o fluxo
sanguineo é mais lento e os constituintes do sangue permanecem mais tempo em contacto
com a superficie do enxerto, aumentando a probabilidade de desencadear uma resposta imu-

nolégica .

A Engenharia de Tecidos tem estudado varias técnicas de produgao de enxertos he-
mocompativeis, que previnam a resposta inflamatéria que causa a falha do enxerto. Neste
contexto, formula-se a hipdétese de que um enxerto tubular que possua uma microestrutura
em fibras alinhadas longitudinalmente podera conduzir a migracao facilitada e guiada das
células do vaso nativo para o biomaterial, em particular a migracao das células endoteliais
para a superficie interna do enxerto, permitindo o desenvolvimento mais rapido do revesti-

mento nao trombogénico.

Esta Dissertagao foi realizada no ambito da Engenharia de Tecidos, em particular do
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Tecido Vascular, integrada no Grupo de Engenharia de Tecidos do Departamento de Fisica
da FCT-UNL. O principal objectivo consistiu no desenvolvimento de matrizes de biomate-
riais por electrofiacdo e na avaliacdo do seu desempenho na adesao, migracao e proliferagao
celular, tendo em vista a sua aplicacao no desenvolvimento de enxertos tubulares de pequeno

diametro.

A escolha dos biomateriais a usar recaiu sobre a Polivinilpirrolidona (PVP) e a Poli-

caprolactona (PCL), tendo-se usado matrizes com diferentes proporgdes destes polimeros.
A dissertacdo tem quatro capitulos principais. No primeiro sdo apresentados conceitos
tedricos considerados uteis para a fundamentagdo deste trabalho e compreensao dos resul-
tados obtidos. Entre estes destacam-se a organizagao do tecido vascular, os mecanismos de
adesao celular, a técnica de Electrofiacao e os polimeros utilizados.

No segundo capitulo sao descritos os equipamentos, materiais e processos de produgao
das matrizes bem como da sua caracterizacao. Também sao descritos os varios procedimentos
e técnicas utilizados para avaliar o comportamento de células nas matrizes.

Os resultados sao apresentados e discutidos em etapas, no quarto capitulo, das quais
se destacam a caracterizacao das solugoes, das matrizes e do comportamento das células nas
matrizes (adesdo, proliferacao, viabilidade e migragao).

Finalmente, no ultimo capitulo sao resumidas as conclusoes principais tiradas ao longo

do trabalho e feitas algumas sugestoes para aprofundar os conhecimentos obtidos.



Introducao

A Engenharia de Tecidos é uma &area cientifica que envolve a aplicacao dos conhe-
cimentos da Engenharia e das Ciéncias da Vida para uma compreensdo fundamental dos
mecanismos envolvidos nos tecidos de mamiferos. Para além desta busca pelo conhecimento,
a Engenharia de Tecidos tem também como objectivo a producao de substitutos bioldgicos
que visam reparar ou regenerar um o6rgao ou tecido e devolver, manter ou melhorar a sua
fungao [5].

Todos estes objectivos passam pelo estudo da relacao entre a estrutura de um orgao
ou tecido e a sua fungdo. Para tal, sdo utilizados trés componentes béasicos constituintes da

caracteristica triade da Engenharia de Tecidos:

Scaffolds: Estruturas produzidas para dar apoio a regeneracao do novo tecido substituindo

temporariamente a matriz extracelular;
Células: Podem ser semeadas in vitro nos scaffolds ou mobilizadas in vivo;

Sinais quimicos e mecanicos: Fornecidos através da utilizacdo de moléculas e factores de
crescimento, através da manipulagao da estrutura dos scaffolds, da aplicagao de forcas,

entre outros [6].

A Engenharia de Tecido Vascular (ETV), em particular, encontra grandes desafios, ja que
0s vasos sanguineos sao estruturas altamente organizadas que se encontram sob a tensao

constante do fluxo sanguineo.



CAPITULO 1. INTRODUCAO

Os principais desafios consistem na producao de enxertos com resisténcia e com-
placéncia adequadas, biodegradacao compativel com a regeneracao de tecido novo e a ob-

tencao do revestimento interno nao trombogénico.

1.1 Anatomia, estrutura e organizacao dos vasos sanguineos

Os vasos sanguineos podem ser divididos em trés grandes categorias: as artérias, as
velas e os capilares. As artérias e as velas possuem a sua estrutura tubular organizada em
trés camadas (ou tunicas) concéntricas relativamente distintas. Do limen para a superficie
externa do vaso sanguineo respetivamente, estas camadas designam-se por tiunica intima,

tinica média e tinica externa (ou adventicia).

A tudnica intima é constituida por endotélio, membrana basal e lamina prépria. A
membrana basal e a lamina prépria sao ambas constituidas essencialmente por tecido con-
juntivo e por uma camada de fibras eldsticas designada por membrana eldstica intima que
separa a tunica intima da tinica média. O endotélio, por outro lado, é constituido por
células. Estas células endoteliais formam uma camada confluente que reveste o interior do
vaso, encontrando-se em contacto directo com o sangue. O endotélio possui diversas fungoes
fisiologicas importantes in vivo e em Engenharia de Tecidos é particularmente importante a
sua funcdo no controlo das respostas imunitarias e inflamatdérias. Ao secretarem moléculas
especificas como o éxido nitrico, as células endoteliais inibem a activacdo das plaquetas

sanguineas prevenindo a formagao de trombos.

A tdnica média é constituida por células musculares lisas, fibras elasticas e colagénio
em quantidades varidveis dependendo do diametro, do tipo e da localizagao in vivo do vaso
sanguineo. As células do musculo liso encontram-se alinhadas circunferencialmente e orga-
nizadas numa cama responsavel pela regulacao do fluxo sanguineo. Ao contrairem, ocorre
0 que se designa por vasoconstricao que leva a diminuicao do didmetro interno do vaso e a
diminui¢ao do fluxo sanguineo. Ao relaxarem ocorre a vasodilatacdo, ou seja, um aumento

do didmetro interno do vaso e consequentemente do fluxo sanguineo [7].
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Figura 1.1: Anatomia e organizacgao dos tecidos de uma artéria e de uma veia. Imagem

adaptada: Fox, Stuart I. Human Physiology 4th Brown Publishers.

Por 1ltimo, a tunica externa é constituida principalmente por tecido conjuntivo de
densidade varidvel, sendo mais denso na proximidade da tinica média e tornando-se menos
denso até se fundir com o tecido conjuntivo que envolve o vaso (Fig.1.2). A componente
celular limita-se normalmente a células produtoras da matriz extracelular tais como os fibro-

blastos.

Como em qualquer outro tecido, também o tecido vascular é constituido na sua maioria
por Matriz Extracelular (MEC). A matriz extracelular é produzida por células e desempenha
fungOes importantes e essenciais para a organizacao e funcionalidade dos tecidos, nao sé no
crescimento, mas também nos mecanismos de cicatrizacao e regeneragao [8, 9]. Entre elas, (1)
proporciona-lhes propriedades biomecanicas, (2) forma uma estrutura tri-dimensional bioac-
tiva ao longo da qual as células podem aderir e migrar; (3) influencia o fenétipo das células
fornecendo sinais mecanicos e moleculares ji que (4) serve como ancora para varias proteinas

incluindo factores de crescimento e enzimas.

Na sua composi¢ao, a MEC possui principalmente colagénio (tipos I e III), elastina,
proteoglicanos e glicoproteinas. O colagénio proporciona rigidez para a resisténcia contra
a ruptura e a elastina é a responsavel pelas propriedades elasticas do tecido, prevenindo,

juntamente com o colagénio, a deformagao permanente do vaso sanguineo com o fluxo pulsatil.
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Figura 1.2: Matriz Extracelular em relagao ao Epitélio, Endotélio e Tecido Conjuntivo.

Disponivel on-line em http://en.wikipedia.org/wiki/Basement-membrane.

1.2 Producao de scaffolds

Na producao de scaffolds, a Engenharia de Tecidos tem de ter em conta uma diver-
sidade de caracteristicas dos materiais a utilizar. Como materiais implantiveis que visam
substituir temporariamente a matriz extracelular de um tecido, devem possuir determinadas
caracteristicas tais como: (1) ser biocompativeis, (2) biodegradaveis, (3) de facil processa-
mento e maleabilidade na construgao das estruturas desejadas, (4) possuir rigidez e estabili-

dade mecanica, (5) ser esterilizdvel, entre outros.

A técnica de Electrofiagdo na fabricacao de scaffolds permite a obtencao de membra-
nas porosas constituidas por fibras poliméricas que no seu conjunto se assemelham a intricada
estrutura tri-dimensional da matriz extracelular dos tecidos [10]. Devido & sua simplicidade e
baixo custo de producao e de investimento, a electrofiacao tem sido vastamente utilizada em
Engenharia de Tecidos, possibilitando a fabricacao de malhas fibrosas a partir de uma grande
variedade de polimeros naturais e sintéticos. Também na Engenharia de Tecido Vascular,
esta técnica tem provado grande potencial sendo cada vez mais estudada [11, 12, 13, 14].
Para esta técnica os polimeros sao dissolvidos em solventes volateis que evaporam durante o
processo, formando uma malha polimérica soélida.

A montagem tipica de um equipamento de electrofiacdo consiste numa seringa ligada a uma
bomba infusora que controla o fluxo de saida da solucao pela agulha, uma fonte de alta vol-

tagem e um colector [15].
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Figura 1.3: Esquema tipico de electrofiagao [16].

Durante o processo de electrofiacao, é formada uma pequena gota de solucao na ponta
da agulha que se encontra estavel nesta forma devido a tensao superficial da solucao po-
limérica. A quantidade de solucdo que sai pela agulha da seringa é controlada através de
uma bomba infusora na qual se configura o volume de solugdo a ejectar. Ao aplicar um
campo eléctrico entre a agulha e o colector, as cargas eléctricas da solugao sao induzidas
repelindo-se entre si. Quando a forca electroestatica prevalece a tensao superficial, ocorre a
projeccao de um jacto de solugdo que resulta na formacao de um cone de Taylor (fig: 1.3).
Este jacto parte da agulha onde foi aplicada a alta tensao e viaja na direccdo do menor
potencial, sendo este o colector, que se encontra ligado a terra. Ao longo do percurso entre a
agulha e o colector, grande parte do solvente evapora e é apenas depositado o polimero no seu
estado so6lido e em forma de fibras, cuja espessura pode variar entre a ordem dos nanémetros
até varios micrémetros [15, 17].

A morfologia das fibras obtidas depende dos parametros da solucdo polimérica, dos
parametros do processo de electrofiacao e de condigoes ambientais tais como a temperatura e
a humidade. Entre os parametros da solucao polimérica destacam-se o peso molecular e vis-
cosidade, a tensao superficial e a condutividade da solugao. Dos pardmetros de electrofiacao,
destacam-se o efeito da tensao aplicada, do fluxo, da distancia entre a agulha e o colector e

o efeito do colector [15].

1.3 Polimeros

Os polimeros escolhidos para alvo de estudo neste trabalho foram a Polivinilpirroli-
dona (PVP) e a Policaprolactona (PCL). Estes dois polimeros possuem caracteristicas muito
diferentes um do outro, mas ambos possuem propriedades de grande interesse para a fa-
bricagao de um enxerto vascular.

O PCL é vastamente estudado com este objectivo devido as suas boas propriedades mecanicas

e adequadas para este tipo de implante. No entanto, ja foi reportado que a sua hidrofobi-
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cidade pode ser demasiado elevada para uma éptima adesdo celular e que a sua utilizacao
neste tipo de enxertos pode resultar numa resposta imunitdria com formacgao de trombos e
falha do enxerto.

Por outro lado, o PVP é um polimero hidrofilico e nao trombogénico sendo até utilizado
como expansor do plasma sanguineo. A electrofiacdo destes dois polimeros individualmente
tem sido estudada e realizada com sucesso a partir de solucdes com varias concentragoes e
solventes. No entanto, a mistura destes polimeros consta pouco na literatura e serd estudada

ao longo deste trabalho.

1.3.1 Polivinilpirrolidona (PVP)

A polivinilpirrolidona (PVP) é um polimero sintético e solivel em dgua e outros sol-
ventes polares e é conhecido pela sua boa biocompatibilidade. Pode também ser designado

comummente por Povidona e é composto pela repeticao de vinilpirrolidonas (Fig).

O PVP comecgou por ser utilizado como expansor do plasma sanguineo possuindo,
mais tarde, diversas outras aplicacoes tais como na area dos biomateriais e revestimentos,
em lentes de contacto, desinfectantes, lentes intra-oculares, na area da medicina por exemplo
como substituto de humor vitreo, nas areas farmacéutica, alimentar e cosmética como reves-

timento ou espessante, entre outras.
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Figura 1.4: Polivinilpirrolidona. Disponivel  on-line na  pagina

http://en.wikipedia.org/wiki/Polyvinylpyrrolidone.

Na area da Engenharia de Tecidos, o PVP é conhecido pelas suas boas capacidades de
interaccao com materiais hidrofilicos e hidrofébicos e por melhorar a hidrofilicidade e hemo-
compatibilidade de substratos para obter melhor adesao celular e menor trombogenicidade,
respectivamente. Por exemplo, Fei Xu et al (2009) comprovaram o aumento da citocompa-
tibilidade de microfibras de Acido Polildctico (PLLA) obtidas por electrofiacio através da
mistura de PVP. Nesse estudo, foi verificado que a adicao de PVP conduziu a um aumento
da hidrofilicidade das fibras de PLLA, a um aumento da proliferacdo de células vasculares
do musculo liso ao longo da matriz de PLLA/PVP e a um aumento da hemocompatibilidade
de filmes de PLLA /PVP, comparativamente a filmes de PLLA. Também se verificou, nestes

ultimos, uma maior adesao e agregacao de plaquetas sanguineas [18].
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Ran Fen et al (2011) também comprovaram um aumento da hidrofilicidade de mem-
branas de Polietersulfona (PES) com a adigdo de PVP através de medigoes dos angulos de
contacto e do estudo da adsorcao de proteinas; um aumento da hemocompatibilidade através
de estudos de adesao, activacao e agregacao de plaquetas sanguineas e do tempo de coa-
gulacao; e um aumento da citocompatibilidade das membranas através da cultura celular
de hepatdcitos humanos embriondrios [19]. Noutro estudo realizado por Akon Higuchi et al
(2002) verificou-se o aumento da hidrofilicidade de membranas de Polisulfona (PSf) com a
adicao de PVP, tal como a reducao da adsor¢ao de proteinas e a supressao da adesao de
plaquetas comparativamente a membranas com apenas PSf e com membranas de PSf com
outros tratamentos de superficie [20].

O PVP é soluvel em dgua, mas pode ser reticulado para impedir a sua rapida dissolugao
quando em contacto com o meio biolégico. Esta reticulagao pode ser realizada através
da irradiagdo com Ultra-Violeta (UV). As reacgdes fotoquimicas consequentes produzem
a formacao de radicais intermediarios, um requisito fundamental para ocorrer reticulagao.
A recombinacao destes radicais conduz a formagao de ligagoes covalentes cruzadas na rede

polimérica, tornando-a insolivel em dgua [21, 22, 23].

1.3.2 Policaprolactona (PCL)

A policaprolactona (PCL) é um poliéster alifdtico biodegradavel que pode ser sin-
tetizado de maneira econdmica através da polimerizacao por abertura de anel da epslon-

caprolactona utilizando um catalisador (ver fig. 1.5).
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Figura  1.5: Policaprolactona. Disponivel  online na  pégina

http://en.wikipedia.org/wiki/Polycaprolactone.

O produto resultante desta reaccao, o PCL, é um polimero hidrofébico solivel em
diversos solventes orgénicos. O seu baixo ponto de fusdo (59-64°C), boas propriedades
mecénicas e excepcional compatibilidade em misturas com outros polimeros tem estimulado
uma extensa pesquisa do seu potencial em aplicacbes biomédicas e também na Engenharia
de Tecido Vascular [24, 25, 26, 27, 28].

Comparativamente com outros polimeros utilizados em Engenharia de Tecidos como
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o PGA ou o PLA, o PCL possui um tempo de degradacao significativamente mais longo
devido a sua hidrofobicidade e semi-cristalinidade[29]. Esta caracteristica torna este bioma-
terial especialmente adequado para sistemas implantaveis de relativo longo prazo. No caso da
implantagao de um enxerto vascular, é de extrema importancia que a degradagao do material
nao ocorra antes de ter havido regeneracao de tecido suficiente para suportar o armazena-

mento do sangue no seu interior.

Os mecanismos de degradacao da policaprolactona podem ser de dois tipos: hidrolitica
ou enzimatica. Em ambos os casos, os produtos de degradacao resultantes sao oligdmeros
que contém grupos carboxilo e que, em condigoes fisiologicas, sdo eliminados por macréfagos
e células gigantes. Como material biocompativel, nem o PCL nem os seus produtos de de-

gradacao sao considerados téxicos para o organismo [30].

O PCL tem sido vastamente estudado na fabricacao de scaffolds em Engenharia de
Tecido Vascular através da técnica de electrofiagao, por exemplo Sarra de Valence et al. (2011)
produziram um enxerto vascular através da electrofiacao de PCL e avaliou o seu desempenho
a longo termo in vivo. Nesse estudo concluiram que o PCL possui excelentes propriedades
mecanicas para aplicacdo como enxerto vascular, apesar de nao terem obtido regeneracao
de tecido novo suficiente relativamente & taxa de degradagao do PCL [14]. Noutro estudo,
McClure et al. (2010) electrofiaram matrizes com diferentes proporcoes de PCL, Elastina e
Colagénio para produzir trés camadas diferentes de um enxerto vascular com propriedades
mecanicas semelhantes ao vaso sanguineo nativo [12]. O PCL também ja demonstrou suportar
a adesao, proliferacao e migracao de células, no entanto pode ser considerado demasiado
hidrofébico para obter a adsorgao de proteinas necessarias para promover uma 6ptima adesao
celular. Por este motivo é frequente o estudo do PCL com misturas ou revestimentos de

polimeros naturais e/ou hidrofilicos [26, 28].

1.4 Mecanismos de adesao, migracao e proliferacao celular

1.4.1 Adesao

A adesao celular é o processo através do qual as células animais reconhecem e se li-
gam entre si e a matriz extracelular migrando através desta e organizando-se em estruturas
complexas como os tecidos e 6rgaos. Este processo ocorre através de juncoes que podem ser

divididas em trés classes:

Juncgoes oclusivas: Unem células de um tecido epitelial selando esta camada até a passagem

de pequenas moléculas;

Juncoes aderentes: Ligam as células a células vizinhas ou & matriz extracelular;

10
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Juncgoes comunicantes: Medeiam a passagem de sinais eléctricos e quimicos entre células

adjacentes [31].

Tendo em conta os objectivos deste trabalho, serao abordados brevemente, apenas
mecanismos de adesao das células & matriz extracelular e a outro tipo de substratos (jungoes

aderentes).

Adesao a matriz Extracelular

A adesao das células a matriz extracelular ocorre principalmente através de adesoes
focais e hemidesmossomas e sao constituidas por moléculas de adesao celular (MACs) exis-
tentes na superficie das células. Estas moléculas sao proteinas transmembranares da familia
das integrinas que funcionam como receptores unindo componentes do citoesqueleto da célula
a componentes (moléculas ligantes) da matriz extracelular, tais como a fibronectina e a la-
minina. A principal diferenga entre as adesoes focais e os hemidesmossomas consiste no
componente do citoesqueleto que é ligado & matriz extracelular. Nas primeiras a matriz liga-

se aos filamentos de actina e nos segundos aos filamentos intermédios [31].

Adesao celular a materiais artificiais

A interaccao entre células e materiais artificiais pode ser mediada através de moléculas
ligantes da MEC ou sem a intervencao destas. Neste segundo caso, a interacgao ocorre apenas
através de ligacoes quimicas, tais como pontes de Hidrogénio e ligacdes polares ou iénicas
entre algumas moléculas da membrana celular e grupos funcionais dos polimeros. No entanto,
este tipo de interaccao nao permite a transmissao adequada dos sinais provenientes do meio

extracelular nem a adesdo que as células requerem para sobreviver [32].

A adesao celular a um material artificial mediada por moléculas da MEC déa-se com
a ligacao destas as moléculas de ades@o celular (MAC) existentes na membrana da célula.
Neste caso, o material adsorve moléculas da MEC a partir do meio extracelular: por exemplo

a partir do meio de cultura in vitro ou a partir dos fluidos corporais in vivo [32].

A adsorcao apropriada e suficiente de moléculas da MEC e a sua acessibilidade para
os receptores da membrana celular dependem de diversas caracteristicas da superficie do ma-
terial, entre as quais a (1) hidrofilicidade/hidrofobicidade, (2) carga eléctrica, (3) topografia,
(4) as propriedades mecanicas, (5) cristalinidade, (6) porosidade, (7) e solubilidade, entre
outras propriedades, como a presenga de determinados grupos funcionais [32, 33].

A adsorcao éptima deverd ocorrer para valores moderados de hidrofobicidade, no entanto,
varios materiais sintéticos sao demasiado hidrofébicos para uma boa promoc¢ao da adesao

celular [32]. Nestes casos, a superficie do polimero pode ser tratada ou modificada para au-

11
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mentar a sua hidroficilidade [27], ou entao poder3 ser realizada uma mistura com um polimero
hidrofilico [19, 26].

Uma indicacdo da forca da adesao de uma célula ao substrato é a sua forma ou
comportamento. Por exemplo uma célula que se encontra fortemente aderida apresenta uma
forma estendida espalhando-se ao longo de uma maior area. Pelo contréario, quando a adesao
de uma célula é muito fraca, a sua forma apresenta-se arredondada. Neste tltimo caso, a
zona de contacto entre a célula e o substrato é muito pequena e como a maior parte das

células necessita de adesdao, normalmente nao sobrevivem nestas condigoes [32].

(A el beha“?“ Viability Migration Proliferation Differentiation
Cell spreading -
Small
{ 4 { 4
T T T {
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Figura 1.6: Correlagao entre a extensao da area de adesao e o comportamento celular

subsequente [32].

Quando a forca de adesao é intermédia, as células estdo mais propicias a migracao ou
a proliferacao e quando esta forca é elevada, a area de contacto da célula com o substrato é
grande, formando multiplas adesces focais e tendendo a saltar a fase proliferativa e a entrar

rapidamente em diferenciacao [32].

1.4.2 Migracao
Tais como outras fungoes fisiolégicas das células como a proliferagao e a diferenciacao,

também a migragao estd altamente dependente da adesao celular [34].

Existem diferentes modelos de migracao celular dependendo do tipo de célula e do
contexto em que ocorre a migracao. Esta depende de diversos factores tais como a forga

de ades@o, a organizagao do citoesqueleto celular, o tipo de substrato (incluindo ligantes e

12
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outras células) e sinais mecéanicos como a rigidez e a topografia. Por exemplo, as células
imunitarias ndao possuem uma elevada organizacao do citoesqueleto e tendem a aderir pouco
e a migrar rapidamente. Nos fibroblastos e em células percursoras de epitélio, por outro
lado, o citoesqueleto e as adesoes sao estruturas elaboradas e a sua migracao é considerada,
no geral, relativamente lenta [35]. Apesar desta distingdo, alguns tipos de células podem
alternar entre estes modelos de migracao dependendo do seu microambiente e do contexto

em que estd integrada [36].

O mecanismo de migracao pode ser dividido, em geral, num conjunto de processos que
incluem polarizacao, protrusao e adesao, translocacdao do corpo celular e retraccao da parte
traseira[35, 37].

A polaridade da célula implica que esta

. . . . Direcg¢do da Migragido
exiba diferencas funcionais e moleculares entre ¢ g i

a frente (leading edge, parte mais préxima da

direccao de migragao) e a parte traseira (re- (i) Detecgio I

tracting tail, oposta a frente). No inicio da mi-

gragao ocorre a polimerizagao de filamentos de

actina na parte dianteira levando a formacao (ii) Extensdo

de protrusdes membranares e citoplasmaticas.
As protrusoes em forma de lamelas designam- (iii) Adesdo

se por lamellipodia, e as protrustes mais finas

1]

sao designadas por filopodia. Em conjunto for-
mam adesOes imaturas & matriz extracelular (iv) Contracgio  |( io: )

|

e, enquanto algumas adesoes sao desfeitas, ou-

tras amadurecem fornecendo pontos aderentes (v) Retracgdo da |

durante a migragao [37, 39]. Em células de mi- parte traseira | G

I — — -
gracao rapida, a distincao entre estas etapas

pode nao ser tao 6bvia [35]. (vi) Renovaggio ' >
|
No caso mais particular das células en- Q

doteliais, como estas se encontram no limem

dos vasos sanguineos e estao em contacto di- Figura 1.7: Etapas do processo de migracio

recto com o sangue, sao expostas as tensoes de  Ja5 células endoteliais. Imagem adaptada

cisalhamento exercidas pelo fluxo sanguineo. [38].

Estas tensoes influenciam o comportamento

das células durante o processo de regeneragao

promovendo a formagao de lamellipodia e a migracao na direcgao do fluxo sanguineo [38, 40].
A resposta das células endoteliais a estas tensoes envolve a dissociacido dos contactos célula-

célula e a activacao de cascatas de sinalizagdao, que conduzem a remodelacao da actina do

13
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citoesqueleto das células e ao processo de polarizacao que inicia a migragao (Fig 2.4) [38].

14



Materiais e Métodos

Neste capitulo sao descritos os materiais e métodos utilizados na Producao de Matri-
zes, em especial na preparacao das solucoes poliméricas e no processo de electrofiagao. De
seguida, sao apresentados os procedimentos e equipamentos utilizados para a sua Caracte-
rizacdo em termos de morfologia, perda de massa em funcao da reticulacao e medicao dos
angulos de contacto. Por ultimo, sdo apresentadas as experiéncias de Cultura de Células nas

matrizes para avaliacdo da adesao, proliferacao e migragao celular.

2.1 Producao de Matrizes

2.1.1 Preparacao das Solugoes Poliméricas

As solugoes preparadas tiveram como objectivo a producdo de matrizes de Polivi-
nilpirrolidona (PVP), Policaprolactona (PCL) e matrizes com a mistura dos dois polimeros
(PCL/PVP).

Na primeira etapa deste trabalho foi realizado um estudo da mistura dos polimeros
Polivinilpirrolidona (PVP) e Policaprolactona (PCL) para electrofiagao, sobre a qual existe
pouca literatura. Para tal foram testadas solugoes com diferentes solventes e concentracoes
com proporc¢ao 1:1 entre os polimeros. Para a producao de matrizes de PCL foram testa-
dos dois solventes diferentes para a mesma concentracao e foi preparado apenas um tipo de

solucao com apenas PVP.
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Os polimeros utilizados (Sigma-Aldrich) encontram-se listados na tabela 2.1 e os solventes

nas tabela 2.2.

Tabela 2.1: Polimeros utilizados na producao de fibras por electrofiagao.

Polimero Foérmula Quimica Massa Molecular
Policaprolactona (C6H1002)n 70 000-90 000
Polivinilpirrolidona (C6HINO)n > 3 000 000

Tabela 2.2: Solventes utilizados na fabricacao de fibras por electrofiacao.

Solvente Férmula Quimica Grau de Pureza (%) Massa Molar (g.mol-1)
Acido Acético ~ CH3COOH >99.7 60.05
Cloroférmio CHCI3 >99 119.38
Etanol CH3 CH20H >99.5 46.06
Metanol CH30H - 32.04

As solugoes foram preparadas adicionando o solvente ao(s) polimero(s) e utilizando
agitadores magnéticos para acelerar e homogeneizar o processo de dissolucdo. As solucoes

foram sempre electrofiadas no dia seguinte a sua preparacao.

Para o estudo do processo de electrofiagao foram preparadas as solugoes listadas na tabela 2.3.

Tabela 2.3: Solucdes preparadas para o estudo de electrofiagao.

Polimeros Solvente Concentragao (%)
6

8
10

14
PCL/PVP
20

100% Cloroférmio

80% Cloroférmio, 20% Etanol
80% Cloroférmio, 20% Metanol 14
Acido Acético
100% Cloroférmio
100% Acido Acético
PVP 75% Etanol, 256% H20 18

PCL 20

As concentragbes sao apresentadas em %p/p de acordo com a equagao:
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M1
Concentragao(%p/p) = polimero x 100 (2.1)
Msolvente T Mpolimero

Onde m,, é a massa de polimero e mg a massa de solvente. Quando utilizados os dois

polimeros numa solucao, a massa de polimero my, ¢ a soma da massa de cada um.

As solugoes utilizadas na producdo de matrizes para os ensaios de Cultura Celular

foram:

1. 20% PCL em Acido Acético Glacial;
2. 18% PVP em Agua destilada e Etanol (3:1);

3. 14% PVP/PCL (1:1) em Acido Acético Glacial.

2.1.2 Equipamento e Processo de Electrofiacao

Foram utilizadas dois tipos de montagens para o processo de electrofiacao (A - figura
2.1(a) e B - figura 2.1(b)), ambos constituidos por uma bomba infusora, uma fonte de alta
tensao e um colector.

As duas montagens diferem unicamente no tipo de colector utilizado:

A) Colector plano quadrado de dimensdes 20 x 20 ¢cm com movimento de translaccao e

rotacao;

B) Colector cilindrico com comprimento 22 cm e didmetro 7 cm com movimento de trans-
laccdo e de rotagdo em torno do eixo horizontal. A velocidade de rotacdo pode ser

controlada entre 250 e 4000 rotagdes/minuto (rpm).

A velocidade de rotacao do colector cilindrico permite obter matrizes com maior ou

menor alinhamento das fibras.

Na producao das matrizes de PCL e PCL/PVP foi utilizado o colector cilindrico com
velocidade 250 rpm para matrizes desalinhadas e 4000 rpm para matrizes alinhadas. As
velocidades intermédias também foram utilizadas para obter alinhamentos intermédios.

Na producao de matrizes de PVP para cultura celular foi utilizado um colector plano
quadrado. As fibras foram depositadas sobre lamelas redondas de vidro fixas ao colector em

rotacao e translaccao.
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(a) Electrofiagdo com colector plano. (b) Electrofiagdo com colector

cilindrico.

Figura 2.1: Equipamentos de Electrofiagao com dois tipos de colector.

Nos processos de electrofiagao, a seringa com a solugao polimérica foi posicionada na
bomba infusora, que pode ser configurada para ejectar diferentes fluxos de solucao. Este valor
pode ser variado entre 0 e 10 ml/h e pode ser controlado até a centésima de valor. A fonte de
alta tensao foi ligada a agulha da seringa através de cabos com ponta de crocodilo e ambos

0s colectores encontravam-se ligados a terra.

Ao longo do aperfeicoamento do processo de electrofiacao, as fibras resultantes foram

observadas no microscopio éptico Nikon Eclipse LV100.

2.1.3 Reticulacao das Matrizes

As matrizes de PVP e PCL/PVP foram reticuladas com radiacao Ultra-Violeta. As
matrizes de PCL/PVP foram reticuladas com diferentes tempos de irradiacdo e serao desig-
nadas por PCL/PVP x onde x é o tempo de reticulagdo em minutos. Todas as amostras
constituidas apenas por PVP foram reticuladas durante 8 horas. No forno utilizado, 8 minu-

tos correspondem a uma dose de radiagdo UV de 1 J/m2.

2.2 Caracterizacao das Matrizes

2.2.1 Morfologia das Fibras

As matrizes produzidas foram observadas por Microscopia Electréonica de Varrimento
(SEM) para avaliagao da sua morfologia. Este tipo de microscopia utiliza um feixe de electroes
altamente energético para fazer o varrimento da amostra. O resultado da interacgdo deste
feixe com os electroes da amostra é detectado, fornecendo informacgoes sobre a sua topografia
e até sobre a sua composicao. Para este trabalho foram obtidas informagoes apenas da topo-

logia das fibras recorrendo ao microscépio Zeiss Auriga.
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Neste tipo de microscopia as amostras devem ser condutoras para impedir a acu-
mulacao de electroes na superficie. Para amostras ndo condutoras é habitualmente utilizado
um revestimento de metal. As amostras constituidas por matrizes poliméricas sao muito

pouco condutoras, tendo sido revestidas com uma espessura de 8 nm de uma liga de Ouro
(Au) e Paladio (Pd) (80%/20%).

As imagens obtidas permitiram a observagao da superficie das fibras de PVP/PCL
com diferentes tempos de reticulacao apds imersao em agua e das fibras de PVP reticulado
durante 8 horas. Permitiram ainda a quantificacao do alinhamento de matrizes de PCL e de
PVP/PCL dependendo da velocidade de rotacao do colector e a medida dos didmetros das
fibras.

2.2.2 Perda de Massa

O ensaio de Perda de massa foi um dos métodos utilizados para caracterizar as con-
sequéncias do processo de reticulacao nas matrizes.

O PVP, nao sendo reticulado, é solivel em agua, o que implica a sua dissolucao quando
em contacto com os fluidos corporais. Para impedir esta dissolucao, o PVP foi reticulado
através da exposicao das matrizes electrofiadas a radiagao UV. O estudo da reticulagao das
matrizes produzidas com a mistura de PVP/PCL seguiu o seguinte protocolo:

Foi produzida uma matriz a partir de uma solugao de 14% PVP/PCL em Acido
Acético com parametros de electrofiagdo 12 kV de tensao aplicada, 1.0 ml/h de fluxo e 20 cm
de distancia num colector plano coberto com folha de aluminio em rotagao e translacgao. A
matriz foi cortada em quadrados de aproximadamente 4 x 4 cm? e a cada amostra foi retirada
a folha de aluminio.

As amostras foram irradiadas com UV durante diferentes tempos de reticulagdo que
variaram entre 0 (amostras nao reticuladas) e 150 minutos (2h30), com quatro amostras para
cada tempo de reticulacao.

As amostras foram pesadas numa balanca de precisao e a sua massa foi registada como

massa inicial (Mjpicial)-

Para a remocao do PVP nao reticulado as amostras foram completamente imersas em

agua destilada e colocadas num agitador orbital durante aproximadamente 90 minutos.

Apébs esta lavagem foi retirado o excesso de adgua de cada amostra com papel ab-
sorvente e foram deixadas a secar ao ar até ao dia seguinte. Passada a noite as amostras
encontravam-se completamente secas e foram novamente pesadas designando-se esta nova

massa por massa seca (Mgeca)-
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O célculo da perda de massa a ser representada em percentagem sobre a massa inicial

dé-se, entao, a partir da equacao 2.2

% Perda de massa = _inicial — Mseea 4 (2.2)

Minicial
2.2.3 Angulo de Contacto

O angulo de contacto entre uma gota de dgua e uma superficie fornece uma medida
da sua hidrofilicidade/hidrofobicidade. O dngulo é medido entre a recta tangente a superficie
da gota e a recta sobre a superficie a testar. Diz-se que a superficie é hidrofébica quando
esta medida é superior a 90° e hidrofilica se for inferior. No primeiro caso, a forma da gota
é mais redonda, predominando o efeito da tensao superficial. J4 no segundo caso, a gota fica

mais espalhada sobre a superficie havendo maior area de contacto.

Para este estudo, todas as matrizes foram electrofiadas sobre lamelas quadradas (22 x
22 mm?) com o objectivo de obter uma superficie plana. Durante o processo de electrofiacio,

as lamelas encontravam-se fixas ao colector cilindrico com fita-cola de carbono dupla-face.

Os dados foram adquiridos através do software Cam 100 e da utilizacao do equipa-
mento KSV CAM 101 (fig: 2.2(a)) do Departamento de Quimica da FCT-UNL.

As medigoes do angulo de contacto sao efectuadas a partir de imagens captadas pela
camara integrada no equipamento. A aplicagao informéatica mede o dngulo entre a recta ajus-
tada a superficie da amostra e a recta tangente a gota de agua. No final, fornece os angulos
do lado esquerdo e direito da gota e da média dos dois para todas as imagens. Nos resultados

serd exibida apenas a média + desvio padrao.

% CAM100 Image: 9 of total: 80

e Hel )

Fiting Controls

Fit

 Cunent Fit
@ ToEnd

Test AutoBaseiine

Resuls

Letca: 128.87
3 Rightca: 128.11
Titt 0.0 deg MeanCa: 128.49

| <> p
Net>>

(a) KSV CAM 101 (b) Interface grafica do software CAM 100.

Figura 2.2: Equipamento e software utilizados nas medigoes dos angulos de contacto.
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Para iniciar a medigao, o utilizador pode seleccionar START manualmente ou pode
utilizar um modo de funcionamento automatico. Dependendo da amostra, pode ocorrer um
efeito no qual a gota se defoma apds a sua queda. Ao utilizar a opgao automética do equipa-
mento para iniciar a medigao, foi necessario ignorar alguns valores iniciais medidos devidos a
este efeito. Esta opcao foi utilizada para as amostras de PCL/PVP, cujo angulo de contacto
variou com o tempo. Para as amostras de PCL, a medicao foi inicializada manualmente, nao

ocorrendo grandes variacoes com o decorrer do tempo.

Foram realizadas medigoes em trés zonas de cada amostra a partir das imagens ad-
quiridas com uma frequéncia de 10 imagens/segundo durante pelo menos 5 segundos. Foi
realizada ainda uma medigao mais longa com frequéncia 2 imagens/s na matriz PCL/PVP 0
e 1 imagem/s nas matrizes PCL/PVP 5, 10, 30, e 60.

2.3 Cultura Celular

As experiéncias de cultura celular foram realizadas na Faculdade de Ciéncias da Uni-
versidade de Lisboa (FC-UL) em colaboragao com o Departamento de Biologia Animal uti-
lizando células 3T3 [41, 42], fibroblastos de ratinho.

Para a andlise da adesao e proliferagao celular, as células foram marcadas com DAPI
e Faloidina (Molecular Probes®) para observagao dos nicleos e da actina do citoesqueleto,
respectivamente. Foram também sujeitas a ensaios de viabilidade celular utilizando o reagente
PrestoBlue™.

O DAPI e a Faloidina sao ambos utilizados em imunofluorescéncia para a observacao
de componentes celulares. O DAPI liga-se fortemente a regides ricas em ligagoes Adenina-
Timina do DNA, permitindo a observagao dos nicleos por microscopia de fluorescéncia. Ao
absorver radiagao Ultra-Violeta, o DAPI emite radiagao visivel na cor azul. A Faloidina é
uma toxina que se liga a F-actina, um dos componentes do citoesqueleto celular. Foi utilizada
Faloidina conjugada com o fluorocromo Alexa 568 (Molecular Probes®) que emite radiagao
visivel a vermelho.

A marcacao fluorescente foi sempre efectuada apds a fixacdo das células, no entanto,
também foi utilizado PrestoBlue™, reagente que fornece informacoes da viabilidade celular
enquanto estas se encontram vivas, permitindo a continuacao da cultura. Este reagente é ba-
seado num composto azul, a Resazurina, que é reduzida pelo metabolismo das células vivas a
Resorufina, um composto vermelho e altamente fluorescente. Assim, a conversao de Resazu-
rina em Resorufina é proporcional ao nimero de células metabolicamente activas, podendo
ser medida quantitativamente com leituras de absorvancia ou fluorescéncia. Neste trabalhado
foram feitas medigoes de absorvancia nos comprimentos de onda 601 nm (Resorufina) e 571

nm (Resazurina).
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Para os estudos de migragao celular, as células foram fotografadas vivas em time-lapse

no microscopio Zeiss Lumar V12 durante 20 horas e 30 minutos.

Antes de qualquer cultura celular nas matrizes, foi realizado o protocolo relativo ao
descongelamento das células e & sua sementeira em frascos de cultura T25 (Apéndice A) e
também o protocolo de esterilizagdo nas placas multi-pocos (Apéndice B). Estes dois pro-
tocolos foram realizados em todas as quatro experiéncias de cultura celular mencionadas e

também na cultura para o estudo de migracao.

2.3.1 Adesao

Foram realizadas quatro experiéncias de cultura celular para avaliar o comportamento
da linhagem de células 3T3 em termos de viabilidade e adesao as matrizes de PCL/PVP. Para
termos comparativos, também foram avaliadas em matrizes de PCL e de PVP. Esta avaliagao
deu-se observando as células no microscépio de fluorescéncia Olympus BX 60 apds marcacao

dos ntcleos com DAPI. Na primeira experiéncia também foi utilizado Faloidina.

1° Ensaio

No 1° ensaio de adesao foram semeadas células 3T3 em matrizes de PCL/PVP com
varios tempos de reticulacao (0, 5, 10, 30 e 60 minutos) e em matrizes de PCL. Como controlos
positivos foram utilizadas lamelas de vidro, sabendo que estas células aderem bem a este tipo
de substrato. Foram utilizadas trés réplicas de cada amostra e trés controlos numa placa de
48 pogos. Nesta placa foram também utilizados trés pocos cujas paredes foram barradas com
cola de vacuo DowCorning para realizacao do teste de citotoxicidade, caso fosse necesséaria

para os ensaios posteriores de migracao.

A observacao das células foi realizada por microscopia de fluorescéncia apds a sua

fixacao e marcacao dos nicleos e citoesqueleto.
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Controlo

positivo

Figura 2.3: Placa de cultura multi-pocos do 1* ensaio de adesao.

As células foram descongeladas e semeadas num frasco de cultura T25 permanecendo
dois dias em cultura (Apéndice A). As amostras e controlos foram esterilizados dentro das
placas de pogos antes da sementeira das células nas placas (Apéndice B). Apés um dia em
cultura, as células foram fixadas com formaldeido, permeabilizadas com Triton-X 100 e mar-
cadas com Faloidina e DAPI (Apéndice C). Por 1dltimo, as células foram vistas ao microscépio

de fluorescéncia Olympus BX60.

2° Ensaio

Nesta cultura foram utilizados anéis cilindricos de aco inoxiddvel com didmetro 11
mm e altura 1 cm. Estes anéis foram colocados dentro dos pocos de cultura por cima das
matrizes, de modo a pressionar as margens da matriz contra o fundo do pogo e impedir a
passagem de células para fora do anel. Apesar do didmetro externo do anel ser inferior ao
didmetro do pogo de cultura, este é arredondado no fundo impedindo o contacto do anel com
o fundo do poco. Para obter o encaixe pretendido, a superficie do anel foi desgastada até

meio da sua altura.

Neste ensaio foram semeadas células em matrizes de PCL, PVP e PCL/PVP 0, 30 e
60. Foram também semeadas células em dois grupos de controlos com lamelas, um dos quais
com os anéis de ago inoxiddvel (controlo positivo) e os outros trés sem os anéis (controlos de
citotoxicidade dos anéis). Para controlo negativo no ensaio de viabilidade com PrestoBlue

foi adicionado meio sem células em trés pogos da placa.
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PCL/ PCL/ PCL/
PVP PVP PVP PCL PVP Con;trolo Con;rolo Con;rolo

Omin. | 30min. | 60min.

Amostra ar a5 ar a5 v - - -
lamela + + + + + + + +
anilha + + + + + + - +
células + + + + + + + _

Figura 2.4: Placa de cultura multi-pocos do 22 ensaio de adesao.

Os protocolos seguidos de esterilizacao, cultura celular, fixacdo e marcacgao foram
os mesmos da 1 experiéncia (Apéndice C), com exepgdo da marcacdo com Faloidina. A
marcacao com DAPI foi seguida as trés lavagens com PBS posteriores a permeabilizagdo com

Triton X-100.

32 e 42 Ensaios

Estas duas tltimas experiéncias replicaram o 2° ensaio de adesao, nao tendo sido ape-
nas utilizados os anéis de ago inoxidavel.
Foi realizada cultura sobre amostras de PCL, PCL/PVP 0, PCL/PVP 30, PCL/PVP 60 e
PVP e sobre lamelas (controlos positivos). Na 3* experiéncia foram utilizadas trés réplicas

de cada amostra e na 4 foram utilizadas quatro réplicas.
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Figura 2.5: Placa de cultura multi-pocos utilizada no 4* ensaio de adesao.

FEm ambas as experiéncias, as células mantiveram-se em cultura sobre as amostras
durante um dia, apés o qual foram fixadas, marcadas com DAPI e observadas por microscopia

de fluorescéncia.

2.3.2 Proliferacao

A proliferacao de células 3T3 nas matrizes foi avaliada no 1° Ensaio de Cultura Celular,
recorrendo a fixagao das células e marcagdo com DAPI e Faloidina no 3° dia de cultura. As
imagens de fluorescéncia obtidas foram comparadas com os resultados da 1* experiéncia de
adesdo, na qual as células foram fixadas apés um dia. Ocorrendo proliferagao celular nas

matrizes, serao observadas mais células quanto maior o tempo de cultura.

2.3.3 Viabilidade

Foram realizados estudos de viabilidade com o reagente PrestoBlue™ no 2°, 3° e
4° ensaio de cultura celular. O PrestoBlue™ é adicionado ao meio das células enquanto
estao em cultura numa proporcao de 1:10. Apéds adicao do reagente, as células sao colocadas
novamente na estufa e incubadas durante 1-2h. Apdés este tempo, o meio de cultura (que
contém reagente) é retirado para uma placa de 96 pogos e sujeito a leituras de absorvancia.
Os trés ensaios de viabilidade diferiram apenas no tempo de incubagao do reagente nas
amostras. No 2° ensaio de cultura, o reagente foi incubado na estufa durante 1h, no 3° ensaio
durante 1h30 e no 4° ensaio durante 2h. Este protocolo foi alterado devido a necessidade de
obter valores de absorvancia que facilitassem a comparacao dos resultados obtidos entre as

amostras.
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2.3.4 Migragao
Producao das amostras

Para o ensaio de Migragao foi produzida uma matriz alinhada de PCL. Esta matriz foi
produzida por electrofiacao da solucao de 20% PCL em Acido Acético sobre lamelas de vidro
redondas (d=12 mm) durante 10 minutos. As lamelas foram fixadas com fita-cola dupla face
no colector cilindrico, colocado posteriormente em rotagao com a velocidade maxima de 4000

rpm.

Apos a deposicao das fibras, foi colocada solugao & volta da lamela com o objectivo de
impedir a separacgao das fibras da lamela durante a cultura celular. Por ultimo, as amostras

foram colocadas no exsicador durante a noite.

Producao do filme

Foi colocada uma amostra numa caixa de petri esterilizada de acordo com o protocolo

descrito no Apéndice B.

A cultura celular seguiu também os protocolos de descongelamento das células 3T3,

sementeira num frasco T25 e sementeira nas amostras descritos nos Apéndices A e B.

Apés um dia em cultura, a caixa de petri foi colocada numa estufa integrada no
microscépio Zeiss Lumar V12, previamente aquecida a 37° sem controlo dos niveis de Didéxido
de Carbono. Deste modo, para manter o pH fisioldgico foi adicionado HEPES ao meio de
cultura em concentragdo 20 mM. O meio de cultura contém Bicarbonato de Sédio como
componente primério do sistema de tamponagem, no entanto este necessita de uma atmosfera
rica em Didxido de Carbono (5-10%) para manter os niveis de pH. O HEPES é um tampao
que possui a capacidade de manter estes niveis de pH sem ser influenciado por variagoes
na percentagem de Diéxido de Carbono. Da amostra foi escolhido um campo visual com
densidade de células considerada adequada.

As células foram fotografadas a cada seis minutos durante 20 horas e 30 minutos para
producao de um filme em time-lapse.

Para a analise do filme obtido, recorreu-se ao programa Imagej e ao plugin mTrackJ

[43], tendo-se seguido o percurso individual de sete células.
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Apresentacao e Discussao de Resultados

A apresentagao dos resultados encontra-se dividida em trés secgOes principais: Producao
das matrizes, Caracterizacao e desempenho na Cultura Celular.

Na primeira foi realizado o estudo da influéncia dos parametros da solucdo e dos
parametros da electrofiacdo na produgao de matrizes de PCL/PVP e relatado o efeito do
solvente na produgao de matrizes de PCL. No fim desta seccao sao apresentadas as solugoes
e parametros escolhidos na producao dos trés tipos de matrizes: PCL, PVP e PCL/PVP.

De seguida, as matrizes sao caracterizadas de acordo com a sua morfologia e grau de
alinhamento, perda de massa em funcao da reticulacao e hidrofilicidade/hidrofobicidade.

Por 1ltimo, s@o comparados os comportamentos de células 3T3 nas diferentes ma-
trizes e nos controlos (lamelas de vidro). Os resultados estao divididos de acordo com o
comportamento a estudar, sendo discutidos os resultados de diferentes métodos utilizados.

Sera avaliada, em primeiro lugar, a adesao, seguida da proliferagao, viabilidade e migracao.

3.1 Produgao das Matrizes

Foram preparadas solugoes poliméricas com o objectivo de produzir matrizes de PCL,
PVP e PCL/PVP. Foi realizado o estudo de produgao de matrizes de PCL/PVP testando
solucoes com diferentes concentracoes e solventes e diferentes parametros de electrofiacao.
As matrizes s6 de PCL e e s6 de PVP foram produzidas utilizando solugoes e parametros de
electrofiagao anteriormente estudados no Grupo de Engenharia de Tecidos, tendo-se apenas

comparado dois tipos de solvente na producao de matrizes de PCL.
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3.1.1 Propriedades das Solugoes Poliméricas

A mistura de PCL/PVP foi inicialmente realizada dissolvendo os polimeros em sol-
vente constituido por 100% Cloroférmio, bom solvente para ambos os polimeros individual-
mente.

Esta mistura de PCL/PVP apresenta um aspecto baco em vez de limpido tal como se
obtém ao dissolver os polimeros individualmente em Cloroférmio. O aspecto bago mantém-se
quer os polimeros sejam dissolvidos em simultaneo, quer dissolvendo o PVP numa solucao de
PCL ou dissolvendo PCL numa solugao de PVP e também ao misturar as solugées de PVP
e PCL preparadas individualmente. Estipulou-se que este aspecto poderia ser indicativo da
existéncia de alguma separacao de fases entre os polimeros, o que poderia conduzir a uma
distribui¢ao heterogénea do PVP e do PCL ao longo das fibras produzidas.

A solugao utilizada na producao das matrizes foi escolhida avaliando a deposi¢ao no
colector durante o processo de electrofiacao e avaliando a morfologia das fibras no microscépio
6ptico, tendo em conta a dimensao dos didmetros e a frequéncia de defeitos. Tanto as propri-

edades da solucao utilizada como os parametros de electrofiagao influenciam estes resultados.

Concentracao

Foram electrofiadas solugoes com diferentes concentracoes da mistura de polimeros
PCL/PVP em solvente 100% Cloroférmio e 100% Acido Acético.

A mistura de PCL/PVP em Cloroférmio possui a particularidade de resultar numa
deposicao muito localizada durante o processo de electrofiacao. Esta caracteristica impede
a producao de uma membrana homogénea e de grandes dimensoes j& que nao é dispersa ao
longo do colector. O aumento da concentragao da mistura de PCL/PVP em Cloroférmio
resultou em deposicoes mais dispersas e uniformes, em especial a concentracao de 14% com-
parativamente as de 8% e 10% (figura 3.1). Com concentragao 20% PCL/PVP, ji nao foi

possivel electrofiar a solugao devido a sua elevada viscosidade.

(a) 6% (b) 8% (¢) 10% (d) 14%

Figura 3.1: Efeito na dispersao da deposi¢ao no colector com a variagao da concentragao
de PCL/PVP em Cloroférmio.

Para o solvente constituido por 100% Acido Acético, uma concentracao de 10% de
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PCL/PVP resulta em fibras com defeitos designados por contas ou "beads”. Estes defeitos
sao devidos ao efeito da tensao superficial. Este efeito desaparece aumentando a concentracao
para 14% (figura 3.2).

(a) 10% (b) 14%

Figura 3.2: Efeito na morfologia das fibras com a varia¢ao da concentragao (em %p/p)
de PCL/PVP em Acido Acético.

Por ltimo, para todas as solugoes em geral verificou-se na morfologia das fibras um

aumento de didmetro com o aumento da concentracao (figura 3.3).

(d) 14% (100x)

(e) 6% (500x) (f) 8% (500x) (g) 10% (500x) (h) 14% (500x)

Figura 3.3: Efeito no diametro das fibras em fungio da concentracao (em %p/p) de
PCL/PVP em Cloroférmio.

Solvente

Foi também estudado o efeito de diferentes solventes na mistura de PCL/PVP. Entre

varios destacaram-se os seguintes:
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100% Cloroférmio;

« 100% Acido Acético;

20% Etanol e 80% Cloroférmio;

e 20% Metanol e 80% Cloroférmio;

Os diferentes solventes tiveram efeito no aspecto da solucao, no processo de electro-

fiacao e na morfologia das fibras produzidas.

O aspecto da mistura de PCL/PVP é bago e esbranquigado em todas as solugoes,
excepto na solucao com solvente 20% Metanol e 80% Cloroférmio que apresenta um aspecto
muito mais limpido e transparente. No entanto, a utilizagao deste solvente resultou em jac-
tos de solucao ejectados durante o processo de electrofiagao, causando grandes variagoes nos
diametros das fibras e até regides da deposi¢ao com grandes quantidades de solugdo e sem

fibras. Este efeito ocorreu para vérias conjugacoes dos diferentes parametros de electrofiacao.

Como mencionado anteriormente, a utilizacao de solvente 100% Cloroférmio resulta
em deposicoes localizadas e com tendéncia a acumular em determinadas zonas do colector
durante deposigoes longas. Verificou-se que a utilizagao do solvente Acido Acético permite
uma dispersao da deposicao ao longo de todo o colector, possibilitando a obtencao de mem-
branas maiores e mais homogéneas. Verificou-se também este efeito utilizando o solvente 20%
Etanol e 80% Cloroférmio, mas apenas para distancias da agulha ao colector superiores a 30

cm (figura 3.4).

(a) 100% Cloroférmio (b) 20% Etanol, 80% Clo- (¢) 100% Acido Acético

roférmio

Figura 3.4: Efeito na deposicao em funcao do Solvente utilizado para concentragoes de
14% PCL/PVP.

Quanto a morfologia das fibras, foram obtidas fibras sem defeitos para todos os solven-

tes utilizados, excepto para o 20% Metanol, 80% Cloroférmio acima mencionado. Foi possivel
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observar fibras com didmetros bastante mais elevados para o solvente 100% Cloroférmio com-

parativamente a qualquer um dos outros solventes (figura 3.5).

(a) 100 % Cloroférmio (100x) (b) 20% Etanol e 80% Clo- (c) 100% Acido Acético (100x)
roférmio (100x)

(d) 100 % Cloroférmio (500x) (e) 20% Etanol, 80% Clo- (f) 100% Acido Acético (500x)

roférmio (500x)

Figura 3.5: Efeito na morfologia das fibras obtidas por electrofiacdo de solucoes com

diferentes solventes.

Esta diferenca tem origem nas propriedades das solugoes. Por exemplo, utilizando o
solvente 20% Etanol, 80% Cloroférmio, a solugao torna-se menos viscosa, resistindo menos
ao estiramento e produzindo fibras mais finas. J4 no caso do solvente Acido Acético, as fibras
mais finas sdo provavelmente causadas pelo aumento da condutividade da solucdo compa-
rativamente aos outros solventes, em vez de por diminuicdo da viscosidade. Possivelmente
também devido & baixa viscosidade da solugao com 20% Etanol, 80% cloroférmio, a formacao
de gota na ponta da agulha impede a realizacao de electrofiacGes longas e, portanto, a fa-

bricagdo de membranas espessas.

Também na solucao contendo apenas PCL foi verificada a influéncia do solvente ao
serem comparados em solucdes de 20% PCL com solvente 100% Cloroférmio ou 100% Acido
Acético. Os diametros das fibras produzidas a partir da solugdo com Acido Acético sio me-

nores e semelhantes aos didmetros produzidos com a mistura PCL/PVP em Acido Acético.

Por fim, foi escolhido o solvente Acido Acético para a producao das matrizes de
PCL/PVP com concentracao 14% para caracterizacao e cultura celular. Para as matrizes

de PCL também foi escolhido o Acido Acético como solvente.
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(b) 500X

Figura 3.6: Solucao de 14% PCL/PVP em Acido Acético vista no microscépio 6ptico
com ampliagoes 100X (a) e 500X (b).

A solugao de PCL/PVP escolhida vista ao microscépio 6ptico revela particulas esféricas
de didmetros na ordem dos 100 pum (figura 3.6). Este aspecto parece ser indicativo de que
existe realmente uma separacao de fases entre os polimeros, ndao sendo possivel identificar

qual dos dois representa a fase dispersa ou a fase continua.

3.1.2 Parametros de Electrofiacao

Dos parametros de Electrofiacdo foram variados a Tensao aplicada, o Fluxo, a Distancia
da agulha ao colector e a Velocidade do colector cilindrico. As observacées com microscopio
Optico mostraram que, dentro dos valores testados, o Fluxo e a Velocidade foram os parametros
que mais influenciaram a morfologia das fibras depositadas. A Tensao aplicada e a Distancia
da agulha ao colector produziram maiores diferencas na deposicao das fibras ao longo do

colector.

Tensao

Verificou-se que a tensao aplicada produz maior efeito no processo de electrofiagao
do que propriamente na morfologia das fibras produzidas. Para solugGes pouco viscosas, o
aumento da tensao evita a formacao de gota na ponta da agulha que pode eventualmente ser
ejectada para o colector, produzindo defeitos de grandes dimensées na matriz. Por outro lado,
tensoes demasiado elevadas provocam uma grande instabilidade do jacto que pode conduzir

a uma deposicao pouco uniforme.
Nas observacoes efectuadas com o microscépio ptico nao foram detectadas diferencas

significativas na morfologia das fibras obtidas com os vérios valores de tensao aplicada (figura
3.7).
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(c) 15 kV (100x)

(d) 10 kV (500x) (e) 12 kV (500x) (f) 15 kV (500x)

Figura 3.7: Morfologia das fibras depositadas em funcao da Tensao aplicada (kV) da
solucao de 14% PVP/PCL em Acido Acético.

Fluxo

Apesar de nao terem sido observadas diferencas significativas com a variagao do fluxo

para a solucao de 14% PCL/PVP em Acido Acético, escolhida para utilizar neste trabalho,

foi possivel verificd-lo, por exemplo, para a mesma solucao com concentracoes 10% e 16%
PCL/PVP.

(a) 0.2 ml/h (b) 0.5 ml/h (¢) 1.0 ml/h

Figura 3.8: Morfologia das fibras depositadas em fungao do Fluxo (ml/h) numa solugao
de 10% PVP/PCL em Acido Acético com apliacao 500X.

Por exemplo para a concentracao de 10%, o aumento do fluxo diminui significativa-

mente a frequencia de defeitos (figura 3.8).

Aumentando a concentracao para 16%, observa-se um grande aumento na dimensao dos

diametros das fibras com o aumento do fluxo (figura 3.9). Para concentragoes inferiores a

16%, nao foram detectadas variagoes significativas nos diametros das fibras através da ob-
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servagao com microscopio 6ptico.

(a) 0.2 ml/h (b) 0.5 ml/h (c¢) 1.0 ml/h

Figura 3.9: Morfologia das fibras depositadas em fungao do Fluxo (ml/h) numa solugao
de 16% PVP/PCL em Acido Acético com tensio aplicada 12 kV e disténcia 20 cm
(500X).

Para a solugao utilizada escolheu-se um fluxo de 1.0 ml/h que permite uma deposicao
rapida sem acumulagéo de solucéo na ponta da agulha e cujas fibras produzidas nao apre-
sentam defeitos. Para algumas solucoes, também se verificou que uma diminui¢do do caudal

ajuda a evitar a formacao de gota na ponta da agulha.

Distancia

A distancia da agulha ao colector é o parametro para o qual é mais dificil encon-
trar uma relacao de proporcionalidade entre a sua variagado e os resultados produzidos na

morfologia das fibras.

(a) 15 cm (b) 20 cm

Figura 3.10: Efeito na deposicao das fibras produzidas por electrofiacao da solucao de
14% PCL/PVP em Acido Acético com tensao aplicada 12 kV e fluxo 1,0 ml/h.

Distancias mais pequenas aparentam produzir variacoes maiores nos didmetros das

fibras produzidas, especialmente para as solu¢ées com solvente Cloroférmio. No geral, a
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distancia foi escolhida de acordo com o resultado da deposicao das fibras optimizando a
dispersao da deposi¢ao ao longo do colector. Para a solugao de PCL/PVP escolhida, optou-
se por uma distancia de 20 cm que permite um preenchimento do colector em deposicoes

longas e com menor desperdicio de fibras depositadas fora deste (figura 3.10).

Efeito do colector

A rotagao do colector cilindrico causa o estiramento das fibras forgando o seu alinha-
mento na direc¢ao da rotagao (figura 3.11). Este estiramento & qual as fibras sao submetidas
produz efeito nao s6 no seu alinhamento, mas também nas dimensoes dos seus diametros.
Pode verificar-se, a partir das imagens obtidas por SEM, que tanto as matrizes de PCL como
as matrizes de PCL/PVP possuem diametros inferiores quando sao alinhadas comparativa-
mente as mesmas matrizes desalinhadas, ji que foram submetidas a um estiramento extra

causado pela velocidade de rotacao do colector.

(d) 2500 rpm (e) 4000 rpm

Figura 3.11: Efeito no alinhamento das fibras depositadas com a velocidade do colector.

Os parametros escolhidos para a producao das matrizes de PCL/PVP foram: tensao

aplicada de 12 kV, fluxo de 1,0 ml/h e distancia da agulha ao colector de 20 cm.

3.2 Caracterizacao das Matrizes

3.2.1 Morfologia
Matriz de PVP

As fibras de PVP apéds producao e reticulagao apresentam um didmetro médio calcu-

lado de 0.86 4+ 0.4 ym. Apds a imersao em agua e secagem, as fibras apresentam superficie
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lisa e aspecto fundido. Neste caso nao se considera razodvel falar de diametros das fibras
(figura 3.12).

N
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a1

—_
o

Contagens

EHT = 2.00 kV Mag= 200KX SignalA=SE2  Date :9 Aug 2012 Fct

Apetture Size =30.00ym WD = 41mm  Zeiss Auriga Time :9:24:45 et D i é m et ro ( IJ m )

(a) Matriz de PVP desalinhada (b) Distribui¢do dos didmetros na matriz de
PVP

EHT = 200 kv Mag= 200KX Signal A=SE2  Date :8 Aug 2012 ct EHT = 2.00 kv Mag= 500KX SignalA=SE2  Date:8 Aug 2012
Aperture Size =30.00um WD = 48mm  Zeiss Auriga Time 16:3222  conmmrin Aperture Size =30.00um WD = 48mm  Zeiss Auriga Time 16:33:07  cenmmaran

(c) PVP (ampliagao 2000X) (d) PVP (ampliagao 3000X)

Figura 3.12: Aspecto das fibras de PVP reticuladas durante 8h antes (a) e ap6s imersao

em agua (c).

Matriz de PCL

A matriz desalinhada de PCL possui fibras com didmetro médio calculado de 1.4 +
0.4 pm. A velocidade de rotagao do colector produz uma diminuigdo no diametro médio das
fibras para 0.7 £+ 0.1 um, praticamente metade do diametro das fibras desalinhadas. Este es-

tiramento também produz fibras com distribuigao de didmetros mais homogénea (figura 3.13).

O alinhamento foi quantificado através da medicao do menor angulo de cada fibra com
o0 eixo horizontal. As fibras possuem elevado alinhamento na direccdo vertical, com todos os

angulos calculados com valores entre 60-90° e, em grande maioria, entre 80-90° (figura 3.13).
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Figura 3.13: Matrizes desalinhada (250 rpm) e alinhada (4000 rpm) de PCL e respec-

tivas distribuicoes dos angulos e diametros.

Matriz de PCL/PVP

Os didmetros médios calculados para as fibras de PCL/PVP desalinhadas, semi-
alinhadas (1000 rpm) e alinhadas foram 1.5 £ 0.2 pm, 1.2 + 0.4 pgm e 1.0 £ 0.2 pm, respec-
tivamente (figura 3.14).

Desta andlise das imagens de SEM, conclui-se que velocidades maiores de rotacao do
colector, produzem maior gau de alinhamento e fibras com didmetros inferiores. De notar
que as fibras de PCL/PVP alinhadas encontram-se pouco esticadas, podendo aparentar um

alinhamento inferior.
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Figura 3.14: Imagens de SEM de matrizes de PCL/PVP pés-produgao com respectivos

histogramas de distribuicao dos diametros das fibras.
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Figura 3.15: Matrizes de PCL/PVP com vérios tempos de reticulacdo apds imersao

em agua destilada durante 1h no agitador orbital.
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A superficie das fibras de PCL/PVP, ap6s imersao em &dgua, apresenta rugosidades
orientadas longitudinalmente, contrastando com a superficie lisa observada nestas fibras pés-
producao (figura 3.15). Em particular, as fibras de PCL/PVP 0 (figura 3.15(a)), cujo PVP
devera ter-se dissolvido praticamente na totalidade, encontram-se em grande parte divididas
em fibras mais pequenas com diametros na ordem da centena de nandémetros. No entanto,
em todas as matrizes reticuladas nao se observa este efeito, como se o PVP actuasse como

uma cola entre as pequenas fibras de PCL.

Foi observado um aspecto semelhante a superficie destas fibras por Li et al. (2012)

em fibras obtidas por electrofiacao de emulsoes de PCL e fibroina de seda.

Numa emulsao existem duas fases, uma fase dispersa constituida por particulas usu-

almente globulares e uma fase continua, que tendem a separar-se com o tempo.

Quando as particulas da fase dispersa possuem didmetros superiores a 100 nm, as
emulsoes apresentam normalmente um aspecto bago devido as dispersoes da luz ao atravessa-

las.

No estudo de Li et al. (2012), é sugerido que o efeito na superficie das fibras surge
devido a imiscibilidade do PCL com a fibroina e que resulta do estiramento de ambas as

fases, incluindo da fase dispersa, durante o processo de electrofiacao (figura 3.16) [33].

Policaprolactona

@
®

Fibroina de seda

Figura 3.16: Esquema de electrofiagao de uma emulsdo de PCL e fibroina de seda.

Imagem adaptada [33].

Esta é uma provavel explicagao para os resultados observados nas fibras apds imersao
em agua, ja que corrobora as primeiras observagoes efectuadas & mistura de PCL/PVP no

estudo de electrofiacao.
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Figura 3.17: Distribuigdes dos diametros das fibras de PVP/PCL apds imersao em
agua com tempos de reticulagao: b) 5 min, ¢) 10 min, d) 15 min e) 20 min, d) 25 min

e 60 min.

No geral, o diametro das fibras tende a aumentar com o tempo de reticulacao, especi-
almente para a matriz PCL/PVP 60. Esta conclusao é retirada com a andlise dos histogramas
respectivos (figura 3.17) e nao sé através dos diametros médios calculados, ja que algumas
amostras contém algumas fibras de dimensoes muito reduzidas e que também sao contabili-

zadas para o valor médio.

Tabela 3.1: Didmetro médio das fibras de PCL/PVP apds imersao em dgua.

Matriz Diametro médio (um) Desvio Padrao (um)
PCL/PVP 5 0.9 0.3
PCL/PVP 10 0.9 0.3
PCL/PVP 15 1.0 0.3
PCL/PVP 20 1.0 0.2
PCL/PVP 25 1.0 0.4
PCL/PVP 60 1.6 0.3

Nao foram realizadas medigoes dos diametros das fibras de PCL/PVP 0 nem PCL/PVP
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30 ja que nao possuem fibras individuais cilindricas que justifiquem estas medi¢ées. No caso
da amostra PCL/PVP 30, as fibras encontram-se mais fundidas, nao parecendo haver um
motivo razoavel para este acontecimento nesta matriz em particular. Também é incerto se
este aspecto é comum a toda a matriz ou se é especifico de algumas regioes, incluindo a regiao

fotografada.

3.2.2 Perda de Massa

A dissolugdo do PVP néo reticulado foi quantificada em termos da percentagem de
massa perdida por uma matriz devido a sua imersao em agua. A percentagem de massa
perdida foi calculada para grupos de matrizes de PCL/PVP com varios tempos de reticulacao,

tendo-se obtido uma relagao de proporcionalidade (figura 3.18) .
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Figura 3.18: Percentagem de perda de massa das fibras de PVP/PCL em funcao do

tempo de reticulagao.

Verifica-se que matrizes irradiadas com UV durante mais tempo apresentam uma
perda de massa inferior. Este resultado indica que uma maior exposicao a radiacao UV
reticula uma maior percentagem de PVP contido na matriz, tornando-a insolivel, como
previsto. A queda da perda de massa com o tempo de reticulacao é mais acentuada durante

0s primeiros minutos, diminuindo a um ritmo cada vez mais lento.

3.2.3 Angulos de Contacto

Verificou-se a necessidade de medir o angulo de contacto nas amostras de PCL/PVP

ao longo do tempo ja que este nao se mantém constante, nao parecendo razoavel apresentar
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apenas um valor. Para cada amostra (exepto para a PCL/PVP 60), em cada par de gréaficos
apresentados, o primeiro mostra as trés primeiras medicées do angulo de contacto, em trés
regioes diferentes da amostra, durante os primeiros segundos (10 imagens/segundo). No se-
gundo grafico sao novamente mostradas as trés primeiras medigoes e também uma quarta
medicao mais longa (200 ms entre imagens para a amostra PCL/PVP 0 e 1000 ms entre

imagens para as restantes) (figura 3.19).

Nao foi realizada a quarta medigdo mais longa na amostra de PCL/PVP 60, ji que as
gotas sao completamente absorvidas durante os primeiros segundos. E de notar que quando
a gota é completamente absorvida, o equipamento apresenta dificuldades nas medicoes de

angulos inferiores a &~ 25°, nao sendo portanto representados.

Os casos mais particulares destas medigoes consistem das amostras PCL/PVP 0 e
PCL/PVP 60.

As amostras foram lavadas de modo a obter-se a dissolugao da percentagem de PVP
nao reticulado, portanto na amostra de PCL/PVP 0 todo o PVP deveria ter-se dissolvido res-
tando apenas PCL na matriz. Esta amostra apresenta alguma discrepancia entre as medigoes,
mas exibe sempre um decréscimo do dngulo de contacto ao longo do tempo superior ao da
amostra de PCL e das amostras de PCL/PVP 5 e PCL/PVP 10. Neste caso, o principal fac-
tor a originar estes resultados deverd ser a morfologia da membrana e nao as caracteristicas
do material em si. Apéds dissolugao do PVP, esta matriz possui nao sé metade da sua massa,
mas apresenta também uma morfologia muito distinta. Através da observacao das respectivas
imagens de SEM nota-se que as fibras de PCL restantes a dissolucao do PVP encontram-se
divididas longitudinalmente, aumentando os espagos contendo ar dentro da matriz. Relati-
vamente & amostra PCL/PVP 60, esta contém quantidade de PVP suficiente para tornar a

matriz hidrofilica, absorvendo a gota de agua em poucos segundos.

Das amostras PCL/PVP 5, PCL/PVP 10 e PCL/PVP 30, é possivel observar-se
uma discrepancia entre medigoes da mesma amostra que parece aumentar com o tempo de
reticulagdo do PVP. Também para além do tempo de medicao, foi observado que algumas das
gotas na mesma amostra acabavam por ser absorvidas enquanto que outras estabilizavam em
determinado angulo. Este acontecimento pode indicar que a distribuicao das percentagens
de PVP contidas nas matrizes pode resultar em regioes mais hidrofébicas e outras mais
hidrofilicas. No entanto, as medigoes efectuadas e a sua duragao nao sao suficientes para
clarificar esta situacao. No geral, é possivel observar angulos de contacto inferiores com
tempos de reticulagao maiores, ou seja, com maiores percentagens de PVP contido na matriz,

como esperado.

43



CAPITULO 3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

PCL/PVP O
160 160
140 !!!%!-—-—_%———ﬁ o H +PCLIPVPO-
¢PCLIPVPO-1  _ 120 "am— Z 120 1
> 2
g 100 T —— 5 10 = = PCLIPVP 0-
# PCLIPVP 0-2 g w0 om 5 a0 mi 2
2 £ S N
S e S +PCLIPVPO.
@ 'g 3
T -
PcLPVPO3 o  © ES 40 PCLIPVPO-
3 20 £ 4
c
< 0 0
0 2 4 6 8 0 5 10 15 20
tempo (s) tempo (s)
PCL/PVP 5
140 140
~120 ; '*'*‘ ~120 Q,%
#PCLIPVP5- o 0 S 100 <y PCL/PVP5-1
1 § § %w
s 80 s 80 o = PCLIPVP 5-2
* PCLIPVPS- Q S
2 5 60 S 60
o o
£ 2w 4 PCLIPVP5-3
PCLIPVP5- £ 2
3 < 2 << 20
~PCLIPVP 54
0 0
0 4 6 8 0 20 40 60 80 100
tempo (s) tempo (s)
PCL/PVP 30
140 | 140
Tooes o
JPoUPVP 120 W*f— 120 % + PCLIPVP 10-
10-1 P P 1
g 100 £ 100
£ £ =PCLIPVP 10-
sPcLPVP g &0 g% z
10-2
2 60 5 60 4 PCLIPVP 10-
o o 3
pcLpve 3 3
10-3 Q 20 < 20 PCLIPVP 10-
0 0
0 2 4 6 8 10 0 50 100 150
tempo (s) tempo (s)
PCL/PVP 30
160 160
¢PCLIPVP 140 140 0§§I1-IPVP
30 T 1204 S 120 )
o
5 100 B0 o L | 'gg;’PVP
=PCLPVP £ £ 4 )
< ]
30-2 8 6 PCLIPVP
s o0 2 60 - 30-3
o
PCLIPVP 2 40 3 40 < PCLIPVP
30-3 g 20 2 304
0 0
0 2 4 6 8 0 50 100 150
tempo (s) tempo (s)
PCL/PVP 60
140
o120 #PCLIPVP 60-
£ 100 1
g
S g0 \
8 PCLIPVP 60-
$ 60§ 2
°
S 40— -
2 Wi | APCLIPVP60-
20 3
0
0 2 4 6 8

tempo (s)

Figura 3.19: Angulos de contacto medidos ao longo do tempo em matrizes desalinhadas

de PCL/PVP com tempos de reticulagao: 0, 5, 10, 30 e 60 minutos.
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O angulo de contacto das amostras de PCL foi medido também ao longo de alguns
segundos, no entanto, nesta matriz o angulo nao apresenta variagoes significativas com o
tempo, permanecendo estdvel (figura 3.20). Das trés medigoes efectuadas, obteve-se um

angulo de contacto médio de 137 + 3°.
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Figura 3.20: Medicoes dos angulos de Contacto da matriz de PCL.

Fazendo uma média de todas as medi¢Ges durante os primeiros cinco segundos, verifica-
se para todas as matrizes que contém PVP uma diminuicao do angulo de contacto com o
aumento do teor de PVP na matriz, indicando que maiores quantidades de PVP tornam a

matriz mais hidrofilica, tal como era previsto (figura 3.21).
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Figura 3.21: Angulos de Contacto das matrizes de PCL, PCL/PVP 0, PCL/PVP 5,
PCL/PVP 10, PCL/PVP 30 e PCL/PVP 60 ao longo do tempo.
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Tendo em conta as medigoes realizadas & amostra PCL/PVP 60, pode-se considerar
que percentagens de PVP na matriz acima de ~40% (perda de massa ~14%) atribuem um

caracter hidrofilico & matriz.

3.3 Cultura Celular

3.3.1 Adesao
1° Ensaio

No 1° ensaio de adesao foram semeadas células em matrizes de PCL, PCL/PVP com
tempos de reticulagao 0, 5, 10, 30 e 60 e em lamelas de vidro (controlos positivos) numa
placa de 48 pocos. Também foram semeadas células em lamelas de vidro colocadas em pocos
cujas paredes continham cola de vacuo Dowcorning. O teste de citotoxididade realizado a cola
revelou que esta nao é citotoxica, ja que as células nesses pocos exibem morfologia semelhante

aos controlos e em quantidades equipardveis (figuras 3.22(a) e 3.22(b)).

(a) Controlo (b) Cola de vacuo

Figura 3.22: Células aderidas a lamelas de vidro em pogos de um Controlo positivo e

de um Teste de citotoxicidade & Cola de vacuo

As células semeadas nas lamelas de vidro exibem ntcleos arredondados, indicativos de
que estas células se encontravam vivas na altura da fixacao (figura 3.22). No caso de apoptose
ou necrose, o nucleo apresentaria um aspecto mais irregular e fragmentado que seria visivel
através da marcagao com DAPI.

A marcagao com Faloidina revela os filamentos extensos de actina do citoesqueleto das células
e indica que estas aderiram bem a lamela. Também o facto das células se encontrarem afas-
tadas umas das outras ¢é indicativo de que a adesao ao substrato é preferencial a adesao entre

as células, um comportamento que é normal nas células 3T3.
As imagens obtidas das células em matrizes de PVP/PCL revelaram uma adesao dife-

rente da que acontece nos controlos. Na imagem sao visiveis células em matrizes de PVP /PCL

com tempos de reticulacao do PVP entre 5 e 60 minutos. De acordo com os resultados obtidos
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do estudo de perda de massa, todas estas matrizes possuem uma determinada percentagem de

PVP, com as matrizes sujeitas a maiores tempos de reticulagao possuindo maior percentagem

de PVP.

(c) 30 min. (d) 60 min.

Figura 3.23: Fibroblastos 3T3 em matrizes de PVP/PCL com diferentes tempos de

reticulacao.

Independentemente do tempo de reticulacao, as células exibem um corpo celular me-
nos expandido e comprimido em redor do ntcleo, distribuindo-se na matriz em pequenos
agregados (figura 3.23). Apesar desta morfologia indicar uma fraca forca de adesao ao subs-

trato, nao foram detectados ntcleos com aspecto indicativo de morte celular.

Entre as matrizes de PCL/PVP, observa-se um maior nimero de células com o au-
mento do tempo de reticulacao, em especial para a matriz reticulada durante 60 minutos.
Para esta andlise, deve ter-se em conta que o processo de marcacao das células implica uma
manipulacao das matrizes que pode influenciar estes resultados. Isto deve-se ao facto de que
as matrizes mais reticuladas possuem maior rigidez sofrendo menos deformacao quando sao
manipuladas, em especial a matriz PVP/PCL 60 cuja manipulacao é mais fécil, nao ocorrendo
grandes deformagoes, semelhante ao que acontece com a matriz de PCL. Em contrapartida,
as matrizes menos reticuladas deformam-se dobrando sobre si préprias ao serem retiradas do
meio liquido. Apesar das matrizes voltarem a sua forma inicial ao serem colocadas novamente
no meio liquido, estas manipulagoes podem arrastar as células, principalmente se estas nao

se encontrarem bem aderidas ao substrato.
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Ja nas matrizes de PCL, as células revelam muitas fibras de F-actina sugerindo a
existéncia de multiplas adesoes, integrando-se na estrutura fibrosa tridimensional. E possivel
observar uma grande quantidade de células distribuidas ao longo da matriz nao exibindo
tendéncia para formacao de agregados. Este aspecto das células ja deverd ser indicativo de

uma adesao mais forte ao substrato e também preferencial & adesao célula-célula.

Curiosamente, nas matrizes produzidas com PCL/PVP mas que nao foram reticuladas
(PCL/PVP 0), a adesao celular assemelha-se as matrizes de PVP/PCL reticuladas e nao as
matrizes de PCL.

(a) PVP/PCL 0 (Faloidina) (b) PCL (Faloidina)

(c) PVP/PCL 0 (DAPI) (d) PCL (DAPI)

Figura 3.24: Comparagao da matriz de PCL com a matriz de PVP/PCL0 apés dis-
solugao do PVP.

Para dissolugdo do PVP, estas matrizes foram imersas em dgua destilada durante 1h
no agitador orbital previamente a cultura celular. Para além disso, as matrizes foram também
sujeitas a varias lavagens com Etanol 70%, PBS e dgua Ultrapura durante o processo de este-
rilizacao. O estudo de perda de massa indica que o PVP deve ter-se dissolvido praticamente
na sua totalidade nestas condigoes.

Na figura 3.24 pode ser comparado o comportamento das células entre uma matriz de
PVP/PCL 0 e uma matriz de PCL em termos quantitativos, através do niimero de niticleos,

e qualitativos através da extensao das protusoes celulares.
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Novamente na matriz de PVP/PCL 0, podem ser observados pequenos agregados ce-
lulares e corpo celular menos expandido exibindo poucas protusoes. Esta matriz foi a que
apresentou maiores dificuldades na sua manipulagdo deformando-se extensivamente ao ser

retirada do meio liquido durante os processos de marcacao fluorescente.

2° Ensaio

No 2° Ensaio de adesao as células foram fixadas e marcadas com DAPI apds um dia
de cutura e os nucleos foram observados com microscopia de fluorescéncia.
Neste ensaio foi também realizado um ensaio de viabilidade com o reagente PrestoBlue™.
No 1° ensaio tinham sido observadas algumas células aderidas ao fundo dos pogos de cul-
tura para além das aderidas as lamelas ou matrizes. Como o metabolismo destas células iria
contribuir para os resultados obtidos num ensaio de viabilidade celular, tornou-se necessario
encontrar uma alternativa que impedisse o arrastamento das células para fora das lamelas

ou das matrizes. Foi este motivo que levou & decisao da utilizagao dos anéis de aco inxoxidavel.

Antes da realizacao do ensaio de viabilidade celular, as células dos controlos (com e
sem anéis) foram observadas ao microscépio de contraste de fase da sala de culturas. Foi ob-
servado que as células nos pocos com anéis encontravam-se com aspecto arredondado, pouco
aderidas a lamela. As células nos controlos sem anel possuiam as extensoes do citoesqueleto
caracteristicas de uma boa adesao, tais como tinham sido observadas anteriormente no 1?
ensaio de adesao. Como nao foi realizada a marcacao do citoesqueleto, nao foram retiradas
mais conclusoes sobre este assunto ao longo desta experiéncia, ficando a duvida da existéncia

de algum efeito indesejavel provocado pelos anéis utilizados.
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) PCL ¢) PL/PVP 0

(d) PCL/PVP 30 ) PCL-PVP 60 ) PVP

(a) Controlo

Figura 3.25: Ntcleos das células aderidas as matrizes e controlos no 2° ensaio de adesao

celular.

Os resultados obtidos da observagao dos nticleos com microscopio de fluorescéncia re-
velaram, novamente, uma maior quantidade de células nas matrizes de PCL e de PCL/PVP
60 (figura 3.25). A matriz de PVP possui uma caracteristica adicional que dificulta a ob-
servacao ao microscépio. Esta matriz tem a capacidade de absorver uma grande quantidade
de liquido aumentando muito o seu volume. Como as matrizes sao observadas enquanto estao
molhadas em PBS, as células na matriz de PVP distribuem-se ao longo de todo o seu volume
impedindo a observacao de todos os nitcleos focando num sé plano. Deste modo, nao sé
é dificil avaliar a quantidade de ntcleos durante a observacao, mas também as fotografias

tiradas podem nao ser caracteristicas da quantidade de células existentes.

3° Ensaio

As amostras produzidas por electrofiacao para o 3° ensaio de adesdo resultaram em
deposicoes menos espessas que dificultaram os processos entre a fixacao e a marcagao com
fluorescéncia. As amostras especialmente afectadas foram as PCL/PVP 0 e PCL/PVP 30,

tendo sido ja anteriormente verificado a dificil manipulagao destas amostras.
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(a) Controlo (b) PCL

(c) PVP/PCL 60 (d) PVP

Figura 3.26: Nucleos das células aderidas as matrizes e controlos no 3° ensaio de adesao

celular.

Apoés as lavagens com PBS e as deformagoes sofridas pelas matrizes de PCL/PVP 0
e PCL/PVP 30, nao se conseguiu obter imagens de fluorescéncia representativas dos ntcleos
das células contidas nestas matrizes. No entanto, foi possivel observar muitos ntcleos nas
matrizes de PCL e PCL/PVP 60 e também nos controlos (figura 3.26).

4° Ensaio

O 4° ensaio de adesao revelou resultados muito semelhantes aos observados na primeira
experiéncia. Observa-se novamente uma tendéncia das células 3T3 formarem agregados nas
matrizes de PCL/PVP e um maior nimero de células na matriz PCL/PVP 60. A formagao
de agregados nao se verifica na matriz de PCL nem nos controlos. Também nao parece
ocorrer na matriz de PVP, apesar da sua observacao ser dificultada devido ao grande volume
da amostra quando molhada. A distribuicdo das células ao longo deste volume impede a
sua focagem no mesmo plano, dificultando uma avaliagdo quantitativa do nimero de nicleos
para comparagao com as restantes matrizes. Na matriz de PCL foi observada uma grande

quantidade de ntcleos semelhante a encontrada nos controlos.
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(a) PVP (b) PCL/PVPO (c) PCL/PVP30

(d) PCL/PVP60 (e) PCL (f) Controlo

Figura 3.27: Nucleos das células aderidas as matrizes e controlos no 3° ensaio de adesao

celular.

Pode ser observada ainda outra diferenca nas imagens de fluorescéncia entre os resul-
tados obtidos nas matrizes de PCL e PCL/PVP. As células nas matrizes de PCL/PVP nao
s6 se encontram em agregados como sao mais facilmente focadas no mesmo plano compara-
tivamente as de PCL. Os ntcleos na matriz de PCL aparentam estar em varios planos e até
por baixo das fibras, indicando que as células invadiram a matriz até determinado ponto. Ja
nas matrizes de PCL/PVP, as células parecem encontrar-se a superficie nao se integrando na

matriz (figura 3.27).

Como principais conclusoes dos ensaios de adesao, pode dizer-se que as células 3T3 uti-
lizadas aderiram bem as matrizes de PCL formando diversos pontos de contacto, integrando-
se entre as fibras. A sua adesao a matrizes de PCL/PVP aparentou ser fraca, muitas vezes
preferindo os contactos com outras células em vez de contactos com a matriz. Risbud et
al. (2000) observaram a inibicao do crescimento de fibroblastos 3T3 em hidrogéis de PVP e
Quitosano. Apesar de terem observado alguma proliferacao dos fibroblastos ao longo de trés
dias de cultura, as células exibiram forma redonda aderindo pouco. Nesse artigo apenas é
mencionado que este comportamento estd relatado na literatura para substratos de Quitosano
[44]. Noutro estudo também com fibroblastos de ratinho 3T3, Grover et al. (2010) sugeriram
que o PVP, néo sendo citotoxico, pode ser citostatico para os fibroblastos, ja que parece ter
causado uma diminuiu¢ao na adesao e proliferacao relativamente a substratos semelhantes,
mas sem PVP [45].
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3.3.2 Proliferacao

Na experiéncia para avaliacao da proliferacao de células nas matrizes, estas foram
mantidas em cultura durante 3 dias e marcadas com DAPI e Faloidina. A observacao das
células por microscopia de fluorescéncia revelou uma adesdo semelhante a observada no 1°
ensaio de adesao. Para além disso, foi também observada proliferacao celular em todas as
matrizes, incluindo nas matrizes de PVP/PCL onde a adesao tinha revelado ser mais fraca.
Como exemplo, na figura 3.28 podem ser comparadas as matrizes PVP/PCL 5 e PVP/PCL
30 fixadas ao 1° e 3° dia de cultura (figura 3.28).

(c) PCL/PVP 5 (3° dia) (d) PCL/PVP 30 (3° dia)

Figura 3.28: Matrizes de PCL/PVP 5 ¢ PCL/PVP 30 apds um e trés dias em cultura.

Nestas matrizes as células proliferaram verificando-se um maior nimero de agregados
e agregados de maiores dimensoes. Ja nas matrizes de PCL a observacao ao microscépio foi
mais dificil tendo-se observado muitas células em planos de focagem diferentes, obtendo-se
imagens com muitas manchas fluorescentes. No entanto, este resultado indica que existe um
grande nimero de células, superior ao observado nas células em cultura durante um dia,

concluindo-se que esta matriz também suporta a proliferacao das células 3T3 utilizadas.

3.4 Viabilidade

Os resultados obtidos através do estudo de viabilidade recorrendo ao reagente PrestoBlue™
revelaram algumas inconstancias, nao sé entre as trés diferentes culturas (figura 3.29), mas
também relativamente as observacoes com microscopia de fluorescéncia.

O valor de absorvancia relativo ao PCL na 22 cultura é extremamente baixo, apesar
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de terem sido observados muitos ntucleos nesta matriz através da marcacao com DAPI. J4
nas duas culturas seguintes, o PCL possui os valores mais altos de absorvancia entre todas
as matrizes, resultado que ja se encontra mais em concordancia. Na 3% cultura também se
observou um valor demasiado elevado no controlo negativo, nao sendo considerado uma me-

dida razoavel para a andlise deste estudo.
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Figura 3.29: Medicoes de Absorvancia resultantes do ensaio de viabilidade celular.

No geral, este estudo indica que a viabilidade celular é menor para matrizes con-
tendo maior quantidade de PVP. Esta observagao contrasta com os resultados obtidos com
microscopia de fluorescéncia. Seria necessario adoptar algumas alteracoes nos protocolos de

marcacao fluorescente e também do reagente PrestoBlue™ para melhor compreender estes

resultados.

3.5 Migracao

Como foi observada uma menor capacidade de adesao das células as matrizes de
PCL/PVP, optou-se, numa primeira fase, por utilizar uma matriz de PCL para o ensaio

de migragao ao longo de fibras alinhadas.
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0.2 millimeter

(a) 1 hora ap6s inicio do ensaio (imagem 10/205)

0.2 millimeter

(b) 20h30 apds o inicio do ensaio (205/205)

Figura 3.30: Imagens do inicio e fim do ensaio de migragao celular, com o percurso

seguido de sete células.

O filme foi poduzido em modo time-lapse, com seis minutos de tempo real decorrido
entre fotografias, durante 20 horas e 30 minutos (205 imagens). A visualizagdo em sequéncia
das fotografias e a baixa velocidade de migracao das células permite a observacao do com-
portamento de cada célula na amostra.

Podem ser observados varios comportamentos distintos das células, verificando-se que
todas elas aderem as fibras de PCL. Foram seleccionadas sete células que apresentam uma
maior mobilidade e o seu movimento foi seguido através do recurso a aplicacao informatica
ImagelJ e ao plugin mTrackJ [43]. Foi assim possivel determinar as velocidades de migracao

que constam na tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Distancias percorridas e velocidades médias das sete células seguidas du-

rante o ensaio de migracao (20h30, 205 imagens).

Célula Cor Distancia percorrida (um) Velocidade média (pm/h)
1 vermelho 414 20.2
2 amarelo 354 17.3
3 verde 298 14.5
4 azul claro 302 14.7
5 azul escuro 437 21.3
6 laranja 277 13.5
7 rosa 250 12.2

A velocidade de migracao média do conjunto das células observadas é de 16 + 3 um/h.

As velocidades médias para cada célula foram calculadas somando as distancias per-
corridas, em linha recta, por cada trés imagens (18 minutos). De notar que, como foram
seleccionadas as células com maior mobilidade, esta velocidade deve ser entendida como uma
estimativa do valor maximo. Com efeito, podem observar-se células que invertem o sen-
tido de migragao espontaneamente ou que colidem com outras células, resultando daqui uma
velocidade média inferior.

E também importante referir que se verifica uma maior dificuldade de migragao, no
mesmo sentido, quando as células se encontram em contacto com outras células. Observou-se
que quando uma célula sai de um agregado celular, inicia uma migracao isolada mais rapida

e percorre distancias maiores no mesmo sentido.

Por 1ltimo, com este tipo de microscopia nao foi possivel distinguir casos especificos

de proliferacao celular.
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Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho foi avaliado o comportamento de células 3T3 em misturas de Poli-
vinipirrolidona (PVP) e Policaprolactona (PCL), como primeira abordagem ao estudo de
producao de matrizes poliméricas para fabricagao de enxertos vasculares.

Foram produzidas matrizes a partir de uma solucao de 14% PCL/PVP (1:1) em Acido
Acético recorrendo a técnica de electrofiacdo. Estas matrizes foram depositadas num colector
cilindrico em rotacao, tendo-se obtido maior grau de alinhamento das fibras em funcao da
velocidade do colector. Para além destas, foram produzidas matrizes de PCL e PVP a partir
de solucdes de 20% PCL em Acido Acético e 18% PVP em Agua/Etanol (3:1).

As matrizes de PCL/PVP foram reticuladas com diferentes tempos de irradiagdo com
Ultra-Violeta para impedir a dissolu¢ao do PVP quando em contacto com os fluidos corpo-
rais. Constatou-se que um maior tempo de reticulagao produz uma menor perda de massa
de PVP por dissolugao em dgua. Através de medigdes dos angulos de contacto, concluiu-se

percentagens maiores de PVP proporcionam um caracter mais hidrofilico as matrizes.

A morfologia das fibras nao reticuladas apds imersao em dgua foi observada com SEM,
revelando que o PCL se encontra distribuido em fibras mais pequenas ao longo das fibras de
PCL/PVP. Sugere-se que este efeito pode ser devido a uma separacao de fases dos polimeros
na solucao.

Os resultados obtidos da cultura celular revelaram que as células 3T3 aderiram com
maior dificuldade as matrizes de PCL/PVP comparativamente a matrizes de PCL. Os estudos

de proliferagao e viabilidade celular indicaram que as células sobrevivem e proliferam em todas
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CAPITULO 4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

as matrizes, tendo sido obtidos resultados discrepantes sobre as consequéncias da percentagem
de PVP contida na matriz.

As caracteristicas mais interessantes do PVP para o fundamento deste trabalho sdo a
sua hidrofilicidade e, em especial, a sua boa hemocompatibilidade como material ndo trom-
bogénico. Esta qualidade seria particularmente atractiva no limen do enxerto, onde se pre-
tende um revestimento confluente de células endoteliais. Os fibroblastos e células endoteliais
sao predominantes em diferentes tipos de tecidos, com os fibroblastos como componente celu-
lar principal de tecidos ricos em matriz extracelular, e as células endoteliais predominando em
regioes com maior densidade celular e pouca matriz extracelular. Deste modo considerar-se-ia

muito interessante estudar o comportamento de células endoteliais nas matrizes de PCL/PVP.

Foi realizado um tultimo ensaio de migracao celular através da producao de um filme
em time-lapse de células em cultura sobre uma matriz alinhada de PCL. Observou-se que
a migracao ocorre na direccao do alinhamento das fibras, tendo sido calculada uma veloci-
dade média de 16 +£3 pum/h para sete células como sendo a velocidade méxima estimada
de migracao. As células com maior velocidade de migracdo encontravam-se isoladas, nao
permanecendo aderidas a outras células, durante grande parte do ensaio.

Seria também interessante estudar a migracao colectiva das células em matrizes com
camadas de diferentes graus de alinhamento. Este tipo de ensaio ajudaria a explicar melhor

o que aconteceria in vivo durante a invasao do enxerto por uma populagao de células.

Outros estudos que ajudariam a avaliar o potencial deste tipo de matrizes como en-
xertos vasculares seriam testes as suas propriedades mecanicas. Na producdao de um enxerto
tubular em camadas, podem ser utilizados diferentes graus de alinhamento de modo a imitar
a arquitectura dos vasos sanguineos nativos. Neste sentido, o PVP parece ser uma ferra-
menta util para manter a coesao entre as camadas, ja que se verificou que ele age como como

promotor de aderéncia entre as fibras de PCL.
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Apendice A: Descongelamento das células e Primeira

sementeira

O meio de cultura celular foi obtido adicionando Soro Fetal Bovino (FBS) e antibidtico
(Penincilina + Estreptomicina) a meio DMEM + GlutaMax de modo a ter uma constitui¢ao
final de 10% de FBS, 1% de antibiético e 89% de meio DMEM em volume.
Descongelamento das células e Sementeira no frasco de cultura:

1. A aliquota das células da linhagem 3T3 foi retirada da arca congeladora, onde se encon-
trava armazenada a -80°C, e colocada em banho-maria a 37°C até descongelar;

2. Foram colocados 5 ml de meio, previamente aquecido em banho-maria a 37°C, num frasco
de cultura T25;

3. O contetdo da aliquota foi pipetado e imerso cuidadosamente nos 5 ml de meio do frasco
T25;

4. O frasco de cultura foi colocado na estufa (37°C, 5%C0O2) até ao dia seguinte;

5. No dia seguinte, as células encontram-se bem aderidas ao frasco de cultura. O meio foi as-
pirado com o cuidado de nao arrastar células aderidas e foi colocado novo meio, previamente
aquecido em banho-maria a 37°C;

6. O frasco de cultura volta a ser colocado na estufa até ao dia seguinte.

A troca do meio de cultura passadas 24h da sementeira é necessaria devido & constituicao do
meio de congelamento das células contido na aliquota. Um dos eus componentes,o DMSO, é
téxico para as células e nao deverd existir no meio durante periodos longos de cultura celular.
Esta troca de meio também devera remover do frasco as células que se encontravam mortas

ou que morreram por nao conseguir aderir.






Apendice B: Esterilizacao e Sementeira das células

nas amostras e controlos

Esterilizacao:
1. Imersao das amostras e controlos em Etanol 70% dentro dos pogos da placa multipogos
(ou da caixa de petri) durante pelo menos 10 minutos;
2. Duas lavagens com PBS;
3. Uma lavagem com agua Ultrapura;
4. Trradiagdo com Ultra Violeta expondo as placas multipogos (ou as caixas de petri) sem

tampa a lampada UV da cidmara de fluxo laminar durante 45 minutos.

As lavagens consistem em adicionar 0.5 ml a cada poco da placa multipogos que con-
tenha amostras ou controlos (ou 2 ml no caso da esterilizagdo de caixas de petri), esperar

pelo menos cinco minutos e aspirar.

Apébs ver as células ao microscépio foi realizado o seguinte protocolo:
1. Remocao do meio do frasco de cultura;
2. Duas lavagens com PBS que consistem em pipetar 5 ml de PBS para o frasco de cultura
e aspirar;
3. Adicao de 250 pul de Tripsina deixando actuar;
4. Adigao de 5 ml de meio de cultura;
5. Preenchimento de uma camara do hemocitémetro utilizando uma pipeta de Pasteur com
as células suspensas no meio de cultura; 6. Contagem celular, recorrendo ao hemocitéometro,
e respctiva estimativa;
7. Com o objectivo de semear =~ 30.000 células/poco, é realizada a diluicdo necesséria e
sementeira na placa de cultura;
8. A placa é, por tltimo, colocada na estufa (37°C, 5% CO2).
Ao semear as células: As pipetagens da suspensao de células para os pocos de cultura foram
realizadas sempre apds ressuspensao das células, inserindo e expelindo o liquido de cultura
com uma pipeta, de modo a homogeneizar a distribuicao de células no meio. Tendo isto em
conta, no passo 7 da sementeira, a diluicao é realizada de modo a obter 1 ml a mais no volume

total a distribuir pelos pocgos, caso algum volume seja perdido nos processos de ressuspensao.






Apendice C: Fixacao e Marcacao das células para

observacao com Fluorescéncia

1. A placa de 48 pocos a fixar foi retirada da estufa e vista ao microscépio dptico nos
pogos dos controlos e da cola de vacuo;
2. Foram descongelados 24 ml de Formaldeido (PFA 4%) e realizada uma dilui¢ao para PFA
2%: 7 ml de PFA 4% + 7 ml de PBS;
3. O meio de cultura foi retirado dos 24 pocos e foi pipetado 0.5 ml de PFA 2% para cada
poco deixando actuar durante 1 hora & temperatura ambiente;
4. Decorrida a 1h, o PFA foi removido e foram realizadas 3 lavagens com PBS, nas mesmas
condicoes das lavagens anteriores;
5. De seguida foram colocados 0.5 ml de Triton X-100 (0.2% em PBS) em cada pogo, dei-
xando permeabilizar durante 30 min;
6. Apéds este tempo, foram realizadas mais 3 lavagens dos pocos com PBS e o descongela-
mento de 14 ml de BSA (Bovine Serum Albumin);
7. Foram, depois, diluidos 25 ul de Faloidina em 2.5 ml de BSA (2% em PBS) de modo a
obter uma proporcao de 1:10. Destes, foram pipetadas gotas de 100 ul por cima de Parafilme
que se encontrava colocado por cima de papel absorvente previamente humedecido dentro de
uma caixa;
8. As amostras e as lamelas foram retiradas da placa de pogos e colocadas por cima das
gotas, de modo a que o lado das amostras e lamelas com as células estivesse voltado para o
liquido;
9. Foram colocados mais dois rolos de papel absorvente humedecido dentro da caixa afastados
das amostras. A caixa foi revestida com folha de Aluminio para proteger da luz, fechada,
selada com Parafilme e armazenada no frigorifico até ao dia seguinte (camara himida);
10. No dia seguinte, as amostras foram colocadas em 6 placas de 4 pogos e lavadas 3 vezes
com PBS;
11. Por tdltimo, foram colocados grupos de 4 amostras em 4 gotas de 100 ul de DAPI reuti-
lizadas para todos os grupos. Cada grupo permaneceu entre 30s a 1min em contacto com as
gotas de DAPI e novamente colocadas nas placas de 4 pogos e lavadas 2 vezes com PBS.
Finalizado o processo de fixacdo e marcagao das células, as amostras foram imersas numa
solugao de PBS e Azida, colocadas numa caixa escura e armazenadas no frigorifico até ao dia

seguinte para observacao por microscopia de fluorescéncia.






Apéndice D: Reagente PrestoBlue™

O Protocolo de utilizacdo do reagente PrestoBlue foi realizado com as células vivas
apés um dia em cultura, garantindo a sua adesdo. Apds a utilizacao deste protocolo as células
foram fixadas.

1. Foram adicionados 50 pL. de reagente ao meio de cada pogo da placa de cultura de 48
POGOs;

2. O reagente foi incubado colocando a placa de cultura novamente na estufa (37°, 5%C0O2)
durante pelo menos uma hora;

3. De cada poco da placa de cultura, foram pipetados trés vezes 100 uL. de meio (contendo
o reagente dissolvido) para trés pogos de uma placa de 96 pocos;

4. A placa de 96 foi sujeita a medicGes de Absorvancia. No equipamento utilizado sdo medidas
as abosrvancias de cada poco nos comprimentos de onda 570 nm e 600 nm fornecendo o

resultado da sua subtraccao.



	Índice
	Lista de Figuras
	Lista de Tabelas
	Lista de Siglas
	Enquadramento
	Introdução
	Anatomia, estrutura e organização dos vasos sanguíneos
	Produção de scaffolds
	Polímeros
	Polivinilpirrolidona (PVP)
	Policaprolactona (PCL)

	Mecanismos de adesão, migração e proliferação celular
	Adesão
	Migração


	Materiais e Métodos
	Produção de Matrizes
	Preparação das Soluções Poliméricas
	Equipamento e Processo de Electrofiação
	Reticulação das Matrizes

	Caracterização das Matrizes
	Morfologia das Fibras
	Perda de Massa
	Ângulo de Contacto

	Cultura Celular
	Adesão
	Proliferação
	Viabilidade
	Migração


	Apresentação e Discussão de Resultados
	Produção das Matrizes
	Propriedades das Soluções Poliméricas
	Parâmetros de Electrofiação

	Caracterização das Matrizes
	Morfologia
	Perda de Massa
	Ângulos de Contacto

	Cultura Celular
	Adesão
	Proliferação

	Viabilidade
	Migração

	Conclusões e Perspectivas
	Bibliografia
	Apêndice-A
	Apêndice-B
	Apêndice-C
	Apêndice-D

