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Resumo

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de materiais de base
dextrano para uma futura aplicacdo na regeneracdo do nervo. O trabalho realizado
compreendeu trés passos: (i) modificacdo do dextrano com ligacdes duplas; (ii) preparacao
de poliésteres-polidis de base acido lactico (LA) e sua modificacdo com ligacdes duplas
para obtencdo dos reticulantes de base LA; e (iii) preparagdo das membranas por
fotopolimerizagéo.

O dextrano foi modificado por reac¢do dos seus grupos —OH com o metacrilato
de 2-isocianoetilo (IEMA) e com o anidrido metacrilico (AM). A estrutura quimica do
dextrano modificado foi avaliada por espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de protdo (*H RMN) e os resultados indicam que os materiais foram
sintetizados com sucesso. A estabilidade térmica dos dextranos modificados foi avaliada
por andlise termogravimétrica (TGA), tendo-se verificado que estes sdo estaveis
termicamente até cerca de 280 °C. A andlise de calorimetria diferencial de varrimento
(DSC) revelou que os dextranos modificados sdao amorfos, tendo sido possivel detectar a
temperatura de transigdo vitrea (Tg = 217 °C) para o dextrano modificado com anidrido
metacrilico (Dex-AM).

Os reticulantes de base LA foram preparados atraves da reacdo das diferentes
unidades centrais dos poliésteres-polidis com 0 AM. As diferentes unidades centrais foram
escolhidas de modo a conferir aos materiais diferentes propriedades. A estrutura quimica
dos reticulantes de base LA foi avaliada por FTIR e *H RMN, tendo-se verificado que estes
foram obtidos com sucesso. A TGA relevou que estes materiais sdo estaveis até
temperaturas proximas dos 195 °C. A DSC mostrou que todos os materiais sdo amorfos e
com a Ty mostraram ser dependentes do tipo de unidade central.

As membranas de base dextrano foram obtidas por fotopolimerizacdo dos
dextranos modificados na presenca dos diferentes reticulantes, usando como fotoiniciador
o Irgacure2959®. Como referéncias, foram preparadas duas membranas contendo somente

Dex-IEMA ou Dex-AM. As membranas obtidas foram analisadas por FTIR, tendo-se
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verificado a auséncia das bandas correspondentes a ligacdo dupla, o que indica que a
fotopolimerizacéo foi levada a cabo com sucesso. O FTIR revelou ainda que as membranas
de base Dex-AM apresentavam uma banda alargada na zona dos —OH, o que indica a
presenca de dgua na sua constituicdo. Esta agua mostrou ter um efeito plastificante nas
membranas, uma vez que estas apresentavam T, muito baixas (entre os 5 °C e os 36 °C)
quando comparadas com as membranas de Dex-IEMA, que ndo apresentava esta banda no
seu espectro de FTIR. A capacidade de inchaco das membranas foi avaliada em agua
destilada, tendo-se verificado que, de um modo geral, as membranas de Dex-IEMA tinham
capacidades de inchago inferiores as de Dex-AM. Verificou-se ainda que a introdugdo dos
reticulantes de base LA diminui a capacidade de inchaco das membranas, provavelmente
devido a hidrofobicidade dos mesmos. Foi ainda avaliada a perda de massa dos materiais
em tampdo fosfato (PBS, pH=7,4), a 37 ° C, tendo-se observado uma maior perda de massa
para as membranas com Dex-AM. A incluséo dos reticulantes de base LA, na formulagéo
das membranas, levou a um aumento da perda de massa das mesmas. Estes resultados
indicam que as propriedades das membranas podem ser facilmente ajustadas quer pelo tipo

de dextrano modificado usado, quer pelo tipo de reticulante.

Palavras-chave: Regeneracdo do nervo periférico, dextrano,
metacrilato de 2- isocianoetilo, anidrido metacrilico,
acido lactico, capacidade de inchaco e degradacao
hidrolitica.
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Abstract

The main goal of this work was the development of dextran based materials for
application in nerve regeneration. The work comprised three steps: (i) modification of the
dextran with double bonds; (ii) preparation of lactic acid (LA) based polyester polyols and
their modification with double bonds to obtain the LA-based crosslinkers; and (iii)
preparation of the membranes by photopolymerization.

The dextran was modified by reacting the —OH groups with 2-isocyanatoethyl
methacrylate (IEMA) and methacrylic anhydride (AM). The chemical structure of the
modified dextran was evaluated by attenuated total reflectance Fourier transform infrared
spectroscopy (ATR-FTIR) and proton nuclear magnetic resonance spectroscopy (‘H NMR)
and the results indicate that the materials were successfully synthesized. Thermal stability
of the modified dextran was evaluated by thermogravimetric analysis (TGA), and it was
found that they are thermally stable until 280 °C. The differential scanning calorimetry
(DSC) analysis showed that both the modified dextran are amorphous and it was possible
detect the glass transition temperature (Tg = 217 °C) for the dextran modified with
methacrylic anhydride (Dex-AM).

The LA-based crosslinkers were prepared by reacting different LA based
polyester polyols with the AM. Different central units were chosen in order to give
different properties to the material. The chemical structure of LA-based crosslinkers was
evaluated by FTIR and *H NMR, and it was found that they were successfully obtained.
The TGA revealed that these materials are stable around 195 °C. The DSC showed that all
materials are amorphous and the Ty is dependent on the type of central unit.

The dextran based membranes were obtained by photopolymerization of
modified dextrans in the presence of the different LA crosslinkers, using Irgacure2959® as
photoinitiator. As references, two membranes were prepared containing only Dex-IEMA or
Dex-AM. The membranes obtained were analyzed by ATR-FTIR, verifying the absence of
bands corresponding to double bond, which indicates that photopolymerization was carried

out successfully. The ATR-FTIR spectrum of the Dex-AM based membranes also revealed

vii
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a broad band in the region of the —OH groups, indicating the presence of water. The water
had a plasticizing effect on the membranes, since they showed a low T (between 5 °C and
36 °C) when compared with the Dex-IEMA membrane, which did not presented this band
in its FTIR spectrum. The swelling capacity of the membranes was evaluated in distilled
water, and it was found that, in general, the Dex-IEMA membranes had less swelling
capacity than the Dex-AM. It was also found that the introduction of LA-based
crosslinkers decreases the swelling capacity of the membranes, probably due to their
hydrophobic nature. It was also evaluated the weight loss of materials in phosphate
buffered saline solution (PBS, pH = 7.4), at 37 °C, and it was observed a higher weight
loss for membranes with Dex-AM. The inclusion of LA-based crosslinkers, in the
formulation of the membranes, led to an increase in mass loss. These results indicate that
the properties of the membranes can be easily adjusted by either type of modified dextran

used or the type of crosslinker.

Keywords Peripheral nerve regeneration, dextran, 2-isocyanatoethyl
methacrylate, methacrylic anhydride, lactic acid, swelling
capacity, hydrolytic degradation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sistema Nervoso

O sistema nervoso controla varias atividades do corpo através da contracao de
masculos, secrecdo de glandulas, entre outros. Desta forma, recolhe informagfes que
resultam de estimulos, analisa-as e inicia uma resposta apropriada que seré enviada as
diferentes partes do corpo.

As suas duas subdivisdes anatdmicas sao o Sistema Nervoso Central (SNC) e o
Sistema Nervoso Periférico (SNP). O primeiro € constituido pelo cérebro e pela medula
espinal que estdo protegidos pelo cranio e pela coluna vertebral, respetivamente. O
segundo corresponde a toda a restante rede nervosa presente no corpo. Especial énfase sera

dada a esta subdivisdo, visto tratar-se do objeto de estudo deste trabalho [1].

1.1.1.  Sistema Nervoso Periférico

O sistema nervoso periférico apresenta duas divisdes baseadas nas suas
funcBes: sensorial ou aferente e motor ou eferente (Figura 1).

A divisdo sensorial transmite sinais de recetores sensoriais para 0 SNC,
informando-o dos estimulos de modo a que este possa elaborar uma resposta adequada [1],
[2].

A divisdo motora transmite a resposta ao estimulo do SNC para as glandulas e
musculos. Esta divisdo subdivide-se ainda em mais dois sectores: somatico e autdbnomo. A
divisdo somatica controla os movimentos voluntarios dos musculos, enquanto que a
divisdo autonoma se refere as respostas involuntarias dadas pelo SNC. A Gltima diviséo
ainda se divide em sistema nervoso simpatico, o qual adapta o corpo para uma determinada
acdo inesperada, e sistema nervoso parassimpatico, que atua ap0s uma resposta

involuntaria, de forma a que o corpo volte ao estado inicial [1], [3].
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Figura 1: Constituicdo do Sistema Nervoso Periférico.

1.1.2. Nervo

O sistema nervoso periférico é formado por uma rede nervosa constituida por
nervos [1]. Anatomicamente, o nervo é composto pelo endoneuro, perineuro e epineuro,
que apresentam uma forma tubular de tecido conjuntivo (Figura 2). A Tabela 1 apresenta

estas divisdes com a respetiva funcdo e constituicdo de cada uma.

Tabela 1: Constituicdo anatémica do nervo [4], [5].
Funcéo Constituicao

e Revestir a fibra nervosa; * Colagenio do tipo I e I,

Endoneuro e Proteger 0 axonio; fibroblastos, alguns

macrofagos, mastocitos e

fluido endoneural;

e Revestir um feixe de fibras | ¢ Colagénio do tipo | e Il e

nervosas, também designado fibras elasticas;
. por fasciculos;
Perineuro _ ]
e Nutrir e proteger os fasciculos
e contribuir para a resisténcia a
tracdo do nervo;
e Revestir todos os feixes | ¢ Colagénio do tipo I e Il, fibras
Epineuro Nervosos. elasticas, fibroblastos e

mastocitos.




Desenvolvimento de materiais de base dextrano para regeneragdo de nervo

: : Epineurium <
Perineurium P A <

Endoneurium

@ =%
i

nn cel

Figura 2: Constituicdo do nervo [6].

1.1.3.  Neurénio

A unidade bésica do sistema nervoso € a célula nervosa ou neurénio. Os
neurénios sdo células especializadas e polarizadas que transmitem e recebem sinais
elétricos [1].

O neuronio é constituido por trés regides distintas com diferentes funcgdes, a

saber: corpo celular, axonio e dendrites (Figura 3).

Axon Terminals

Node of Ranvier

Schwann’s Cells

<«

Axon &

.."

Myelin Sheath
Cell Body

Figura 3: Estrutura do neurdnio [7].

De modo a proteger a estrutura dos axonios, as células Schwann envolvem
estas fibras nervosas. Quando varias camadas de células estdo depositadas sobre o axénio

forma-se a bainha de mielina. O comprimento do axo6nio abrangido por uma Unica célula
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Schwann é designado por internddulo e, o local de contacto entre dois internddulos, é
chamado de ndédulo de Ranvier [4], [8].

Na arborizacdo do axonio, isto €, na sua terminagdo, estdo presentes botdes
terminais ou sindpticos que contém pequenas vesiculas, no seu interior. Estas vesiculas,
por sua vez, contém neurotransmissores cuja funcao é propagar um sinal elétrico para outro
neuronio. A transmissao do sinal elétrico entre a terminacdo do axonio e as dendrites do
outro neuronio é designado por sinapse [9].

Existem trés tipos de neurdnios: os sensoriais ou aferentes que detetam
estimulos e transmitem-nos para 0 SNC; os motores ou eferentes que enviam sinais do
SNC para as células musculares e os autbnomos ou interneuronios que recebem sinais dos

neuronios sensoriais, processam-nos e enviam resposta para 0s neuronios motores [1], [4].

1.2. Lesao no nervo periférico

Apbs lesdo, a capacidade regenerativa difere entre as duas divisdes do sistema
nervoso. Enquanto o SNC ndo tem capacidade regenerativa, sendo a lesdo irreversivel, o
SNP consegue autonomamente iniciar o processo regenerativo. Consoante o tamanho e a
gravidade da lesdo, a recuperagédo funcional do nervo lesionado pode ser alcangada ou nao
[10], [11].

A les@o no nervo periférico afeta mais de 500.000 pacientes por ano, a nivel
mundial [11]. Este tipo de lesdo pode ser causado por diversas situacfes, tais como:
acidentes rodoviarios, atividades desportivas ou efeitos secundarios resultantes de cirurgias
em que pode ocorrer compressao, tracdo ou laceracéo do nervo [5], [12].

Como consequéncia de lesdo do nervo periférico, pode ocorrer perda total ou
parcial das funcBes motoras ou sensoriais sendo que a regeneracdo e a recuperacao das
mesmas, estdo condicionadas pelo tamanho da lesdo, idade do paciente e extenséo da leséo
[13].

1.2.1. Classificacao de lesdes no nervo periférico

Atualmente existem dois modelos de classificagdo da lesdo do nervo periférico:
modelo de Seddon e modelo de Sunderland. A Tabela 2 apresenta as divisdes destas
classificagbes, bem como, as carateristicas associadas a cada divisdo [5], [8]. Na Figura 4

encontram-se representadas, de forma esquematica, estas classifica¢des [14].
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Tabela 2: Classificagdo da lesdao do nervo periférico [5], [8].

Seddon Sunderland Lesdo

e Bainha de mielina danificada;

Neuropraxia | Primeiro grau e Apesar do axonio ndo sofrer descontinuidade,
ndo h& conducdo do impulso nervoso;

Segundo grau e Perda da continuidade do axénio;

e Perda da continuidade do ax6nio e do
endoneuro;

e Perda da continuidade do axo6nio, do endoneuro
e do perineuro;

e Lesdo total do nervo, ndo havendo
continuidade anatomica.

Axonotmese | Terceiro grau

Quarto grau

Neurotmese Quinto grau

| Conduction block
Endoneurium

] Perineurium

Epineurium

Classification of Nerve Injury

ceawd Axonal discontinuity
Seddon Sunderland

Neurapraxia |

Axonotmesis Il

Axonal + endoneurial
disruption

- Ul
- v

Neurotmesis \

Perineurial rupture
fascicle disruption

Nerve trunk
“ discontinuity

Figura 4: Representagdo esquematica da classificagdo de lesdo do nervo [14].

1.2.2. Degenerag¢ao Walleriana e regenerag¢ao do nervo
periférico
Apbs a lesdo do nervo periférico, € iniciada uma sequéncia de eventos que sao
designados por degeneracdo Walleriana [6].
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Em primeiro lugar, a bainha de mielina é degradada e os neurofilamentos, bem
como 0s microtubulos, sdo fragmentados, contribuindo para a desintegracdo do axonio. Os
seus detritos sdo posteriormente fagocitados por macrofagos que sdo recrutados para o
local da leséo [15], [16].

Para criar um ambiente favordvel ao crescimento do axonio, é necessaria uma
alteracdo do metabolismo das proteinas presentes, de modo a que estas incrementem a
producdo de materiais que favorecam a regeneracao nervosa. Um dos sistemas bioldgicos
que comeca imediatamente a ser produzido s&o as células Schwann [6]. Estas migram para
o0 local da leséo, onde se irdo depositar sobre cabos de fibrina que, entretanto, se foram
formando entre o segmento distal e o segmento proximal do nervo. Ao depositarem-se, as
células Schwann vao alinhar-se ao longo destes cabos formando bandas designadas por
bandas de Biingner. Estas estruturas servirdo de guias que orientam 0s novos axonios, que
vao aparecendo e crescendo sobre elas, de modo a que consigam fazer a ligagcéo entre os
dois segmentos do nervo [16]. Por ultimo, as células Schwann envolvem o axonio
regenerado formando a bainha de mielina que tem como funcéo proteger o axénio [17].

O processo de crescimento dos novos axonios apresenta uma taxa de 2 a 5 mm
por dia, ou seja, em lesdes com maior gravidade, a duracdo prolonga-se ao longo de alguns

meses, para a regeneracdo ficar completa [18].

1.3. Estratégias para repara¢ao do nervo periférico

A reparacdo do nervo pode ser efetuada através de duas técnicas cirdrgicas, a
epineural e a fascicular.

A técnica epineural consiste em suturas no epineuro enquanto que na técnica
fascicular, as suturas sdo feitas no perineuro, de forma a reconstruir a continuidade dos
fasciculos. Estas técnicas séo utilizadas quando a distancia entre os segmentos é inferior a
5 mm [8], [19].

Quando o nervo lesionado ndo pode ser reconstruido por uma sutura, a
reconstrugdo do nervo pode ser feita através de um enxerto de nervo, que pode ser

autoenxerto ou aloenxerto, ou com a utilizagdo de tubos guia [6].
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1.3.1. Autoenxerto

A técnica para utilizacdo de um autoenxerto consiste na recolha do
comprimento necessario de um nervo saudavel na propria pessoa, e suturd-lo ao nervo
lesionado com suturas epineurais. Desta forma, este enxerto sera conectado ao segmento
distal e ao proximal [6].

A escolha do nervo a ser utilizado para enxerto depende do local da lesdo. No
entanto, o nervo que tem sido mais utilizado é o nervo sural, posicionado junto do
tornozelo, devido a sua facil extrag&o.

Como desvantagens deste tipo de enxerto, sdo de salientar o nimero limitado
de nervos gque possam ser utilizados, o seu comprimento que nem sempre € o pretendido, a
necessidade de serem efetuadas duas cirurgias e a taxa de recuperacdo da funcdo motora
ser inferior a 40%. Isto deve-se ao facto do nervo sural ser um nervo sensorial e ndo um
nervo motor. Assim, visto que as caracteristicas destes tipos de nervos sdo diferentes, a
recuperacdo da funcdo sensitiva é mais facilmente atingida comparativamente a fungéao
motora [12], [20].

1.3.2. Aloenxerto

Uma outra op¢do, é recolher o enxerto do nervo exato que é pretendido de um
cadaver humano. A vantagem deste enxerto € o namero ilimitado de nervos que estdo
disponiveis para utilizacdo. Como desvantagem, existe a possibilidade de ocorrer rejeicédo
imunoldgica ou transmissao de doencas e, para evitar que tal aconteca, é necessario efetuar

imunossupressao, o que por vezes nao € suficiente [6], [20].

1.3.3. Tubos guia

Devido as desvantagens do enxerto de nervo, novas abordagens para aumentar
as taxas de recuperacdo tém sido pesquisadas. A utilizacdo de tubos guia tem sido a que
tem apresentado resultados mais promissores [12].

Os tubos guia sdo suturados aos dois segmentos do tecido nervoso danificado.
O objetivo da sua utilizacdo € simular a estrutura nervosa e orientar as fibras nervosas
durante a regeneragcdo do nervo, providenciando um ambiente favordvel para que a

regeneracao seja mais rapida e eficaz [21].
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Algumas das propriedades mais importantes neste tipo de dispositivos sdo a
sua permeabilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. A parede do tubo deve ser
semipermeavel para que ocorra difusdo de nutrientes (e.g., glucose) e oxigénio, eliminagéo
de produtos e difusdo de fatores tréficos. Os poros da parede devem ser suficientemente
pequenos de forma a evitar infiltracdo de fibroblastos que estdo na origem do aparecimento
de tecido fibroso (cicatrizacdo), que nao favorece a regeneracdo nervosa [12], [19]. A
biocompatibilidade é um requisito essencial pois o tubo ndo deve desencadear uma
resposta imunoldgica severa provocando inflamac&o e irritacdo de tecidos. Em termos de
biodegradabilidade, o objetivo destes dispositivos é que ap6s a regeneracdo estar
finalizada, o tubo deve estar degradado e ser reabsorvido na sua totalidade. A velocidade
de degradacdo deve estar de acordo com a regeneracdo axonal, de forma a ndo danificar e
comprimir os axdnios regenerados [12]. Ndo devem ainda ser toxicos, antigénicos nem
carcinogénicos [22].

O tubo deve ter um tamanho adequado para poder ser ajustado a area de sec¢do
transversal do segmento distal e proximal. Os tubos devem também apresentar resisténcia a
compressdo para suportar a presséo dos tecidos circundantes, como por exemplo, dos vasos
sanguineos, mas também devem ser flexiveis de forma a evitar danifica-los. A resisténcia a
traccdo € também uma propriedade bastante importante de modo a que sejam adaptaveis
durante a intervencao cirargica [12], [22].

O tubo ideal devera ainda ser transparente para facilitar a sutura, facil de
manusear e ndo perder as suas propriedades fisicas ao ser esterilizado [10], [22]. Por forma
a melhorar o desempenho dos tubos guia, algumas estratégias tém sido estudadas,
nomeadamente a incorporacdo de células e fatores de crescimento ou neurotréficos, que
contribuem significativamente para uma melhor regeneragéo do nervo [18].

As células mais utilizadas sdo as células estaminais mesenquimais (MsC) e as
células Schwann. Estas células podem ser implantadas no tubo ou injetadas diretamente no
mesmo [18]. As MsC sdo células estaminais multipotentes provenientes da medula 6ssea
que tém a capacidade de se diferenciarem em células nervosas. As células Schwann
proporcionam um substrato para a migracdo de axénios e promovem a formacéo de vasos
sanguineos. No local da lesdo, produzem moléculas na matriz extracelular, por exemplo a
laminina e o colagénio [22], [23] Estas células também produzem fatores neurotroficos,

isto é, proteinas e peptideos que s&o libertados durante a regeneragdo do nervo. Tém como
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principais funcdes regular a sobrevivéncia, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de
células nervosas e auxiliar na regeneracao nervosa [18], [22]-[24].

Os fatores de crescimento podem ser adicionados quer diretamente, atraves de
uma solucgdo, ou por um sistema de libertacdo controlada, sendo que este ultimo é o mais
escolhido. A vantagem do sistema de libertacdo controlada face a utilizacdo de uma
solucdo, prende-se com o facto de que os fatores de crescimento sdo libertados durante um
longo periodo de tempo e de forma controlada, algo que ndo acontece quando € utilizada
uma solucdo [22]. Os fatores que mais se utilizam s&o os fatores de crescimento do nervo
(NGF), os fatores neurotroficos derivados de células gliais (GDNF) e neurotrofina-3. Os
NGF aumentam a sobrevivéncia neuronal e sdo eficazes na regeneracao nervosa e na
recuperacdo funcional do SNP [23], [24]. Os GDNF sdo segregados por células Schwann
apos a lesdo do nervo, melhoram a sobrevivéncia dos nervos motores e sensoriais e a
migracdo de células Schwann [23], [24]. A neurotrofina-3 auxilia na sobrevivéncia,
crescimento e diferenciacdo de neuronios e estimula a formacao de sinapses [18], [23]. No
entanto, ainda ndo existe um consenso no que concerne as quantidades destes compostos
que devem ser utilizados, bem como quais as combinacdes de células/factores

neurotréficos que obtém melhores resultados.

1.3.3.1. Materiais utilizados em tubos guia
A escolha do material é um fator a ter em conta no desenvolvimento do tubo
guia de nervo. O material pode ser bioldgico ou de base polimérica, com a utilizacdo quer

de polimeros naturais, quer de polimeros sintéticos.

a) Materiais bioldgicos

Dos materiais bioldgicos destacam-se 0s vasos sanguineos, isto €, veias e
artérias, o musculo e o tenddo [25]-[27]. As artérias foram utilizadas, experimentalmente,
como tubos guia. Quando a distancia entre os segmentos lesionados é pequena, a utilizacdo
de veias também promove a regeneracdo nervosa. As vantagens deste material sdo a
quantidade disponivel de veias que podem ser usadas e 0 menor risco de transmissao de
doencas comparativamente ao enxerto do nervo. A desvantagem é a possibilidade de
colapsarem devido a baixa espessura das paredes [25]-[27].

O tecido muscular e o tenddo sdo constituidos por componentes da matriz

extracelular. Assim, além de proporcionarem um ambiente favoravel & adeséo celular,
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também melhoram a regeneragdo nervosa. A vantagem destes materiais € o nimero
ilimitado de locais, nos quais podem ser recolhidos. As desvantagens sao a necessidade de
se realizar uma segunda cirurgia e a possibilidade das fibras nervosas crescerem fora do

tecido muscular, durante a regeneragéo nervosa [25], [27].

b)  Materiais poliméricos naturais
Os materiais poliméricos naturais podem apresentar propriedades e
carateristicas favoraveis a esta utilizacdo, tais como, biocompatibilidade, degradacéo

enzimatica, baixos efeitos toxicos e aumento da migracgéo celular [21].

i. Colagénio

O colagénio é a proteina mais abundante no corpo humano, sendo o principal
constituinte dos tecidos conjuntivos (pele, cartilagem, tenddes). Esta proteina apresenta
uma estrutura em tripla hélice, em que cada hélice é constituida maioritariamente por
glicina, prolina e hidroxiprolina (Figura 5) [28].

As vantagens do colagénio sdo a capacidade de promover a proliferacdo celular
e a cicatrizacdo de tecido, apresenta boas propriedades bioldgicas para regeneracdo do
nervo periférico e excelente biocompatibilidade [21], [23], [29]-[31]. Ja existe um tubo

comercialmente disponivel, constituido por colagénio, denominado NeuraGen®.

0 OH
: \H/\N 9
T Y
Figura 5: Estrutura do colagénio.

ii. Polissacarideos
Os polissacarideos também sdo usados como materiais para os tubos guia e,
desta classe, destacam-se o quitosano e o alginato.
O quitosano € um polissacarideo obtido pela N-desacetilacdo alcalina da
quitina, um polimero natural comummente encontrado nas cascas dos crusticeos. Este

polissacarideo é constituido por unidades de p(1—4)-2-amido-2-deoxi-D-glucano (D-
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glucosamina) e B(1—4)-acetoamida-2-desoxi-D-glucano (N-acetilglucosamina) (Figura 6)
[32], [33] e, a razdo entre a quantidade destas duas unidades estruturais na cadeia do
quitosano representa o grau de desacetilacdo. Tipicamente, o grau de desacetilacdo
apresenta valores entre 70 a 90 %, sendo este parametro que controla ndo sé a solubilidade
do quitosano, mas também a sua hidrofobicidade e capacidade de interacdo com
polianides. O quitosano € insoluvel em agua e em solventes organicos, sendo, no entanto,
soldvel em solucdes ligeiramente acidas. A sua insolubilidade € devida a elevada
cristalinidade, que decorre das ligacGes por pontes de hidrogénio estabelecidas entre os
grupos amina primarios [34]-[36]. Apesar disto, 0 quitosano é amplamente usado em
aplicacdes relacionadas com a &rea biomédica, devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade, atividade antitumoral e antibacteriana. Também é
conhecido o efeito do quitosano em acelerar a cicatrizagdo e o crescimento do nervo [21],
[29], [31].

OH

NH,

OH

Figura 6: Estrutura do quitosano.

O alginato é obtido a partir de algas castanhas e bactérias. E um polissacarideo
linear constituido por unidades de &cido -D-manurénico e acido a-L-glucorénico, ligadas
entre si por ligacbes glicosidicas do tipo (1 — 4) (Figura 7). Devido ao elevado teor de
grupos acidos ao longo da cadeia polimérica, o alginato tem a capacidade de formar géis
quando em contacto com catides divalentes (e.g., Ca®"), & temperatura ambiente. A
presenca de grupos —COOH ao longo da estrutura permite também a sua modificacao
quimica [28], [37], [38]. A biocompatibilidade, ndo-imunogenicidade e a
biodegradabilidade sdo as principais caracteristicas do alginato que fazem dele um material

interessante para a area biomédica [21], [23].

11
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Figura 7: Estrutura do alginato.

Apesar de possuirem algumas vantagens interessantes no contexto das
aplicacdes biomeédicas, 0s polimeros naturais tendem a apresentar algumas desvantagens,
nomeadamente fracas propriedades mecanicas, rapidas taxas de degradacdo e um elevado
grau de entumescimento [21], [23], [29]. Para se contornarem estas desvantagens,

normalmente procedem-se a modifica¢bes quimicas nas estruturas dos polimeros naturais

[39], [40], para que as propriedades se adequem a aplicacao pretendida.

Na Tabela 3 séo apresentados os principais estudos envolvendo a utilizacéo de

polimeros naturais na regeneracdo de nervo periférico.

Tabela 3: Tubos guia a base de materiais poliméricos naturais.

Material Meétodo de Producéo Principais Resultados Referéncia
Reticulacao dos filamentos
de colagénio (grupos — O tubo foi implantado numa lacuna de
NH;) com os grupos 7o ;
Colagénio | epéxido de um poli(etileno | S0, ™M 00 nervo ciatico de ratos. Apos [41]
: o 12 semanas, a média do diametro dos
glicol) modificado, com . .
; e axonios regenerados foi de 2,7 um.
posterior estabilizacdo por
radiacdo UV.
Os tubos a base de colagénio mostram
... | Foi usado o tubo comercial resultados promissores, quando a [42]
Colagénio . ~ s .
Neuragen®. dimensdo da lacuna n&o é superior a
18 mm.
O tubo a base de colagénio (Perimaix),
Utilizacdo de um processo foi aplicado em 20 mm do nervo
- de preparacdo de tubos | ciatico de ratos. Ao utilizar este tubo, a [43]
Colageénio . L e
patenteado pela Matricel maioria dos axonios regeneraram 0s
GmbH. 20 mm, o que também se tinha
verificado ao usar o autoenxerto.
Foram implantados trés tubos
Quitosano Electrospinning distintos: um constituido por [44]

nano/microfibras com um grau de
desacetilagdo de 78% ou 93%, um
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formado por duas camadas (a interna
era composta por nano/microfibras
com um grau de 78% ou 93% e, a
externa, de 93%) e, o ultimo, com um
filme de grau 93%. Estes tubos foram
implantados no nervo ciatico de ratos,
com um comprimento de 15 mm.
Conclui-se que o tubo com
propriedades mecanicas suficientes
para ser utilizado como tubo guia e,
com a permeabilidade adequada, foi o
constituido por nano/microfibras com
um grau de desacetilacdo de 93%.

O gel liofilizado foi aplicado numa
lacuna de 8 mm do nervo ciatico de
ratos. Apos 4 dias, ocorreu
regeneracdo de axonios. O didmetro

. e do nervo apos 2 e 4 meses foi de 2,45
Quitosano Liofilizagdo pHm e 2,75 um, respetivamente. Este 4l
pequeno aumento de diametro
significa que o gel poderd vir a ser
utilizado como enxerto para
regeneracdo do nervo.
Os tubos foram aplicados em lacunas
Utilizacdo de um processo | de 10 mm, em ratos adultos. Os niveis
de extrusdo de quitina e as taxas de degradacdo foram
patenteado pela Medovent influenciados pelo grau de
GmbH. Os tubos com desacetilacdo; o tubo com 2% pouco
Quitosano difergntes graus de se deg(adou e 0 de 20% apresentou [46]
desacetilacdo (2%, 5%, uma rapida degradacdo. Assim, o tubo
20%) foram obtidos por de 5% ¢é o mais indicado para ser
tratamento dos tubos de | utilizado como tubo guia, além de que
quitina por um processo de | com este tubo, a regeneracdo do nervo
lavagem e hidrolise. é semelhante a observada com os
autoenxertos.
Membranas de dupla A dupla camada de membranas foi
camada foram preparadas | implantada numa lacuna de 10 mm do
por evaporacdo do nervo mediano de ratos. Ao utilizar as
solvente. A camada interna | duas camadas huma Unica membrana,
foi formada por a molhabilidade da superficie
quitosano/DSP (fosfato de | aumenta, o grau de inchaco torna-se
Quitosano s6dio dibasico) e foi intermédio (293+67% ap6s 24h) e [47]

colocada a secar ao ar.
Apds 48h, a camada
externa formada por
quitosano/GPTMS
(v-
glicidoxipropiltrimetoxisil

ocorre difusdo de pequenas moléeculas
(do interior para o exterior da
membrana), comparativamente a
utilizacdo de apenas uma camada.
Apos 12 semanas da implantacéo, o0s
nervos ja se encontram regenerados e
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ano) foi aplicada alinhados no interior do tubo.
diretamente em cima da
camada interior, e também
foi seca ao ar.

Liofilizagdo de um gel de
alginato preparado por
reticulacdo do polimero

com etilenodiamina,
mediada por uma
carbodiimida.

O gel liofilizado foi implantado, sem
suturas, numa lacuna de 7 mm do
nervo ciatico de ratos. Apds 18 [48]
semanas, ocorreu regeneracao dos
nervos motores e sensoriais.

Alginato

¢)  Materiais poliméricos sintéticos

Os materiais poliméricos sintéticos, face aos materiais naturais, apresentam
vantagens para a sua utilizacdo na producéo de tubos. Das principais vantagens, destacam-
se a possibilidade de modificar a estrutura quimica de acordo com o pretendido, e controlar
as carateristicas dos materiais, como por exemplo, as propriedades térmicas, o desempenho
mecanico, a molhabilidade e a degradacao [23], [29].

Inicialmente, os tubos eram constituidos por polimeros sintéticos nao
biodegradaveis, como o caso do silicone. No entanto, estes tubos eram ndo permeéveis
para certas moléculas, como por exemplo as proteinas. Para além disso, a seguir a
regeneracdo do nervo, 0s materiais ndo degradaveis permanecem como um corpo estranho,
causando a formacdo de tecido fibroso em excesso [21]. Deste modo, as atencGes focaram-
se na preparacao de tubos utilizando polimeros sintéticos biodegradaveis. Estes polimeros
degradam-se no corpo humano e podem incorporar fatores de crescimento, que se vao
libertando a medida que ocorre a degradacdo do material. Dos polimeros sintéticos
biodegradaveis mais utilizados destacam-se os poliésteres, os polifosfoésteres e o0s

poliuretanos [29].

i. Poliésteres

Os poliésteres sdo sintetizados por policondensacdo e, em alguns casos, por
polimerizacdo de abertura de anel de monodmeros ciclicos. Do grupo dos poliésteres
alifaticos, os mais utilizados s&o o poli(acido glicolico) (PGA), o poli(acido lactico) (PLA),
que pode existir na forma de trés estereoisomeros, poli(L-acido lactico) (PLLA), poli(D-
acido lactico) (PDLA) e poli(DL-acido lactico) (PDLLA)), o poli (acido lactico-co-
glicolico) (PLGA) e a poli(e-caprolactona) (PCL) (Figura 8). Estes materiais s&o
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biocompativeis, biodegradaveis e féaceis de processar. Para além disso, as suas
propriedades (termomecéanicas e de degradacdo) podem ser facilmente ajustadas por via da
co-polimerizacdo, mais concretamente, pela quantidade de cada co- mondmero na estrutura
final do poliéster. A sua principal desvantagem esta no facto de ao degradarem in vivo, por
cisdo das ligacOes éster, libertarem sub-produtos acidos que podem levar a que ocorra
inflamacéo dos tecidos adjacentes [23], [49].

Comercialmente, estéo ja disponiveis dois tubos, o Neurotube® e Neurolac®
feitos a partir do PGA e do copolimero poli (DL-4cido l&ctico-co-e-caprolactona)
(P(DLLA-co-CL)), respetivamente (Figura 8 e Figura 9) [21], [23].

Fo- CHz_CjL JEO le
Fo-ond ol

PLGA
Figura 8: Estruturas do PGA, PLA e PLGA.

O
CHs, O
X ¥

Figura 9: Estrutura do P(DLLA-co-CL).

ii.  Poli(fosfoésteres)

Os poli(fosfoésteres), devido a presenca da ligacdo fosfoéster na estrutura
polimérica, sdo muito biocompativeis. Estes polimeros podem ter diferentes grupos
funcionais ligados ao atomo do fosforo, permitindo obter materiais com diferentes
propriedades fisico-quimicas (Figura 10). Dependendo do grupo funcional ligado ao 4tomo
de fosforo, estes polimeros podem ser divididos em poli(fosfitos) (R;=H), poli(fosfonatos)

(Ry=grupo alquilo ou arilo) e poli(fosfatos) (R;=grupo oxiarilo ou oxialquilo).

15



Desenvolvimento de materiais de base dextrano para regeneragao de nervo

R1 n

Figura 10: Estrutura geral dos poli (fosfoésteres).

No que diz respeito a sintese, é utilizada a policondensacdo, a polimerizacao
por abertura do anel e a transesterificacdo. A biodegradabilidade é alcangada através de
hidrdlise, sob condices fisiologicas, ndo ocorrendo respostas inflamatdrias exacerbadas
aquando da degradacédo [49], [50].

Como desvantagens, este material degrada-se rapidamente e o coeficiente de
intumescimento é elevado, o que leva a uma répida deterioracdo das propriedades
mecanicas [29].

lii.  Poliuretanos
Os poliuretanos séo polimeros formados por ligagdes uretana, que resultam da
reacao de diisocianatos com didis ou polidis (Figura 11). A sua utilizacdo em tubos guia é
ja reportada na literatura. Estes polimeros apresentam a rigidez necessaria para resistir ao
colapso ap6s a implantacdo tendo, no entanto, uma flexibilidade que ndo é adequada para
um tubo guia ideal. Para colmatar esta elevada flexibilidade, os poliuretanos tém de ser
copolimerizados com um polimero (oligbmero) mais rigido, de forma a manter as

propriedades pretendidas [23], [29].

O O
(}—(lL—I'I\] —R—f‘IJ—(l_'—{ K
H H
n

Figura 11: Estrutura do poliuretano.

A Tabela 4 apresenta os principais trabalhos em que foram usados polimeros

sintéticos biodegradaveis na regeneragdo do nervo periférico.
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Tabela 4: Tubos guia a base de materiais poliméricos sintéticos.

Material

Método de preparagéo

Principais Resultados

Referéncia

PGA

Foi usado o tubo
comercial Neurotube®.

Foi implantado o Neurotube®,
com um diametro interno de
2,3 mm para colmatar uma
lacuna de 2,5 cm do nervo do
polegar. Apos 3 anos, a
regeneracao do nervo foi bem
sucedida.

[51]

PGA

Foi usado o tubo
comercial Neurotube®.

O tubo foi utilizado em 6
pacientes, ao longo de 7 anos,
que apresentavam pequenas
lesGes do nervo motor. Os
resultados foram promissores
relativamente a funcdo motora
e sensorial.

[52]

PCL

Electrospinning

O tubo a base de PCL foi
preenchido com uma matriz de
hidrogel de fibrina. Este foi
implantado em lacunas de 5
mm, em nervos ciaticos de
ratos. Verificou-se que a
parede do tubo apresenta
elevada permeabilidade devido
a estrutura ser porosa
(constituida por micro e
nanofibras), tendo-se
observado que a regeneracéo
do nervo, com este implante,
ocorre de forma mais eficiente,
comparativamente com um de
silicone.

[53]

PLGA

Os tubos foram
produzidos por dip
coating a partir de

solucdes de PLGA em
diclorometano.

Os tubos foram implantados
em lacunas de 10 mm, em
nervos ciaticos de ratos. Apds
12 semanas, a regeneracao do
nervo foi observada.

[54]

PLA

Os tubos foram feitos a
partir da ‘deposicao’ de
uma solucédo de PLA
(10% m/v) em 1,4-
dioxano, num molde de
polidimetilsiloxano,
seguida da imerséo
numa solucdo de etanol.

Os tubos foram aplicados em
lacunas de 20 mm, em nervos
ciaticos de ratos. Apoés 4
meses, 0S segmentos ja se
encontravam conectados pelo
nervo regenerado e, apés 18
meses, 0s tubos foram
degradados completamente.

[55]
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PLA

A solucdo polimérica
(PLA em N-metil-2-
pirrolidona (NMP)) foi
pressurizada atraves da
fieira e, foi utilizada
agua microfiltrada para
o interior (como liquido
interno/diametro) e para
0 exterior do tubo.

A regeneracdo do nervo ciatico
de ratos é superior ao utilizar
este tubo, comparativamente a
tubos de PCL e autoenxertos.
No que diz respeito a
recuperacdo da funcdo motora,
0s tubos de PCL tém melhores
resultados.

[56]

Poli(fosfoésteres)

Os tubos foram
produzidos por dip
coating a partir de

solugdes de
poli(fosfoésteres) em
cloroférmio. Foram
testados dois polimeros
com pesos moleculares
diferentes (14900 e
18900 g/mol).

Os tubos foram implantados
em lacunas do nervo ciatico de
um rato, com uma dimens&o
de 10 mm. A regeneragéo foi
avaliada ap6s 3 meses e ndo
ocorreu resposta inflamatoria,
apenas se formou uma céapsula
fibrosa sob o tubo. Dos 12
ratos que foram implantados
com o tubo de Mw=18900, 11
destes mostraram uma resposta
positiva relativamente a
recuperacdo. Os tubos com
Mw=14900, apresentam uma
taxa de degradacdo mais
rapida, tornando o seu
desempenho inferior.

[50]

Poliuretano a
base de PCL e
PEG com 1,6-
hexametileno-
diisocianato

Imersdo de um mandril
numa solucédo do
polimero em
tetrahidrofurano. Apdés
sucessivas imersoes, e
quando o tubo tinha ja
uma espessura
adequada, o0 mandril
com o material foi
colocado ao ar para se
dar a cura do material.

O tubo foi aplicado numa
lacuna do nervo femoral de um
rato, com uma dimensao de 12

mm. Verificou-se que a taxa
de degradacéo do polimero era
mais compativel com a taxa de

regeneracdo do nervo quando
0 polimero possuia PEG na sua
estrutura.

[57]

Poliuretano a
base de PCL e
PEGe 1,6-
hexametileno-
diisocianato

Imersdo de um mandril
de aco inoxidavel numa
solucdo do polimero em
DMF, com particulas de
NaCl. Apos 5
sucessivas imersdes, 0
molde com o material
foi colocado ao ar para
se dar a cura do
material.

Apds 14 semanas do tubo ser
implantado, o nervo
regenerado apresentava uma
dimensdo de 10 mm. Esta
regeneragdo deve-se a
estrutura ser porosa com
elevada permeabilidade, o que
facilita a troca de células,
nutrientes e remogéo de
residuos metabolicos. A taxa
de regeneracgéo deste tubo,

[58]
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comparativamente a tubos a
base de PCL, a base de
silicone ou de autoenxertos €
superior.

Poliuretano a
base de PCL e

Imersdo de um mandril
de aco inoxidavel numa
solucdo do polimero em
DMF, com particulas de
NaCl. Ap6s 5

Apos 32 semanas do tubo ser
implantado, o nervo
regenerado apresentava uma
dimensdo de 12 mm. A
regeneracédo ocorre devido a

PEG

se dar a cura do
material.

sucessivas imersoes, 0
molde com o material
foi colocado ao ar para

estrutura ser porosa com
elevada permeabilidade. A
taxa de regeneracédo deste tubo,
comparativamente a
autoenxertos € superior.

[59]

Outra estratégia que tem vindo a ser usada inclui a utilizacdo de misturas de

polimeros (sintéticos e naturais, ou ambos sintéticos) na preparacdo de tubos guia para

regeneracdo do nervo. Esta estratégia permite, de alguma forma, colmatar as desvantagens

de um dos polimeros com as vantagens do outro. A Tabela 5 apresenta alguns dos estudos

onde foram usadas misturas de polimeros.

Tabela 5: Tubos guia a base de materiais poliméricos naturais e poliméricos sintéticos.

Material

Meétodo de Producéo

Principais Resultados

Referéncia

Quitosano
com PLA

Tubo obtido por
pulverizacdo de uma
solucgéo de
quitosano/PLA sobre
um mandril de vidro
rotativo. A solidificacdo
do tubo foi feita com
recurso a raios
infravermelhos.

Os tubos foram utilizados em ratos,
em nervos ciaticos com dimensdes de
10 mm. Para garantir boas
propriedades mecanicas e uma boa
biocompatibilidade, o racio ideal de
PLA e quitosano é de 1:5 (v/v). Ao
aumentar a proporcao de PLA, a
intensidade da tragdo aumenta, no
entanto, este aumento torna-se menos
significativo a partir deste valor e, ao
aumentar a proporcao de PLA, o
material torna-se mais biocompativel.
Concluiu-se que os tubos eram
biodegradaveis e permeaveis devido
aos poros. Apresentam melhor
desempenho relativamente aos tubos
de silicone mas, comparando com
autoenxertos, 0 seu desempenho é
inferior, mais concretamente em area

[60]
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de seccdo transversal e nimero de
axonios regenerados.
Tubo constituido por A estrutura tubular foi testada numa
uma esponja de alginato | lacuna de 50 mm, do nervo ciatico de
Alginato obtida por Iiofi_lizagéo, gatos. Apés 8 meses, obser\_/ou_-se 0
com PGA e que foi, crescimento de cabo_s c_je fibrina, [61]
posteriormente, apesar da bainha de mielina se tornar
revestida com uma rede | mais fina, comparativamente ao nervo
de PGA. saudavel.
PLGl-ﬁncom _I,E§te tubo foi implantado no nervo
surfactante ) o ciatico de um'rato, numa Iacur_la de 10
&0 6NICO Imersdo e precipitacdo. | mm, e concIU|r~am, que a _velouda\de de [62]
(pluronic _regeneragdo € superior face a
F127) utilizacdo de tubos apenas com PLGA.
Tubos de dupla camada | Foram implantados em lacunas com
foram preparados por | uma dimensédo de 7 e 8 mm, do nervo
imersdo. A camada ciatico de um rato. Concluiu-se que a
i interna era formada por | recuperacdo funcional com os tubos é
Poliuretano/ . . Co
PLLA um copolimero de L- superior face a utll_lzagap de [63]
LA com g-caprolactona autoenxertos e, assim, nao se
e a externa por uma verificam cicatrizes no endoneuro,
mistura de poliuretano/ | como acontecia com a aplicacdo destes
PLLA. ultimos.

Apesar de muitos trabalhos serem ao nivel académico, existem ja alguns tubos

guia de base polimérica para regeneracdo de nervo aprovados pela FDA (Food and Drug

Administration) e disponiveis comercialmente. A Tabela 6 apresenta uma lista desses tubos

e as suas principais caracteristicas.

Tabela 6: Tubos guia aprovados pela FDA [64].

Ano Designacao Material Tempo dNe D_|ametro Comprimento
degradacéo interno
1999/1995 | Neurotube® PGA 3 meses 2,3-8 mm 2-4 cm
2001 NeuraGen® COI??;Q'IO d0 | 3648 meses 1,5-7 mm 2-3¢cm
2001 Neuroflex™ COI??;Q'IO do 4-8 meses 2-6 mm 2.5cm
2001 NeuroMatrix™ COI??;Q'IO do 4-8 meses 2-6 mm 2.5cm
2003/2005 |  Neurolac® (P(Dé'[)?'co' 16 meses | 1,5-10 mm 3cm
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2004 NeuraWrap™ COI??;Q'IO do | 3648 meses | 3-10 mm 2-4cm
2006 NeuroMend ™ COI??;Q'IO 4| 4 gmeses | 4-12 mm 2,5-5cm

Neste trabalho, o principal objetivo é o desenvolvimento de membranas de
base dextrano como novos materiais para potencial aplicacdo na regeneracdo do nervo
periférico. O dextrano € produzido por vérios tipos de bactérias (Leuconostoc e
Streptococcus), pertence a classe dos polissacarideos e é constituido por unidades de a-D-
glicose, ligadas através de ligacdes glicosidicas (1 — 6), com ramificacbes que podem
conter uma ou duas unidades de glicose (Figura 12). Este polimero é solivel em agua e
pode apresentar diferentes pesos moleculares, distribuicdes de pesos moleculares e graus
de ramificacdo dependendo da bactéria utilizada e das condicdes aplicadas para a produgdo
deste [31], [65].

Figura 12: Estrutura do dextrano.

As principais vantagens sd8 a elevada biocompatibilidade e a
biodegradabilidade. Esta Gltima ocorre de forma enzimatica, através da acdo da dextranase
em Orgdos do corpo humano, tais como figado, baco, rins e célon, e ndo liberta produtos
toxicos [66]. Estas caracteristicas fazem dele um polimero bastante interessante para
algumas aplicagdes biomédicas, ndo estando, no entanto, explorado para a aplicagdo em

causa neste trabalho.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiais

O dextrano (Dex, Mr=70000 g/mol), anidrido metacrilico (AM, 94%),
pentaeritritol (PNT, 99%), octanotato de estanho, poli(etileno glicol) (PEG, Mn=300
g/mol), poli(etileno glicol) diacrilato (PEG-DA, Mn=500 g/mol), trietilamina (EtsN) e
pastilhas de tampédo fosfato (PBS) foram adquiridos a Sigma-Aldrich. O metacrilato de 2-
isocianoetilo (IEMA, >98%) e a 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 99%) foram adquiridos a
TCIl Europe. O acido lactico (LA, 90 %) foi adquirido a Acros Organics. A
policaprolactona diol (PCL-diol, Mn=550 g/mol) foi gentilmente cedida pela Perstorp. O
Irgacure 2959® foi gentilmente cedido pela Ciba Specialty Chemicals. A azida de sédio
(NaN3, 99%) foi adquirida & Panreac. O dimetilsulfoxido (DMSO), N, N -dimetilformamida
(DMF), isopropanol, cloroférmio, tetrahidrofurano (THF) e hexano foram adquiridos a
VWR. O DMSO-ds e a D,O foram adquiridos a Eurisotop. Todos os reagentes foram
usados como recebidos, com excecao da EtsN que foi previamente seca e destilada.

2.2. Sintese

2.2.1. Modificacdao de Dextrano com Metacrilato de 2-
Isocianoetilo (IEMA)

O objetivo desta sintese foi modificar a estrutura do dextrano, com ligacdes
duplas. Para tal, fizeram-se reagir os grupos hidroxilo do dextrano com o grupo isocianato
do IEMA.

Num baldo de fundo redondo foram dissolvidas 2,5 g (0,0154 mol) de dextrano
em 22,5 mL de DMSO, com agitacdo magnética, num banho a 60°C, sob atmosfera inerte
de azoto. Apds o dextrano estar dissolvido, foram adicionados 6,54 mL (0,0463 mol) de
IEMA. A reacédo prosseguiu durante 24h. O produto de reacdo (Dex-IEMA) foi precipitado
em &gua destilada e, de forma a eliminar os residuos de DMSO existente, esta agua foi

renovada, diariamente, durante duas semanas.
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Por fim, o dextrano modificado foi seco numa estufa, sob vécuo, a 40°C,
durante uma semana (Adaptado de [67]). A reacdo é apresentada, esquematicamente, na

Figura 13.
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Figura 13: Representacgdo esquematica da sintese de modificacdo de Dextrano com Metacrilato de 2-
Isocianoetilo (IEMA).

2.2.2. Modificagcao de Dextrano com Anidrido Metacrilico

O objetivo desta sintese também foi modificar a estrutura do dextrano com as
ligacbes duplas, por reacdo dos grupos hidroxilo do dextrano com o AM. Num baldo de
fundo redondo foram dissolvidas 0,9 g de cloreto de litio (LiCl) em 10 mL de DMF, com
agitacdo magnética, a temperatura ambiente. Ap6s dissolucdo do LiCl, foram adicionadas
1,0044 g (0,0062 mol) de dextrano que ficaram a dissolver num banho, a 90°C, sob
atmosfera inerte de azoto.

De seguida, a temperatura foi diminuida para 60°C e, uma vez atingida esta
temperatura, foram adicionados 0,078 mL de EtsN destilada. Decorridos 15 minutos, foram
adicionados, lentamente, 2,77 mL (0,0186 mol) de AM. A reacdo prosseguiu durante 24
horas. O dextrano modificado (Dex-AM) foi precipitado em isopropanol, em banho de gelo

e, posteriormente, filtrado. O produto de filtracdo foi ainda dialisado contra 4gua destilada,
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durante uma semana, sendo de seguida liofilizado (Adaptado de [68]). A reagdo é

apresentada, esquematicamente, na Figura 14.

+—CH, W
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\ L

|{OM OH
L

Dextrano Anidrido Metacrilico

) Tristilamina
LiCI/DMF 60 °C. N.. 24h

Dex-AM Acido metacrilico

Figura 14: Representagdo esquemadtica da sintese de modificagdo de Dextrano com Anidrido Metacrilico.

2.2.3. Sintese do poliéster-padliol

Num reator com trés tubuladuras, equipado com agitador mecanico,
condensador e entrada de azoto, o diol e o LA foram colocados de acordo com as
quantidades indicadas na Tabela 7. A mistura reacional foi aquecida até 120 °C, e a reacdo
decorreu durante 5h. Apos este tempo, adicionou-se Octanoato de Estanho (0,25% da soma
da massa do diol com a do L-LA), que foi dissolvido em 1 mL de cloroférmio, e a
temperatura de reacdo foi aumentada para 180 °C. A reacdo prosseguiu durante mais 24h.
O poliéster-pdliol foi depois purificado por dissolucdo em THF e precipitacdo em n-
hexano. O excesso de solvente de purificacdo foi decantado e o produto resultante foi seco
em estufa de vacuo a 40 °C (Adaptado de [69] e [70]). As reacBes sdo representadas,

esguematicamente, na Figura 15.
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Tabela 7: Quantidades para as sinteses de poliéster-pdliol.

L-LA

PEG

PCL

PNT

Octanoato
de
Estanho

Sintese do
poliéster-pdliol de
base acido lactico
(LA) e poli (etileno

glicol) (PEG) —

PLA-PEG

100 mL
(1,2 mol)

86,98 g
(0,2899 mol)

0,494

Sintese do
poliéster-poliol de
base acido lactico

(LA) e poli

(caprolactona)
(PCL) - PLA-PCL

150 mL
(1,8 mol)

75,199
(0,14 mol)

0,594¢

Sintese do
poliéster-pdliol de
base acido lactico

(LA) e
pentaeritritol
(PNT) —-PLA-PNT

150 mL
(1,8 mol)

38,379
(0,28 mol)

0,509
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Figura 15: Representa¢do esquematica da sintese de poliéster-poliol.
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2.2.4. Modificagao do poliéster-pdliol com anidrido
metacrilico

Num baldo de fundo redondo foram dissolvidas 5 g de poliéster-poliol
purificado, em 100 mL de THF, com agitacdo magnética, a temperatura ambiente. De
seguida, foi adicionado AM, e, por ultimo, foi adicionado o DMAP. A reacdo decorreu
durante 24h, num banho a 60°C, sob atmosfera inerte de azoto. O produto de reacao foi
depois recuperado por precipitacdo em n-hexano e o excesso de solvente foi decantado.
O produto resultante foi seco, sob vacuo, & temperatura ambiente’. As respetivas
quantidades, para cada modificacao, estdo apresentadas na Tabela 8 (Adaptado de [71]).

As reac0es sao representadas, esquematicamente, na Figura 16.

Tabela 8: Quantidades para modifica¢des de poliéster-pdliol com anidrido metacrilico.

PLA-PEG | PLA-PCL | PLA-PNT | Anidrido DMAP
metacrilico
Modificacéo de
PLA-PEG com 59 3,44 mL 0,049
anidrido -- --
metacrilico — (0,0115 mol) (0,023 mol) (0,0003 mol)
PLA-PEG-AM
Modificacéo de
PL';;? d?:ag"m ~ >9 1,31 mL 0,016 g
i (0,0044 mol) . (0,0088 mol) | (0,00013 mol)
metacrilico —
PLA-PCL-AM
Modificacéo de
- (0,024 mol) | (0,048 mol) | (0,0004 mol)
metacrilico —
PLA-PNT-AM

' A Unica excecdo foi na modificacdo de PLA-PCL com anidrido metacrilico, uma vez
que o produto da reacdo foi recuperado por precipitacdo em n-hexano, seguido de
evaporacgéo do solvente.
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2.3. Preparagao de membranas

Dissolveram-se, em 2 mL de DMSO, o dextrano modificado e o0s
reticulantes, de acordo com as quantidades apresentadas na Tabela 9. Apéds dissolucao,
adicionou-se o fotoiniciador (Irgacure 2959%), na proporcéo de 2 % m/m (relativamente
a quantidade de dextrano modificado e reticulante). A solucdo foi depois vertida para
uma caixa de Petri, sendo de seguida colocada numa camara de radiacdo UV (Modelo
BS-02, de Dr. Grobel, UV-Electronik GmbH, com um comprimento de onda de 280
nm), para fotopolimerizar. Apos trés horas, a membrana foi retirada da caixa de Petri,
cortada em circulos de 1,3 cm de diametro, que foram colocados a dialisar contra agua
destilada, a temperatura ambiente, durante uma semana. De seguida e, numa primeira

fase, as amostras foram secas ao ar e, posteriormente, numa estufa a 50 °C.

Tabela 9: Formulac¢0es para a preparacdo de membranas.

Amostra m (Dex-IEMA) m (Dex-AM) m (PLA- m (PLA- m (PLA- m (PEG-DA)
(® (® PEG-AM) (g8) PCL-AM)(g) PNT-AM) (g) (3)
Mem A 0,50 X X X X X
Mem B 0,20 X 0,20 X X X
Mem C 0,20 X 0,15 X X 0,05
Mem D 0,20 X X 0,20 X X
Mem E 0,20 X X 0,15 X 0,05
Mem F 0,20 X X X 0,20 X
Mem G 0,20 X X X 0,15 0,05
Mem H X 0,50 X X X X
Mem I X 0,20 0,20 X X X
Mem J X 0,20 0,15 X X 0,05
Mem K X 0,20 X 0,20 X X
Mem L X 0,20 X 0,15 X 0,05
Mem M X 0,20 X X 0,20 X
Mem N X 0,20 X X 0,15 0,05

2.4. Caraterizagao

2.4.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de protdo foram obtidos num espectrometro Bruker
Avance Il 400 MHz, com uma sonda de detecdo tripla TIX 5 mm. Foram usados
diferentes solventes deuterados, nomeadamente Oxido de deutério (D,O) e
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds), dependendo do tipo de amostra a analisar.

Os resultados foram tratados com recurso ao software MestRenova.
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2.4.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier com Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

A analise foi efetuada através do equipamento Agilent Technologies Cary

630 FTIR e os espectros foram adquiridos com o software MicroLab FTIR.

2.4.3. Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise de TGA foi levada a cabo num equipamento da marca TA
Instruments modelo Q500, num intervalo de temperatura de 25 a 600 °C e com uma
taxa de aquecimento de 10 °C/min sob fluxo de azoto de 50 ml/min. O software TA
Instruments version 4.2E Build 4.2.0.38 foi usado para o tratamento de dados.

2.4.4. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

As analises de DSC foram realizadas utilizando o equipamento da marca TA
Instruments modelo Q100, equipado com uma unidade de arrefecimento RSC90. Todas
as amostras foram sujeitas a ciclos de aquecimento-arrefecimento-aquecimento, com
uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de azoto. O software TA
Instruments version 4.2E Build 4.2.0.38 foi usado para o tratamento de dados. As

massas de amostra utilizadas variaram entre 5 e 10 mg.

2.4.5. Capacidade de inchago

Para determinar a capacidade de absorcdo de dgua das membranas, foram
pesadas 3 amostras de cada formulacdo, sendo este peso denominado por peso seco
(Ws). De seguida, cada membrana foi colocada num recipiente fechado, contendo 5 mL
de agua destilada, numa estufa a 37 °C. A tempos pré-determinados, as amostras foram
pesadas (peso molhado, Wm), apés a agua em excesso a superficie ter sido
cuidadosamente removida com papel de filtro. Depois de pesadas, as amostras foram
colocadas novamente no meio.

A capacidade de inchago foi calculada de acordo com a Equagéo 1:

100 Equagao 1

Capacidade de Inchaco(%) = % *
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Em que:
Wm — peso molhado de cada amostra

Ws — peso seco de cada amostra

2.4.6. Testes de degradacao hidrolitica in vitro

As membranas secas (Wp), numa estufa a 50 °C, foram mergulhadas em 10
mL de uma solucdo de tampédo fosfato (PBS, pH=7,4), contendo 2% m/v de azida de
sodio, e colocadas numa estufa a 37 °C. A tempos pré-determinados, as membranas
foram retiradas do meio, lavadas abundantemente com &gua destilada e colocadas a
secar numa estufa a 50 °C, até se obter peso constante (Ws). A perda de massa das
membranas foi depois calculada com recurso a Equacao 2.

Perda de massa (%) = % *100 (Equagdo 2)

Em que:
Ws — peso final de cada amostra

W, — peso inicial de cada amostra
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como ja foi referido atras, o objetivo do presente trabalho era a preparacao
de membranas de base dextrano por fotopolimerizagcdo, com vista a sua aplicacdo no
campo da regeneracdo do nervo periférico. Para tal, o dextrano foi modificado com
ligacOes duplas, pela reacdo dos seus grupos —OH com o IEMA ou com o AM. De
modo a modelar algumas das propriedades (e.g., degradacdo) das membranas, foram
adicionados a formulacdo reticulantes de base LA, uma vez que os polimeros
(oligbmeros) preparados a partir deste monomero sdo amplamente usados na area
biomédica [72]. Estes reticulantes foram também preparados no decorrer do trabalho.
Apos preparacdo do dextrano modificado e dos reticulantes, seguiu-se a preparagdo das
membranas. Desta forma, a discussao de resultados sera feita em trés partes: preparacdo
e caracterizacdo do dextrano modificado, preparacdo e caracterizacdo dos reticulantes e

preparacdo e caracterizacdo das membranas.

3.1. Preparacao e caracterizacao do dextrano
modificado

Numa fase inicial, o dextrano foi modificado com IEMA (Dex-IEMA) e
com anidrido metacrilico (Dex-AM) (ver Figura 13 e Figura 14) para se obter um
dextrano com ligacdes duplas. O IEMA e o AM ligam-se aos grupos —OH do dextrano
através de uma ligacdo uretana e éster, respetivamente, o que podera conferir

propriedades diferentes ao material [73].

3.1.1. Caracterizagao quimica do dextrano e dextrano
modificado

O dextrano modificado foi caracterizado por FTIR. A Figura 17 faz a

comparacéo entre os espectros do dextrano, Dex-IEMA e Dex-AM.
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Figura 17: Espectro de FTIR do dextrano, Dex-IEMA e Dex-AM.

No espectro relativo ao dextrano, é visivel uma elongacéo na zona dos 3000
cm™-3800 cm™, que corresponde & vibracdo dos grupos —OH. Relativamente ao Dex-
IEMA, é possivel observar no espectro a elongacéao e flexdo correspondentes a ligacao
dupla, a C=C, a 1640 cm™ e 810 cm™, respetivamente. A ca. 1710 cm™ é possivel ver a
banda correspondente a elongacdo do grupo carbonilo presente na ligagcdo éster e na
ligagdo uretana. Outras bandas caracteristicas da ligacdo uretana podem ser vistas a
3378 cm™, correspondente & elongacdo da ligacdo N-H e a 1560 cm™, atribuida & flexdo
das ligacBes N-H e a elongacdo da ligacdo C-N. De salientar também o facto de nédo
existir qualquer banda correspondente a elongacdo do grupo isocianato (N=C=0), na
zona dos 2262 cm™, o que indica que todo o IEMA usado foi consumido na reacéo.
Assim sendo, pode dizer-se que a modificagdo do dextrano com IEMA foi bem
sucedida.

No que diz respeito ao Dex-AM, na zona dos 1715 cm™, aparece uma banda
correspondente a elongagdo do grupo carbonilo da ligacdo éster, o que comprova a
efetiva ligacdo do AM ao dextrano. As bandas a 1656 cm™ e 814 cm™ correspondem a
elongacdo e flexdo da ligacdo dupla, respetivamente. De salientar que neste espectro
aparece também uma banda alargada entre os 3000 cm™-3800 cm™, que poder4 estar
associada a vibracdo dos grupos —OH néo reagidos e também a presenca de alguma

agua residual, que ainda possa existir no material.
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O dextrano modificado foi ainda analisado por *H RMN. Os espectros apresentados na Figura 18 e na Figura 19, fazem a comparacao
entre o dextrano e o Dex-IEMA e o dextrano e 0 Dex-AM, respetivamente.
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Figura 18: Espectro de '"H RMN em DMSO-dg do Dex e do Dex-IEMA. Figura 19: Espectro de 'H RMN em D,0 do Dex e do Dex-AM.
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Em ambos os espectros do dextrano modificado € possivel verificar a
existéncia de duas ressonancias, entre 5.5 e 6.5 ppm que correspondem aos protdes da
ligacdo dupla (h e h’> para o Dex-IEMA e para o Dex-AM). A cerca de 1,9 ppm aparece 0
pico correspondente aos protdes do grupo —CHs do grupo metacrilato (g para Dex-IEMA e
para Dex-AM). No espectro do Dex-IEMA ¢ ainda possivel observar trés outras
ressonancias a ca. 4 ppm, atribuida aos protdes CH,-OCO (i), a ca. 3.25 ppm,
correspondente aos protdes do grupo —CHj ligado a ligacao uretana -CONHCH; (b, d e j),
eaca. 7.3 ppm (K), é possivel distinguir os protdes —NH da ligacéo uretana.

Através da analise de 'H RMN foi possivel determinar a percentagem de
modificacdo do dextrano, usando para tal os valores dos integrais que correspondiam aos
protdes do polissacarideo e aos protbes do IEMA ou do AM. As percentagens de
modificagdo calculadas foram de 58% e de 55% para 0 Dex-IEMA e Dex-AM,

respetivamente.

3.1.2. Propriedades térmicas do dextrano e dextrano
modificado

A estabilidade térmica do dextrano, Dex-IEMA e Dex-AM foi determinada por
TGA, numa gama de temperaturas entre 25 °C e 600 °C, em atmosfera de azoto. A Figura

20 apresenta as curvas termogravimétricas dos trés materiais.
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Figura 20: Curvas termogravimétricas (A) e curvas da derivada da perda de massa (B) obtidos para o
dextrano, Dex-IEMA e Dex-AM.

E possivel verificar que o Dex e 0 Dex-AM possuem um estagio principal de
perda de massa, entre 250 °C- 350 °C, que correspondera a degradacao térmica da cadeia
de polissacarideo. E também possivel observar uma pequena perda de massa para
temperaturas entre os 25 °C e os 125 °C, que correspondera a evaporacdo de alguma
humidade residual. Estes perfis de perda de massa estdo de acordo com o reportado na
literatura [74]. No caso do Dex-IEMA sdo evidentes dois estagios de perda de massa. Em
primeira analise podia atribuir-se a primeira perda de massa a degradacdo das ligacbes
glicosidicas e a segunda a degradacdo das ligacGes uretana, que se formam aquando da
ligagdo do IEMA aos grupos —OH do dextrano. No entanto, as ligagOes uretana degradam
termicamente a uma temperatura proxima dos 330 °C, pelo que o0 segundo estagio de perda
de massa ndo pode ser atribuido a degradacdo das mesmas [75]. Desta forma, e tendo em
conta 0 que esta descrito na literatura, ndo foi possivel identificar a que material
corresponderia esta segunda perda de massa.

A Tabela 10 apresenta as temperaturas de interesse retiradas das curvas
termogravimeétricas.
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Tabela 10: Temperaturas de interesse retiradas das curvas termogravimétricas: Tsy (temperatura a qual a
amostra perde 5% da massa inicial), T;% (temperatura a qual a amostra perde 10% da massa inicial), Ty,
(temperatura do primeiro pico) e T,, (temperatura do segundo pico).

Material Ts0s (OC) T100% (OC) T (OC) Tho (OC)
Dextrano 290 294 308 n. d.

Dex-IEMA 279 293 319 420
Dex-AM 285 296 315 n. d.

Os resultados apresentados na Tabela 10 indicam que as modificacdes do
dextrano com o IEMA e com o AM ndo levam a um decréscimo acentuado da sua
estabilidade térmica, uma vez que os trés materiais possuem Tse, T10% MUito semelhantes.

O dextrano, Dex-IEMA e Dex-AM foram analisados por DSC para estudar 0s
eventos térmicos existentes nestas amostras, abaixo da temperatura de degradacdo. As
curvas de degradacéo (correspondentes ao 2° ciclo de aquecimento) sdo apresentadas na

Figura 21.
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Figura 21: Curvas de fluxo de calor do dextrano, Dex-IEMA e Dex-AM.

Tal como se pode observar na Figura 21, os materiais ndo apresentam picos
endotérmicos que correspondam a fusdo, sendo portanto materiais amorfos. Os eventos
detetados sdo a transigdo vitrea nas curvas de fluxo de calor do dextrano e do Dex-AM, a
uma temperatura de ca. 224 °C e de 217 °C, respetivamente. Uma justificacdo possivel para
a Ty do Dex-AM ser mais baixa que a do dextrano pode prender-se com a substituicdo dos
grupos —OH por um grupo mais volumoso, o que induz um aumento da distancia entre as

cadeias poliméricas e, consequentemente, a um aumento de volume livre, diminuindo
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assim a T4 [76]. No Dex-IEMA néo foi possivel detetar qualquer evento, facto que podera
estar relacionado com a taxa de aquecimento utilizada na analise; para a detecdo da Tq

quanto mais lento for o aquecimento melhor.

3.2. Preparacao e caracterizacao dos reticulantes de base

LA

Tal como referido anteriormente, foram sintetizados reticulantes de base LA
para serem usados nas formulacBes para a preparacdo das membranas. Os reticulantes
foram obtidos a partir da reacdo de poliésteres-polidis de base LA com o AM. Os
poliésteres-polidis, por sua vez, foram obtidos a partir da reagdo do LA com diferentes
poliois. Os polidis, PEG, PCL-diol e PNT, foram escolhidos para conferir aos reticulantes
diferentes propriedades (e.g., hidrofilicidade/hidrofobicidade, flexibilidade), esperando-se
que estas, de alguma forma, fossem transferidas para as membranas, quando estes

materiais eram usados nas suas formulagdes.

3.2.1 Caracterizagao quimica dos poliésteres-polidis de base LA e
reticulantes de base LA

A Figura 22 apresenta os espectros de FTIR dos poliésteres-poliois.

PLA-PEG
......... PLA-PCL
----- PLA-PNT

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Wavenumber (cm-1)

Figura 22: Espectro de FTIR do PLA-PEG, PLA-PCL e PLA-PNT.
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Nos espectros de FTIR relativos ao PLA-PEG, PLA-PCL e PLA-PNT, ¢
possivel verificar uma banda entre 3650 e 3100 cm™ correspondente & elongacdo dos
grupos —OH. A cerca de 1715 cm™ é possivel observar a banda pertencente & elongacéo do
grupo —C=0 da ligagdo éster.

Os poliésteres-polidis foram ainda analisados por *H RMN (Figura 23).
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Figura 23: Espectro de '"H RMN em DMSO-dg do PLA-PEG, PLA-PCL e PLA-PNT.

Os espectros obtidos na Figura 23 indicam que as reacdes de preparacdo dos
poliésteres-polidis foram bem-sucedidas, na medida em que os espectros estdo de acordo
com a estrutura esperada. Através da analise de *H RMN foi ainda possivel calcular os
pesos moleculares, usando para isso 0s integrais correspondentes aos protdes pertencentes
ao poliol e a estrutura oligomerica de LA. O peso molecular obtido foi de 433 g/mol para o
PLA-PEG, 1137,8 g/mol para o PLA-PCL e 206,72 g/mol para o PLA-PNT.
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Apos ter-se verificado que os poliésteres-polidis foram preparados com
sucesso, estes reagiram com o AM para dar origem aos reticulantes. A Figura 24 apresenta

0s espectros de FTIR dos reticulantes.
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Figura 24: Espectro de FTIR do PLA-PEG-AM, PLA-PCL-AM e PLA-PNT-AM.

E possivel verificar que a banda correspondente & elongacéo dos grupos —OH,
perfeitamente visivel nos espectros dos poliésteres-polidis (Figura 24), ndo é detetada nos
espectros do reticulante. Este facto indica o consumo dos grupos —OH por reagdo com o
AM. Também se observam duas novas bandas a 1650 cm™ e 750 cm™ correspondentes &
elongacdo e flexdo, respetivamente, da ligacdo dupla.

A estrutura quimica dos trés reticulantes foi ainda analisada por *H RMN
(Figura 25).
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Figura 25: Espectro de 'H RMN em DMSO-dg do PLA-PEG-AM, PLA-PCL-AM e PLA-PNT-AM.

Nos espectros dos reticulantes é notdrio o desaparecimento da ressonancia
correspondente a0 —OH observado no espectro dos poliésteres-polidis (ressonancia
indicada por (a) na Figura 23) e também da ressonancia atribuida aos grupos —CHs; da
cadeia dos poliésteres-polidis ligados ao grupo —OH (ressonancia indicada por (b) na
Figura 23). Tal facto indica que a reacdo de sintese dos reticulantes a partir dos poliésteres-

polidis foi bem sucedida, tendo ocorrido quantitativamente.

3.2.2 Propriedades térmicas dos reticulantes de base LA
A estabilidade térmica dos reticulantes de base LA foi avaliada por TGA, numa
gama de temperaturas entre 0s 25 °C e os 600 °C, sob atmosfera inerte de azoto. A Figura

26 apresenta as curvas termogravimétricas dos trés reticulantes de base LA.
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Figura 26: Tragos termogravimétricos (A) e curvas da derivada da perda de massa (B) obtidos para o PLA-
PEG-AM, PLA-PCL-AM e PLA-PNT-AM.

Todos os reticulantes de base LA apresentam um estagio principal de perda de
massa, com ombros. Estes ombros podem ser devidos a presenca de compostos de muito
baixo peso molecular que degradam a temperaturas significativamente mais baixas. O
estagio principal de perda de massa ocorre a temperaturas diferentes para os diferentes
reticulantes, nomeadamente 325 °C-425 °C para 0 PLA-PEG-AM, 250 °C-425 °C para o
PLA-PCL-AM e 350 °C-450 °C para 0 PLA-PNT-AM. Estas diferencas nas temperaturas
podem, por um lado, estar relacionadas com o peso molecular dos materiais e, por outro,
com as diferentes unidades centrais presentes nos reticulantes.

As temperaturas de interesse obtidas por TGA sdo apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11: Temperaturas de interesse retiradas das curvas termogravimétricas: Tsy (temperatura a qual a
amostra perde 5% da massa inicial), T;% (temperatura a qual a amostra perde 10% da massa inicial), T,
(temperatura do primeiro pico), T,, (temperatura do segundo pico) e T3 (temperatura do terceiro pico).

Material Ts0s (OC) T100% (OC) T (OC) T2 (OC) Ths (OC)
PLA-PEG-AM 196 231 208 301 401
PLA-PCL-AM 196 238 204 360 406
PLA-PNT-AM 197 234 220 327 428

Da analise da Tabela 11 ¢é possivel verificar que todos os reticulantes de base
LA possuem estabilidade térmica semelhante, na medida em que possuem valores muito
proximos de Tsy, € T10%. Desta forma, os resultados indicam que a alteracdo da cadeia

central dos reticulantes ndo prejudica a sua estabilidade térmica.
Os reticulantes de base LA foram ainda analisados por DSC de forma a

determinar quais 0s eventos térmicos que ocorriam antes da degradacdo. As curvas de

fluxo de calor estéo representadas na Figura 27.
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Figura 27: Curvas de fluxo de calor do PLA-PEG-AM, PLA-PCL-AM e PLA-PNT-AM.

As curvas de fluxo de calor ndo revelam a existéncia de qualquer pico
endotérmico que possa ser associado a fusdo, pelo que os materiais tém uma natureza
amorfa. No PLA-PEG-AM e no PLA-PCL-AM ¢ no entanto possivel observar a transicéo
vitrea para temperaturas de 17,91 °C e -2,99 °C, respetivamente. Estes resultados indicam

que é possivel alterar a flexibilidade dos reticulantes por alteracdo da sua cadeia central

(ver Figura 16).
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3.3. Preparacao e caracterizagao das membranas de base
dextrano

As diferentes membranas de base dextrano foram preparadas de acordo com o
procedimento j& descrito no capitulo anterior e com as formulagdes apresentadas na Tabela
9.

Sumariamente, a formacdo das membranas ocorre da seguinte forma. O
fotoiniciador presente na formulagdo absorve a luz UV e origina radicais livres que véo
atacar as ligagdes duplas, quer do dextrano modificado (Dex-IEMA e Dex-AM), quer dos
reticulantes, gerando macroradicais. Estes macroradiciais, por sua vez, vao atacar
sucessivamente as ligacbes duplas presentes, formando assim a rede reticulada. O
fotoiniciador escolhido foi o Irgacure2959 uma vez que este apresenta uma baixa
toxicidade para um nimero consideravel de linhas celulares [77], [78].

3.3.1. Caracterizagao quimica das membranas

Por forma a averiguar o sucesso da polimerizacdo, as membranas foram
analisadas por FTIR. A Figura 28 apresenta os espectros referentes ao Dex-IEMA e a
membrana de Dex-IEMA (Mem A) (A) e ao Dex-AM e a membrana de Dex-AM (Mem H)

(B).

c=C
Dex-IEMA
""" T T reraare st st s
s T TS “’ L e Mem A
> R A
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Wavenumber (cm-1)

(A)
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Figura 28: Espectro de FTIR do Dex-IEMA e da Mem A (A) e do Dex-AM e da Mem H (B).

A elongacéo correspondente & ligacdo dupla situa-se na zona dos 750-800 cm™
tanto para o Dex-IEMA como para o Dex-AM. Pode verificar-se que as membranas
obtidas por fotopolimerizacdo, neste caso a Mem A e a Mem H, ndo apresentam
elongacdes nesta zona, o que significa que estdo reticuladas. Os espectros de FTIR das
restantes membranas encontram-se na

Figura A.1 e na Figura A.2.

3.3.2. Propriedades térmicas das membranas
A estabilidade térmica das membranas foi estudada por TGA, de 25 °C a 600
°C, sob atmosfera de azoto. As curvas termogravimétricas das membranas de base Dex-

IEMA e de base Dex-AM sdo apresentadas na Figura 29 e na Figura 30, respetivamente.
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Figura 29: Tragos termogravimétricos (A) e curvas da derivada da perda de massa (B) obtidos para as
membranas de base Dex-IEMA (Mem A, Mem B, Mem C, Mem D, Mem E, Mem F e Mem G).

A partir da Figura 29 é possivel verificar que todas as membranas em estudo
apresentam dois estagios de perda de massa, similarmente ao observado para o Dex-IEMA.
De salientar que a inclusdo dos reticulantes de base LA ndo compromete a estabilidade
térmica das membranas.
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Figura 30: Tracos termogravimétricos (A) e curvas da derivada da perda de massa (B) obtidos para as
membranas de base Dex-AM (Mem H, Mem |, Mem J, Mem K, Mem L, Mem M e Mem N).

Relativamente as membranas de Dex-AM, verifica-se que também estas
apresentam dois estagios principais de perda de massa, com um ombro para temperaturas
entre 25 °C e 125 °C, correspondente a evaporacdo de alguma humidade residual. Da
analise termogravimétrica do Dex-AM, verificou-se que este degradou num unico estagio,
pelo que a obtencdo de dois estagios de perda de massa pode indicar a presenca de dois
tipos de materiais com estabilidade térmica diferente na rede reticulada. Assim, o primeiro
estagio de perda de massa pode ser atribuido ao Dex-AM que ndo tenha sido reticulado, e 0

segundo estagio podera corresponder ao material ja reticulado.
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A Tabela 12 apresenta as temperaturas de interesse retiradas das curvas

termogravimetricas para as membranas em estudo.

Tabela 12: Temperaturas de interesse retiradas das curvas termogravimétricas: Tsy (temperatura a qual a
amostra perde 5% da massa inicial), T1o% (temperatura a qual a amostra perde 10% da massa inicial), Ty,
(temperatura do primeiro pico) e T,, (temperatura do segundo pico).

Membrana Constituicao Ts06 (°C)  T100 (°C) Tp1 (°C) Tpo (°C)
Mem A Dex-IEMA 285 293 296 424
Mem B Dex"EM'X,'VF;LA'PEG' 280 297 317 416

Dex-IEMA+PLA-PEG-
Mem C AM+PEG-DA 283 300 317 410
Mem D Dex"EM'x:LA'PCL' 281 295 316 423
Dex-IEMA+PLA-PCL-
Mem E e 280 297 322 407
Mem F Dex"EM':T\;)LA'PNT' 269 292 308 428
Dex-IEMA+PLA-PNT-
Mem G AM+PEG-DA 277 298 314 418
MemH Dex-AM 262 277 297 397
Mem | Dex-AM+PLA-PEG-AM 276 291 305 417
Dex-AM+PLA-PEG-
Mem J AM+PEG-DA 280 292 304 412
Mem K Dex-AM+PLA-PCL-AM 281 292 307 361
Dex-AM+PLA-PCL-
Mem L AM+PEG.DA 278 289 299 375
Mem M Dex-AM+PLA-PNT-AM 256 274 285 432
Dex-AM+PLA-PNT-
Mem N AM+PEG-DA 275 290 299 409

De acordo com os resultados da Tabela 12, os valores de Tsy, € T10% variam
entre 0s 250 °C e os 298 °C. De um modo geral, verifica-se que as membranas de base
Dex-IEMA tém estabilidades térmicas superiores as membranas de base Dex-AM. De
entre os reticulantes de base LA, a introducdo do PLA-PNT-AM (Mem F e Mem M)
contribui para um decréscimo da estabilidade térmica das membranas (menores valores de
Tsee © Ti0w). Este facto poderd estar relacionado com a estrutura em estrela deste
reticulante, que poderd dar origem a uma membrana menos coesa e com menor
estabilidade térmica. Neste caso, verifica-se que a introducdo do PEG-DA nas membranas
contribui para uma melhoria significativa da estabilidade térmica. Todas as outras
membranas possuem estabilidade térmica muito semelhante.

As curvas de fluxo de calor para as membranas preparadas no decorrer do
trabalho encontram-se na Figura 31 (as membranas de base Dex-IEMA (A) e as de base
Dex-AM (B)).
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Figura 31: Curvas de fluxo de calor para as membranas de base Dex-IEMA (Mem A, Mem B, Mem C, Mem D,
Mem E, Mem F e Mem G) (A) e de base Dex-AM (Mem H, Mem |, Mem J, Mem K, Mem L, Mem M e Mem N)

(B).

As curvas de fluxo de calor apresentadas na Figura 31 indicam que as
membranas tém uma natureza amorfa, tal como era expectavel, tendo em conta que sao
materiais reticulados. Em alguns casos foi possivel determinar a Ty, cujos valores s&o

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: T, das membranas obtidas por DSC.

Material T, (°C)
Mem A 227
Mem H 36
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Mem I 27
Mem J 25
Mem K 5
Mem L 23
Mem M 19

Ao compararmos a Mem A, composta somente por Dex-IEMA, e a Mem H,
composta por Dex-AM, verificamos que a primeira tem uma T4 muito mais elevada que a
segunda. No Dex-IEMA, a ligacdo que se forma entre os grupos —OH do dextrano e o
grupo isocianato do IEMA é uma ligacdo uretana, ao passo que no Dex-AM, a ligacdo
formada € do tipo éster. Desta forma, na rede reticulada da Mem A predominam as
ligacbes uretana, e na Mem H predominam as ligacOes éster. Sabe-se que as ligacbes
uretana sdo passiveis de estabelecer ligacGes por pontes de hidrogénio entre si, 0 que leva a
um maior empacotamento das cadeias poliméricas onde estas se encontram, com
consequente reducdo do volume livre entre cadeias. Esta pode ser a causa para o valor mais
elevado da Ty apresentado pela Mem A. Outro fator que também podera influenciar a Tgé a
presenca de &gua no sistema, que pode atuar como plastificante dos sistemas de base
dextrano [79]. De facto, olhando para a espectro de FTIR da Mem H (Figura 28) € possivel
verificar uma banda alargada (3700-2970 cm™), que podera corresponder a presenca de
agua na membrana. Tal ndo acontece para a membrana Mem A.

Comparando agora as membranas de base Dex-AM com os diferentes
reticulantes, verifica-se que todas elas ttém uma T4 mais baixa do que a verificada para a
membrana produzida somente com o dextrano modificado, o0 que indica que os reticulantes
de base LA podem de alguma forma atuar como plastificantes das membranas. A
diminuicdo mais acentuada verificou-se quando se utilizou o PLA-PCL-AM.

Estas membranas ao serem utilizadas para regeneracao do nervo, deveriam ter
uma Ty inferior a temperatura fisioldgica. De acordo com os resultados, as membranas

constituidas por Dex-AM apresentam-se promissoras no que respeita a esta propriedade.

3.4. Estudo da capacidade de inchago da membrana

A capacidade de inchaco permite inferir acerca da
hidrofilicidade/hidrofobicidade dos materiais. Para fazer a determinagéo desta propriedade,
as membranas em estudo foram imersas em agua destilada e colocadas numa estufa a 37
°C.
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Os gréficos de capacidade de inchaco vs tempo para as diferentes membranas
em estudo sdo apresentados na Figura 32 (membranas de base Dex-IEMA (A) e
membranas de base Dex-AM (B)). Na Tabela 14 sdo apresentados os valores de

capacidade de inchago méximos observados para cada uma das membranas.
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Figura 32: Capacidade de inchaco das membranas constituidas por Dex-IEMA (Mem A, Mem B, Mem C,
Mem D, Mem E, Mem F e Mem G (A) e das membranas constituidas por Dex-AM (Mem H, Mem |, Mem J,
Mem K, Mem L, Mem M e Mem N) (B), a 37 °C, durante 48h.
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Tabela 14: Capacidade de inchago maxima das membranas constituidas por Dex-IEMA e Dex-AM.

Membranas Constituicéo Capacidade de

inchaco maxima (%o)

Mem A Dex-IEMA 128 +3
Mem B Dex-IEMA+PLA-PEG-AM 71+ 16
Mem C Dex-IEMA+PLA-PEG-

AM+PEG-DA (e 1
Mem D Dex-IEMA+PLA-PCL-AM 88 + 19
Mem E Dex-IEMA+PLA-PCL-

AM+PEG-DA 181+15
Mem F Dex-IEMA+PLA-PNT-AM 93+9
Mem G Dex-IEMA+PLA-PNT- .

AM+PEG-DA =
Mem H Dex-AM 234 + 37
Mem | Dex-AM+PLA-PEG-AM 175+ 6
Mem J Dex-AM+PLA-PEG-

AM+PEG-DA 122+14
Mem K Dex-AM+PLA-PCL-AM 266 + 19
Mem L Dex-AM+PLA-PCL-

AM+PEG-DA 233£17
Mem M Dex-AM+PLA-PNT-AM 211+ 18
Mem N Dex-AM+PLA-PNT- 186 + 1

AM+PEG-DA

Através dos graficos apresentados na Figura 32 é possivel verificar que todas
as membranas atingem o equilibrio no que respeita a capacidade de inchaco apés 2 a 3
horas de imers&o.

De um modo geral, através da Tabela 14, verifica-se que as membranas que
contém na sua formulacdo o Dex-IEMA tém capacidades de incha¢o mais baixas do que as
preparadas a partir do Dex-AM. Tal facto podera dever-se ao estabelecimento das ligacoes
de hidrogénio através das ligacOes uretana, que levam a uma maior compactagdo da rede
reticulada, dificultando a entrada da agua na membrana, com consequente reducdo da sua
capacidade de inchaco.

A introducdo de PLA-PCL-AM na formulacdo das membranas (Mem D; Mem
E e Mem K; Mem L) leva a um aumento da capacidade de inchaco em ambas as séries de
membranas, quando comparado com a introducdo de PLA-PEG-AM (Mem B; Mem C e
Mem I; Mem J). Este resultado pode parecer algo contraditorio, uma vez que sendo o PEG
uma molécula mais hidrofilica que o PCL, esperar-se-ia que a introducdo do PLA-PEG-

AM nas membranas contribuisse para um aumento da hidrofilicidade das mesmas, com
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consequente aumento da capacidade de inchaco. No entanto, os dados de DSC referentes
aos reticulantes mostram que o PLA-PCL-AM tem uma Ty significativamente mais baixa
que o PLA-PEG-AM, podendo este conferir uma maior mobilidade as membranas onde
esta inserido. Desta forma, torna-se mais facil a agua penetrar no interior das membranas.
O mesmo efeito podera explicar os resultados para as membranas contendo PLA-PNT-AM
(Mem F; Mem G e Mem M; Mem N), que apresentam uma maior capacidade de inchaco
do que as que contém PLA-PEG-AM (Mem B; Mem C e Mem I; Mem J). Todavia, uma
conclusdo efetiva ndo pode ser tirada neste caso, na medida em que ndo foi possivel
determinar a Tg do PLA-PNT-AM. A introducdo de PEG-DA na formulagdo mostrou
aumentar a capacidade de inchagco das membranas Mem C face a Mem B e da Mem E face
a Mem D. De salientar ainda que, excetuando a Mem E e a Mem K, todas as outras
membranas contendo reticulantes de base LA mostraram ter capacidade de inchago inferior
as das membranas sem reticulante. Este facto pode estar relacionado com o facto de os
reticulantes de base LA terem alguma hidrofobicidade, o que pode também levar a um

aumento da hidrofobicidade das membranas.

3.5. Degradacao hidrolitica das membranas in vitro

Uma das principais carateristicas de um material para ser aplicado em
regeneracdo do nervo € a sua degradacdo quando em contacto com fluidos bioldgicos.
Assim sendo, foram levados a cabo testes de degradacdo hidrolitica in vitro, utilizando um
tampao fosfato de pH=7,4 para simular os fluidos bioldgicos. Os testes decorreram a 37 °C.

No grafico da Figura 33 esta representada a perda de massa em funcdo do

tempo, para as membranas de base Dex-IEMA e Dex-AM, respetivamente.
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Figura 33: Testes de degradacdo das membranas constituidas por Dex-IEMA (Mem A, Mem B, Mem C, Mem
D, Mem E, Mem F e Mem G (A) e das membranas constituidas por Dex-AM (Mem H, Mem |, Mem J, Mem K,

Mem L, Mem M e Mem N) (B), a 37 °C, durante 30 dias.
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Tabela 15: Perda de massa apds 30 dias das membranas constituidas por Dex-IEMA e Dex-AM.

Membranas Constituicéo Perda de massa apds
30 dias (%0)

R Dex-IEMA 2+4

Mem B Dex-IEMA+PLA-PEG-AM 33+0,6

Mem C Dex-IEMA+PLA-PEG- 23+72
AM+PEG-DA

Mem D 14+1

Dex-IEMA+PLA-PCL-AM

Mem E Dex-IEMA+PLA-PCL- 1042
AM+PEG-DA

Mem F Dex-IEMA+PLA-PNT-AM 6+2

Mem G Dex-IEMA+PLA-PNT- 6+ 3
AM+PEG-DA

Mem H Dex-AM 47

Mem | Dex-AM+PLA-PEG-AM 66 + 15

Mem J Dex-AM+PLA-PEG- 383
AM-+PEG-DA

Mem K 30£6

Dex-AM+PLA-PCL-AM

Mem L Dex-AM+PLA-PCL- 1446
AM-+PEG-DA

by 11+1

Dex-AM+PLA-PNT-AM

Mem N Dex-AM+PLA-PNT- 237

AM+PEG-DA

De um modo geral, através dos graficos da Figura 33, é possivel verificar que
todas as membranas comecam a ter uma perda de massa significativa ap6s 10 dias dos
testes iniciarem.

Ao comparar as perdas de massa das membranas a base de Dex-IEMA (Mem
A, Mem B, Mem C, Mem D, Mem E, Mem F, Mem G) com as membranas a base de Dex-
AM (Mem H, Mem I, Mem J, Mem K, Mem L, Mem M, Mem N), pode concluir-se que
estas Ultimas apresentam uma perda de massa mais elevada. Esta diferenca pode ser
justificada pelo tipo de ligacdo do dextrano modificado. As ligacdes éster presentes na
cadeia do Dex-AM podem contribuir para uma maior degradacdo das membranas em PBS.
De salientar ainda que as membranas de base Dex-AM tém T, abaixo de 37 °C o que
implica que, a temperatura a que foi feito o teste de degradacdo hidrolitica, as membranas
apresentavam alguma mobilidade das suas cadeias poliméricas, permitindo uma maior

facilidade de penetracdo do meio de degradacdo no seu interior.
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Verifica-se ainda que com a introducdo dos reticulantes de base LA, nas
membranas, houve um aumento da percentagem de perda de massa, tanto para as de base
Dex-IEMA como para as de base Dex-AM, a excecdo da Mem N. Uma vez que 0s
materiais de base LA tém elevada propensdo para degradar em meio fisioldgico, a sua
introdugdo nas membranas potencia também a degradacdo das mesmas. A inclusédo de
PEG-DA nas membranas levou a uma ligeira diminuicdo da perda de massa (Mem B vs
Mem C; Mem D vs Mem E; Mem F vs Mem G; Mem | vs Mem J; Mem K vs Mem L;
Mem M vs Mem N) o que pode estar relacionado com o facto de o PEG, per si, ser uma
molécula que ndo degrada em meio fisioldgico. Tendo em conta os resultados, pode dizer-
se que as propriedades de degradacdo hidrolitica das membranas podem ser facilmente

alteradas, por mudancas na sua formulacao.
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4. CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

Neste trabalho foram preparadas com sucesso membranas de base dextrano, a
partir de dextrano modificado com liga¢des duplas e de diferentes reticulantes de base LA.

A anélise quimica (FTIR e 'H RMN) realizada aos dextranos modificados e aos
reticulantes de base LA revelou que estes foram sintetizados com sucesso.

Também as membranas foram analisadas por FTIR tendo-se observado a
auséncia das bandas correspondentes as ligagdes duplas no seu espectro, podendo concluir-
se que estas foram preparadas com sucesso. De salientar que as membranas de base Dex-
AM apresentam uma banda alargada na zona dos —OH, o que indica que apresentam agua
na sua constitui¢do. Esta dgua pode funcionar como plastificante das membranas, facto este
que foi de alguma forma corroborado pelas 7, (<37 °C) obtidas para estes materiais.
Relativamente a capacidade de inchago, verificou-se que as membranas de Dex-IEMA
tinham menores valores do que os apresentados pelas membranas de Dex-AM. Foi ainda
possivel verificar que a introdugdo dos reticulantes de base LA levou a uma diminui¢do da
capacidade de inchago. Por forma a ser aplicado na regeneragdo do nervo, 0 material deve
ser hidrofilico, mas ndo deve apresentar valores muito elevados de capacidade de inchaco,
de forma a ndo afetar os tecidos circundantes (e.g., vasos sanguineos) com o aumento de
volume. Desta forma, as membranas preparadas a partir do Dex-IEMA sdo as mais
indicadas para a aplicacdo em estudo neste trabalho. No que concerne a degradacdo in vitro
das membranas, verifica-se que as de base Dex-AM tém uma maior propensao para serem
degradadas. Também a inclusdo dos reticulantes de base LA leva a um aumento da perda
de massa. Tendo em conta que para a aplicacdo em regeneracdo de nervo periférico a
degradacdo do material deve ser feita de acordo com o crescimento do nervo, é importante
que este ndo degrade de forma muito rapida. Desta forma, as membranas constituidas por

Dex-IEMA e por PLA-PCL-AM sdo os materiais mais promissores.

Uma vez que neste trabalho se obtiveram materiais promissores em termos de
propriedades térmicas, capacidade de inchaco e degradag&o hidrolitica in vitro seria agora

importante fazer ensaios de citotoxidade in vitro, por forma a avaliar se estes materiais
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teriam algum efeito nocivo sobre as células. Apds a realizagdo destes testes, seria
interessante produzir tubos a partir das formulacdes mais promissoras aqui apresentadas.
Seria também importante produzir materiais a partir de dextrano com outros pesos
moleculares por forma a verificar de que forma este parametro influencia as propriedades

dos materiais.
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Figura A.1: Espectro de FTIR da Mem B (A), Mem C (B), Mem D (C), Mem E (D), Mem F (E) e Mem G (F).
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