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only a technician: he is also a child placed before natural phenomena which impress him like a
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Marie Curie (1867-1934)
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Abstract

Disruption of central nervous system tissues originates a series of secondary changes that pre-
vent the restoration of neurologic functions. In the treatment of these lesions it is important to

reduce inflammation, prevent cell death and promote tissue regeneration.

In this work, biodegradable scaffolds were developed to support neuronal regeneration. The
electrospinning technique was used to produce scaffolds with submicrometric fibers from poly(e-

caprolactone) (PCL) and chitosan (CS) solutions in concentrated acetic acid.

Scaffolds with randomly oriented and aligned fibers were produced. The latter was achieved by
using a rotating cylindrical collector. With the Fast Fourier Transform, SEM images were ana-
lyzed to see the effect of rotating speed on fiber alignment. The scaffolds’ hydrophilicity was

evaluated by measuring the contact angle.

Primary hippocampal neurons were prepared from fetuses of female Murganho CD1 in random

and aligned fibers scaffolds, coated and uncoated with poly-d-lysine and laminin (PDL/Lam).

The CS aligned fiber scaffold without PDL/Lam revealed better results regarding the axonal
growth. The alignment determines the direction of axonal growth and promotes a better devel-
opment (higher average lengths). In general, the presence of PDL/Lam improves the cellular
adhesion.

Keywords: Electrospinning, aligned fibers, hippocampal neurons, CNS injury
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Resumo

A disrup¢éo dos tecidos do sistema nervoso central desencadeia um conjunto de alteracdes
secundarias que impedem o restabelecimento das fun¢des neuroldgicas. No tratamento destas
lesBes é importante reduzir a inflamagéo, prevenir a morte celular e promover a regeneragao

dos tecidos.

Neste trabalho desenvolveram-se matrizes biodegradaveis destinadas a suportar a regenera-
¢do neuronal. Utilizou-se a técnica de electrofiacdo para produzir matrizes de fibras submicro-
métricas a partir de solugdes de poli(e-caprolactona) e de quitosano (CS), em acido acético

concentrado.

Produziram-se matrizes com fibras orientadas aleatoriamente e, utilizando um colector cilindri-
co rotatorio, matrizes de fibras alinhadas. A partir da transformada de Fourier de imagens de
SEM, estudou-se o efeito da velocidade de rotacdo no alinhamento das fibras. A hidrofilicidade

das matrizes foi avaliada pela medicdo dos angulos de contacto.

Foram realizadas culturas primarias de células do hipocampo de fetos de fémeas Murganho
CD1 em matrizes de fibras alinhadas e desalinhadas, com e sem revestimento de poli-D-lisina

e laminina (PDL/Lam).

A matriz de fibras alinhadas de CS sem PDL/lam apresentou os melhores resultados quanto ao
crescimento do axoénio. O alinhamento determina a direccdo do crescimento do axénio bem
como um maior desenvolvimento (maior média de comprimentos). Em geral, a presenca de

PDL/Lam melhora a adeséao celular.

Palavras-chave: electrofiacéo, fibras alinhadas, neurénios do hipocampo, lesédo no SNC
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Desenvolvimento de Suportes Biodegradaveis para Regeneracao do Tecido Neuronal

1. Introducéo

O sistema nervoso central (SNC) dos mamiferos adultos ndo recupera espontaneamente de
uma leséo e, como resultado, os pacientes sofrem, muitas vezes, de perda da sensibilidade ou
da funcdo motora. Este facto motiva o desenvolvimento de novas terapias para além do enxer-
to [1] [2].

Os danos causados por traumatismos do SNC resultam em morte celular e conduzem a uma
resposta do sistema neuronal hostil a regeneracgéo que leva a formacao de uma cavidade e de
uma cicatriz glial. Os principais objectivos de um tratamento eficaz seréo, entdo, reduzir a in-
flamacé&o e prevenir a morte secundaria de células, bem como promover a substituicdo de neu-
rénios danificados, fornecendo factores e substratos apropriados ao crescimento de neurites

para que a estrutura original venha a ser regenerada [3] [4].

A engenharia de tecidos avanca com recursos aplicaveis na area da medicina regenerativa,
através do desenvolvimento de matrizes (scaffolds) sintéticas capazes de suportar e regular o

desenvolvimento celular e a regeneracéo dos tecidos [5].

Estas matrizes devem ter propriedades que permitam uma interac¢do construtiva com o siste-
ma biolégico — devem ser biocompativeis, ter uma biodegradabilidade controlada e da qual
resultem produtos ndo toxicos, causar uma reacc¢do inflamatéria minima (nula de preferéncia) e
possuir porosidade adequada a revascularizacdo e migracéo celular. Também as suas proprie-

dades mecénicas se devem assemelhar as do tecido extracelular [6].

Tendo como finalidade a regeneracdo do tecido neuronal, biomateriais poliméricos tém vindo a
ser estudados tanto in vitro como in vivo. E grande a gama de polimeros disponiveis com pro-
priedades interessantes tendo em conta as caracteristicas exigidas. Os polimeros sédo ainda

passiveis de ser alterados quimicamente, faceis de processar e econémicos [6].

Entre os estudos publicados neste ambito tém sido investigadas matrizes de nanofibras obtidas
por electrofiacdo (em inglés, electrospinning) destinadas a regeneracdo tanto do SNC como do
sistema nervoso periférico (SNP). Varios materiais e graus de alinhamento das fibras podem
ser considerados usando esta técnica. Por exemplo, Prabhakaran et. al. (2008) utilizaram ma-
trizes de nanofibras de poli(e-caprolactona) (PCL) e PCL/Quitosano (CS) onde estudaram o
crescimento de células do sistema nervoso periférico, demonstrando que a combinag¢édo dos

diferentes polimeros pode ser preferivel [7].

A viabilidade das células do SNC em substratos de CS foi estudada por Qianru et.al. (2009).
Células embrionarias de ratos foram cultivadas em fibras obtidas pela técnica de fiagao humi-
da, ndo demonstrando qualquer efeito citotoxico no fendtipo ou nas fungdes celulares. Estas

membranas revelaram assim ter potencial para aplicacdo na regeneracéo do SNC [2].

A influéncia da morfologia da membrana foi testada tendo em conta diversas estruturas com

fibras desalinhadas, alinhadas ou em rede [8] [9]. Foi demonstrado que factores como a ade-
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sdo, proliferacdo, migracdo e diferenciagdo celular sdo influenciados pelo alinhamento das
fibras, pelo seu didametro, densidade, carga superficial e capacidade de libertacao/adsor¢éo de
proteinas [1] [3] [9] [10].

O principal objectivo deste projecto foi o desenvolvimento de matrizes com propriedades que
permitam a adeséo, desenvolvimento e crescimento de células neuronais, com vista a regene-
racdo do tecido neuronal. Desenvolveram-se matrizes com fibras desalinhadas e alinhadas,
prevendo-se que estas Ultimas contribuissem para a conducdo do crescimento do axénio ao
longo da direccéo de alinhamento, providenciando uma melhor e mais rapida conex&o entre as
extremidades dos tecidos lesados. As matrizes foram produzidas usando polimeros biocompa-

tiveis: PCL e CS. Consideraram-se matrizes de PCL, CS e de ambos os polimeros.

O primeiro passo do trabalho foi determinar os parametros para a producdo das matrizes pela
técnica de electrofiacdo com diferentes graus de alinhamento. Uma vez produzidas as matri-
zes, procedeu-se a cultura primaria de células do hipocampo nas mesmas. Posteriormente
realizou-se a analise citoquimica das células cultivadas e procedeu-se a identificacdo da me-
Ihor estrutura para a adeséo e desenvolvimento das células, tendo em conta a sua constituigdo
e morfologia. Considerou-se ainda o efeito do revestimento das matrizes com Poli-D-Lisina e
Laminina (PDL/Lam).

O desenvolvimento das células foi assim avaliado em 12 substratos: 3 constituicdes poliméri-
cas, 2 alinhamentos (fibras desalinhadas e maioritariamente alinhadas) e com e sem revesti-
mento de PDL/Lam.
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2. Sistema Nervoso

2.1 Divisédo e Funcbes

O sistema nervoso é uma rede de comunicacao complexa que se estende a todo o corpo (ver
Figura 2.1).
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Figura 2.1 - Figura ilustrativa do sistema nervoso. Coleccéo didactica — O corpo humano — Geomapas

editora de mapas e guias Ltda.

Contém duas grandes sub-divisbes anatémicas: SNC que consiste no encéfalo e medula espi-
nhal, protegidos pelo cranio e coluna vertebral, respectivamente; e SNP composto por nervos e
ganglios [11].

Tem como funcgédo receber os estimulos internos e externos, processa-los e transmiti-los a di-

versas zonas do corpo.
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O SNC comunica com o SNP (ver Figura 2.2) que se divide em sistema nervoso periférico vis-

ceral ou autbnomo e sistema periférico somatico ou voluntéario (ver Figura 2.3)

- ] - ] Sistema
Encéfalo e medula espinhal (analise e integracéo da informacéo sen-
sorial e motora) Nervoso
Central
Componentes \
Componentes motores
Sensoriais
Nervos e Ganglios Sistema motor Sistema motor Sistema
sensoriais auténomo ou somatico ou Nervoso
visceral voluntario Periférico
Receptores sensori-
ais (na superficie e R
. . Nervos e ganglios Nervos motores
no interior do corpo) .
autbnomos

Efectores
Factores ambientais
internos e externos Mdsculo liso, ,
, . Mdusculo
musculo cardiaco .
A esquelético
e glandulas

Figura 2.2 - Esquema ilustrativo da organizacéo e comunicac¢éo do sistema nervoso. As setas indicam o

“sentido” do envio de informacéo (sinais eléctricos). Adaptado de Purves D. et.al. 2004 [12].
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Figura 2.3 - Esquemas de comunicagdo entre 0 SNC e o SNP auténomo (a esquerda) e entre 0 SNC e 0
SNP somatico (a direita). Colecgdo didactica — O corpo humano — Geomapas editora de mapas e guias
Ltda.

Normalmente consideram-se como unidades béasicas do encéfalo o tronco encefélico, o cerebe-

lo, o diencéfalo e os dois hemisférios cerebrais [12].

Nos lobos temporais do cortex cerebral encontra-se presente o sistema limbico (ver Figura 2.4),
responsavel pelo olfacto, comportamento emocional e pela meméria. De entre os seus consti-
tuintes, o hipocampo é uma das estruturas relacionadas com os processos de aprendizagem e
memaria. Curiosamente, na doenga de Alzheimer, o hipocampo € uma das regides afectadas
[11] [12].

Neste trabalho foram usadas células embrionérias do hipocampo de roedores (Murganho CD1).
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Figura 2.4 - Localizagdo dos constituintes do sistema limbico, inserido no lobo temporal. Retirado de
Saladin K., 2003 [11].

Os nervos transportam os sinais eléctricos emergentes do SNC através dos orificios do cranio
e coluna vertebral para os varios 6rgados e vice-versa. A comunicacdo ao longo dos nervos é
realizada pelas células nervosas — os neurénios. Estes tém trés propriedades fisioldgicas fun-
damentais necessérias a sua fungdo: excitabilidade — devem responder a estimulos; condutivi-
dade — os estimulos levam a producédo de sinais eléctricos que rapidamente se propagam pela
célula; secrecdo — libertacdo de neurotransmissores que ocorre quando o sinal eléctrico atinge

a extremidade final da célula e que irdo estimular a préxima célula.
De acordo com a sua funcdo os neurénios estédo divididos em 3 classes:

= Neurdnios sensoriais ou aferentes — detectam estimulos como a luz, calor ou pressao,
transmitindo informacéo para o SNC. Podem ter origem em quase todos os 6rgéos do
corpo e terminam no SNC.

=>» Interneurdnios ou neurdnios de associacdo — situam-se apenas no SNC. Recebem os
sinais provenientes dos neurdnios sensoriais processando-os, determinando o modo
do corpo responder ao estimulo.

= Neurdnios motores ou eferentes — enviam 0s sinais para os musculos e glandulas.
Transportam os estimulos da resposta do corpo. O seu corpo celular encontra-se no
SNC e os seus axoénios fora dele. Existem diferentes tipos de neurénios motores de

acordo com o alvo [11].

Assim, de acordo com a sua funcéo, o sistema nervoso esta dividido em sistema sensorial,

sistema associativo e sistema motor.
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2.2 Neuroglia

Os neurdnios ndo sé@o as unicas células constituintes do sistema nervoso, estando até presen-
tes em menor nimero em comparagao com as outras células designadas colectivamente por
neuroglia. Trata-se de células de suporte que protegem os neuronios e ajudam a sua funcao.
No feto, as células gliais formam uma matriz que orienta 0s neurdnios imaturos na sua migra-

¢&o para os locais de destino [11] [13] [14].

Da neuroglia fazem parte seis tipos celulares, cada um com uma fungéo diferente. Quatro des-
tes tipos existem no SNC (ver Figura 2.5) :

- Oligodendrdcitos — contém cerca de 15 ramificagfes, cada uma atingindo uma fibra nervosa,
envolvendo-a em espiral, formando uma espécie de folha enrolada sobre si mesma, designada
por folha de mielina. Estas células do SNC produtoras de mielina isolam assim a fibra nervosa
do liquido extracelular e sdo responsaveis também pela manutencéo da sua funcionalidade
[11].

- Astrécitos — sdo as células mais abundantes da neuroglia do SNC. Cobrem toda a superficie
do cérebro e muitas regides ndo-sinapticas’ dos neurénios na matéria cinzenta do SNC. For-
mam um quadro de apoio para o tecido nervoso. As suas extensdes ligam-se as células endo-
teliais dos capilares sanguineos formando uma rede apertada. Estas jung8es contribuem para
a barreira hematoencefalica que controla rigorosamente a entrada no encéfalo de substancias
provenientes da corrente sanguinea. Os astrécitos sdo capazes de converter a glicose do san-
gue em lactato, fornecendo-o aos neurdnios como uma importante fonte de energia; segregam
factores de crescimento que promovem o desenvolvimento dos neurénios e a formacdo de
sinapses. Os astrdcitos sédo igualmente capazes de comunicar electricamente com 0s neuro-
nios, podendo influenciar a sinalizacdo sinaptica. Absorvem substancias quimicas em excesso
do liguido extracelular que os neurodnios libertam aquando da libertacdo de neurotransmissores.
Caso ocorra algum dano no SNC, formam uma densa cicatriz de modo a evitar a propagacéo
do dano neuronal [11] [14].

Os oligodendréticos e os astrécitos constituem a macroglia.

->Células ependimarias — sé@o células cubdides que compreendem a neuroglia epitelial, reves-
tem as cavidades internas do cérebro e da medula espinhal. Produzem o liquido céfalo-

raquidiano.

->Microglia — sdo pequenos macréfagos que se desenvolvem a partir de células do sangue e

fagocitam tecido nervoso morto, microorganismos e outras matérias que sejam estranhas.

Os outros dois tipos de células gliais ocorrem no SNP: células de Schwann (mielinizam os ax6-

nios) e as células satélite (rodeiam o corpo celular dos neurénios em ganglios do SNP) [11].

1 o . . i x . - . - . -
Regido sinaptica — sinapse é uma regido de contacto muito préximo entre a extremidade de um axénio e as dendrites de um neurénio
vizinho ou a superficie de outras células.

10
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Figura 2.5 - Neuroglia do sistema nervoso central. Retirado de Saladin K., 2003 [11].

2.3 Estrutura e constituicdo de um neurénio

O centro de controlo de um neurénio € denominado corpo celular ou pericario, podendo este ter
dimensdes entre 5 a 135 pm de didmetro. Contém um ndcleo central com um grande nucléolo.
No seu citoplasma encontram-se outros organelos como mitocdndrias, lisossomas, complexo
de Golgi, um extenso reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e o citoesqueleto. A organizacao
do citoesqueleto, composto por actina, tubulina e miosina, torna os neurénios distintos das
outras células, uma vez que esta é critica para a sua estabilidade e funcionamento. E aqui, no

corpo celular, que a maior parte das proteinas necessarias aos neurénios sédo produzidas.

Os neurdnios sdo distinguidos pela sua especializacdo na comunicacao intercelular. Este atri-
buto pode ser observado na sua morfologia, na organizacdo especifica dos componentes da
membrana para a transmisséo do sinal eléctrico, e na complexidade estrutural e funcional da

transmisséo de informacao entre neurdnios, as denominadas sinapses.

A ramificacdo dos neurdnios € um atributo necesséario & comunicacéo intercelular especializa-
da. Como tal, o corpo celular da origem ao crescimento de algumas protuberancias denomina-
das dendrites (ou ramificagdes dendriticas). E através das dendrites que um neurénio recebe
informacado proveniente de outros neurénios. Alguns tém apenas uma dendrite, enquanto ou-
tros tém milhares. Quanto maior for a sua arboriza¢do dendritica, mais informacéo pode rece-
ber de outras células (ver Figura 2.6) [11] [12] [13].

Do corpo celular tem também origem o axénio. Este é cilindrico e menos ramificado em quase
todo o seu comprimento, chegando a ter dimensdes entre 1 a 20 um de didmetro e desde al-
guns milimetros até mais de 1 metro de comprimento. Pode, no entanto, dar origem a peque-
nos ramos denominados axonios colaterais. O seu citoplasma é denominado axoplasma e a
sua membrana axolema. Cada neurdnio tem apenas um axoénio podendo, no entanto, ndo ter
nenhum. Um axénio é especializado na ripida conducéo do impulso eléctrico para locais afas-

tados do corpo celular, ou seja, em direc¢édo a arborizagao terminal do neurénio — uma comple-

11
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xa rede de ramificacdes, local que esta em contacto com outros neurdnios. Cada ponta existen-

te nesta arborizagdo tem o terminal pré-sinaptico mais protuberante. No seu interior existem

vesiculas sinapticas contendo neurotransmissores necessarios para a progressdo do sinal

eléctrico para outro neurénio, célula muscular ou glandula [11].

Os neurdnios sédo classificados estruturalmente de acordo com o nimero de ramificagcbes que

emergem do corpo celular. Tem-se entéo:

= Neurodnios multipolares — tém apenas um axoénio e diversas dendrites; € o tipo de neu-

rénio mais comum, sendo deste tipo a maioria dos neurénios do encéfalo e medula es-
pinhal.

Neurdnios bipolares — tém apenas um axénio e uma dendrite; sdo exemplos as células
olfactivas da cavidade nasal, alguns neurénios da retina e neurdnios sensoriais do ou-
vido interno.

Neuronios unipolares — tém apenas uma ramificacdo proveniente do corpo celular que
se bifurca (em forma de T), originando um axo6nio e numa das suas extremidades de-
senvolvem-se dendrites. Uma vez que ha apenas uma longa fibra nervosa, o sinal eléc-
trico ndo passa pelo corpo celular. Sdo neurénios que transportam sinais sensoriais pa-
ra a medula espinhal.

Neurénios anaxoénicos — tém multiplas dendrites e nenhum axoénio. Alguns neuronios

anaxonicos encontram-se no cérebro e retina.

Figura 2.6 - Esquema geral de um neurdnio multipolar. Retirado de Kenneth S. Saladin, 2003 [11].

12
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2.4 Potencial de accéo

A coordenagdo do comportamento de organismos multicelulares requer a troca constante de
sinais entre células individuais. Os neuronios e certas células musculares sao especializados
em gerar e conduzir um sinal, um impulso eléctrico: o potencial de ac¢ao. A alteracédo do po-
tencial eléctrico da membrana ocorre devido a abertura e fecho de canais de ides, transporta-
dores e bombas de ides. Este potencial eléctrico é resultado da diferenca de concentracdo de
iBes entre o interior e exterior da membrana da célula. A amplitude do potencial é praticamente
constante e independente do estimulo. A sua conducao € ndo-decremental, ou seja, a propa-
gacdo de uma célula para outra ocorre sem perda de intensidade e é irreversivel [11] [15] [16]
[17].

Quando um neurénio estd em repouso, o potencial eléctrico ao longo da membrana do axénio
€, aproximadamente, -60 mV (o interior € negativo relativamente ao exterior). Os estimulos
provocam a despolarizacdo da membrana que chega a atingir o potencial maximo de 50mV
(interior positivo relativamente ao exterior da membrana). A despolarizacédo é seguida de uma

rapida repolarizagao, retornando o potencial ao seu valor inicial de -60 mV [15] [16] [18].

Alteracdes no potencial da membrana sédo determinadas pela variagdo da concentracdo de
ibes. Estas concentracdes correspondentes ao estado de equilibrio (potencial de repouso) po-

dem ser vistas na Figura 2.7.

De acordo com o gradiente de concentracéo, o K* tende a sair da célula; no entanto o potencial
negativo no seu interior atrai o0 K" a permanecer ou entrar na célula. Estes dois factores contra-

balancam no potencial de equilibrio [13].

A despolarizacdo da membrana provoca a abertura de canais Na*, que s&o sensiveis a tensao,
iniciando assim variacdo do potencial de accdo. A entrada de Na' despolariza ainda mais a
membrana, e mais canais de Na' s&o abertos. Neste passo, os canais de Na* comegam a ficar
inactivos e os canais de K* comecam a abrir permitindo a saida de cargas positivas, levando a
repolarizacdo da membrana. Perto do pico do potencial (~50 mV) os movimentos de Na+ e K+
compensam-se. Depois deste ponto, ocorre a repolarizacdo com o dominio da saida de iGes
K*. Com esta corrente de K* para o exterior, ocorre hiperpolarizacdo da membrana durante
alguns ms, ocorrendo aqui a activagdo dos canais de Na’, voltando assim ao potencial de re-
pouso [13] [15].

Apesar da membrana da célula ter atingido o potencial de repouso, os ides K* e Na* ndo se
encontram na sua posi¢ao inicial. O transporte activo dos ides contra os gradientes de concen-
tracdo é aplicado mediante uma bomba iénica, a bomba de sddio-potéssio. Por cada trés ides
Na' transportados para o exterior, dois ides K™ séo transportados para o interior; este processo
ocorre com a hidrélise de uma molécula de ATP para ADP. Esta bomba ocorre com alteracbes
da conformagao, exibindo alternativamente a ligagéo para com os trés Na* ou para os dois K.

Esta mudanca pode ocorrer devido a fosforilagcao e desfosforilacdo da proteina [13].

13
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Figura 2.7 — Distribui¢co dos ides dentro e fora da membrana plasméatica dos neurénios, mostrando os
canais i6nicos para Na*, K*, CI" e Ca®*, assim como a bomba Na'/K*-ATPase. As concentraces dos ides
sdo dadas em milimolar, com excep¢éo da concentracao intracelular do ca*. o potencial de equilibrio (E)
é indicado em mV. Retirado de R.L. Squire et. al. 2008 [13].

Os potenciais de accdo movem-se ao longo do axénio a velocidades até 100 m/s. A sua che-
gada ao terminal do axénio leva & abertura de canais de Ca** sensiveis & tensdo, ocorrendo

um influxo de ides Ca®*, causando um aumento localizado da sua concentrag&o.

Este aumento provoca a fusdo de pequenas vesiculas que contém neurotransmissores (subs-
tancias quimicas) com a membrana plasmatica da célula pré-sindptica (emissora), que assim
os liberta para a fenda sinptica. Esta fenda é o espaco que separa a célula pré-sinptica da

célula pos-sinaptica (receptora), como ilustrado na Figura 2.8.

A ligacdo dos neurotransmissores aos receptores do terminal pds-sindptico desencadeia a
abertura ou fecho de canais especificos de i6es da membrana plasmatica da célula pés-
sinaptica, levando a mudanc¢a no seu potencial de ac¢do. Um Unico axénio no SNC pode ligar-
se com varios outros neurénios induzindo respostas em todos eles simultaneamente, bem co-
mo um Unico neurdnio pode receber estimulos de varios outros neurénios modulando assim a
sua resposta [15] [16] [17] [18].

Quanto & velocidade com que o potencial de accao se transmite ao longo da fibra, este depen-
de de dois factores: do didmetro da fibra e da presencga ou auséncia de mielina. As fibras mais

largas de seccdo conduzem o impulso mais rapidamente.
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Figura 2.8 - Estrutura de uma sinapse quimica. Retirado de Kenneth S. Saladin, 2003 [11].

Na superficie dos axonios que estdo cobertos por mielina, a existéncia dos canais de ides é
confinada aos nodos (ou nés) de Ranvier, que sdo espacos sem mielina. Assim, os ibes Na*
entram para o interior do axénio pelos canais existentes no nédulo de Ranvier e a sua difuséo,
sob o0 axolema (membrana plasmética que recobre o axénio), € bastante rpida. O axonio de-
monstra resisténcia para com esta propagacdo, de maneira que o sinal diminui ao longo do seu
percurso. Contudo, com a existéncia de nodos de Ranvier separados por menos de 1 mm, o
sinal proveniente de um nodo ainda é suficientemente forte para provocar a abertura de mais
canais iénicos no préximo nodo. Cria-se assim um novo potencial com a mesma forgca que se
propagara rapidamente até ao préximo nodo de Ranvier. Este modo de conduc¢éo do sinal de-

sigha-se por conducao saltatéria.

2.5 Desenvolvimento de neurdnios

A habilidade das células neuronais para polarizarem € essencial para a organiza¢do do sistema
nervoso. Um dos primeiros e mais bem estudado sistema neuronal é o crescimento de células
neuronais do hipocampo de embrides de roedores. Estes desenvolvem um Unico axénio e al-
gumas curtas dendrites, mantendo as suas caracteristicas estruturais a nivel molecular. Duran-

te a sua maturacao, a sua morfologia muda drasticamente [19].

O processo de maturacéo pode ser dividido em 5 eventos sequenciais, como se ilustra na Figu-
ra 2.9 [20].
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12 etapa — ocorre a formagédo de pequenas protuberancias correspondentes ao desenvolvimen-
to da actina do citoesqueleto (lamelipodia);

22 etapa — as protuberancias desenvolvem-se e dao origem a pequenas neurites imaturas.
Estas alternam com fases de alongamento e retrac¢do, sendo aproximadamente iguais em

comprimento. Nesta fase ainda ndo existem neurénios polarizados.

3?2 etapa — Neste passo, uma das neurites cresce mais que as outras, obtendo caracteristicas
moleculares, estruturais e funcionais de um axonio. Diz-se que ocorreu a polarizacdo do neu-
rénio.

42 etapa — Alguns dias ap0s a formacao do axoénio, as restantes neurites alongam-se lentamen-
te para formar dendrites.

52 etapa — Normalmente o axonio e as dendrites continuam a amadurecer e a desenvolverem-
se nos dias de cultura ap6s o seu isolamento. Por fim, os neurénios cultivados formam ligacdes

sindpticas, estabelecendo uma rede neuronal.

19 Etapa

Lamellipodia
0,25 dias em cultura
Formacdo de Lamellipodia

Neurites imaturas
ﬁ._‘

"N Cone de Formacdo de neurites imaturas
crescimento

2¢ Etapa
0,5 dias em cultura

Neurites imaturas y 3
3¢ Etapa '_\J"\ Cone de crescimento
1,5 dias em cultura

Axdnio Formacdo de um Unico axénio

Dendrites / 2
4¢ Etapa Axodnio

4 dias em cultura " . .
Formagdo de multiplas dendrites

'S
-
-
-
-

('(Axénio

5¢ Etapa 1) -

>7 dias em cultura Maturacde

Dendrites

Figura 2.9 - Esquema ilustrativo do desenvolvimento de um neurénio embrionario ao longo do tempo, em
cultura. Adaptado de Yoshimura et.al., 2006 [20].
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2.6 Citoesqueleto dos neurdnios

O desenvolvimento de caracteristicas morfoldgicas dos neurénios depende de uma complexa
interaccdo entre os diferentes elementos do citoesqueleto. Este € um agregado de estruturas
formado por trés classes de proteinas estruturais: microtdbulos (tubulina), microfilamentos (ac-
tina) e filamentos intermediarios. Cada tipo de elemento do citoesqueleto tem fungbes Unicas
essenciais para o correcto funcionamento do sistema nervoso, interagindo entre si. A sua es-
pecializacao é dinamica, mudando constantemente, e é renovada a uma taxa determinada pelo

metabolismo celular e ambiental [13] [21].

Microfilamentos

O citoesqueleto de actina existe em qualquer célula eucariota. A actina € um dos maiores com-
ponentes do citoesqueleto celular e uma das mais abundantes proteinas celulares. Embora nos
neurénios os microfilamentos sejam bastante abundantes nos terminais pré-sinapticos e na
arborizacdo dendritica, encontram-se também distribuidos por todo o citoplasma dos neurénios

e glia.

Os microfilamentos tém uma funcéo crucial na contractilidade das células, de elevada impor-
tancia sobretudo aquando do desenvolvimento do axénio [20]. A sua regulacdo exacta é es-
sencial em certos processos da célula tais como a migracdo, adeséo e divisao celular. Este tipo
de citoesqueleto tem igualmente um importante desempenho na formacgéo de estruturas celula-

res tais como a lamelipodia, referida anteriormente [22].

A actina existe predominantemente em duas formas: actina monomérica ou G-actina e filamen-
tos de actina ou F-actina que resulta da polimerizacdo da G-actina. Esta Ultima pode ser mar-
cada mediante a utilizacdo de anticorpos. A faloidina € um péptido bi-ciclico que pertence a
familia das toxinas, sendo comummente utilizada como ferramenta de imagem, marcando se-
lectivamente a F-actina com alta selectividade. Usualmente, em microscopia, a faloidina é aco-
plada a um fluoréforo, o qual emite fluorescéncia e, desta forma, permite a identificagdo da F-

actina.

MicrotUbulos

Os microtubulos sao filamento cilindricos polares, com 25nm de didmetro e que podem chegar
a ter algumas centenas de micrémetros de comprimento nos axénios. Sao constituidos por 13
faixas paralelas designadas por protofilamentos. Cada uma é um arranjo linear de sub-
unidades globulares: a e B tubulina. Estas nao sédo estruturas permanentes. Pelo contrario, a
sua dindmica permite a despolimerizagdo e polimerizacdo da tubulina mediante a necessidade
e funcdo da célula em determinados momentos. Este tipo de estruturas séo igualmente res-

ponsaveis pela definicdo da morfologia da célula [11] [13].
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A dinamica dos microtubulos regula os processos de maturacao, incluindo a proliferagao celu-
lar, migracao e diferenciacédo, assim como o trafego intracelular de proteinas e organelos. A
sua estabilizagdo previne a retraccdo axonal e aumento da dimensao do terminal do axénio
ap6s uma lesdo no SNC. A presenca de estabilizadores dos microtubulos, como do Taxol,
promove o crescimento do axonio a partir de neurites inespecificas e a regeneracao de fibras

apos uma lesao [23].

Diferentes proteinas interagem com os microtlbulos, de entre elas as MAPs — microtubule as-
sociated proteins. S&o importantes para a estabilidade dos microtubulos, participando desta
forma na formacédo e organizacdo do citoesqueleto. Proteinas como a MAP-2 e Tau sdo espe-
cificas dos neuronios, encontrando-se compartimentadas em regides distintas, a MAP2 essen-

cialmente nas dendrites e a Tau no axonio [13].
Filamentos intermediarios

Os filamentos intermediarios séo fibrilas de 8 a 12 nm de didmetro podendo atingir alguns mi-
crometros em comprimentos. As suas proteinas constituem uma familia de 5 classes com ex-
pressBes dependentes do tipo de célula e do estadio de desenvolvimento. Os filamentos inter-
mediarios neuronais tém um grau incomum de estabilidade metabdlica, existem por entre os

microfilamentos e assim tém a funcéo de estabilizar a morfologia neuronal [13].

2.7 Transporte axonal

Para a manutencédo de cada neurdnio, o transporte intracelular torna-se num aspecto crucial na
sua sobrevivéncia. Como tal, o transporte de proteinas e de organelos desde o corpo celular
até ao terminal sinaptico é realizado através do axonio, designando-se por transporte axonal.
Este depende essencialmente da existéncia de proteinas motoras e de microtubulos polariza-
dos ao longo dos quais as proteinas de transporte carregam o material. A polimerizagdo dos
microtubulos a partir dos monémeros de tubulina, ocorre nas chamadas terminagfes “positi-
vas”, enquanto que as opostas onde podera ocorrer a sua despolarizagcdo se designa de termi-
nagdes “negativas”. O transporte anterogrado move o material em causa do corpo celular para
locais mais afastados. Este € mediado por uma proteina motora, a cinesina, que se dirige para
as extremidades positivas. No transporte retrégrado ocorre a movimentacdo do material das
extremidades para o corpo celular, sendo este mediado por outra proteina motora, a dineina,

gue circula em direccéo as extremidades negativas do microtabulo [11] [13] [24].

2.8 Engenharia de tecidos e regeneracédo do tecido neuronal

O ciclo celular divide-se em duas fases principais: a interfase e a fase mitética ou mitose. A

interfase consiste no periodo entre o final de uma divisdo celular e o inicio de outra. Processa-
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se em 3 etapas: G1 (sintese proteica), S (duplicacdo do DNA) e G2 (duplicagéo dos centriolos).
A mitose é o processo pelo qual as células se dividem em duas células filhas com cdpias idén-
ticas do DNA. O seu processo envolve 4 etapas fundamentais: profase, metafase, anafase e
teléfase. Uma estrutura fundamental para este processo de divisdo celular é o centriolo, que é

composto por 9 tripletos de microtdbulos, num arranjo cilindrico.

Os neurdnios maturos ndo contém centriolos pois ao atingirem o estado adulto, mantém-se
durante o resto da sua vida no estadio GO. O estadio GO é uma fase do ciclo celular em que a
célula permanece indefinidamente na interfase. Acontece entre a citocinese (divisdo do cito-

plasma) anterior e a fase G1 (ver Figura 2.10).

Mitose e
G2 citocinese
S G1
Interfase G0

Figura 2.10 - Esquema do ciclo celular de uma célula. Os neurénios permanecem indefinidamente no
estadio GO.

Assim, o0s neurénios maduros nao sofrem o processo de divisédo celular. No entanto, sdo célu-

las de longa duracéo, capazes de funcionar por centenas de anos.

N&o havendo divisdo celular dos neurdnios, ndo ocorre formagéo de novo tecido ao longo do
tempo e, como tal, apés uma lesdo axonal, ndo ir4 ocorrer regeneracdo espontanea nesse
local.

Em engenharia de tecidos criam-se matrizes porosas com caracteristicas semelhantes a matriz
extracelular, com a finalidade de proporcionarem aos neurdnios que permanecem viaveis apos
uma leséo, condi¢Bes de crescimento (pontos de adeséo e guias) por forma a que ocorra rege-

neracao dos tecidos afectados.
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3. Engenharia de Tecidos

Nos Ultimos 50 anos tém sido feitos grandes avangos cientificos e tecnolégicos na area dos

materiais aplicados a medicina e biotecnologia.

A inexisténcia de regulamentos nos tempos da Segunda Guerra Mundial até aos anos 60 levou
a que alguns cirurgifes utilizassem metais e polimeros no fabrico de implantes e componentes
médicos, aplicando-os clinicamente. Apesar do sucesso criado em torno destes novos disposi-
tivos, ocorreram também falhas dramaticas. Como tal, os cirurgifes recorreram a cientistas e

engenheiros, iniciando-se uma “colabora¢ao” interdisciplinar.

Equipas interdisciplinares reconheciam ent&o a necessidade de controlar a composi¢éo e pure-
za dos materiais que respondessem as necessidades clinicas. Isto estimulou o desenvolvimen-

to de novos materiais tais como polimeros biodegradaveis.

Mais recentemente os cientistas e engenheiros tém combinado materiais com células vivas e
factores de crescimento como ingredientes da chamada Engenharia de Tecidos. Esta foca-se

na recuperacdo e regeneracao dos tecidos e 6rgéos [25].

A engenharia de tecidos tem ganho elevada importancia ao longo dos ultimos tempos, devido a
sua promissora capacidade de producdo de tecidos que sirvam de suporte a regeneracao de
tecidos biolégicos lesados devido a traumas, defeitos congénitos ou provocados por doencas.

Poderao ainda assegurar alguma funcao do érgao lesado.

Materiais como polimeros ou ceramicos podem ser usados com o propdsito da regeneracéo de
tecidos. Estes devem ser biocompativeis e ndo toxicos para o organismo. Podem ser tanto de

origem natural como sintética [25] [26].

A engenharia de tecidos recorre principalmente a biomateriais degradaveis ja que o seu objec-

tivo € que um tecido artificial implantado dé lugar ao tecido biolégico regenerado.

Os polimeros sé@o a classe de materiais de eleicdo em engenharia de tecidos devido a sua ver-
satilidade e a muitos deles satisfazerem os requisitos exigidos por esta area de desenvolvimen-
to de substitutos temporarios de partes do corpo. Muitos estudos tém sido efectuados tendo em
vista a producéo de matrizes poliméricas destinadas a regeneracéo de tecidos como diferentes

caracteristicas tais como 0 0ss0, a pele ou vasos sanguineos.
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3.1 Polimeros

Os polimeros representam a maior classe dentro dos biomateriais. Diferentes areas de interes-
se biomédico incluem a utilizacédo de polimeros, tais como implantes ortopédicos, dentérios, de

tecidos moles e cardiovasculares.

Podem ter origem natural, como a celulose, a borracha natural e o colagénio, ou sintética, co-
mo a borracha de silicone, poli(etileno teraftalato) (PET), poli-L-acido lactico (PLLA), poli-e-
caprolactona (PCL) e o poli(6xido de etileno) (PEO), entre outros. Entre outras caracteristicas,
alguns destes polimeros sao hidrofébicos (como o PCL por exemplo), e outros sao hidrofilicos

(como o quitosano) [25] [27].

Os polimeros podem ser modulados de modo a alterar as suas propriedades mecénicas e qui-

micas, bem como a sua forma. S&o também leves e inertes [26].

Polimerizagdo é a reaccdo quimica que da origem a uma cadeia polimérica a partir de unidades
estruturais. O polimero é composto por uma longa cadeia que consiste na ligacdo de unidades
estruturais, conhecidas como monémeros. Podem ser homopolimeros (polimeros que conte-
nham apenas um tipo de monémero) ou copolimeros (dois ou mais tipo de unidades repetitivas

diferentes).

Os polimeros sintéticos podem ser classificados em dois diferentes grupos, de acordo com o

seu mecanismo de sintese ou polimerizacéo: polimero de adicdo ou polimero de condensacao.

No primeiro caso ocorre uma reac¢ao em cadeia de ligacdo entre monémeros. Os mondémeros
insaturados reagem através dos estagios de iniciacdo, propagacdo e terminacdo de modo a
produzir o produto final. Os iniciadores da reaccao podem ser radicais livres, catides, anides ou
catalisadores estereoespecificos. Podem formar-se por este processo homopolimeros ou copo-

limeros.

A reaccdo de condensacdo consiste na combinacdo de duas estruturas moleculares, sendo
descartada uma molécula mais pequena. Geralmente as unidades estruturais reagem para
formar uma ligacdo covalente, com a eliminacdo de uma molécula de 4gua, &cido cloridrico,

metanol ou diéxido de carbono. Este tipo de reac¢éo pode dar origem a copolimeros [25] [26].

A engenharia de tecidos recorre a polimeros que selecciona tendo em conta as propriedades

gue melhor se adequam para a aplicagéo especifica.

A escolha dos materiais representa um ponto vital para assegurar o sucesso da regeneracao
do tecido. O design e a sintese de novos polimeros biodegradaveis pode providenciar respos-

tas celulares controladas, o que é um aspecto fulcral Engenharia de Tecidos [1] [25].
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A degradacdo de um polimero, ou seja, 0 processo quimico que resulta na clivagem de liga-
¢cOes covalentes, pode resultar de processos de hidrélise, mecanismos enzimaticos e oxidativos
[25].

Ao escolher um material polimérico biodegradavel para suporte a regeneracao de tecidos é
importante ter em conta que os produtos de degradacdo sejam nado téxicos para 0 organismo

do paciente [25].

3.1.1 Poli (e-caprolactona)

A poli(e-caprolactona) (PCL) é um poliéster alifatico semi-cristalino, com um grau de cristalini-

dade que pode chegar aos 69% [28].

O PCL pode ser produzido por dois métodos diferentes: através da policondensacdo de um
acido hidrocarboxilico, e através da polimerizacéo por abertura de anel (ver Figura 3.1) de uma
lactona (éster ciclico — produto da condensacdo de um grupo funcional alcool e um grupo acido
carboxilico na mesma molécula). As suas propriedades fisicas, térmicas e mecanicas depen-

dem do seu peso molecular e do grau de cristalinidade [28].

A temperatura ambiente, é sollvel em varios solventes tais como cloroférmio, dimetilacetamida,
acetona e acido acético. E insolivel em alcoois e em agua. E um polimero que se degrada por
hidrélise da ligacao éster em alguns meses ou até anos, dependendo do seu peso molecular,
do grau de cristalinidade e das condicGes de degradacdo. Existem diversos micrébios na natu-
reza que séo capazes de degradar completamente o PCL. A sua degradacdo € autocatalisada
por acidos carboxilicos libertados durante a hidrélise. No entanto o processo pode também ser

catalisado por enzimas, resultando numa decomposi¢cdo mais rapida [28].

A toxicidade do PCL tem sido extensivamente estudada. Baseado num largo niumero de testes,
g-caprolatona e poli(e-caprolactona) (ver Figura 3.1) sdo actualmente considerados como néo-
toxicos e biocompativeis. E um polimero com aplicagdes em diversas areas, como por exemplo
no desenvolvimento de matrizes para engenharia de tecidos, sistemas de libertacéo de farma-

cos, adesivos e microelectrénica [25] [28].

O

o—{cH 2}‘—!|

n

e-Caprolactona Polije-Caprolactona)

Figura 3.1 - a) Esquema da e-caprolactona. Através de processos de polimerizacéo, obtém-se b) estrutu-
ra molecular do PCL.

24



Capitulo 3 — Engenharia de Tecidos

Para além de ser um polimero barato as suas propriedades mecanicas, nomeadamente a sua

grande elasticidade, tornam-no apelativo para algumas aplicacdes.

3.1.2 Quitosano

A quitina é o segundo polissacarideo natural mais abundante e é sintetizado através de inme-
ros organismos vivos. Ocorre na natureza como microfibrilas cristalinas ordenadas e é a com-
ponente estrutural dos exoesqueletos dos artrépodes e paredes celulares de fungos e levedu-
ras. As principais fontes de quitina sdo conchas de caranguejo e de camardo, considerados

como lixo na industria alimentar [29].

A quitina tem baixa toxicidade e € inerte no trato intestinal dos mamiferos. E biodegradavel
devido a presenca de quitinases largamente distribuidas na natureza e encontradas em bacté-
rias, fungos e sistemas digestivos de alguns animais. As quitinases estdo envolvidas na defesa
do organismo contra invasfes bacterianas. Como a quitina ndo é facilmente sollvel, o seu de-
rivado desacetilado — o quitosano (CS) — é frequentemente considerado para diversas aplica-
¢cBes [26] [30].

Estruturalmente, a quitina € um biopolimero com unidades de N-acetilglucosamina e de N-
glucosamina (ver Figura 3.2) distribuidas em blocos ou aleatoriamente. Quando as unidades de
N-acetilglucosamina sdo superiores a 50%, o polimero é denominado quitina. Porém, quando
sdo as unidades de N-glucosamina (resultantes da desacetilacdo das unidades N-
acetilglucosamina) superiores a 50%, o biopolimero é considerado quitosano. Este pode ser
preparado com diversos pesos moleculares e graus de acetilacdo. O CS é soluvel em solucdes
diluidas de acidos. A solubilizacdo ocorre devido a facil protonagcdo do grupo NH,. Por este

facto, o polissacarideo é, geralmente, referido como um polieletrdlito [26] [30].
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(a) CH; (b)

(c)

Figura 3.2 - Unidades repetitivas de a) N-acetilglucosamina; b) N-glucosamina; ¢) Estrutura da quitina
parcialmente desacetilada, com grau de desacetilacdo GD. Retirada de Rinaudo M. 2006, [31].

As cadeias poliméricas do CS em solucdo podem ter conformacédo esférica, em espiral ou em
haste, dependendo de dois pardmetros, os de estrutura (grau de acetilacdo e peso molecular) e
os de solucdo (pH, forca idnica, temperatura e solvente). O peso molecular pode induzir mu-
dancas de forma. As conformacdes de baixo peso molecular do CS sdo mais extensas e rigi-
das do que as de maior peso molecular. Por sua vez, um aumento da forca idnica faz com que
a molécula contraia. A solubilidade do polimero depende da conformacéo. [30].

O CS é, no estado sélido, um polimero semicristalino que, por ser solivel em agua, é usado na
producdo de géis, filmes ou fibras, em aplicacBes para as quais a biocompatibilidade é essen-
cial. A sua estabilidade é, geralmente, mais baixa do que a da quitina, devido ao seu caracter

hidrofilico e a sua sensibilidade ao pH. [30].

Este polimero tem diversas aplica¢cdes na agricultura e nas areas cosmeética e biomédica. Por
exemplo, é usado no encapsulamento e distribuicdo oral de farmacos (nomeadamente pépti-
dos) e como adjuvante & cicatrizacéo de feridas [31].

Exibe propriedades importantes para a aplicacdo em engenharia de tecidos, tais como a capa-
cidade de adsorcdo de 4gua e estimulo a actividade bioldgica devido a facil interaccdo inespe-

cifica entre o grupo amina e as células.

3.1.3 PEO - Poli(6xido de etileno)

PEO, PEG ou POE - o seu nome varia consoante a massa molar do polimero em questéo:

abaixo de 20.000 g/mol designa-se por PEG, acima de 20.000 g/mol refere-se ao PEO e a de-
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signagdo de POE é para um polimero de qualquer massa molar. Na Figura 3.3 pode-se obser-
var a sua estrutura quimica. Dependendo de n, varia a sua massa molar. E um polimero obtido

por polimerizacédo do éxido de etileno.

O _H
H O
n

Figura 3.3 - Estrutura quimica do POE. Dependendo de n, a sua massa molar varia, podendo-se designar
por PEO ou PEG (alta ou baixa massa molar, respectivamente).

O PEO ¢ sintetizado por policondensacao durante a qual é necessario manter a cadeia polimé-

rica em suspenséo. Esta reaccdo é catalisada por magnésio, aluminio ou compostos de calcio.

A sua solubilidade em agua e outros compostos polares é devida ao facto de ter uma estrutura
molecular semelhante a da agua, podendo participar em fortes ligagces com o hidrogénio e o

oxigénio em éteres e hidrogénio na agua.

Segundo Duan et. al. [32], a adicdo de PEO a solu¢des de CS em &cido acético possibilitou a
fiacdo na presenca de um campo eléctrico (electrofiacdo) de fibras: a alteracdo de caracteristi-
cas tais como a condutividade na mistura facilitam a electrofiacdo da solugdo com os dois po-
limeros em comparacdo com a electrofiacdo de uma solucdo de apenas CS. Por ser um poli-
mero facil de electrofiar, a inclusdo de PEO em solu¢des poliméricas € muitas vezes uma estra-

tégia usada para produzir fibras por esta técnica muito apelativa em engenharia de tecidos.

Em termos biomédicos, é utilizado em diversos medicamentos farmacéuticos. A sua influéncia
na comunicacao entre as células neuronais apos leséo, por injec¢éo do polimero, foi investiga-
da [33].

3.2 Electrofiacdo — Método de Producao das Matrizes

Apesar dos estudos da aplicacdo de um campo eléctrico a fluidos remontarem a 1745, a pri-
meira patente que descreveu a operagdo desta técnica surgiu em 1934, quando Anton For-
mhals divulgou um aparelho para producdo de filamentos poliméricos tirando vantagem das
repulsdes electrostaticas entre as cargas. O nimero de publicacdes neste campo tem vindo a
aumentar exponencialmente nos ultimos anos, gracas a simplicidade notavel, versatilidade e

potencialidades do uso desta técnica [34] [35].

A electrofiacdo € um método versétil para a producéo de fibras baseado em interac¢des elec-

trostéticas entre elementos de um jacto viscoelastico, uma solug¢do polimérica [34]. Pode ser
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aplicado a uma vasta gama de polimeros naturais e sintéticos, misturas de polimeros ou de
polimeros com outras substancias como por exemplo nanoparticulas metalicas ou ceramicos
[35].

Este processo permite criar fibras que vao desde alguns nandmetros até alguns micrometros,
com interior tanto sélido como oco, sendo excepcionalmente longas em comprimento. A razéo
entre a area da superficie exposta e o volume destas fibras € muito elevada. A deposicao alea-
toria destas fibras numa superficie da origem a matrizes com elevada porosidade e poros de
tamanho reduzido [34] [36]. Estas possuem uma arquitectura similar a que ocorre naturalmente

com as fibrilas de proteinas na matriz extracelular de alguns tecidos [3].

3.2.1 Processo

A Figura 3.4 mostra um esquema da configuracdo basica de uma montagem para levar a cabo
o processo de electrofiacdo. Consiste em 3 componentes principais: uma fonte de alta tenséo,
uma agulha metalica e um colector (ligado a terra). A agulha esta ligada a uma seringa que
contém a solucdo polimérica. Com a utilizagdo de um controlador de fluxo, a solucdo podera
fluir pela agulha a uma taxa constante e controlavel. Uma pequena quantidade de solucéo na
ponta da agulha adquire a forma de uma gota esférica devida a tensdo superficial que tende a
reduzir a superficie exposta do fluido. Quando uma alta tenséo é aplicada a agulha (normal-
mente no intervalo de 1 kV a 30 kV), a gota que se encontra na sua ponta carrega e experi-
menta dois tipos de forcas electroestaticas: a repulsédo entre as cargas na sua superficie, e a
forca devida ao campo eléctrico estabelecido entre a agulha e o colector. Sob accdo destas
forcas, a gota ir-se-a distender adquirindo a forma de um cone designado por Cone de Taylor.
Uma vez ultrapassado um valor limite da tensé@o aplicada, as forcas electroestaticas superam a
tensdo superficial da solucdo polimérica e, assim, forcam a ejeccdo de um jacto de solugdo em
direccdo ao colector [3] [34] [35] [36].

28



Capitulo 3 — Engenharia de Tecidos

Colector plano

Seringa com Agulha ligado a Terra
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Figura 3.4 — Esquema geral do processo de electrofiagdo utilizando um colector plano. Adaptado de Yee-
Shuan Lee et. al., 2011 [3].

Esse jacto electrificado apenas mantém a sua direccdo durante alguns momentos apos ser
ejectado do cone de Taylor. Posteriormente, a sua aparéncia muda significativamente. Sofre
processos de alongamento e “chicoteamento”, levando a formagao de um longo e fino filamen-
to, formando uma espiral que tem a forma de um cone, cuja base se encontra voltada para o
colector. Uma vez que ocorre a evaporacdo do solvente enquanto o jacto é continuamente
alongado, o seu didmetro pode ser grandemente reduzido desde centenas de micrémetros
para algumas dezenas de nandmetros. A fibra é depositada no colector com uma orientacédo

aleatéria, a velocidades que podem ser superiores a 40 ms™ [34] [35].

Para obtencdo de matrizes com fibras alinhadas, o processo deve ser diferente. Teo et.al.
(2006) mostra diversas montagens de electrofiacdo com diversos colectores e também com
possibilidade de utilizacdo de multiplas seringas [37]. Na Figura 3.5 pode-se observar um dos
esguemas mais utilizados para obter este tipo de matrizes. Dependendo do aparelho, o colec-
tor rotatério pode atingir velocidades na ordem das 7000 rpm [38]. O aumento da velocidade de
rotacdo do colector provoca um aumento da velocidade linear na superficie do cilindro. Este
“puxa” a fibra, esticando-a, e enrola-a em redor do cilindro segundo a direc¢édo de rotagéo, pro-

porcionando matrizes com fibras alinhadas.
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Figura 3.5 - Esquema geral do processo de electrofiagdo utilizando um cilindro como colector rotatério. A
velocidade a que este colector roda depende do equipamento utilizado. Adaptado de Yee-Shuan Lee et.
al, 2011 [3].

3.2.2 Parametros de electrofiacéo

A possibilidade de electrofiar uma solucéo polimérica e a regularidade e os diametros das fi-
bras obtidas dependem de diversos parametros, quer da solucéo (viscosidade, tensdo de su-
perficie, condutividade eléctrica e taxa de evaporacao) quer do processo (a alta tensdo aplica-
da a agulha metdlica, o fluxo de solucdo, o didmetro da agulha, a distancia entre a agulha e o
colector, a geometria do colector e 0 seu movimento, bem como a tensdo aplicada ao mesmo),

guer ainda ambientais (temperatura do ar e humidade relativa) [35].

A variacdo da tensdo aplicada a agulha provoca alteragdes no campo eléctrico criado entre a
agulha e o colector, e alteracdes na carga da solu¢do polimérica. Um aumento da diferenca de
potencial aplicada a agulha provoca um aumento da intensidade do campo eléctrico, proporci-
onando uma aceleracdo maior da fibra ejectada em direccdo ao colector. A tensdo aplicada
nao pode ser demasiado elevada para que ndo ocorra a quebra das fibras ( devidas a um fluxo
insuficiente para a extrac¢do imposta pelo campo) nem demasiado baixa, 0 que conduziria a
projeccdo de pequenas gotas de solucdo para o colector (formadas devido & ac¢do dominante
da tenséo superficial nestas condi¢des). Quanto & carga do polimero, esta ir4 provocar uma
repulsdo entre os elementos do fio da solu¢@o que flui da agulha. Este aspecto é importante
para a determinacé@o do didmetro das fibras — mais carga conduzir4 a um maior estiramento do
fio e a fibras mais finas. As forcas viscoelasticas entre as moléculas do polimero na solucgéo,
determinadas pela viscosidade da mesma (a viscosidade depende da concentrac@o do polime-
ro e do seu peso molecular), devem ser fortes o suficiente para impedir a ruptura da fibra du-
rante o seu estiramento mas ndo devem impedir 0 mesmo.
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A quantidade de polimero que flui da agulha depende do fluxo imposto por um controlador.
Entre valores de fluxo vidveis para o processo 0os mais baixos originam fibras relativamente
mais finas do que os mais elevados. Valores demasiado baixos de fluxo conduzem a quebras
na continuidade da fibra e valores demasiado elevados a acumulacéo de solucdo na ponta da
agulha, podendo provocar projecces.

A variacéo da distancia entre a agulha e o colector provoca variacdo do tempo que a fibra leva
a chegar ao colector — tempo de voo. Se por um lado a diminuicdo da distancia provoca uma
diminuicdo do tempo de voo, também induz um aumento do campo eléctrico que, por sua vez,

resulta numa diminuicdo do tempo de voo devida a maior aceleracao na direccédo do colector.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Electrofiacdo

As membranas foram obtidas utilizando a técnica de electrofiacdo, utilizando as montagens das
Figura 4.1 e Figura 4.2. Nestas montagens utilizou-se controlador de fluxo Chemyx Fusion 100
Classic Syring Pump, uma fonte de alta tenséo iseg tlcp 300 304 p, uma seringa B|Braun In-
jekt® de diametro interno 12,74mm e uma agulha de calibre 22 com diametro interno 0,394mm.
O colector plano e o colector cilindrico foram construidos no Grupo de Engenharia de Tecidos
da FCT-UNL.

Figura 4.2 — Montagem de electrofiacdo com um colector cilindrico rotatorio.
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O colector plano tem geometria quadrada, com dimens6es 20x20 cm. Encontra-se ligado a
terra e executa movimentos de rotacdo e de translacdo segundo um eixo horizontal, que lhe
séo conferidos por um sistema com dois motores, permitindo obter matrizes mais uniformes em

espessura.

O colector cilindrico rotatorio tem 7 cm de didmetro e 22 cm de comprimento, possuindo igual-
mente um sistema de translacdo segundo o seu eixo horizontal. Este tipo de geometria permite
produzir fibras com diferentes graus de alinhamento, dependendo da velocidade de rotacéo do
colector. Esta pode ir desde 250 rpm até 4000 rpm. Com o aumento da velocidade de rotacéao,
aumenta a velocidade linear dos pontos na superficie do cilindro, pois v = w -7, sendo w a

velocidade de rotagdo do colector, r o raio do cilindro e v a velocidade linear da sua superficie.

Para cada tipo de matriz produzida no colector cilindrico, utilizaram-se diferentes velocidades
de rotacdo, nomeadamente, 500 rpm, 1000 rpm, 2000 rpm, 3000 rpm e 4000 rpm, para avaliar

o grau de alinhamento em funcéo da velocidade.

Para o estudo das propriedades das matrizes, ambos os colectores foram forrados com papel
de aluminio. Para posteriormente se realizarem culturas celulares em matrizes, estas Ultimas
foram depositadas sobre lamelas circulares de 12 mm de didmetro. Para a obtencdo de matri-
zes desalinhadas, as lamelas foram aderidas ao colector metdlico, isolando-se 0 espaco em

seu redor (ver Figura 4.3).

Figura 4.3 - Colector plano para colocacgdo de lamelas.

Para o caso das matrizes alinhadas, utilizou-se uma fita condutora de cobre para colar as lame-
las ao colector cilindrico. Neste caso ndo foi necessario utilizar o movimento de translacdo. As
lamelas foram colocadas no centro do cilindro em redor da sua superficie. Antes das deposi-

¢Oes em lamelas, esta foram esterilizadas com etanol absoluto, até evaporagéo o excesso.
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4.2 Producdo das matrizes poliméricas

Cada matriz foi preparada a partir de solugdes poliméricas. Usaram-se: PCL (M = 70.000g/mol
— 90.000 g/mol, Sigma-Aldrich), CS (Cognis S) e PEO (M = 2.000.000 g/mol, Sigma-Aldrich).
Em testes preliminares usou-se ainda PEO de mais alta massa molar (M = 8.000.000 g/mol e
5.000.000 g/mol). Como solvente foi utilizado o acido acético glacial (PA Panreac) e agua desti-

lada.

As solugdes foram produzidas adicionando-se inicialmente os polimeros, seguido do solvente,
misturando os componentes e mantendo em agitagdo num agitador magnético até dissolucao

completa. Neste trabalho todas as concentra¢des estdo indicadas em % peso por peso.

4.2.1 Matrizes de PCL

Para a producdo das matrizes de PCL, optou-se por uma solucdo de 23% em 95% de acido
acético (AcAc) em agua destilada (w/w).

Utilizou-se um colector plano ligado a terra para a producdo das matrizes de fibras desalinha-
das. Com base nos resultados de um estudo prévio, fixou-se a distancia da ponta da agulha ao

colector em 15 cm, a tensdo aplicada a agulha em 8 kV e o fluxo em 0,2 ml/h.

Com excepcdo da tensdo aplicada, os restantes parametros foram os mesmos tanto para o
colector plano como para o colector cilindrico. Para este Ultimo, no qual se induziu o alinha-

mento das fibras, fixou-se a tenséo aplicada nos 9 kV.

As solucbes foram utilizadas num periodo de 2 dias apés a sua producdo para evitar a degra-
dacéo do polimero por hidrélise acida.

4.2.2 Matrizes de CS

As matrizes de CS foram produzidas a partir de solugbes contendo uma pequena frac¢éo de
PEO (M = 2.000.000 g/mol) suficiente para permitir a sua fiacdo. Fixou-se a constituicdo da
solugéo em 2,4%CS e 0,3%PEO em 90% de AcAc em agua destilada (w/w).

Todas as matrizes foram produzidas no colector cilindrico, ligado a terra. Utilizou-se uma velo-
cidade de rotacdo de 250 rpm para obter fibras com uma orientacdo aleatéria (desalinhadas).
Nas condi¢bes de producao das fibras a distancia da ponta da agulha ao colector foi de 25 cm,

a tensédo aplicada a agulha foi 19 kV e o fluxo foi de 0,2 ml/h.

As solugdes foram utilizadas num periodo de 1 dia ap6s a sua produgédo para evitar a degrada-

¢do do polimero por hidrélise acida.
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4.2.3 Matrizes de PCLe CS

Para as matrizes, de PCL e CS (PCL/CS) foi também utilizado PEO (M = 2.000.000 g/mol) o
gue permitiu fiar a mistura. A constituicdo da solucéo foi de 2,4%CS, 2,4%PCL e 0,3%PEO em

90% de AcAc em agua destilada.

As condicdes de producéo das fibras foram as mesmas das usadas na producéo das fibras de

CS (distancia da agulha ao colector: 25 cm, tensédo aplicada a agulha: 18 kV e fluxo: 0,2 ml/h).

As solucbes foram utilizadas num periodo de 2 dias apds a sua producdo para evitar a degra-
dacao do polimero por hidrolise acida.

4.3 Medicdo do angulo de contacto

A medicéo do angulo de contacto proporciona uma medida da hidrofilicidade (ou hidrofobicida-
de) da matriz. Consiste numa gota de agua colocada sobre a superficie do material a analisar,
neste caso, sobre as matrizes. Ocorre um balanco entre a tenséo superficial liquido-vapor do
liquido, e a tensao entre a superficie solida e a gota liquida. Esta medicdo pode entdo ser ex-
plicada como o balanco com que as moléculas do liquido sdo atraidas entre si, isto €, uma
forca coesiva, e a forca atractiva por parte das moléculas da superficie em causa, ou seja, a
forca adesiva. Quando as forcas adesivas com a superficie do sélido sdo muito grandes em
comparacdo com as forcas coesivas, o angulo de contacto € menor que 90°, tratando-se de
uma superficie hidrofilica. Pelo contrario, no caso de uma superficie hidrofébica, o angulo sera

maior que 90° (ver Figura 4.4) [25].

Aumento do Angulo de Contacto

Superficie
hidrofobica © >90°

s rfici e ~ 900
hidrofiica  ©<90°

Sélido

Figura 4.4 - Esquema ilustrativo da medi¢do da hidrofilicidade de uma superficie, através da medicdo do
angulo de contacto.

As medidas de angulo de contacto foram efectuadas no aparelho KSV Contact Angle Meter —
Cam 100 (ver Figura 4.5). Fizeram-se 10 medi¢des para cada tipo de matriz (n = 10), com base

37



Desenvolvimento de Suportes Biodegradaveis para Regeneracao do Tecido Neuronal

nas quais foi feito o calculo do valor médio. Os resultados s&o apresentados como o valor mé-
dio + o desvio padrao experimental.

Figura 4.5 - Goniémetro KSV Contact Angle Meter - Cam 100, utilizado para as medi¢Ges do angulo de
contacto.

4.4  Analise da Morfologia por imagens SEM

A morfologia das matrizes foi estudada utilizando imagens de formato .TIF obtidas por micros-
copia electrénica de varrimento (SEM, do inglés, Scanning Electron Microscope) usando o
equipamento JEOL JSM-7001F (ver Figura 4.6). As matrizes, depositadas em papel de alumi-
nio, foram fixadas num porta-amostras com fita condutora de grafite e recobertas a ouro. Foram

depois analisadas recorrendo a um feixe de electrdes acelerado por uma tenséo de 15 kV.

Figura 4.6 - JEOL JSM-7001F Scanning Electron Microscope.
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O diametro e alinhamento das fibras foram determinados recorrendo as potencialidades do
software de andlise de imagem ImageJ, National Institutes of Health, USA.

4.4.1 Diametro das fibras

Para a medicdo dos didmetros das fibras recorreu-se a ferramenta “find edges” do programa
Image J. Desta forma os bordos das fibras ficam destacados e é possivel, com o mesmo pro-
grama, proceder a medicdo da distancia entre eles. Os resultados dos didmetros de uma amos-
tra foram obtidos a partir de 40 medi¢cGes (n = 40), com base nas quais se calculou o valor mé-

dio. Os resultados sdo apresentados como o valor médio +/- o desvio padrdo experimental.

4.4.2 Orientacéo das fibras

O grau de alinhamento de fibras produzidas por electrofiacdo pode ser baseado na medic¢édo do
angulo de alinhamento de um nimero grande de fibras de uma amostra. Métodos estatisticos
podem entdo ser usados para quantificar o grau de alinhamento. Esta informacdo pode ser
apresentada sob a forma de um histograma das medicdes efectuadas, do valor médio e desvio
padrdo dos angulos medidos (que pressupde a assumpcao de uma distribuicdo Gaussiana dos
resultados) ou indicando os paradmetros de ajuste aos valores medidos de uma funcdo de dis-

tribuicdo que os descreva adequadamente [39].

Neste trabalho, e para as fibras de cada composicdo obtidas no colector rotatério a uma veloci-
dade de 4000 rpm (maior alinhamento), procedeu-se a medi¢do do angulo de alinhamento (va-
lores entre 0 e 180°) de, pelo menos 70 fibras, representativas do conjunto, recorrendo nova-
mente ao programa ImageJ. Os resultados sdo apresentados sob a forma de histograma e pela

indicacé@o do valor médio e respectivo desvio padrao.

Ayres et. al. demonstraram como a transformada rapida (ou discreta) de Fourier a 2 dimensbes
(FFT, do inglés Fast Fourier Transform) pode ser usada para analisar o alinhamento de fibras
produzidas por electrofiacéo [38] [40]. Trata-se de uma alternativa ao método de medicédo de
angulos, mais rapida e que permite extrair informacéo acerca do grau de alinhamento preferen-

cial.

Os métodos baseados na determinagédo da FFT sdo amplamente usados na andlise e trata-
mento de imagens. A andlise de Fourier fornece um modo de passar o0 mapa de intensidades
de uma imagem (geralmente 256 niveis de cinzento) do dominio espacial (variaveis x e y) para

o dominio de frequéncia.

Seja f(x,y) com x=0,1,2,...,M-1 e y=0,1,2,...,N-1, uma imagem de dimensées M x N, a FFT de
f(x,y) € F(u,v) e é dada por:
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— YM-1yN-1 —j2m (4 5E) .
F(u,v) = YxZo Xy=o f(x,¥) - e M"N Equacéo 4.1

Este dominio da frequéncia irA mapear a taxa a que varia a intensidade dos pixéis da imagem
no dominio espacial. O espectro de Fourier, € uma imagem com niveis de intensidade propor-
cionais a |F(u,v)| nas posicdes de uma representacdo polar (F(u,v) = |F(u, v)| e/?®). Nesta
representacdo polar, os pixéis correspondentes as altas frequéncias ficam afastados e os das
baixas frequéncias ao centro. A alta frequéncia corresponde a dominios espaciais que exibem
mudancas abruptas na intensidade dos pixéis da imagem original. As bordas, detalhes ou ruido

desta imagem contribuem para o aparecimento de pixéis de alta frequéncia.

Assim, F(u,v) é composto por pixéis na escala de cinzentos que séo distribuidos num padréao
que reflecte o grau de alinhamento presente na imagem de SEM (e também alguns artefactos
devidos a bordos na imagem e ruido). A soma da intensidade dos pixéis do espectro de Fourier
ao longo de direc¢Bes radiais de uma circunferéncia centrada em (u = 0, v = 0) representada
em funcédo do angulo de aquisicdo é entdo usado para obter um grafico de alinhamento. Nestes

graficos a direcgdo preferencial de alinhamento surge sob a forma de um pico pronunciado.

Neste trabalho foram calculados os espectros de Fourier das imagens de SEM usando, mais
uma vez o programa ImageJ, das varias deposicoes e deles extraida informacédo acerca da
existéncia de um angulo preferencial de alinhamento. Os graficos de alinhamento foram obtidos
usando um plug-in desenvolvido no GREAT tendo por base o oval profile plug-in (de William
O’Connell). Os valores dos graficos de alinhamento foram normalizados por forma ao valor

minimo corresponder ao valor 0 (a divisdo dos valores pelo valor minimo retirou-se 1).

O angulo da representacédo polar no espectro de Fourier tal como calculado pelo programa
ImageJ tem uma correspondéncia com o angulo de alinhamento medido com o mesmo pro-
grama. Essa relacéo foi tida em conta para estabelecer a comparacdo entre os angulos de
alinhamento evidenciados num histograma e determinados pela FFT para uma mesma matriz
de nanofibras.

4.5 Densidade aparente e porosidade

Um aspecto da estrutura das matrizes que também foi analisado foi a influéncia do alinhamento
na porosidade. Para tal consideraram-se as fibras de PCL desalinhadas, obtidas no colector
plano, e as fibras obtidas no colector rotatério a 4000 rpm.

A densidade aparente de uma amostra define-se como a relagdo entre a massa da amostra e o

seu volume.

Massa matriz

= Equacado 4.2
paparente Volume matriz quag
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Com base na densidade aparente é possivel calcular a porosidade da matriz. Esta € definida

como a razéo entre o volume dos poros e o volume total da matriz (que inclui o do material e o

dos poros):
. Volume P .
Porosidade = ———272% Equacdo 4.3
Volume Matriz
Para uma matriz de PCL, vem:
. Vol Matriz—Vol PCL ~
Porosidade = Z2umeMatriz—volume PCl _ | _ Paparente Equacéo 4.4

Volume Matriz PPCL

A densidade do PCL, ppc,, é 1,145g.cm™ [41].

Das matrizes com fibras desalinhadas e alinhadas de PCL, retirou-se uma amostra de cada, de
dimensbes (8,0 x 2,0) cm?. A determinacdo da sua espessura foi efectuada com base em 20
medicdes em diferentes pontos da amostra, com a utilizagdo de um micrometro (Mitutoyo Abso-

lute Digimatic).

A incerteza apresentada foi calculada com base na lei da propagacédo de incertezas.

4.6 Cultura primaria de células do hipocampo

Lamelas com deposicdes de fibras das varias composic¢des, desalinhadas e com o alinhamento
resultante da deposi¢cdo no colector cilindrico a uma velocidade de rotacao de 4000 rpm, foram
preparadas como descrito anteriormente. Estas lamelas foram depois usadas nas culturas ofe-
recendo a matriz como suporte a adesao e desenvolvimento de células embrionéarias do hipo-
campo. Para cada composicdo e alinhamento consideraram-se duas condi¢des: matrizes sem

qualquer revestimento e matrizes revestidas com PDL/Lam.

4.6.1 Preparacao das matrizes para a cultura

= Esterilizacdo

Procedeu-se a esterilizagdo das amostras procedendo-se a sua imersdo em etanol a 70% por
10 minutos e seguidamente irradiaram-se entre 30 a 60 minutos com a radiagdo UV emitida por
uma lampada no interior de uma camara de fluxo laminar.

O revestimento efectuado em algumas amostras foi conseguido colocando 50 pL de uma solu-
¢do aquosa contendo 100 pg/ml de PDL e 4 pg/ml de laminina sobre cada amostra na véspera

do dia em que teve inicio a cultura. Estas amostras permanecem a temperatura ambiente (TA)
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durante a noite (overnight). No dia da cultura, foram lavadas duas vezes com &gua purificada
(milliQ) para posteriormente se colocar o0 meio de sementeira (EMEM, 10mM Hepes, 1mM piru-
vato de sédio, 0,5mM glutamina, 12,5uM glutamato, 10% FCS, 0,6% glucose e 750 pL de gen-
tamicina) sobre elas.

4.6.2 Obtencéo das células do hipocampo

A fémea Murganho CD1 gravida de 16 dias foi sacrificada recorrendo a uma camara com CO,.
Posteriormente o abdémen foi esterilizado com etanol a 70%. Com técnica apropriada, retira-
ram-se os fetos que foram, seguidamente, decapitados. As cabecgas foram colocadas numa
caixa de Petri esterilizada contendo CMF-HBSS (HBSS, 1%Hepes). Cuidadosamente remove-
ram-se os cérebros, e posteriormente separou-se a regido do hipocampo do restante cortex,
segundo Fernandes et al. 2009. Transferiram-se os hipocampos para um tubo eppendorf com
1,8 ml de CMF-HBSS e 200 ml de 0,25% tripsina, incubando por 15 minutos a 37°C. Removeu-
se a tripsina e adicionou-se 1 ml de CMF-HBSS, deixando por 5 minutos a TA. Repetiu-se este
ultimo passo mais duas vezes. Com uma pipeta Pasteur procedeu-se a dissociacdo das células
para posterior contagem com azul de Tripano. Semearam-se aproximadamente 5x10* células
em cada lamela de 12 mm, no meio de sementeira. Apds 2-3 horas, o meio foi substituido pelo
meio de crescimento neuronal (meio neurobasal, suplemento B27, 0,5mM glutamina e 750 uL

de gentamicina).

4.7 Observacao morfologica das células

4.7.1 Andlise citoquimica

Com o objectivo de se visualizar o crescimento das células nas membranas ao longo do tempo,
foram retiradas amostras para marcacdo aos 1 e 3 dias (divs). Este procedimento permite
acompanhar o inicio do desenvolvimento dos neurénios e verificar o seu comportamento ao

longo do tempo da cultura.

As células nas amostras retiradas da cultura foram fixadas paraformaldeido (4% paraformalde-
ido em tampao PHEM [ 60 mM PIPES (pH 7.0), 25 mM HEPES (pH 7.0), 10 mM, EGTA, 2 mM
MgCI2 ] com 0,12 M sucrose) a TA, durante 15 minutos. Apds lavagem com PBS, as células
foram permeabilizadas com 0,2% Triton/PBS durante 10 minutos e depois lavadas 3 vezes com
PBS. Este passo ird permitir a inclusdo do anticorpo no interior da célula. Fez-se o bloqueio
com 3% BSA/PBS por 30 minutos. Este passo bloqueia interac¢des ndo especificas de protei-

nas (neste caso, de anticorpo) com a membrana.
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Para marcagéo do citoesqueleto foi utilizada a toxina faloidina dirigida para a actina, numa di-
luicdo de 1:50 em 1%BSA/PBS, durante 1 hora & TA. Para marcacéo dos nucleos das células,
estas foram incubadas com Hoechst 33258 em PBS numa diluicdo de 1:1000 durante 2 minu-
tos a TA. Depois de 3 lavagens com PBS, fez-se a montagem das lamelas em laminas utilizan-
do um meio de montagem contendo [2.5% 1,4-diazabicyclo-[2.2.2]octane/150 mM Tris (pH
8.0)/30% glycerol] para reduzir a perda de fluorescéncia inerente a técnica. As imagens foram
observadas sob um microscopio vertical equipado com um campo de epifluorescéncia (Zeiss,

modelo Axio Scope Al), possuindo uma camara digital integrada (Leica, modelo DFC490).

4.7.2 Avaliacdo do desenvolvimento axonal

= Medigdo do comprimento

O comprimento dos axonios foi medido recorrendo, uma vez mais, ao programa ImageJ. Os

dados sédo representados num grafico com os respectivos desvios padrao.
= Tratamento estatistico

Foram usados os testes t de student e ANOVA para avaliar o significado estatistico das dife-
rencas entre resultados. Estes testes devolvem o valor de p que indicam a probabilidade da
diferenca entre grandezas (valor médios com o0s respectivos desvios padrdo) ser estatistica-
mente significativa. E aceite como diferencas estatisticamente significativas aquelas a que cor-
responde um p<0,05, isto é, quando existe apenas 5% de probabilidade das grandezas serem

iguais.

4.7.3 Microscopia electrénica

A morfologia das células foi também estudada através de imagens de SEM obtidas sob as
mesmas caracteristicas que as matrizes poliméricas (mesmo aparelho, mesma tensao de ace-
leracdo). Apos a fixacdo das células ao 3° dia de cultura e lavagem com PBS, foi necessario
proceder & sua desidratacdo com recurso ao etanol. Efectuou-se um tratamento com duas con-
centragfes de etanol — 50% e 75% — por periodo de 10 minutos. Por ultimo ficaram durante 30
minutos em etanol 100%, deixando-se evaporar 0 excesso. Este processo previne que o cho-
gue osmético nao seja forte o suficiente para que ocorra o rompimento da membrana citoplas-

matica.

As lamelas foram fixadas num porta amostras com fita condutora de grafite e recobertas a ou-
ro.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Parémetros para a obtencdo das matrizes

Para a producdo de matrizes com boas caracteristicas — fibra continua, regular em diametro e
que resultem em deposicdes espalhadas numa area consideravel do colector (as deposicoes
de solugBes de polimeros de peso molecular elevado tendem a ser muito localizadas) — proce-
deu-se ao estudo dos parametros necessarios a técnica de electrofiagcdo. Os 3 principais para-
metros a estudar sdo: concentracdo do polimero, tensdo aplicada, fluxo da solucéo e distancia

entre a ponta da agulha e o colector.

5.1.1 Matrizes de PCL

Para as matrizes de PCL, comecou por se estudar a deposigdo num colector plano partindo de
parametros iniciais que vém de estudos efectuados anteriormente no grupo — concentracao:
20%PCL em acido acético glacial; tensdo aplicada: 6,0 kV, distancia agulha-colector: 15 cm e
fluxo: 0,3 mi/h.

Com a tensao aplicada a 6 kV, as fibras apresentam didmetro regular sem ocorréncia de pro-
jeccbes. Contudo, o seu didmetro era demasiado grande (aproximadamente 4 um) em compa-
racdo com as fibras de CS (ver Figura 5.4). Para tensdes superiores a 9 kV, o jacto torna-se

descontinuo e origina fibras bastante irregulares (ver Figura 5.1).

Figura 5.1 - Efeito da alta tensdo na morfologia das fibras de 20%PCL em &acido acético glacial. Distancia
agulha-colector: 15cm; fluxo: 0,3ml/h. Tensé&o aplicada: a) 6kV; b) 12kV (barra de escala - 20um).

Sendo o fluxo utilizado j& bastante baixo, uma das formas que se encontrou para tentar diminu-

ir o didmetro das fibras e também aproximar os solventes utilizados para as diferentes matrizes
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foi incluir uma pequena percentagem de agua. No entanto, esta nao pode ser demasiado gran-
de visto que o PCL é hidrofébico (ver confirmacéo na Figura 5.11) e, consequentemente, inso-

lGvel em agua.

A viscosidade de solugdes com a mesma concentracdo de PCL é superior quando se usa co-
mo solvente acido acético glacial relativamente a resultante da dissolu¢éo no acido com agua.
Assim, tendo em vista a obtenc&o de fibras regulares, estudou-se a fiacdo de solu¢cbes com
concentracdes de 23% e 25% de PCL em 90% AcAc.

Figura 5.2 - Efeito da alta tens&@o na morfologia das fibras de 23%PCL em 90%AcAc. Distancia da agulha
ao colector: 15cm; fluxo: 0,1ml/h; Tens&o aplicada: a) 8kV; b) 9kV; c) 10kV.

Na primeira (23%PCL), apenas foi possivel iniciar a deposi¢édo aos 8 kV para um fluxo de 0,1
ml/h. Para valores mais baixos de tenséo, o jacto ndo era ejectado. Diminui-se o fluxo porque
ocorria formagdo de uma pequena gota na ponta da agulha. Esta continuava a formar-se mes-
mo com este baixo fluxo e com a tensdo de 9 kV. Como se pode observar nas imagens da
Figura 5.2, as fibras obtidas eram extremamente irregulares, contendo por¢des muito finas e
outras com didmetros bastante maiores. Experimentou-se aumentar o fluxo para 0,2 ml/h e
0,3ml/h para tensbes superiores. No entanto, ndo se obteve melhores resultados quanto & mor-

fologia das fibras.

Também a solugcdo com 25%PCL em 90%AcAc deu origem a fibras irregulares, com existéncia
de fusos e projecgBes. Assim, diminui-se a percentagem de 4gua no solvente para 5% na solu-
¢do de 23%PCL, iniciando o seu estudo com uma tensdo de 6 kV e um fluxo de 0,1 mi/h, sem-

pre com os 15 cm de distancia.
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Como se pode observar na Figura 5.3, para os valores de tensdo mais elevados — 10kV e 12kV
(imagens c) e d),respectivamente), as fibras comecam a ser irregulares em diametro. Para 6kV
e 8kV, as fibras apresentam-se boas, regulares e sem projec¢des, tendo melhorado significati-
vamente a sua morfologia em comparagéo com as da solugao de 23%PCL em 90%AcAc.

Figura 5.3 - Efeito da alta tens@o na morfologia das fibras de 23%PCL em 95%AcAc. Distancia da agulha
ao colector: 15cm; fluxo: 0,1ml/h; Tens&o aplicada: a) 6kV; b) 8kV; c) 10kV; d) 12kV. Barra de escala:
5um.

Analisou-se também o efeito da variagdo do fluxo tendo-se fixado as condi¢gbes de producao
das matrizes de PCL no colector plano a partir da solugéo de 23%PCL em 95%AcAc em: 8 kV
para a tensdo aplicada, 15 cm de distancia entre a ponta da agulha e o colector e 0,2 ml/h de

fluxo.

Para a obtencéo de fibras no colector cilindrico, utilizou-se a mesma distancia e o mesmo fluxo,
usando-se, no entanto, tensdes ligeiramente superiores, na ordem dos 9kV. Note-se que a
configuragdo do campo eléctrico depende da geometria dos eléctrodos. O aumento do potenci-

al possibilitou direccionar mais as fibras para o colector.
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5.1.2 Matrizes de CS

Como ja foi referido, a incorporagéo de uma pequena quantidade de PEO nas solugdes de CS
permite, de forma relativamente simples, a electrofiacdo das mesmas [32].

Tendo em conta o know how existente no grupo, iniciou-se o estudo da deposi¢cdes com solu-
¢bes com 2,0%CS e 0,25%PEO (M=8.000kg/mol) em 90%AcAc. No colector plano com o0s
seguintes parametros — tenséo aplicada: 16 kV; distancia da agulha ao colector: 25 cm e fluxo:
0,2 ml/h.

Como se pode verificar na Figura 5.4, entre 18kV e 14kV obtém-se boas fibras, com didmetro
regular e sem projeccdes de solucdo. No entanto, para valores a partir de 20kV, as fibras de-
positadas comecam a apresentar didmetros irregulares. Para valores inferiores a 14V ocorria
acumulacdo de gota da solucdo na ponta da agulha e consequentemente projeccdes de solu-

¢do na deposicdo (mancha circular na parte superior da Figura 5.4 ) ).

Spm

Figura 5.4 - Efeito da alta tensdo na morfologia das fibras. Distancia agulha-colector: 25cm; fluxo:
0,2ml/h. Tensé&o aplicada: a) 20kV; b) 18kV; c) 16kV; d) 14kV; e) 12kV.

Como se pode observar na Figura 5.5, o fluxo influencia o didmetro das fibras: com um fluxo de
0,1ml/h obtém-se fibras mais finas do que com o fluxo de 0,3 ml/h. No entanto, com 0,3 ml/h as

deposicdes efectuadas a 16 kV e a 18 kV mostram projecc¢des e fibras irregulares.
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Spm

Figura 5.5 - Efeito do fluxo na morfologia das fibras. Distancia agulha-colector: 25cm. a) 18kV, 0,1ml/h; b)
18kV, 0,3ml/h; c) 16kV, 0,1ml/h; d) 16kV, 0,3ml/h.

Fixaram-se assim as condi¢des de producdo das fibras de CS no colector plano a partir da
solugcédo de 2,0%CS e 0,25%PEO (M=8.000kg/mol) em 90%AcAc em 18kV, 25cm e 0,2ml/h.

Estas deposi¢Bes possuem fibras de didmetro regular, sem projec¢des ou fibras fundidas.

Na tentativa de utilizar a menor quantidade possivel de PEO, estudou-se a influéncia da massa
molecular do PEO na qualidade das fibras. Utilizaram-se as massas molares de: 8.000kg/mol,

5.000kg/mol e 2.000kg/mol. Os resultados encontram-se condensados na Figura 5.6.

Na sequéncia de um jacto bastante direccionado para o colector, que praticamente ndo execu-
ta o tipico movimento de chicoteamento durante a fiagdo, a solucdo de CS com PEO de
8000kg/mol mostra um padréo de deposicdo em espiral, como se pode observar na Figura 5.6.
Para as massas molares menores, as deposi¢des tornam-se menos direccionadas e este pa-
dréo tende a desaparecer. Decidiu-se assim usar o0 PEO de 2.000 kg/mol para produzir as ma-

trizes.
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Figura 5.6 - Influéncia da massa molar do PEO das fibras produzidas por electrofiagdo. A solugdo, em
90%AcAc contém 2,0%CS e 0,25%PEO de a) e al) 8.000kg/mol; b) e bl) 5.000kg/mal; c) e cl)
2.000kg/mol. As imagens da esquerda correspondem a uma ampliacdo de 100x e as da direita a uma
ampliagéo de 500x.

Como as deposic¢des no colector plano apresentam superficies de deposi¢do pequenas, a car-
ga transportada pelas fibras ndo escoa facilmente. Para as deposi¢des mais longas a repulsdo
imposta as fibras pelas j4 depositadas faz com que a deposi¢cdo adquira uma forma conica
saliente da superficie do colector. No colector cilindrico, com movimento de rotacéo esta situa-
¢do ndo acontece. Assim optou-se por efectuar todas as deposi¢des no colector cilindrico, pro-

duzindo até as fibras desalinhadas neste colector num regime de baixas rotacdes.

Procedeu-se a um Ultimo ajuste da composi¢do da solu¢édo que se fixou 2,4%CS e 0,3%PEO, o
que permitiu diminuir o nimero de ocorréncia de pequenas e pontuais projeccdes que ocorrem
ao electrofiar esta solugdo. Os parametros usados na produc¢éo das matrizes no colector rotato-
rio foram os anteriormente estabelecidos para o colector plano: 18 kV de tensdo aplicada, 25
cm de distancia entre a agulha e o colector e 0,2ml/h de fluxo.
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5.1.3 Matrizes de PCL/CS

Para estas matrizes, utilizou-se o0 mesmo solvente e a mesma concentracdo de CS e PEO que
para a solucao de CS. A concentragdo de PCL estabeleceu-se igual a de CS. A adicdo de PCL
nesta concentragdo praticamente ndo traz alteracdes a viscosidade da solucdo e esta pode ser

fiada com os mesmos parametros do processo dos usados para a solucéo de CS.

Em resumo, a composicdo da solucdo usada fixou-se em 2,4%PCL, 2,4%CS e 0,3% de PEO.
As matrizes foram produzidas no colector cilindrico com os seguintes parametros de processo:
um fluxo de 0,2 mi/h, 18 kV de tenséo aplicada a agulha e 25 cm de distancia entre a ponta da

agulha e o colector.

5.2 Andlise da morfologia por imagens SEM

Obtiveram-se imagens SEM dos 3 tipos de matrizes (3 composi¢cbes: PCL, CS e PCL/CS),
cada um com 6 graus de alinhamento diferentes. Estas imagens foram analisadas por forma a
obter informacado acerca do didmetro das fibras e sobre os graus de alinhamento conseguidos

em cada conjunto.

5.2.1 Avaliacédo do diametro das fibras

Os diametros das fibras de cada tipo foram medidos para as fibras de menor grau de alinha-
mento (desalinhadas) e maior grau de alinhamento, obtidas para uma velocidade de rotacéo do
colector cilindrico de 4000 rpm (alinhadas). Na Tabela 5.1 encontra-se a média dos diametros
obtidos (D) e correspondente desvio padréo (o). Na Figura 5.7 encontram-se as imagens e 0s
histogramas das medicGes realizadas. Para a largura de cada barra do histograma foi usado

metade do valor do correspondente desvio padrao.

Tabela 5.1 - Didmetros médios das fibras desalinhadas e alinhadas para os 3 tipos de matrizes e conduti-

vidade das respectivas solugdes.

Matriz PCL Cs PCL/CS
D/um o/um D/um o/um D/um o/um
Desalinhada 0,69 0,09 0,13 0,03 0,42 0,09
Alinhada 0,26 0,05 0,13 0,02 0,38 0,06
Condutividade 1,30uS/cm 274uS/cm 242uS/cm

Como se pode constatar, has matrizes desalinhadas, as fibras de PCL sdo aquelas que tém um
maior didametro (D = 0,69 pm). Estas foram as unicas que foram produzidas no colector plano e

portanto sob um campo eléctrico de configuracéo diferente.
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Figura 5.7 - Imagens de SEM das matrizes e respectivos histogramas relativos aos didmetros das fibras:
a) desalinhadas; b) alinhadas. Todas as imagens tém uma ampliacdo de x 5000 excepto a PCL a) cuja
ampliagcéo é x 2000.

Entre as fibras desalinhadas produzidas no colector cilindrico a 250 rpm, as de CS (D = 0,13
pum) tém menores didmetros do que as de PCL/CS (D = 0,42 um), por transportarem maior
carga (maior condutividade). As fibras de PCL da matriz desalinhada apresentam alguma irre-
gularidade no didmetro ao longo do comprimento da fibra (ver Figura 5.7-a) ) como j& se tinha
verificado que acontecia, aquando do estabelecimento dos pardmetros de fiagdo, quando o

solvente possui agua.
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O didmetro das fibras alinhadas de PCL diminui consideravelmente em relacdo ao das fibras
desalinhadas. Para além da configuracdo do campo, a principal razéo para este facto € a ten-
sdo mecéanica (estiramento) que as fibras alinhadas sofrem pela rotagdo que faz aumentar o

seu comprimento e diminuir a secgdo recta.

Quanto as fibras de CS, as alinhadas apresentam um valor médio de didmetro muito préximo
do das matrizes desalinhadas que ja sao bastante estreitas. A relativamente elevada condutivi-
dade das solucBes de CS e, consequentemente, a carga relativamente elevada que transpor-

tam, estd na origem de ambos os efeitos.

Ja o efeito do aumento da velocidade de rotagdo do colector no didametro das fibras de PCL/CS
tendeu a diminuir percentualmente um pouco o didmetro. No entanto a diferenca entre os dia-
metros médios continua a ser pouco significativa estatisticamente. Esta diferenca explica-se

pelo pequeno decréscimo na condutividade da solugcédo imposta pela presenca do PCL.

5.2.2 Avaliagéo do alinhamento das fibras

Os angulos de alinhamento medidos para as fibras alinhadas (colector rotatério a 4000 rpm)
sdo mostrados no histograma da Figura 5.8. Na mesma figura sdo apresentadas as imagens
de SEM, os espectros de Fourier (depois de efectuada a correc¢ao da linha de referéncia para
a medicao dos angulos) e o gréafico de alinhamento, obtido tal como explicado na seccdo de
materiais e métodos. Este Ultimo gréafico esta sobreposto ao histograma mostrando-se assim,

num arranjo grafico, o resultado das duas anélises efectuadas.

Comparando os dois métodos de avaliacdo do alinhamento das fibras, podemos concluir que
de ambos se conseguem extrair valores semelhantes para o angulo preferencial de alinhamen-
to — o valor médio dos angulos representados nos histogramas (indicado do topo dos mesmos)

€ préximo do méximo de intensidade do grafico de alinhamento (indicado no topo).

A 4000rpm, as fibras sdo depositadas e esticadas circunferencialmente na superficie do cilin-
dro, sendo dificil, no entanto, um alinhamento perfeito de todas as fibras. Na andlise feita as 3
matrizes, ocorre um pico bem definido para um determinado angulo, sempre préximo dos 90°,

como era pretendido.

Os espectros de Fourier, assim como os correspondentes graficos de alinhamento foram tam-
bém analisados para as matrizes com fibras desalinhadas. Os resultados da analise juntamen-

te com a correspondente imagem de SEM encontram-se na Figura 5.9.

Como é possivel observar pelos gréficos de alinhamento, relativos as matrizes desalinhadas,

ndo se consegue identificar um angulo de alinhamento preferencial.

De seguida foram obtidos os espectros de Fourier para as restantes matrizes obtidas para dife-
rentes velocidades de rotacdo do colector. Estes, juntamente com as imagens de SEM, mos-

tram-se na Figura 5.10.
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Figura 5.8 — Avaliacdo do grau de alinhamento das fibras alinhadas a partir a) da Imagem de SEM (x

2000); b) do espectro de Fourier e ¢) do histograma dos angulos de alinhamento e grafico de alinhamento

(ver texto).
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Figura 5.9 — Andlise de Fourier das fibras desalinhadas. a) Imagem de SEM (x 2000), b) espectro de

Fourier de a) e c) gréafico de alinhamento.
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Figura 5.10 — Espectros de Fourier em fun¢éo da velocidade de rotacéo.
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E de notar que, para baixas rotagdes, consegue-se mais facilmente alinhar fibras de PCL do
que as fibras de CS. Este comportamento é explicavel pelo facto de as fibras de CS acumula-
rem mais carga (maior condutividade da solugao) e, como tal, o estiramento devido a repulsao
electrostatica € maior para este polimero do que para o PCL. Durante 0 voo o0 movimento de
“chicoteamento” é, por isso, maior para o CS do que para o PCL, dai haver maior dificuldade

em alinhar as fibras de CS.

5.3 Densidade e porosidade das matrizes

A densidade aparente e a porosidade foram calculadas para as matrizes desalinhada e alinha-
da de PCL.

Com base na medic&o do volume (espessura, largura e comprimento) de uma amostra de cada
matriz e através da lei de propagacédo das incertezas, chegou-se aos seguintes resultados:

Tabela 5.2 - Valores obtidos para a densidade aparente e porosidade das matrizes de PCL.

Matriz desalinhada PCL Matriz alinhada PCL
Densidade aparente 0,114 + 0,004 g.cm™ 0,187 + 0,011g.cm™
Porosidade 90,0% 83,7%

A densidade aparente da matriz alinhada € superior, visto que o alinhamento das fibras propor-
ciona um maior “empacotamento” das mesmas numa igual por¢cdo de volume. A porosidade é

assim menor para as matrizes de fibras alinhadas.

Apesar do decréscimo da porosidade os valores medidos ainda sao elevados provavelmente
devido a existéncia de um numero ainda significativo de fibras angularmente dispersas na ma-

triz de fibras (essencialmente) alinhadas.

5.4  Angulos de contacto

Os resultados das medicdes de angulo de contacto estédo condensados na Figura 5.11.

Na medicao do angulo de contacto das matrizes alinhadas, ha que ter atencéo a direc¢do do
alinhamento das fibras, isto é, se o alinhamento é paralelo ou perpendicular ao plano da lente
da camara. Este factor € importante na medida em que a gota de Agua espraia-se ao longo das

fibras, havendo uma notéria variagdo do angulo de contacto consoante o alinhamento relativo.
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Figura 5.11 - Resumo dos ensaios dos angulos de contacto medidos para as fibras desalinhadas e para
as fibras alinhadas. Para as fibras alinhadas as medi¢des foram efectuadas colocando a amostra por
forma a que a direccdo do alinhamento fique paralela ao plano da lente da cdmara e por forma a que a
direc¢do do alinhamento fique perpendicular ao plano da lente da camara.

Tabela 5.3 - Valores médios dos angulos de contacto para as matrizes poliméricas.

Valor Médio (°) PCL PCL/CS CS
Matriz desalinhada 137+6 68+6 48+7
'\S::;Zelai'r:r;?: 12745 484 4015
Matriz alinhada 13648 8947 5848

perpendicularmente

Como se pode observar, nas matrizes desalinhadas e alinhadas, a média dos angulos de con-
tacto referentes ao PCL s&o significativamente maiores do que os medidos para as matrizes de
CS e PCL/CS, demonstrando um cariz extremamente hidrofébico (dngulos superiores a 90°).

Sendo uma matriz com caracter tdo hidrofobico, a pequena variacdo que houve dos angulos da
matriz alinhada e desalinhada é desprezavel.

Uma vez que o CS é um polimero com grupos O e OH na sua constituicdo, é-lhe possivel criar
ligacBes quimicas com a dgua. A medi¢édo do angulo de contacto da matriz de CS revelou valo-
res inferiores a 90° tanto para as matrizes com fibras desalinhadas como para as alinhadas. Na
matriz alinhada, nota-se uma variacdo de mais de quase 20° caso a medicao seja feita com as

fibras paralelas (40°) ou perpendiculares (58°) a lente da camara. Isto porque a gota de 4gua
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estende-se com alguma facilidade ao longo das fibras alinhadas, sendo um pouco absorvida,
demonstrando angulos mais pequenos com a superficie no caso das fibras paralelas a lente.

Quanto a matriz de PCL/CS, o valor médio dos seus angulos de contacto situa-se entre os das
outras duas matrizes, sempre inferiores aos da matriz de PCL e sempre superiores aos da
matriz de CS, como seria de esperar. Contendo grupos OH do CS, ira ocorrer absorcao de
agua que ndo ocorreu nas matrizes de PCL. Contudo, contendo também PCL, este da um ca-
racter mais hidrofébico a esta matriz que as matrizes de apenas de CS.

5.5 Analise do desenvolvimento da cultura primaria de neurénios nas matrizes de
PCL, CS e PCL/CS.

As matrizes produzidas, para além da sua constituicdo polimérica apresentam diferentes carac-
teristicas morfoldgicas. Como a capacidade dos neurénios aderirem as matrizes é fundamental
para o estudo, decidiu-se ainda considerar o revestimento das fibras com compostos usual-
mente utilizados para permitir a correcta adesao destas células aos materiais de cultura (i.e.
vidro e plastico), a poli-D-lisina (PDL) e a Laminina (Lam). Esta Ultima molécula faz parte da

matriz extracelular e facilita a extensdo das neurites das células nervosas.

Na analise do desenvolvimento da cultura primaria de neurénios nas diferentes matrizes, pre-
tendeu-se pois correlacionar as caracteristicas dos materiais com a adesao e crescimento das

células neuronais embrionarias. Para tal, avaliou-se a influéncia:

1. da constituicdo das matrizes (polimeros).
2. do alinhamento das fibras em matrizes com a mesma constituicdo;

3. do revestimento das matrizes com PDL/Lam.

A adesdo celular foi avaliada por observagéo e contagem do nimero de células por campo. No
crescimento celular observou-se a orientacdo dos axonios e a sua extensdo. A analise foi feita
ao 3° div pois, como visto anteriormente (Figura 2.9), nesta altura serd de esperar encontrar
células com varias ramificacdes provenientes do corpo celular nomeadamente varias dendrites

€ um Unico axénio ja bem definido.

5.5.1 Andlise da adesao celular as matrizes poliméricas

Os resultados obtidos para a contagem do nimero de células estdo apresentados na Figura
5.12.
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Figura 5.12 - Determinagdo do nimero de células cultivadas nas matrizes, ao 3°div.

Os resultados obtidos permitem extrair as seguintes conclusfes principais:

- As matrizes de PCL foram as que demonstraram uma menor adesao celular a matriz. Nes-
tas matrizes, nem o revestimento com PDL/Lam nem o alinhamento produzem alteractes
significativas na adesdo celular. Uma razao para esta fraca adesao celular podera ser o
facto de estas matrizes serem hidrofébicas (como revelaram as medi¢ces de angulo de
contacto). Este aspecto € importante visto que tanto o meio de cultura como o revestimen-
to de PDL/Lam s&0 meios aquosos.

- A matriz de CS com fibras alinhadas apresentou uma adesao celular muito superior a cor-

respondente matriz de PCL, tanto com PDL/Lam como sem revestimento.

- A adesdo na matriz de CS néo revestida com PDL/Lam é inferior a verificada no controlo.
Porém, a adeséo é favorecida pelo revestimento das fibras com PDL/Lam - quando reves-
tidas, as fibras de CS alinhadas foram as Unicas que revelaram uma adeséao celular supe-

rior a do controlo.

- Considerando as fibras de diferentes materiais revestidas com PDL/Lam, a seguir as de
CS as que demonstraram uma melhor adeséo celular foram as de PCL/CS e, por ultimo,
as de PCL.

Resta ainda salientar que a existéncia de aglomerados de células dificulta bastante a contagem
do ndimero de células por campo. Foram observados aglomerados sobretudo nas matrizes de
CS, o que podera sugerir que haja, neste caso, uma tendéncia para as células se agruparem
antes de aderirem.

De modo a observar a interac¢édo das células com as diferentes fibras obtiveram-se imagens de
SEM, as quais se mostram na Figura 5.13.
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Figura 5.13 - Imagens de SEM obtidas para os 3 tipos de matrizes, com revestimento de PDL/Lam.

E visivel, em todas as imagens da Figura 5.13, que as extremidades das células se encontram
distendidas sobre as fibras em seu redor. Pode-se constatar que as células neuronais intera-
gem com diversas fibras em simultaneo. O facto das células embrionérias crescerem (estadio 2

e 3) em fibras com didmetros inferiores & média do didmetro do axénio, promove a adeséo quer
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das dendrites quer do axonio que se desenvolve ao longo das fibras do substrato. E, no entan-

to, dificil identificar o axénio em toda a sua extenséo.

A marcacgédo dos neurénios com faloidina, que se liga e identifica aos filamentos de actina, per-

mite observar por microscopia de fluorescéncia os neurofilamentos.

5.5.2 Analise do desenvolvimento celular nas matrizes poliméricas

Os neuronios em desenvolvimento nas matrizes foram observados recorrendo a marcagcao com
faloidina que identifica os filamentos de actina (cor vermelha) (o que permite avaliar o cresci-
mento dos axénios) e com Hoechst 33258 que marca os nucleos (cor azul).

Apresentam-se em seguida algumas imagens exemplificativas das células cultivadas nos dife-
rentes tipos de matrizes.

E de notar que, devido as suas caracteristicas, o crescimento das células nas matrizes ocorre
por vezes com a extensado das neurites a diferentes profundidades na matriz. Este tipo de cres-
cimento observou-se principalmente nas matrizes de PCL e PCL/CS. Nestes casos, torna-se

complicado obter a imagem de uma célula completamente focada.

Na Figura 5.14 a) e b) observa-se a extensdo do axénio ao longo da direccéo de fibras de PCL
alinhadas ao fim de 1 e 3 dias de cultura, respectivamente. Em ambas as imagens séo visiveis
axénios completamente desenvolvidos, observando-se com nitidez o cone de crescimento no
final do axénio. Na imagem b) observa-se ainda que as dendrites parecem alinhar-se na

direccdo das fibras.
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Figura 5.14 - Células neuronais cultivadas em matrizes de PCL. a) Célula com 1 dia de cultura em fibras
alinhadas, sem PDL/Lam; b) Célula com 3 dias de cultura, em fibras alinhadas, com PDL/Lam; c) Células
com 1 dia de cultura, cultivadas em fibras desalinhadas, sem PDL/Lam; d) Célula com 3 dias de cultura,

cultivada em fibras desalinhadas, com PDL/Lam.

Na Figura 5.15, referente a matrizes de CS, com apenas 1 dia € perceptivel que esta matriz
providencia um bom substrato (Figura 5.15 a)): observam-se varias células com axonios ja
desenvolvidos e de grande comprimento. A seta, na imagem a), indica o cone de crescimento
na extremidade de um axoénio. Também aqui se denota o desenvolvimento do axénio ao longo
da direc¢éo das fibras alinhadas (imagens a) e b)). Na Figura 5.15 c), ao primeiro dia de cultura
numa matriz de CS com fibras desalinhadas é visivel um axénio desenvolvido, assim como as
dendrites bem definidas. Encontram-se também outras células da neuroglia em estadios em-
brionérios. Estas células estdo pouco desenvolvidas porque o meio de cultura utilizado é direc-
cionado para 0s neuronios. A presenca de aglomerados de células em certas matrizes dificulta

0 isolamento de um Unico neurdnio na imagem.

Na Figura 5.16, apresenta-se uma outra imagem de uma célula neuronal na matriz de CS de-

salinhada, aos 2 divs.
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Figura 5.15 — Células neuronais cultivadas em matrizes de CS. a) Células com 1 dia de cultura, cultivadas
em fibras alinhadas, sem PDL/Lam; b) Células com 3 dias de cultura, cultivada em fibras alinhadas, com
PDL/Lam; c) Células com 1dia de cultura, cultivadas em fibras desalinhadas, sem PDL/Lam; d) Célula
com 3 dias de cultura, cultivada em fibras desalinhadas, com PDL/Lam.

2 divs

50 pm

Figura 5.16 - Células cultivadas na matriz com fibras desalinhadas de CS, sem PDL/Lam ao 2° div.
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Figura 5.17 - Células neuronais cultivadas em matrizes de PCL/CS. a) Células com 1dia de cultura, culti-
vada em fibras alinhadas, sem PDL/Lam; b) Células com 3 dias de cultura, cultivadas em fibras alinhadas,
com PDL/Lam; c) Células com 1 dia de cultura, cultivadas em fibras desalinhadas, sem PDL/Lam; d) Célu-
las com 3 dias de cultura, cultivada em fibras desalinhadas, com PDL/Lam.

A Figura 5.17 refere-se a células cultivadas em matrizes de PCL/CS. Na imagem a) é ja visivel
o crescimento do axonio segundo a direc¢ao das fibras. Sado também visiveis cones de cresci-
mento ao longo do axdnio, um dos quais ird dar origem a arborizacéo terminal. A imagem c) da
mesma figura mostra dois nlcleos muito proximos, dos quais partem os axoénios, crescendo em
direccdes diferentes. Nas mesmas células sdo também visiveis ramificacdes do axénio. Encon-

tram-se também outras células da neuroglia.

Na Figura 5.18 é notoria a influéncia da morfologia das fibras na direccdo de crescimento do
axénio em matrizes de PCL/CS. Conseguem observar-se bem as fibras e também a adeséo
das neurites as mesmas. E visivel um grande desenvolvimento do 1° para o 2° dia de cultura,

comparando com a imagem a) da Figura 5.17.
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Figura 5.18 - Células cultivadas na matriz com fibras alinhadas de PCL/CS, sem PDL/Lam, ao 2° div.

Curiosamente, o aparecimento de ramificacdes axonais parece mais perceptivel nas matrizes
ndo alinhadas, como se pode observar, por exemplo, na Figura 5.15 d). Este facto pode ser
devido ou a uma maior apeténcia dos neurénios cultivados sobre as matrizes ndo alinhadas de
ramificarem mais, ou ao crescimento das ramificacbes ao longo das fibras alinhadas poder

mascarar 0 seu numero.

Para analisar o desenvolvimento celular no que diz respeito a extensdo do axoénio consideram-

se situac¢des correspondentes a 3 dias de cultura celular.

5.5.2.1 Andlise da extensao do axénio tendo em conta a constituicdo polimérica das

matrizes

O gréfico da Figura 5.19 coloca em evidéncia as diferencas no comprimento médio dos axénios

de neurénios cultivados nas matrizes com diferentes constituicées poliméricas.

Devido a dificuldades técnicas na realizacdo das experiéncias, ndo foi possivel apresentar re-
sultados das matrizes de CS desalinhada sem PDL/Lam e PCL/CS desalinhada e alinhada,

ambas sem PDL/Lam.
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Figura 5.19 — Valores médios do comprimento do axénio para as matrizes com diferentes polimeros na

sua constituigdo. *p<0,05.

A analise dos resultados permite tirar as seguintes conclusoes:

- Para matrizes revestidas com PDL/Lam, a matriz de PCL foi a que promoveu um maior
crescimento dos axoénios, tanto no caso das fibras desalinhadas como no caso das fibras
alinhadas. Contudo, no caso das fibras desalinhadas, a média deste crescimento ndo é
significativamente maior da obtida na lamela de controlo, que se refere a células que cres-
ceram apenas sobre o vidro revestido com PDL/Lam. Por ordem decrescente da extensao
do axénio em matrizes revestidas, a matriz de PCL segue-se a de CS e por fim a de
PCL/CS.

- Quanto as matrizes nao revestidas com PDL/Lam, os resultados obtidos evidenciam que a
matriz de fibras alinhadas de CS apresenta maior valor médio para a extensdo dos axo-

nios do que a equivalente matriz de PCL.

5.5.2.2 Anadlise da extensdo do axénio tendo em conta o alinhamento das fibras nas

matrizes

Vimos anteriormente que o alinhamento influencia significativamente a direccdo de crescimento
dos axénios, que tendem a seguir a direc¢do das fibras da matriz. O grafico da Figura 5.20
mostra valores médios para o comprimento do axénio, colocando em evidéncia a comparagéo

entre fibras alinhadas e desalinhadas.
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Figura 5.20 - Comparacéo do comprimento dos axénios em matrizes com fibras alinhadas e desalinha-

das.*p<0,05 entre matrizes alinhadas e desalinhadas.

A média do comprimento dos axénios das células cultivadas nas matrizes com fibras alinhadas

€ sempre superior a medida efectuada nas fibras com constituicdo semelhante mas orientadas

aleatoriamente.

5.5.2.3 Analise do efeito do revestimento com PDL/Lam na extensao do axoénio

A Figura 5.21 evidencia a comparagdo da extensdo média dos axénios entre matrizes que dife-

rem pela presencga ou auséncia do revestimento com PDL/Lam.
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Figura 5.21 - Efeito do revestimento com PDL/lam no crescimento dos axonios, em fibras alinhadas e

desalinhadas. *p<0,05 entre matrizes com e sem revestimento de PDL/Lam
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A analise do grafico revela que:

- No caso das matrizes de PCL, é util a utilizag&o das proteinas PDL/Lam ja que, em média,
tanto para as matrizes com fibras desalinhadas como para as de fibras alinhadas, o com-
primento do axénio € maior para as células semeadas nas mesmas matrizes com
PDL/Lam. Assim, a presenca de proteinas providencia melhores condi¢des para o desen-
volvimento axonal neste substrato hidrofébico.

- Para a matriz de CS com fibras alinhadas, a média do comprimento dos axénios é maior
na auséncia de revestimento de PDL/Lam do que na matriz revestida. Ambos 0s casos re-
velam valores superiores aos do controlo. Apesar da presenca das proteinas se ter reve-
lado benéfica no que diz respeito a adesao celular nesta matriz (ver resultados da Figura
5.12), a matriz potencia um maior crescimento do axénio quando nao revestida. Tais resul-
tados indicam que esta matriz €, por si s6, um bom substrato para o desenvolvimento de
células neuronais. Para além da hidrofilicidade, o reduzido diametro das fibras e as carac-

teristicas eléctricas do CS poderéo estimular o crescimento do axénio.

A matriz de CS com fibras alinhadas, sem PDL/Lam foi a que demonstrou proporcionar um
melhor substrato para o desenvolvimento das células. Os axonios atingiram uma média de
comprimento de, aproximadamente, 113 um. Na Figura 5.22 pode ser observada a extensado

dos axénios das células do hipocampo nesta matriz.

Figura 5.22 - Células neuronais cultivadas na matriz de CS com fibras alinhadas, sem PDL/Lam, ao 3°
div.
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6. Conclusao

Este trabalho teve como principais objectivos o desenvolvimento de matrizes de nanofibras a
partir de solucdes de PCL e CS, com diferentes graus de alinhamento e verificar qual a influén-
cia dos materiais e da estrutura morfoldgica das fibras na adesao e desenvolvimento de células

neuronais.

Foi possivel obter fibras com diversos graus de alinhamento para todos os materiais utilizando

um colector cilindrico rotatério, variando a velocidade de rotagdo do mesmo.

Foi feita a analise morfoldgica das matrizes a partir de imagens de SEM, utilizando métodos
estatisticos (medicao de angulos) e espectros de Fourier das imagens. O grau de alinhamento
na direc¢do circunferencial do colector aumenta com a velocidade linear dos pontos da sua
periferia e, portanto, da velocidade de rotacdo. O grau de alinhamento ja é significativo para as
fibras de PCL obtidas a velocidades de rotagéo relativamente baixas. No entanto, mesmo para
as maiores velocidades testadas, ha sempre algumas fibras angularmente dispersas. Para as
fibras com CS consegue-se aumentar significativamente o grau do alinhamento com o aumento
da velocidade de rotacdo. Esta caracteristica assim como os menores diametros destas fibras

devem-se a propriedades eléctricas do CS.
A porosidade das matrizes diminui com o grau de alinhamento, embora permaneca elevada.

A introducéo de CS permite aumentar a hidrofilicidade das matrizes, o que é um aspecto impor-

tante do ponto de vista celular.

O estudo efectuado da cultura celular nas matrizes demonstra que, efectivamente, ha variacao
no desenvolvimento celular de acordo com o substrato em que as células se encontram. Em
todos os materiais o desenvolvimento € maior nas matrizes com fibras alinhadas do que nas
desalinhadas. O axénio, assim como as dendrites, desenvolvem-se nas matrizes segundo a
direccdo das fibras. S&o de destacar os bons resultados obtidos para a adesdo celular nas
matrizes de CS mesmo sem a utilizagdo das proteinas PDL/Lam.

Para as matrizes de PCL o revestimento com PDL/Lam ajudou na adesédo celular tendo-se
verificado uma média de comprimentos de ax6nios maior nas matrizes que continham as prote-
inas. O mesmo ndo sucedeu com a matriz de CS. A matriz de CS com fibras alinhadas néo
revestida foi a que apresentou os melhores resultados para o comprimento médio dos axoénios.
Assim, podemos concluir que, entre 0s casos analisados, a constituicdo da matriz em termos
de polimero utilizado e a morfologia das fibras tém um maior impacto no crescimento neuronal

do que a presenc¢a PDL/Lam.

Apesar de nao ter conduzido aos melhores resultados, o PCL € ainda um material interessante
pois com ele poder-se-ao controlar outros aspectos fundamentais da matriz tais como a taxa de

degradacéo.
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O estudo efectuado demonstra as potencialidades destas matrizes poliméricas tendo em vista
a promogédo do desenvolvimento neuronal. O CS demonstrou ser uma boa escolha para futura

utilizagdo em regeneragéo do tecido neuronal.

6.1 Perspectivas futuras

Sao necessarios ainda muitos passos para que, um dia, se possa utilizar uma matriz para re-
generacao do tecido neuronal humano. Sera necessario estudar o comportamento celular ndo
apenas de células neuronais isoladas, mas também das restantes células da neuroglia. O es-
tudo do efeito da utilizacdo de factores de crescimento apropriados seria também um passo a
seguir. Provavelmente o sucesso da regeneracao neuronal do SNC s6 ocorrerda com uma ade-
guada conjugacdo entre materiais, factores de crescimento e farmacos. Tanto no caso dos
factores de crescimento como dos farmacos, as matrizes poliméricas poderdo ter uma contri-

buicdo importante na sua libertacéo controlada.

A matriz de PCL podera ser melhorada no aspecto da adesao celular. Para tornar a matriz mais

hidrofilica poderdo ser ainda considerados tratamentos por plasma e por hidrélise alcalina.

Seria também de grande interesse conseguir estimular a polarizagdo axonal segundo um de-
terminado sentido nas matrizes de fibras alinhadas, para que, deste modo, um maior nimero
de axonios fosse guiado no sentido de restabelecimento de ligac6es em regides lesadas de

modo a formar uma rede neuronal funcional.
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