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Resumo

O sucesso da engenharia de tecidos depende em grande medida do suporte celular
(scaffold) utilizado. A capacidade de adesao, proliferacao e diferenciacéo celular é influenciada
pelas propriedades intrinsecas dos biomateriais utilizados na producéo dos scaffolds. Neste
sentido, a escolha de materiais magnetostritivos, para além das capacidades mencionadas,
providenciam simultaneamente estimulos biofisicos necessarios para 0s processos celulares.

Os materiais magnetostritivos deformam-se na presenca de um campo magnético, sendo
por isso utilizados para mimetizar as solicitacdes mecanicas que as células osteoblasticas
participam num corpo em movimento. A magnetostricao permite remotamente a geracao de um
estimulo mecénico, através da aplicacdo de um campo magnético, importante em casos de
impossibilidade de movimento.

No presente trabalho, foram desenvolvidas microsferas poliméricas de poli (/-acido latico)
(PLLA) e microsferas compésitas, PLLA com nanoparticulas magnetostritivas (ferrites de cobalto
(CoFe.0.)). Posteriormente, foram inseridas num hidrogel, escolhido devido a capacidade de
recriar o ambiente hidratado dos tecidos celulares e, simultaneamente, funcionar como uma
matriz de suporte para as microsferas e para as células.

De forma a avaliar a eficacia da técnica de processamento, analisaram-se as propriedades
fisico-quimicas das microsferas. Desta forma, foi determinado o diametro médio das mesmas,
sendo que as de PLLA apresentaram um valor de 1,3+0,4 um e as compésitas de 3+1 um.
Adicionalmente, concluiu-se que as propriedades nativas do polimero ndo sao alteradas com a
adicdo de CoFe:0., e que a histerese magnética é semelhante nas microsferas compdsitas e nas
nanoparticulas de CoFe.O.. Destes resultados, foi ainda possivel determinar a composicdo de
CoFe:0: no interior da matriz polimérica (6,4% (p/p)). Complementarmente, foi avaliada a
citotoxicidade, de onde se concluiu que as microsferas ndo sdo citotoxicas.

Apds a insercao das microsferas no hidrogel, foram realizados ensaios de adesao e
proliferacdo de osteoblastos, em culturas em condicdes estaticas e dindmicas. Concluiu-se que
quando as células sao sujeitas a um estimulo mecéanico, numa cultura dindmica, proliferam mais,
ao contrario do que acontece numa cultura estatica. Paralelamente, quando as células séo
cultivadas em monocamada sobre o hidrogel denota-se uma proliferacdo superior,
comparativamente com o crescimento celular no interior deste. Assim sendo, foi demonstrado que

a utilizacao de microsferas magnetoativas num hidrogel € promissora na regeneracao 6ssea.






Abstract

Scaffolds play a relevant crucial role in the success of tissue engineering approaches.
Their intrinsic properties are known to influence cellular processes such as adhesion, proliferation
and differentiation, thus it is relevant to take into consideration the bioactivity of the scaffolds.
Polymer-based magnetostrictive materials have the needed bioactivity for effective tissue
engineering while simultaneously providing biophysical stimuli capable of improving cellular
processes.

Magnetostrictive materials deform when subjected to a magnetic field. These materials
are used in order to mimic the mechanical solicitations generated during natural body motion, and
to which osteoblastic cells are subjected. By the application of magnetic field these materials allow
the remote generation of such important stimuli in situations when movement is not possible.

In the present work, poly (/-lactic acid) (PLLA) microspheres and composite microspheres,
PLLA with magnetostrictive cobalt ferrites (CoFe.0.), were produced. Subsequently, both composite
and polymer microspheres were introduced into a hydrogel, selected due to its ability to simulate
the hydrated environment of tissues while simultaneously acting as a support matrix for both
microspheres and cells.

In order to evaluate the effects of processing techniques, the chemical, physical, magnetic
and morphological properties of the microspheres were analyzed. Polymer microspheres showed
an average diameter of 1.3+0.4 um and the composite ones a diameter of 3+1 pum. Physical-
chemical analysis revealed that PLLA properties were not affected/altered during processing
and/or with the addition of magnetic particles (CoFe.0.). Magnetic measurements revealed similar
hysteresis loops for the pure particles and the composites, the fillers representing 6.4% (w/w) of
the mass. Cytotoxicity tests were also performed and results were positive for both microspheres.

After insertion in the hydrogel, adhesion and proliferation assays were performed under
static and dynamic culturing conditions using osteoblasts. Increased proliferation was observed
with dynamic conditions when compared to static, and with cells deposited on the hydrogel’s
surface rather than its interior. Thus, it was demonstrated that the use of magnetoactive

microspheres in a hydrogel is a viable/promising option for bone tissue regeneration.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1 Enquadramento tedrico

Os servicos médicos deparam-se constantemente com problemas inflamatorios,
degenerativos e malformacdes congénitas em tecidos/orgaos que desencadeiam lesdes e danos
irreparaveis. Desta forma, desde cedo, surgiram estratégias como a transplantacéo, insercéao de
proteses e terapias farmacoldgicas, que visam colmatar estas enfermidades. Porém, as
desvantagens inerentes, como a biodisponibilidade, a transmissao de doencas e a suscetibilidade
para infecdes, despoletam a procura por novas alternativas. A engenharia de tecidos surge assim
como uma estratégia inovadora.

A engenharia de tecidos ¢ uma triade biomédica que combina células, estimulos externos e
suportes celulares (do inglés scaffolds), para reparar ou substituir 6rgaos. Consoante o tecido a
regenerar, existem propriedades mecanicas, estruturais e bioguimicas que tem de ser mantidas
para garantir uma boa interacdo material-célula. Neste sentido a escolha dos materiais utilizados
na producao de scaffolds é um aspeto crucial.

Os materiais inteligentes e funcionais sé@o a aposta mais viavel e com mais sucesso nos
ultimos anos. Estes reunem caracteristicas que lhes permite responder reversivelmente a
estimulos externos e assim ajustar o estimulo a aplicacao que se pretende. Dentro deste grupo de
materiais estdo os polimeros piezoelétricos, que geram cargas elétricas superficiais apds a
aplicacao de uma tensdo mecanica, e vice-versa. Para além destes, existem também os materiais
magnetostritivos que tém a capacidade de produzir uma deformacao fisica quando Ihe é aplicado
um campo magnético. Adicionalmente, os compésitos magnetoelétricos que aliam a
piezoeletricidade a magnetostricao e formam materiais que alteram a sua polaridade em resposta
a campos magnéticos. Posto isto, os materiais inteligentes sao explorados no ambito da criacdo
de suportes tridimensionais com um papel ativo nos sistemas nos quais sao introduzidos,
influenciando ativamente a proliferacdo e diferenciacao celular através de criacdo de estimulos
presentes no ambiente natural /n7 vivo.

Neste trabalho, pretende-se utilizar um exemplo ilustrativo de um scaffo/d tridimensional —
o hidrogel — na regeneracdo ossea. O hidrogel tem a capacidade de providenciar um
microambiente extremamente hidratado que recria a matriz extracelular, permitindo a preservacao
do fendtipo das células encapsuladas. Para além disso, tenciona-se tirar partido desta matriz para
o encapsulamento de microsferas poliméricas e compositas com propriedades magnetostritivas,

gue mimetizem estimulos mecanicos semelhantes aos sentidos no osso diariamente. Para o
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desencadeamento do estimulo mecanico, utilizar-se-a um biorreator capaz de fornecer o estimulo

magnético necessario.

1.2 Obijetivos

Com base na problematica descrita no subcapitulo anterior, esta dissertacao pretende
mostrar que compaositos magnetostritivos biocompativeis encapsulados numa matriz passivel de
ser injetada diretamente no osso que se pretende regenerar, influenciam positivamente a
proliferacao celular de pré-osteoblastos.

Serao estudados dois tipos de microsferas: microsferas poliméricas e microsferas
compositas. Para tal, escolheu-se o poli (/-acido latico) (PLLA) para a componente polimérica e as
ferrites de cobalto (CoFe:.0:) para fornecer a componente magnetostritiva nas microsferas
compositas. Paralelamente, o hidrogel escolhido foi Mimsys® G, um hidrogel comercial com
reconhecida potencialidade em cultivos celulares.

Durante a execucao do trabalho objetiva-se cumprir as seguintes tarefas:

v Desenvolvimento de microsferas de PLLA e PLLA/CoFe:O., através do método de
emulsao oleo-agua;

v’ Caracterizacdo completa dos materiais produzidos, relativamente as propriedades
estruturais, fisicas, quimicas e magnéticas;

v Preparacéo de hidrogéis com microsferas;

v Avaliacio da citotoxicidade das microsferas desenvolvidas;

v" Avaliacdo da influéncia dos hidrogéis com as microsferas encapsuladas na resposta
biologica, nas culturas em condicbes estaticas e dinamicas, em biorreatores

magnéticos.

1.3 Estrutura da dissertacao

Esta dissertacao esta organizada em quatro capitulos: Introducéo, Estado da arte, Material
e métodos, Resultados e discussao e Conclusao.
No primeiro capitulo é feito um pequeno enquadramento tedrico do trabalho executado.

Adicionalmente, é apresentada a motivacao para a realizacdo do trabalho assim como os objetivos
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primordiais propostos, seguida da estrutura da tese por capitulos e uma breve descricdo de cada
um deles.

0 segundo capitulo prende-se com a apresentacdo de uma pesquisa bibliografica do tema
do trabalho. Este esta dividido em varios subcapitulos que apresentam os conceitos relativos a
engenharia de tecidos, a biomateriais, com especial énfase nos materiais piezoelétricos e
compdsitos magnetoelétricos, assim como nocdes relativas a hidroggis. Por fim, é feito um resumo
do estado da arte existente nesta mesma tematica.

O terceiro capitulo retrata os materiais e a metodologia utilizada nas atividades laboratoriais
realizadas, bem como as condicdes e a explicacdo teorica que estd subjacente as diferentes
técnicas de caracterizacao e ensaios celulares.

No quarto capitulo estdo expostos os resultados consequentes da caracterizacdo dos
materiais e dos ensaios celulares. Além disso, € feita uma andlise desses mesmos resultados e
respetiva discussdo, recorrendo a fontes bibliograficas.

Por fim, o quinto capitulo tira ilacdes sobre as conclusées mais relevantes da dissertacao
de acordo com o capitulo anterior. Paralelamente, é feito um balanco do cumprimento dos
objetivos propostos no primeiro capitulo e sao apresentadas algumas sugestdes de trabalhos a

realizar no futuro, de modo a completar o presente trabalho.
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Capitulo 2 — Estado da Arte

2.1 Engenharia de Tecidos

A transplantacdo tem evoluido constantemente com o objetivo de tratar doencas
relacionadas com 6rgaos lesados ou danificados. A principal limitacdo reside na biodisponibilidade
de dérgaos para os pacientes, nao existindo forma de responder a procura, face a oferta existente.
Para além disso, existe o problema da rejeicdo cronica do 6rgao por parte do sistema imunologico
do paciente, que leva a um desequilibrio imunomodelacao-imunosupressdo. As opcdes de
tratamentos convencionais disponiveis, ao invés do transplante, contemplam a reparacao
cirurgica, as proteses, os dispositivos mecanicos e a terapia com farmacos. Paralelamente, surge
0 uso de técnicas de medicina regenerativa, na qual se insere a engenharia de tecidos [1, 2].

A engenharia de tecidos envolve a combinacdo de uma matriz de suporte com células vivas
e/ou moléculas biologicamente ativas, ocasionalmente designadas de fatores de crescimento,
com o proposito de regenerar tecidos lesados ou danificados e assim restabelecer a dindmica
bioldgica e a funcionalidade do mesmo. A matriz de suporte, conhecida também por scaffold,
funciona como um molde que reune caracteristicas que permitam o crescimento tecidular [3].
Uma vez no scaffold, as células sdo colocadas num biorreator que providencia estimulos biofisicos
mimetizando assim o sistema biologico [4]. Esta combinacao dinamica é usualmente designada

de triade da Engenharia de Tecidos (Figura 2.1).

biomateriais naturais
(colagénio, seda...) ou
sintéticos (PVDF,
Engenharia de A
Tecidos

osteoblastos,
células tronco,
condroblastos...

tempo e ambiente
apropriado = biorreator

Fatores de
Crescimento

sinalizadores
moleculares, de
crescimento, de
adesao....

Figura 2.1: Esquema representativo da triade da engenharia de tecidos: fatores de crescimento (substancias bioativas),
células (diferenciadas ou indiferenciadas) e scaffolds.
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A engenharia de tecidos tira partido da capacidade regenerativa inerente dos tecidos e
orgaos, e utiliza-a em situacdes distintas: na construcao /7 wiro de tecido bioartificial, a partir de
células do dador cultivadas num biorreator, quando se pretende substituir os tecidos ou dérgaos
com defeito; ou em situacdes que requerem a modificacado /7 vivo do crescimento e/ou funcéo

das células, o que implica uma regeneracao /17 sifu [5].

2.1.1 Propriedades dos scaffolds

A selecdo de materiais adequados para a construcdo de um scaffold constitui uma etapa
fundamental para o sucesso da regeneracao tecidular. As caracteristicas dos materiais permitirdo
prever a forma como se irdo comportar quando aplicados como suportes.

Posto isto, os materiais inteligentes constituem a melhor solucao, uma vez que sao materiais
com a capacidade de produzir uma variacdo numa das suas propriedades fisico-quimicas
(reproduzivel, de magnitude suficientemente para ser utilizada) em resposta consoante o estimulo
externo que lhe é aplicado [6, 7]. Os estimulos externos podem ser varios: variacées do pH, campo
elétrico e magnético, temperatura, luminosidade, variacdes quimicas do meio ou mesmo
alteracdes mecanicas [6]. A resposta a estes estimulos classifica o material, exemplo disso sdo os
materiais piezoelétricos que produzem uma voltagem quando uma forca mecanica é aplicada, e
vice-versa; os materiais com memdria de forma (do inglés shape memory) que tém a capacidade
de, depois de ser sujeitas a deformacdes, voltar ao seu estado inicial como resultado do aumento
de temperatura, de pressdo ou outras condicdes de tensdo; entre outros exemplos [8]. Desta
forma, ter percecdo da relacdo estimulo-resposta € uma mais-valia para que seja possivel utilizar
um scaffold com as caracteristicas adequadas ao tipo de tecido a regenerar, construindo assim
um suporte personalizado.

Existem padroes de escolha que tém de ser tidos em conta, independentemente do tipo de
tecido a regenerar: (i) a exequibilidade de fabrico, (ii) capacidade de transformacdo no produto
final, (iii) propriedades mecanicas, (iv) habilidade de ligacdo a compostos ativos, (v) a capacidade
de possuir uma libertacdo controlada, (vi) devem ainda ter capacidade de resisténcia, de forma a
nao colapsarem, e a fim de garantirem a conservacao da estrutura tridimensional durante o
processo de desenvolvimento do tecido /n vifro e in vivo [9]. Imperativamente, ndo podem ser
citotoxicos, ou seja, tem de ser biocompativeis e preferencialmente biodegradaveis, de modo que

permitam as células produzir a sua propria matriz extracelular e que os produtos da degradacao
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nao sejam toxicos, coexistindo com o corpo humano sem que interfiram com as funcdes
fisiologicas [10]. A degradacédo do biomaterial ocorre simultaneamente com a formacao do novo
tecido, ativando uma reposta inflamatoria controlada combinada com fluxo de macrdfagos para o
local [4, 11, 12]

Todas as propriedades dos scaffold sao importantes, mas quando se trata de tecidos 6sseos
ou cartilagem varios desafios sdo colocados. Nestes casos, as propriedades mecanicas sdo muito
especificas (tfamanho dos poros, grau de porosidade, conectividade entre poros e permeabilidade)
[13-15]. Requer-se um scaffold que possua poros suficientemente grandes para permitir a
migracao celular dentro do mesmo, mas que nao sejam em demasia para que se obtenha uma
superficie especifica o suficiente, o que leva a uma densidade minima de ligandos e uma eficiente
ligacdo entre os scaffolds e as células. Portanto, os scaffolds nao possuem um didametro critico
para 0s poros, variam consoante o tipo de células utilizadas e o tecido a manipular [13-16].
Também a conexao entre poros e o grau de porosidade sao essenciais para melhorar a penetracao
celular, difusdo dos nutrientes necessarios e, por outro lado, a difusdo dos residuos provenientes
da atividade celular [4].

Para além destas caracteristicas macro, a microarquitetura também desempenha um papel
importante. A adesao celular esta intimamente relacionada com as caracteristicas superficiais do
scaffold e estas variam consoante a rugosidade do material [17]. A rugosidade esta diretamente
relacionada, por sua vez, com o grau de cristalinidade, sendo que, estes nao produzem a mesma
reposta em todas as linhas celulares. Diferentes linhas celulares respondem de forma diferente a
rugosidade/cristalinidade do material, exemplos disso sao os fibroblastos e osteoblastos, em que
0s primeiros proliferam melhor num scaffold com maior grau de cristalinidade (elevada

rugosidade) e os segundos comportam-se de forma contraria [18, 19].

2.1.2 Fisiologia do osso

Em 1892, Julius Wolff [20] sugeriu que uma tensao imposta no 0sso gera modificacdes no
seu tamanho, forma e densidade. Com base nesta teoria desenvolveu a Lei de Wolff. A partir dai,
a remodelacao na arquitetura do 0sso passou a ser considerada como um encargo das tensoes
mecanicas, facto que se reflete no 0sso mais denso dos bracos de tenistas e na perda de
densidade 6ssea dos astronautas [20]. Mais tarde, Yasuda [21] descreveu a resposta piezoelétrica

no 0sso e, ja com Fukada [22], concluiu que nao eram as células os responsaveis pela resposta.
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Desta forma, atribuiram o comportamento ao colagénio, um denso e alinhado conjunto de fibrilas
contendo cristais de hidroxiapatite, que contém calcio na sua estrutura e sao anisotropicos.
Quando comprimidos, os cristais sofrem deformacédo e geram uma voltagem que atrai ides de
calcio para a estrutura 0ssea estimulada mecanicamente. Posteriormente, Fukuda e os seus
colaboradores implantaram e testaram um material piezoelétrico. Os resultados mostraram que
ha formacao de o0sso por baixo de um filme piezoelétrico, e esta formacao foi considerada como
uma consequéncia do desenvolvimento de cargas por deformacdo dos filmes [23, 24].
Similarmente, outros estudos /7 vivo reportaram que, apés uma fratura, o lado concavo do 0sso
(area sobre compressao) fica carregado negativamente e o lado oposto, convexo, fica carregado
positivamente. A area de compressdo (eletronegativa) da lugar a area de formacdo/remodelacéo
do novo tecido 6sseo [25-27].

Ao longo da historia, muitos autores [25-27] reportaram a piezoeletricidade do 0sso.
Posteriormente, num estudo mais recente de Dadsetan e dos seus colaboradores [28], foi
comprovado 0 mesmo nas células condrociticas. Foram fabricados scaffolds a partir de hidrogéis
carregados negativamente e estes apresentaram propriedades favoraveis para a ligacdo das
células e da expressao/producao da sua matriz, ao contrario do que acontece quando utilizados
hidrogéis carregados positivamente ou neutros [28].

A influéncia dos estimulos internos e externos na homeostasia do 0sso é importante hoje e
no futuro, quer para a cura de fraturas como para a possivel exploracdo humana do espaco. Deste
modo, surgem constantemente estudos que tentam entender quais os estimulos certos a aplicar
no 0sso. Para além da piezoeletricidade, também os estimulos mecanicos, sejam eles a gravidade,
a compressao ou a deformacado por cisalhamento pelos proprios fluidos humanos, sao alvos de
estudo [29]. Sabe-se agora que as células existentes no tecido 6sseo respondem por si s6 a
estimulos mecanicos. O efeito mecanotransdutor inerente a este tecido permite-lhe converter
tensdes mecanicas em sinais elétricos e bioguimicos e assim desencadear processos internos que
lhes permite proliferar e intervir na restituicdo 6ssea [30, 31].

Os osteoblastos, células que segregam matriz ¢ssea, sdo umas das células que participam
mais ativamente na remodelacdo do 0sso, uma funcao essencial para a manutencao da sua
integridade estrutural. A atividade destas células resulta de uma série de sinalizacoes interligadas
com outras células, nomeadamente os osteoclastos (células que removem a matriz antiga), de
modo que o processo seja completo e bem-sucedido (Figura 2.2) [32]. Acredita-se que os quatro

mecanossensores diretamente relacionados com a mecanoestimulacdo de osteoblastos sejam (i)
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a abertura de canais de calcio; (i) a ativacdo das integrinas por deformacdo do, por exemplo,
colagénio, (iii) ativacdo das proteinas G da bicamada lipidica; e (iv) a deformacéo do citoesqueleto
(Figura 2.2). Estes sensores da membrana celular desencadeiam uma resposta bioquimica no
interior da célula que se traduz na segregacao de fatores de crescimento, superexpressao (do
inglés overexpressing) de osteoblastos, entre outos eventos celulares que sado considerados
principais reguladores locais da osteogénese [30, 33].

Depois de renovarem a matriz dssea, os osteoblastos ficam envoltos na mesma formando
0s osteocitos. Estes sao também mecanotrandutores e conseguem traduzir o estimulo mecéanico
numa resposta eficaz na renovacdo do tecido osseo, através do desencadeamento da
osteoblastogénese, e assim se repete o ciclo [34]. A remodelacdo do tecido é ativa de varias

formas, sendo que esta é uma das mais eficazes [32].

LN Enddsteo

@@ Pré-osteoclastos

@ Pré-osteoblastos

Osteoclastos @

Células de

Osteoblastos revestimento 6sseo
Osteocitos Osteoide

Tecido 6ss€0 novo

e —

Figura 2.2: Representacdo dos mecanismos intervenientes na reparacdo osteogénica. Ampliado estao representados
o0s eventos desencadeados apds um estimulo mecanico nos osteoblastos. (1) Abertura dos canais de calcio que resulta
na ativacao de enzimas intracelulares e despolarizacdo da membrana com subsequente abertura de mais canais de
calcio dependentes de voltagem, simultaneamente, é gerado ATP — a - e passado a célula seguinte. (2) As integrinas
sao ativadas apos deformacdo do colagénio. (3) Ativacdo das proteinas G. (4) O citoesqueleto é deformado,
proporcionando locais de sinalizacdo — b — e ativacdo dos mesmos eventos no osteoblasto seguinte. Adaptado de
[33].
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Posto isto, € de realcar que o tecido 6sseo ¢ particularmente dindmico. Desta forma, /i vitro
uma cultura celular capaz de biomimetizar os estimulos sentidos pelo 0sso diariamente, potencia
a proliferacéo e diferenciacao de linhas osteogénicas. E neste conceito que assenta a conhecida

engenharia de tecidos ativa [8].

2.2 Biomateriais poliméricos

Nas ultimas décadas, uma variedade de polimeros com propriedades quimicas, fisicas e
estruturais bem definidas tem emergido como potenciais biomateriais. Estes estdo divididos em
duas grandes categorias: naturais ou sintéticos. Os naturais sdo atrativos pelo facto de serem
obtidos de fontes naturais, exibindo propriedades semelhantes as dos tecidos originarios o que
facilita algumas etapas da regeneracao celular, como a capacidade de adesao, proliferacdo e
infiltracao celular no scaffo/d [35]. Por outro lado, sdo desvantajosos na medida que ndo possuem
propriedades mecanicas e elétricas favoraveis e apresentam dificuldades na manipulacdo /n vitro,
ndo permitindo adapta-los a aplicacdo [36]. Entre estes estdo as proteinas (colagénio, seda,
fibrinogénio, elastina, queratina, alumina), os polissacaridos (agarose, amido, dextrano, alginato,
derivados do acido hilauronico e quitina) e os polinucledtidos (DNA e RNA) [37, 38].

Como forma de ultrapassar as limitacdes dos polimeros naturais surgem os polimeros
sintéticos, em particular o poli (acido glicolico) (PGA), o poli (acido latico) (PLA), o poli (/-acido
latico) (PLLA), o poli (acido latico-co-glicolico) (PLGA), o poli (caprolactona) (PCL), o poli
(etilenoglicol) (PEG) e o poli (fluoreto de vinilideno) (PVDF), que possuem especial relevo em
engenharia de tecidos [39]. O uso de polimeros sintéticos acompanha o avanco da ciéncia e da
engenharia dos materiais, 0 que permite otimizar e melhorar os polimeros para obter biomateriais
inteligentes adequados as necessidades das diversas areas da ciéncia [40].

A “inteligéncia” dos polimeros torna-os, generalizadamente, polimeros ativos. Assim,
dependendo do mecanismo de transducao, estes podem ser classificados como polimeros nao
deformaveis eletricamente, quando o estimulo n&o é elétrico, mas sim luz, pH e temperatura; ou
polimeros eletroativos, quando ha um mecanismo eletromecanico envolvido [41]. Por sua vez, os
polimeros eletroativos podem ser divididos em idnicos e eletronicos — como mostra a Figura 2.3-
em gue 0s primeiros sao acionados pelo movimento de ides através do polimero quando aplicado
um campo elétrico, e os segundos sofrem deformacao pela aplicacao de um campo elétrico que

altere a orientacdo dos momentos dipolares [42, 43]. Os polimeros eletrénicos mantém-se
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deformados a temperatura ambiente e sofrem esta modificacdo de forma muito rapida
(milissegundos), no entanto necessitam da aplicacdo de campos elétricos na ordem dos 150
MV/m. Contrariamente, os i6nicos sao mais lentos a atuar, mas requerem voltagens baixas (1 V

e 2V) [44].

Polimeros
Ativos
Polimeros Ndo Polimeros
Deformaveis Eletroativos
Eletricamente
Polimeros Polimeros
|énicos Eletronicos
Polimeros Nanotubos de Fluidos Polimeros Elastomeros Elastomeros
Condutores Carbono Eletroreologicos || Piezoeletricos Eletro- Eletroestritivos
viscoelasticos
Compdsitos Metalicos Géis Poliméricos Elastomeros Polimeros
Poliméricos Idnicos |onicos Eletroestritivos Ferroelétricos

Figura 2.3: Esquema representativo de polimeros ativos.

Os polimeros eletroativos sdo facilmente manobraveis e adaptaveis o que permite projetar
diferentes geometrias que estiquem, encolham, dobrem, entre outras. Deste modo tornam-se
polimeros interessantes na classe de materiais inteligentes em inumeras aplicacbes como
sensores, atuadores e como biomateriais no campo da biomedicina [45, 46].

Em engenharia de tecidos, utilizar um polimero sintético dotado das caracteristicas que
advém da eletroatividade ¢ uma mais-valia, uma vez que permite prever a forma como se comporta

como scaffold in vivo.

2.2.1 Poli (L-acido latico), como polimero piezoelétrico

Os materiais piezoelétricos sao apropriados para aplicacdes biomédicas especificas, como

a regeneracao 0ssea. Nestes encontra-se a interessante caracteristica de variar a carga superficial
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quando uma carga mecanica é aplicada sem que haja uma fonte de alimentacéo externa ou fios
de ligacao [47]. Desta forma, o uso de polimeros piezoelétricos intrinsecamente carregados como
matrizes extracelulares, em culturas de tecidos, fornece uma forma de expor as células
diretamente a estimulos elétricos locais, que podem variar no tempo, e assim melhorar a resposta.
O efeito piezoelétrico pode ser direto ou inverso. Caso o polimero sofra variacdes na carga
elétrica superficial devido a aplicacao de tensées mecanicas, diz-se que o efeito é direto, e pelo
contrario, se o polimero estiver sujeito a um campo elétrico e sofrer uma deformacdo mecanica
como resposta, estamos perante um efeito inverso [48]. Uma vez que 0s sinais elétricos sdo uns
dos principais estimulos fisicos presentes no corpo humano, e em particular, os sinais
eletromecanicos, o efeito direto tera maior importancia para aplicacées biomédicas como

sensores, e o inverso como atuador [7].
Por definicdo, os efeitos piezoelétricos podem ser descritos por coeficientes de

piezoeletricidade: d;; (para o efeito direto, Equacao 2.1) e e;; (para o efeito inverso, Equacéo 2.2).

e- [ — Equacao 2.2

Estas equacdes relacionam caracteristicas elétricas (em que D representa a inducéo elétrica
e E a intensidade do campo elétrico) e os parametros mecanicos (em que X mostra a tenséo
mecanica e x a deformacao).

Particularizando, um polimero piezoelétrico muito conhecido € o PLA, um poliéster alifatico
linear termoplastico, produzido a partir de recursos renovaveis e tem sido exaustivamente
estudado devido a sua baixa densidade, facilidade de sintese, estabilidade dimensional,
biodegradabilidade e baixa citotoxicidade [49].

O monoémero acido latico na forma isolada é cristalino higroscépico e existe como mistura
racémica, formada por dois estereoisomeros, a forma L- e a forma D- (Figura 2.4 a.) A presenca
de atomos de carbono assimétricos gera particularidades estruturais, tornando os polimeros
derivados de acido latico especiais quando comparados com outros polimeros. Devido a

quiralidade da unidade lactilo, os dimeros ciclicos do acido latico existem em trés formas
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diastereoisomeéricas diferentes: o L-atico, o D-latico e 0 meso-latico - nesta Ultima a unidade em
anel é composta pela forma D- e L- (Figura 2.4 b.).

Quando existe uma mistura equimolar de D- e L-latico denomina-se DL-atico racémica. As
propriedades mecanicas, térmicas e de biodegradacdo do PLA sdo conhecidas por depender da

escolha e da distribuicao dos estereoisomeros [49].

L-forma D-forma

/NN

b o] 0] 0]
' O)H ..\\‘\\CH3 OJﬁ/CHS OJ\T,CHS
- 0} o 0} 0
H4CV HaC® H,C

0 o] o}
L-latico Meso-latico D- Iético
c |
CHy O
(CH3),CHO : 0 (CH3),CHO )k/
ake (\H/\O \},,H 3)2 T\’H\ - \}H
0 CH; E
Poli (L-4acido latico) Poli (D-acido latico)

Figura 2.4: Estereoisdmeros do &cido latico (a) e isdmeros diméricos (b). Apos polimerizacdo obtém-se os polimeros
(c). Adaptado de [50].

O L- e D-atico com elevada pureza formam o PLLA e o Poli (Z+acido latico) (PDLA) (Figura
2.4 c.), respetivamente, através da polimerizacdo dos isomeros diméricos do acido latico. Estes
sa0 polimeros isotaticos estereorregulares, ou seja, o grupo funcional esta apenas localizado num
dos lados do monomero. Para além disso, sao semi-cristalinos com cristalinidade

aproximadamente de 37% [49, b1].
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Segundo a literatura, o PLLA possui um ponto de fusdo de 170-183 °C e uma temperatura
de transicao vitrea de 55-65 °C [b1, 52]. Este polimero é dos mais requisitados devido a sua
estrutura compacta com, consequentemente, melhores caracteristicas mecanicas e maior tempo
de servico/uso. Para além disto, as propriedades piezoelétricas sdo uma mais-valia. Com um
coeficiente piezoelétrico de 10 pC.Nt, este permite a estimulacdo do tecido por transducao
eletromecanica de modo a que haja a implantacao ativa de scaffo/ds, e ndo s6 o suporte passivo
de células [8].

Filmes, membranas e microesferas sdo algumas das morfologias possiveis de desenvolver
com o PLLA [53-55]. Enfatizando as microsferas, estas podem ser produzidas por diversos
procedimentos baseados em diferentes métodos fisico-quimicos: (i) evaporacdo do solvente
formando uma emulsao, (ii) agregacao por ajuste do pH ou calor, (iii) coacervacao (separacédo de
fases), (iv) polimerizacdo interfacial, (v) Jjonic gelation, (vi) electrospray, (vii) secagem por
pulverizacdo e o método de (viii) evaporacdo emulsao-solvente [40].

A finalidade é imperativa quando se decide o método de processamento, porém, a
evaporacado emulsao-solvente ¢ usada com muita frequéncia no caso das microsferas de PLLA
[55]. E um método facilmente reproduzivel e permite gerar particulas de dimensdes capazes de
ser ajustadas, consoante a aplicacao. Neste processo, a solucao que contém o polimero dissolvido
¢ emulsionada numa fase nao solvente (fase continua/aquosa), na presenca de um agente
estabilizante, usando métodos fisicos como homogeneizacdo e sonicacado (Figura 2.5). O
estabilizante comummente utilizado é o poli (vinil alcool) (PVA) — um polimero surfactante que

permite uma distribuicdo uniforme de tamanho [56].

Fase dleo:
Solugdo
polimérica num
solvente organico

Evaporagdo do solvente
organico

Emulsificaca O
o ©

O

o — — 959
Particulas

R O Recolhidas depois de lavagem

com agua e evaporacdo total

Fase aquosa: Emuls3o Oleo — Agua
do solvente

Agua + emulsionantes

Figura 2.5: Representacéo grafica de uma emulsao 6leo agua. Adaptado de [56].
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2.3 Compositos magnéticos como biomateriais

A estimulacdo externa influencia a proliferacéo, diferenciacdo e regeneracao celular quer
em condicdes estaticas [57] quer em condicdes dinamicas [8, 58]. No entanto, em casos de
regeneracao 0ssea /1 vivo, 0 maior rendimento desta nova geracao de scaffolds produzidos a partir
de estruturas eletronicamente ativas, esta condicionado por problemas relacionados com a
terapéutica, nomeadamente, quando o movimento do paciente nao € possivel. Para contrapor este
problema, Cartmell [59] mostrou que a estimulacdo mecanica de osteoblastos primarios humanos
pode ser recriada por particulas magnéticas. Desta forma, promove-se a regeneracdo da matriz
0ssea segundo um campo magnético.

Para além da regeneracado 6ssea, também estudos de administracdo de farmacos e de
focalizacao biomolecular tem mostrado o potencial de uma série de nanoparticulas magnéticas na
area biomeédica [53, 60, 61].

As nanoparticulas magnéticas exibem um comportamento superparamagnético quando o
seu diametro esta abaixo dos 20 nm, isto ¢, ndo retém qualquer magnetizacdo remanescente apos
a remocao do campo magnético, prevenindo a agregacao e permitindo a rapida dispersao depois
de retirado o campo [62, 63]. Acoplada a vantagem do seu reduzido tamanho, esta (i) a grande
area de superficie das particulas, (ii) a boa difusdo nos tecidos, (iii) a reducdo da interacdo dipolo-
dipolo, e, essencialmente, (iv) a capacidade de funcionalizacdo com outros materiais, o que
possibilita por si so a interacéo e a ligacdo especifica a entidades biologicas. Desta forma, esta
sustentada a aplicabilidade na area biomédica. [63]. A magnetite (Fe.O.) e a maguemita (y-Fe:Os)
sdo os oxidos de ferro mais usados devido a baixa toxicidade e elevada magnetizacdo a
temperatura ambiente [64].

Apds a funcionalizacao das nanoparticulas, criam-se compositos magnéticos detentores de
todas a vantagens mencionadas. Posto isto, € possivel a criacao de scaffolds superparamagnéticos
que sdo ativados através da aplicacdo de um campo magnético externo. O campo atua nas
nanoparticulas ao longo do vetor gradiente, produzindo forcas compressivas ou de tensdo que sao
sentidas pelas células no scaffold. As forcas necessarias para ativar os canais mecanossensitivos
através de deformacdes na membrana celular sdo muito pequenos (na ordem dos picoNewtons)
[65]. Desta forma, acredita-se que os scaffolds magnéticos podem fornecer os sinais necessarios

para a estimulacao da diferenciacdo das células.
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2.3.1 Compositos magnetoelétricos

Um composito magnetoelétrico € constituido por dois tipos de materiais juntos, um material
piezoelétrico e outro magnetostritivo [66]. Por sua vez, um material magnetostritivo ¢ um material
que sofre uma deformacao quando sujeito a um campo magnético. Desta forma, um compdsito
magnetoelétrico tém a capacidade de alterar a sua polaridade quando sujeito a um campo
magneético (efeito magnetoelétrico direto) ou a sua magnetizacdo quando sujeito a um campo
elétrico (efeito magnetoelétrico inverso) [67]. Uma vez aplicado um campo magnético no
compdsito, é induzida uma tensdo na fase magnetostritiva. A tensdo é transmitida a componente
piezoelétrica que por sua vez sofre uma alteracao na polarizacdo elétrica. De modo semelhante,
pode ocorrer o efeito inverso: ¢ aplicado um campo elétrico no compdsito que induz uma tensao,
desta vez na fase piezoelétrica que é transmitida a fase magnetostritiva, desencadeando uma
mudanca na magnetizacado [68]. Posto isto, o acoplamento dos dois materiais promove uma
estreita sinergia entre as respostas. Em engenharia de tecidos, esta sinergia € aproveitada para
melhoramento de scaffolds, controlando remotamente, com apenas um campo magnético, a
proliferacdo celular.

Existem diferentes tipos de compositos magnetoelétricos com base polimérica na literatura:
0s compésitos laminados, particulados e os fibrosos [69]. Realcando os compositos particulados,
estes apresentam-se como favoraveis para o desenvolvimento de geometrias apropriadas para
esferas. As esferas magnetoelétricas, por sua vez, tém comprovada aplicabilidade em engenharia
de tecidos [55].

De entre as varias particulas magnetostritivas, estudos referem que as particulas de ferrite
de cobalto (CoFe:0.) sao exploradas em aplicacdes biomédicas [55]. Estas particulas apresentam
elevada citotoxicidade, no entanto, podem ser funcionalizadas por um composto polimérico, de
modo a torna-las biocompativeis (Figura 2.6). Para além disso, revestimento polimérico confere
estabilidade coloidal ao composito. Vantajosamente, as particulas de CoFe:0: possuem uma
temperatura de Curie e um efeito anisotropico elevado, uma magnetizacao de saturacao
moderada, e sao as ferrites que apresentam maior coeficiente de magnetostricao, assim podem

ser usadas para libertacdo de farmacos ou em engenharia de tecidos [5, 55, 70].
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Nanoparticulas magnéticas

_____ —— Revestimento Polimérico

Figura 2.6: Representacéo ilustrativa de particulas magnéticas com encapsulamento polimérico.

2.4 Hidrogel

Os hidrogéis tém mostrado o seu potencial numa série de aplicacdes biomédicas e
bioldgicas, incluindo em engenharia de tecidos (como scaffo/d tridimensional), sistemas de
libertacao controlada de farmacos, sensores bioldgicos/dispositivos de diagndstico, microarrays,
imagiologia e atuadores [71]

Por definicdo, um hidrogel ¢ uma rede polimérica tridimensional de origem sintética e/ou
natural, que apresenta propriedades hidrofilicas. E capaz de absorver grandes quantidades de
agua ou fluidos bioldgicos, sem que apresente solubilidade, e desta forma aumentar o seu volume
[72, 73]. Geralmente atingem a estabilidade volumétrica quando ocorre um balanco entre as
forcas osméticas e as forcas coesivas exercidas pelas cadeias poliméricas do interior do hidrogel.
As forcas coesivas resistem a expansao do hidrogel que dependem, em particular, da densidade
de reticulacao (p.) [74].

Tal como mostra a Figura 2.7, a densidade de reticulacdo esta intimamente relacionada
com outras propriedades do hidrogel. Assim, quanto maior a densidade, menor sera a capacidade
de inchamento, a capacidade de difusdo entre gel e solvente e também a mobilidade molecular.

Paralelamente, maior serao as forcas de ligacdo e o modulo de cisalhamento [75].

Estrutura do Hidrogel

Cadeias moleculares

Reticulacoes

Propriedades

Densidade de Reticulaggo (p,)

Figura 2.7: Relacdo entre a densidade de reticulacdo do hidrogel e algumas propriedades como o racio volumétrico
de inchamento (Q), o mddulo de cisalhamento (G) e o coeficiente de difusdo (D). Adaptado de [75].
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Existem diferentes tipos de hidrogéis, no entanto dividem-se em dois grupos: fisicos/
reversiveis ou quimicos/permanentes. Nos fisicos, as redes sao mantidas juntas por enredos
moleculares ou forcas secundarias, incluindo forcas ionicas e ligacdes de hidrogénio [76].
Relativamente aos quimicos, estes sao gerados por reticulacdo de polimeros soluveis em agua ou
por conversdo de polimeros hidrofébicos em polimeros hidrofilicos e posterior reticulacado, quando
necessaria [77, 78]. Nem os hidroggis fisicos, nem os quimicos sdo homogéneos, contém regides
de menor inchamento, e de elevada densidade de reticulacdo, chamados clusters, que sao
dispersados dentro de regides de inchamento elevado, e menor densidade de reticulacéo. Isto
acontece devido a agregacao hidrofébica dos agentes de reticulacéo, levando a clusters de elevada
densidade de reticulacao [77].

Quimicamente, estes scaffolds interagem naturalmente com as células, como faz, por
exemplo, o colagénio; ou entdo podem ser funcionalizados com péptidos de adesdo celular que
potenciem essa interacao. Podem ser combinados com moléculas bioativas e assim ter inumeras
aplicacdes biomédicas [77, 79].

Mecanicamente, conferem suporte estrutural pelo facto de fornecerem preenchimento e
adotarem a forma do meio onde forem colocados. A integridade estrutural do hidrogel é
determinada pelas propriedades intrinsecas do polimero da cadeia principal e as caracteristicas
das reticulacoes (isto é, a quantidade, o tipo e o tamanho das moléculas intervenientes nas
ligacdes cruzadas), bem como as condicdes ambientais, de modo que condiciona a selecdo e a
sintese de materiais [78]. Por exemplo, os scaffolds desenhados para encapsular células tém de
ser capazes de gelificar sem danificar as células, ndo podem ser téxicos e tém de permitir a difusao
de nutrientes e metabolitos para e das células encapsuladas e tecidos circundantes. Para além
disso, tém de ter integridade e resisténcia mecanica suficiente para suportar as manipulacdes
associadas a implantacéo e existéncia in vivo [73].

O sucesso de um scaffold em engenharia de tecidos estd associado ao transporte
apropriado de gases, nutrientes, proteinas, células e aos produtos residuais para dentro, para fora
e/ou dentro do scaffold. Nos hidroggéis, a propriedade de transporte de massa esta intimamente
relacionada com a difusédo e esta, por sua vez, & determinada pelas nanoestruturas porosas
formadas no gel. Moléculas de baixo peso molecular difundem livremente, como é o caso da
glucose e o oxigénio, porém, moléculas de elevado peso molecular, como a albumina e o fibrogénio

nao sao capazes de difundir [77, 78].
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Os hidrogéis sdo processados sob condicdes pouco severas em que a base pode ser
sintética ou biologica. Os materiais sintéticos compreendem o PVA, poli (acido acrilico) (PAA) e
poli (6xido de etileno) (PEQ) enquanto os biolégicos sao o quitosano, colagénio, alginato e acido
hialuronico [80].

Neste trabalho foi utilizado um hidrogel comercial (Mimsys® G) constituido por um
polissacarido anionico soluvel em agua, produzido pelas bactérias Sphingomonas elodeas,
habitualmente designado de Gellan Gum. A gelificacdo deste hidrogel ocorre por reticulacédo idnica
com catides divalentes [81].

0 Mimsys® G demostra potencialidade em cultivos celulares, nomeadamente na formacao
de cartilagem funcional [82]. As principais vantagens apontadas a este hidrogel residem (i) na
possibilidade de controlar a infiltracao de células endoteliais e o crescimento de vasos sanguineos,
(ii) na aptidao mecanica ajustavel e passivel de ser melhorada, (iii) na gelificacao /n situem poucos
segundos [81-83], sendo que muitas outras caracteristicas podem ser enumeradas. A Tabela 2.1

apresenta de forma resumida algumas das particularidades deste hidrogel.

Tabela 2.1: Caracteristicas do hidrogel utilizado. Adaptado de [81-83].

Composicao Gellan Gum metacrilada

Aparéncia Branco em po e transparente em hidrogel

Solubilidade Soltivel em agua a temperatura ambiente e a 37°C

Gelificacao Reticulacéo iénica com catides em 5 min ou foto-inibicdo com luz ultra-
violeta

Biocompatibilidade Sem xeno, nao citotdxico e ndo imunogénico

Permeabilidade Permite o fluxo de oxigénio e nutrientes (dependendo do tamanho)

Tipos de células testadas  Células estaminais humanas, células primarias humanas, células de linhas
de mamiferos

Aplicacoes Entrega de farmacos, modificacdes quimicas e revestimento de superficies
em biomateriais.
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2.5 Biorreator

O cultivo estatico apresenta-se como o cultivo convencional, no qual as células sdo
depositadas em suportes e sao mantidas com uma solucao contendo nutrientes necessarios para
0 crescimento celular. Porém, mesmo com scaffolds apropriados, o cultivo estatico pode
apresentar limitacdes ao nivel da semelhanca com o sistema biologico, por exemplo na falta de
uniformidade na distribuicdo de nutrientes. Desta forma, define-se como biorreator um sistema
que possibilita a padronizacdo e automatizacdo de processos biologicos e bioquimicos a
semelhanca dos fisioldgicos [84, 85].

Existem diversos tipos de biorreatores utilizados em cultura celular. Exemplos disso sao os
biorreatores de tanque agitado (sp/in flasks) que sao vantajosos na medida que agitam eficazmente
0 meio para mimetizar tecidos cardiacos (Figura 2.8 a.) [86]; biorreatores de tanque tubular
(rotating wall vessel) funcionais por explorarem a baixa tensao de corte simulando um ambiente
rotacional de microgravidade (Figura 2.8 b.) [87]; e os biorreatores de fibra oca (#ollow-fiber
bioreactors), favoraveis na medida que providenciam um ambiente semelhante ao do figado
(Figura 2.8 c.) [88]. Uma série infindavel de biorreatores pode ser enumerada consoante a

finalidade e o scaffold utilizado.

Figura 2.8: Esquema representativo de diferentes biorreatores utilizados em diferentes cultivos celulares, consoante
a finalidade: (a) Tanque agitado; (b) Tanque tubular; (c) Fibra oca. Adaptado de [87].

No caso da regeneracao ¢ssea € crucial um estimulo mecénico que mimetize os
movimentos do paciente, como referido anteriormente e como referem varios autores [5, 20, 89,
90]. Uma vez usados compositos magnetoelétricos, o desafio passa por trocar o estimulo
mecanico por um estimulo magnético.

Para fornecer um estimulo magnético externo que replique as condicbes sentidas /7 vivo é
necessaria a utilizacado de um biorreator magnético. Neste sentido, surge o uso do biorreator da

Figura 2.9.
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Figura 2.9: Biorreator com estimulo magnético para cultivos celulares dinamicos.

Assim, a estimulacdo mecanica que o material vai providenciar as células, influéncia a
regulacao de processos morfoldgicos e fenétipos envolvidos na proliferacédo e diferenciacéo celular,
como referido anteriormente.

Concluindo, este sistema permite a criacdo de uma nova plataforma para estratégias
inovadoras em engenharia de tecidos, permitindo a obtencdo de resultados experimentais mais

realistas e mais proximos dos que se poderiam obter em testes /17 vivo.

2.6 Estudos relevantes no contexto do presente trabalho

Diversas morfologias com polimeros sintéticos e naturais tém sido utilizadas, desde filmes,
fibras, membranas e scaffolds tridimensionais como hidrogéis, de forma a mimetizar a arquitetura
e 0 comportamento dos tecidos alvo.

As microsferas poliméricas sdo morfologias amplamente produzidas na atualidade. O PLLA
e 0 PVDF s&o alguns dos polimeros escolhidos para o processamento destas estruturas através de
métodos como emulsdo oleo-agua e electrospray, respetivamente [55, 91, 92]. Nestas
investigacoes, foi provada a aplicabilidade destes materiais na area biomédica, para além disso,
foi mostrada a capacidade de acoplar a componente magnetostritiva a este tipo de geometrias
[92].

Relativamente a magnetostricdo, diversas morfologias e com diferentes fins mostram
constantemente o seu potencial na area biomédica. O desenvolvimento de sistemas de libertacao
controlada de farmacos sensivel a estimulos fisicos compreende um exemplo [53]. Nesse estudo,

o farmaco foi encapsulado por zedlitos numa membrana de PLLA em que o componente sensivel
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ao estimulo magnético era o Terfenol-D, um material magnetostritivo [53]. Adicionalmente, o efeito
magnetoelétrico apresenta-se como promissor em engenharia de tecidos. Ribeiro mostrou a
aplicabilidade do efeito magnetoelétrico na regeneracao de tecidos 0sseos através do uso de
compdsitos magnetoelétricos, usando o Terfenol-D como componente magnetostritiva e o poli
(fluoreto de vinilideno-trifluoretileno) (PVDF-TrFE) como piezoelétrica. Os pré-osteoblastos foram
cultivados sobre estes compositos em duas condicdes: estatica e num biorreator magnético.
Através de um estimulo magnético desencadeou-se uma resposta mecanoelétrica que mostrou
ser a mais eficiente na proliferacéo celular, uma vez que nas condicdes estaticas verificou-se que
havia menor proliferacdo celular [5].

Para além destes scaffolds, os hidrogéis tém dando mote a investigacdes diversificadas,
porém, a aplicacdo em regeneracdo de tecidos direta ou indiretamente é evidente. A Tabela 2.2
mostra diferentes aplicacdes com diferentes polimeros explorados no processamento deste tipo

de scaffold tridimensional.

Tabela 2.2: Diferentes trabalhos desenvolvidos com hidrogéis para aplicacdo na area biomédica.

Aplicacao Polimeros Células Refs
Doengas isquémicas Quitosano Células estaminais (ACS) [93]
Doencas infeciosas PE-CMC/HA RAW 264.7 [94]
Pensos para feridas PEGDA e PEGDTT HT1080 [95]
Lentgs de contacto infecoes e-Polilisina HCET [96]
na cornea

Crescimento tumoral Fibroina da seda Células Hela [97]
Reparacao de cartilagem PEGDA Condrdcitos articulares [98]

isolados

O hidrogel Mimsys® G, que utiliza a metacrilamida como componente principal, tem
mostrado varias potencialidades na regeneracdo. Reitmaier e os seus colaboradores mostraram
que este hidrogel possui competéncias no restauro dos discos intervertebrais [99]. Paralelamente,
outros autores mostraram a capacidade de reparacao deste hidrogel na cartilagem. Nestas

experiéncias, foi desenvolvido um tecido semelhante a cartilagem dentro do hidrogel a partir de
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células estaminais adiposas humanas [100, 101]. Deste modo, desenvolve-se uma abordagem
complexa /n vitro para avaliar o desempenho deste sistema no reparo focal da cartilagem.

A competéncia dos hidrogéis como scaffoldsé constantemente exibida, porém, sao poucos
0s experimentos que aliam outros componentes para potenciar a mimetizacdo do ambiente
fisioldgico. Neste sentido, o uso de particulas magnetostritivas encapsuladas nestas matrizes,

juntamente com o uso de biorreatores magnéticos, apresenta-se como uma mais-valia.
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3.1 Processamento de microesferas de poli (L-acido latico) puras e compositas

Materiais

Durante o processamento das microesferas utilizaram-se dois polimeros, o PLLA com peso
molecular médio de 217.000 - 225.000 g.mol'1 da Purasorb PL18e o PVA com peso molecular
médio de 13.000 - 23.000 g.mol'l, 98 % hidrolisado, da FPurac e Sigma Aldrich, respetivamente.
Como solvente do PLLA, utilizou-se o cloroférmio proveniente da Merck com um grau de pureza
de 99%, e no caso do PVA foi necessaria agua ultrapura para a dissolucao.

Relativamente a formacdo das microesferas compdsitas, as nanoparticulas de CoFe.O.

foram adquiridas através da Nanoamor com diametro entre 35 e 55 nm.

Processamento

As microsferas de PLLA sem e com CoFe.0. (PLLA/CoFe:0:) foram obtidas pelo método de
emulsdo oleo-agua. Para isso, foram criadas duas fases, uma continua/aquosa e outra
dispersa/organica compostas por solucoes de PVA e PLLA, respetivamente.

O PVA foi dissolvido em agua ultrapura numa concentracdo de 0,5% (p/v), com base em
estudos anteriores [102] que otimizaram a quantidade de surfactante em funcdo da quantidade
de polimero, com o objetivo de evitar a coalescéncia das microesferas. Esta dissolucdo foi feita
numa placa de aquecimento com agitacdo magnética a uma temperatura de 90 °C, durante 4 h.

Paralelamente, dissolveu-se completamente o PLLA em cloroférmio de modo a obter-se uma
concentracdo polimérica de 3% (p/v). O cloroférmio foi usado devido & capacidade de solubilizar
0 polimero e por possuir baixa solubilidade com agua, conduzindo a uma diminuicdo da
quantidade de PVA absorvido na interface agua-solvente [103].

Posteriormente e como mostra a Figura 3.1, a solucao polimérica foi adicionada a emulséo
de PVA num baldo volumétrico, sob agitacdo magnética durante um periodo de 24 h,
aproximadamente, de forma a evaporar o solvente e simultaneamente originar microesferas. A
velocidade de agitacdo durante a formacdo das particulas € um pardmetro importante. Quanto
maior a velocidade maior a energia transferida ao meio e consequentemente a fase organica é
dispersa em pequenas particulas com tamanhos reduzidos. Neste processamento a velocidade
utilizada foi de 1250 rpm. As microesferas resultantes foram lavadas com agua ultrapura em

agitacédo durante 3 h.
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Por fim, e depois de um periodo de deposicao de aproximadamente 12 h, obteve-se um
sedimento ao qual foi retirado o sobrenadante. Este foi deixado a temperatura ambiente até
evaporar toda a agua existente. Desta forma, as microesferas ficaram reduzidas a um po fino.

As microsferas compdsitas foram também obtidas pelo método anteriormente descrito,
acrescendo a adicdo de 10% (p/p) de nanoparticulas de CoFe:0. apds a completa dissolucao do

PLLA.

Evaporacgéo do
Cloroférmio Q

8]

Agua
Ultrapura Evaporacéo
CplLr'-A(') 24h total do
ore: > s —_ » solvente

4

Lavagem das
microsferas

PVA

{
PLLA PLLA/CoFe:0. i

Figura 3.1: Representacao esquematica do processamento de microsferas de PLLA e PLLA/CoFe:0..

3.2 Preparacao das amostras para culturas celulares

Para fins de cultura celular, é necessario proceder previamente a esterilizacdo do material
utilizado. Desta forma, as microsferas de PLLA e PLLA/CoFe.O. foram expostas a radiacdo
ultravioleta durante 2 h. Seguidamente, foram lavadas 5 vezes com uma solucédo de tampao fosfato
salino (PBS do inglés Phosphate-Buffered Saline) durante 5 min, por cada lavagem.

O hidrogel ndo necessitava de esterilizacdo uma vez que foi adquirido condicoes estéreis.
Relativamente ao biorreator utilizado para a cultura em condicdes dinamicas, este foi esterilizado
também com radiacado ultravioleta durante 2 h.

Com o objetivo de estimar qual o microambiente preferencial para a proliferacao celular,

foram estabelecidas duas condi¢cbes. Como mostra a Figura 3.2, a condicdo 1 corresponde a
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juncao das microsferas de PLLA ou PLLA/CoFe.0. com o hidrogel e as células; e a condicao 2 diz
respeito ao cultivo de células em monocamada sobre o hidrogel, anteriormente misturado com as
microsferas de PLLA ou PLLA/CoFe:0.. Os experimentos foram realizados em placas de 24 pocos.

Cada poco possuia 50 uL de hidrogel, 5 mg de microsferas e 2 x 10* de células.

Condigao 2
Condicao 1 Hidrogel + Microsferas
Células + Hidrogel + Microsferas Células cultivadas sobre a mistura

Microsferas puras Hidrogel %_ Células
ou magnéticas

Figura 3.2: Representacao das duas condicdes utilizadas nas culturas celulares.

Complementarmente, foram realizadas culturas estaticas e dindmicas. O cultivo em
condicdes estaticas refere-se ao cultivo tradicional, enquanto o dindmico corresponde a cultura
celular num biorreator com estimulos magnéticos. Estes estimulos possuiam o objetivo de
mimetizar o comportamento mecanico que o corpo exerce, ao longo do dia, sobre o tecido 0sseo.
Deste modo, a cultura dinamica possuia um estimulo durante 16 h e um tempo de repouso de 8
h. O estimulo nao foi continuo, atuava durante 5 min e parava 25 min, com a frequéncia de 0,2
Hz e com um intervalo de 20 mm (0,115 mV). O biorreator utilizado foi desenvolvido pelo grupo e
utilizado em [117].

Ambas as condicdes experimentaram as culturas estatica e dinamica, sendo que na
dindmica apenas foram utilizadas microsferas de PLLA/CoFe:0.. Desta forma, apds 24 h num
cultivo em condicdes estaticas, avaliou-se a adesao celular e assumiu-se este tempo como TO.
Posteriormente, para ambas as condicdes de cultura, estatica e dinamica, prolongou-se o ensaio

por mais 72 h.
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Depois de estabelecidas as condicées a utilizar nas culturas celulares, foi preparado o
hidrogel. Nesta preparacao foi seguido o protocolo estabelecido para a encapsulacéao de células
com o Mimsys® G.

Inicialmente, foi pesada a quantidade de hidrogel necessaria para os cultivos celulares e
adicionada agua destilada numa concentracdo de 1,25% (m/v). A dissolucdo foi realizada a
temperatura ambiente num periodo de 5 h a 250 rpm. Posto isto, para ambas as condicdes (Figura
3.2), foram misturadas microsferas de PLLA ou PLLA/CoFe.O. com o hidrogel, numa concentracao
de 0,1 g.ml*. Posteriormente, utilizou-se o vértex, durante aproximadamente 10 seg, para
homogeneizar as solucoes.

Relativamente as células utilizadas foram pré-osteoblastos MC3T3-E1 que foram colocadas
em expansdo em frascos de cultura celular de 75 cm? com meio modificado £agle da Dulbecco
(DMEM do inglés Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Biochrom) suplementado com 1 g.Lt de
glucose, 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS, Biochrom) e 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina
(P/S, Biochrom). As células foram incubadas sob condicbes sftandard, a 37 °C com ar
humidificado a 95% contendo uma atmosfera de 5% de CO.. O meio de cultura foi mudado a cada
trés dias até que as células chegassem a confluéncia de 70-90%, para depois serem tripsinizadas
com 0,05% de tripsina-EDTA. Foi criada uma suspensdo celular para cada condicdo, com uma
concentracdo de 1,6 x 10¢ células.mL. No caso da condicdo 1, as microsferas foram colocadas
nesta suspensao, sendo de seguida adicionada ao hidrogel e ressuspendida. No caso da condicao
2, foi adicionada uma solucdo com DMEM (sem células) e as microesferas ao hidrogel. Nesta
condicao, as células foram cultivadas de modo a garantir a ades&o celular apenas na zona superior
do hidrogel, ou seja, nao se procedeu a encapsulacao das células no hidrogel. Apos a adicao da
solucdo, obtém-se no final, em ambas as condicdes, um hidrogel com uma concentracdo de 1%
(m/v). Foram ainda criadas réplicas com hidrogel e microsferas, apenas, de modo a funcionarem
como controlos negativos dos ensaios.

Por fim, foi adicionado um volume de 500 ul de meio DMEM a cada réplica. Para além da

funcdo nutricional, o meio de cultura tem também a funcéo de reticular o hidrogel.
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3.3 Caracterizacao das microsferas produzidas

As microsferas de PLLA e PLLA/CoFe.0O. foram caracterizadas com recurso a varias técnicas
de caracterizacdo de forma a tirar ilacdes sobre o tamanho e morfologia, propriedades fisico-

guimicas e térmicas, e ainda, sobre as propriedades magnéticas das microsferas compositas.

3.3.1 Analise morfolégica e de tamanhos

A microscopia eletronica de varrimento (SEM do inglés Scanning Electron Microscopy)
permite a observacao superficial das amostras, com elevada resolucdo, e numa vasta gama de
ampliacOes. Através dos eletroes secundarios (SE do inglés Secondary Electrons), gerados a partir
da superficie da amostra (a 500-2000 nm de profundidade), & possivel obter informacdes
topograficas de superficies complexas e irregulares, com resolucao entre 1-10 nm. Paralelamente,
os eletrdes retrodifundidos (BSE do inglés Backscattered Electrons), que resultam das interacdes
elasticas, fornecem informacdes sobre o numero atémico. Deste modo, permite que fases com
numeros atomicos diferentes sejam reconhecidas, gerando contraste se existirem elementos com
diferentes numeros atémicos [104].

Os SE e os BSE sa@o os mais utilizados para a obtencdo da imagem, no entanto existem
ainda os eletrdes retrodifundidos difratados (EBSE do inglés Diffracted Backscattered Electrons)
que sdo utilizados para determinar a estrutura cristalina da amostra e a sua orientacao.

Durante a preparacao das amostras para visualizacao por SEM, existem etapas cruciais que
dependem das caracteristicas dos espécimenes. Quando um material ndo é condutor, é feita a
deposicao, por pulverizacao catodica, de uma camada ultrafina de um material condutor,
geralmente o ouro. O ouro permite a emissado de eletrdes secundarios com maior intensidade de
sinal e resolucdo. Se a superficie nao for condutora ha uma acumulacao de cargas na superficie,
0 que resulta na distorcdo da imagem obtida.

Neste trabalho, o microscopio usado foi o Quanta 650 FEG, FEI, equipado com o sistema
Everhart-Thornley Detector (ETD) de elevado vacuo. A voltagem de aceleracao foi de 1 kV. O
equipamento usado no revestimento com ouro foi o Polaron SC502.

Adicionalmente, foi avaliada a distribuicdo de tamanhos das particulas em suspensao num
solvente recorrendo a técnica da dispersdo dinamica da luz (DLS do inglés Dynamic Ligth

Scattering). Esta técnica baseia-se no conceito de que as nanoparticulas em suspensao movem-
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se aleatoriamente devido as colisdes com as moléculas de solvente e, por isso, a distancia entre
as particulas esta constantemente a mudar no tempo. Este movimento, observado por Robert
Brown, ficou conhecido como “movimento Browniano” [105].

Neste processo, faz-se incidir um feixe de luz monocromatica numa célula que contém a
amostra. Quando a luz atinge a particula em movimento aleatério provoca um desvio de Doppler,
alterando o comprimento de onda da luz que entra no detetor. A alteracdo esta relacionada com
o tamanho das particulas. A relacdo, por sua vez, é feita com base no coeficiente de difusdo da
particula (Equacdo de Stokes).

Para além da medicdo do tamanho, o DLS tira conclusdes sobre a homogeneidade da
amostra através do indice de polidispersdo (PDI do inglés Polydispersity Index). O PDI varia entre
0 e 1 consoante a gama de diametros encontrados em relacdo a média de didametros. Quanto
maior o intervalo de diametros, mais dispares séo os tamanhos, o que resulta num PDI elevado
[105].

As amostras para DLS devem ser translucidas e homogéneas e ndo devem precipitar no
fundo da cuvete. Qualquer tipo de precipitacdo confirma a presenca de particulas maiores que
podem ser devidas a uma dispersdo fraca, pH incorreto ou sonicacdo inadequada,
comprometendo a experiéncia. A utilizacdo de dgua desionizada também néo é recomendada pois
a auséncia de ides nao protege as interacdes de longa distancia entre as particulas [105].

Posto isto, neste trabalho, as amostras foram centrifugadas a 2500 rcf durante 5 min, de
modo a obter-se uma distribuicdo uniforme de tamanhos. Posteriormente, prepararam-se solucdes
com agua ultrapura e com concentracdes apropriadas. Por fim o pH foi ajustado para 7, com
solucdes de HCI (1 M) e NaOH (1 M), e procedeu-se a sonicacdo das amostras durante 1 hora.

0 equipamento usado nas medicdes dos tamanhos das particulas e o PDI foi o Zetasizer,
NANO ZS -ZEN3600 da Malvern (Malvern Instruments Limited, UK), com o laser He-Ne (633 nm)
e um angulo de detecao de 173 © (backscatter detection). As amostras dispersas foram colocadas
numa cuvete produzida pela Malvern — folded capillary cell. As medicdes foram realizadas a 25 °C
e a média e o desvio padrao foram calculados a partir de 5 medicdes com o software Zetazizer

/.11
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3.3.2 Caracterizacao fisico-quimica e térmica

A caracterizacao fisico-quimica das microsferas passa pela analise das possiveis alteracdes
quimicas na estrutura do polimero utilizado. Nesse sentido, foi utilizada a técnica de espetroscopia
de infravermelho com transformadas de Fourier em modo reflexao total atenuada (FTIR-ATR do
inglés Attenuated total reflectance-Fourier transform infrared spectroscopy).

O FTIR-ATR, tal como 0 nome indica, possui uma regiao de analise na zona do infravermelho,
400 - 4000 cm. A absorcao desta radiacdo por uma molécula corresponde a variacdes nos
movimentos vibracionais e/ou rotacionais dessa mesma molécula [106].

A absorcdo no infravermelho ocorre quando a frequéncia do campo elétrico alterado,
associado a radiacao incidente, coincide com uma possivel mudanca da frequéncia de vibracao
ou da rotacdo da molécula que esta a absorver essa radiacdo. Assim, quando a correspondéncia
acontece a radiacao eletromagnética é absorvida provocando uma alteracdo na amplitude da
vibracdo ou no valor da rotacao da ligacao.

Os espetros infravermelhos sdo caracteristicos de cada molécula, e grupos funcionais
especificos originam bandas independentemente da estrutura do resto da molécula [107]. Desta
forma, é possivel tirar ilacdes sobre a composicdo de uma dada amostra, sendo que também &
utilizada na detecao e identificacdo de impurezas. Uma vez que cada molécula possui um espetro
caracteristico, & conferido a técnica aplicabilidade essencialmente qualitativa. A analise
quantitativa ndo ¢ a mais utilizada pelo facto de apresentar desvantagens face aos restantes
métodos analiticos [108].

Para a caracterizacao das microsferas através de FTIR-ATR, n&o existiu qualquer tipo de
preparacao prévia, apenas foram colocadas sobre a cdmara de amostragem. Os espetros obtidos
foram registados na regidao de nimero de onda entre 500-4000 cm™ num espetrofotometro da
Jasco 4100. O numero de varrimentos foi de 64 com a resolucao de 4 cm™.

Posteriormente foi realizada a técnica de calorimetria diferencial de varrimento (DSC do
inglés Differential Scanning Calorimetry). Esta refere-se a uma ferramenta de analise calorimétrica
que indica como a capacidade térmica de um material € alterada com a variacao da temperatura.
Uma amostra de massa conhecida € aquecida e/ou arrefecida e as alteracbes na capacidade
térmica sao monitorizadas através de um fluxo de calor [109].

De forma resumida, o equipamento & composto por dois fornos com atmosferas

controladas, possuindo na base um sensor de temperatura e uma resisténcia para o fornecimento
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de calor. Em cada forno é colocado um cadinho, um referente & amostra e outro correspondente
a referéncia (geralmente vazio). Para a analise, programa-se a temperatura do forno com
velocidade de aguecimento ou arrefecimento controlada.

Em estudos com polimeros, o uso de DSC é muito frequente pelo facto de ser uma analise
rapida e facil que permite obter uma vasta gama de resultados, como a temperatura de transicdo
vitrea (7g), temperatura de fusao (7m) e temperatura de cristalizacdo (7¢). Com estes resultados é
possivel tirar ilacdes acerca dos comportamentos endotérmicos e exotérmicos, e posteriormente

0 grau de cristalinidade (4X¢c) usando a Equacao 3.1.

Ao =———— Equacio 3.1

em que AHm é a entalpia de fusdo, AHcc a entalpia de cristalizacdo e AH °m a entalpia de
fusao de uma amostra de PLLA 100% cristalina, em que o valor tedrico é 93,1 J.g™! [55, 110]. O
grau de cristalinidade depende assim da histdria térmica do material.

Para a caracterizacao calorimétrica das microesferas poliméricas de PLLA e PLLA/CoFe:0O.,
0 equipamento utilizado foi 0 Meltler Toledo 823 com amostrador automatico 7 50801R0 sample
robot. As amostras, com = 5 mg, foram colocadas em cadinhos de aluminio e submetidas a dois
aquecimentos e dois arrefecimentos com uma velocidade de aquecimento de 10 °C.min* num
intervalo de temperaturas entre 30 °C e 200 °C.

A cristalinidade estd relacionada com o tamanho das esferulites, que depende
principalmente do numero de cristais que crescem simultaneamente [111]. Partindo desta
relacao, & possivel alterar a cristalinidade através de um tratamento térmico.

Depois de preparadas, as microsferas de PLLA e PLLA/CoFe:0. foram expostas a
temperaturas acima da temperatura de transicao vitrea, numa estufa (Heraeus vacutherm). As
temperaturas utilizadas foram 70 °C, 90 °C e 140 °C e o tempo de exposicao foi de 60 min, no
caso das microsferas de PLLA. As microsferas de PLLA/CoFe.0. apenas foram submetidas a 140
°C, durante o mesmo periodo.

Depois do tratamento térmico, as amostras foram sujeitas a DSC nas condicdes
anteriormente referidas.

Por fim, esta sec¢éo de caracterizacdes fica completa com a avaliacao do potencial zeta (C),

também conhecido como potencial eletrocinético. Este potencial é gerado por uma particula
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guando se move no plano sob um campo elétrico. E, assim, uma propriedade fisica encontrada
nas particulas em suspensao [105].

Quando em contacto com um liquido, as particulas tendem a adquirir uma carga elétrica
na sua superficie, formando-se duas camadas elétricas como mostra a Figura 3.3. Uma das
camadas é denominada camada de Sfern, onde os ides estado fortemente ligados, e a outra camada
¢ designada camada difusa, que corresponde a uma camada onde os ides ndo estao firmemente
unidos. Nesta ultima, ha um limite onde os ides e as particulas formam uma entidade estavel e
desta forma, quando a particula se move, somente os ides pertencentes a estas camadas se
movem com ela [105]. O potencial zeta ndo é obtido de forma direta. Sao realizadas experiéncias
de eletroforese nas amostras e a velocidade das particulas ¢ medida através da equacdo de Henry,
de forma a determinar-se a mobilidade eletroforética — velocidade das particulas segundo um
campo elétrico [105]. Para que esta medicao seja possivel, a amostra em suspensdo é colocada
numa cuvete, com elétrodos nas extremidades, onde é aplicado um campo elétrico. A diferenca
de potencial criada pelas cargas opostas nos dois elétrodos faz com que as particulas carregadas

se movam para o elétrodo de carga oposta.

Eletroforese

Elétrodo Elétrodo

Superficie da
Particula Camada de
Stern

Figura 3.3: Diagrama representativo de uma particula carregada negativamente, com as camadas duplas elétricas
[105].

Neste trabalho, de modo a determinar qual o ambiente em que as particulas séo mais
estaveis, foram realizados experimentos com diferentes pHs: 2, 4, 7 e 9. O ajuste do pH foi feito
com solucdes de HCI (1 M) e NaOH (1 M). O equipamento utilizado foi o Zetasizer, NANO ZS -

ZEN3600 da Malvern (Malvern Instruments Limited, UK). As amostras dispersas foram colocadas
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numa cuvete produzida pela Malvern — folded capillary cell. A média dos potenciais e o desvio

padrao foram obtidos através de b medicoes pelo software Zetazizer /.11.

3.3.3 Analise das propriedades magnéticas

A avaliacao do comportamento magnético de amostras, quer estas sejam pos, solidos,
liquidos, cristais ou filmes finos, pode ser realizada com recurso ao sistema de magnetometro de
amostra vibrante (VSM do inglés Vibrating Sample Magnetometer). Esta avaliacao, realizada em
funcdo do campo magnético, temperatura e tempo, tem por base a lei de Faraday que diz que
uma forca eletromagnética é gerada numa bobina quando ha uma alteracdo no fluxo da bobina
[112].

Neste tipo de caracterizacdo, a amostra € sujeita a uma vibracéo, e uma tensao alternada
da mesma frequéncia ¢é induzida nas bobinas de detecado que estdo adequadamente posicionadas
nas laterias da amostra. As alteracdes do fluxo magnético resultantes induzem uma tensdo nas
bobinas que é proporcional ao momento magnético da amostra [112]. O campo magnético pode
ser gerado por um eletromagneto ou um magneto supercondutor e a variacao da temperatura
pode ser obtida usando criostatos e fornos [113].

Desta analise resultam curvas de histerese que fornecem a relacdo entre a magnetizacao e
o campo aplicado. Os parametros extraidos a partir da histerese sao frequentemente usados para
caracterizar as propriedades magnéticas e incluem magnetizacdo de saturacdo (Ms),
magnetizacdo remanescente (M) e o campo coercivo (Hc) [114]. Através destes dados é possivel

obter a massa de CoFe:0. existente nas microsferas com o auxilio da Equacéo 3.2:

Ms
CoFe:0:m % = — x 100 Equacso 3.2
Ms do pé puro

Para a execucao desta analise utilizou-se o MicroSense EZ7-VSM para medicao das curvas

de histerese, a temperatura ambiente. O campo aplicado foi |5100]| Oe.

40



Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3.4 Avaliacao da citotoxicidade das microsferas

Os ensaios celulares com biomateriais requerem uma avaliacdo da citotoxicidade dos
mesmos. Neste caso, a citotoxicidade apenas foi avaliada nas microsferas, uma vez que o hidrogel
ja foi testado e nao é toxico para as células [83].

A avaliacdo indireta da toxicidade foi executada com adaptacdo do método de teste padrao
ISSO 10993-5. Como tal, utilizou-se um método colorimétrico que quantifica as células viaveis
através do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2, 5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma Aldrich).

O MTT é um composto amarelo que, quando é reduzido metabolicamente pelas células
viaveis, forma cristais de formazano de cor azul violeta. O nimero de células viaveis é diretamente
proporcional & intensidade da cor da solucdo, determinada por medicdes fotométricas, apos a
dissolucdo dos cristais com uma solucdo de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Albrich) ou
isopropanol. A quantificacéo é feita através da medicdo da absorvancia a 570 nm usando um leitor
de placas espetrofotométricas [115, 116].

Neste ensaio foram utilizadas células fibroblasticas 3T3. Estas cresceram nas mesmas
condicdes que os pré-osteoblastos MC3T3-E1, porém o meio de cultura utilizado foi o DMEM
suplementado com 4,5 g.L* de glucose.

Depois dos materiais esterilizados, foram colocados em placas de cultura de poliestireno de
24 pocos com o meio anteriormente descrito e nas mesmas condicdes standard durante 24 h.
Adicionalmente, foram preparados os controlos do ensaio: o controlo positivo corresponde a uma
solucéo de DMSO a 20% (v/v) com a mesma densidade celular e um controlo negativo composto
por uma solucao apenas de meio de cultura, DMEM, com a mesma quantidade de células.

Simultaneamente, foram cultivadas células em placas de 96 pocos com uma densidade de
3 x 10¢ células.mL* e incubadas durante 24 h, de modo a permitir a adesao celular. Apds este
periodo, 0 meio de cultura da placa de 96 pogos foi removido e substituido por 100 ul/pogo de
meio que esteve em contacto com o material. Por fim, as células foram incubadas durante 24 e
72 h. Em cada um destes tempos, a viabilidade celular foi aferida através do ensaio calorimétrico
explicado anteriormente, MTT. A quantidade de MTT adicionada a solucao foi de 5 mg.mL!
dissolvidos numa proporcdo de 1:10 de DMEM. Depois da solucao estar 3 h numa incubadora a
37 °C, os cristais de formazano foram dissolvidos em 100 puL de DMSO e procedeu-se a

quantificacdo da absorvancia usando um leitor de placas espetrofotométrico (Biotech Synergy HT).
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Para cada condicao existiam 4 réplicas (n=4). No final, todos os resultados foram analisados
segundo a Equacao 3.3 que expressou a viabilidade celular de cada amostra quando comparada

com o controlo negativo (células desprovidas de contacto com o material em estudo).

Ab ancia d t
Viabilidade celular % = SoTvandla 7 amostra x 100 Equacédo 3.3

Absorvancia do controlo negativo

3.5 Avaliacao da adesao celular

A adesdo celular dos pré-osteoblastos MC3T3-E1 ao hidrogel foi garantida pelo método de
imunocitoquimica apds 24 h de cultivo (TO).

Primeiramente, o hidrogel foi transferido para uma nova placa e lavado com PBS a 1%, 3
vezes. De modo a fixar as células, foi adicionado formaldeido a 4% (v/v) (Panreac) durante 10 min
e deixado a 37 °C na incubadora com ar humidificado a 95% contendo uma atmosfera de 5% de
CO..

Depois das células fixadas, procedeu-se a lavagem das amostras com PBS a 1% (p/v) trés
vezes. Estas foram incubadas com uma solucdo de tetrametilrodamina (TRITC, Sigma Aldrich)
numa concentracdo de 1 ug.mL'l, e deixadas a temperatura ambiente durante 45 min.
Posteriormente, as amostras foram novamente lavadas com PBS a 1% (p/v) e incubadas com uma
solucdo de 4,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI, Sigrma Aldrich) numa concentracdo de 0.1 pg.mL'l,
durante 5 min, nas condicdes de incubacao anteriormente referidas.

Por fim, as amostras foram lavadas uma ultima vez com PBS a 1% (p/v) e visualizadas no

microscopio de fluorescéncia (Olympus BX51 Microscope).

3.6 Avaliacado da proliferacéo celular

Para a avaliacao da proliferacao celular dos pré-osteoblastos utilizou-se o ensaio
colorimétrico 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium (MTS,
Promega).

O principio subjacente ao MTS ¢ similar ao MTT, ambos formam cristais de formazan pela
reducao do reagente MTS ou MTT, respetivamente, por parte das células viaveis. No entanto, os
cristais formados a partir do MTS sao soluveis em agua e, portanto, ndo & necessario o uso de

solventes organicos. Deste modo, o ensaio MTS ¢é realizado pela adicao do reagente diretamente
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no meio de cultura, sem etapas intermitentes, e o restante procedimento é igual ao MTT [116].
Este € um ensaio utilizado para estimar indiretamente da proliferacao celular, uma vez que se
avalia a atividade metabdlica das células ao longo do tempo, e se extrapola para o crescimento
celular.

Neste ensaio, a proliferacdo celular foi avaliada ao fim 72 h. As amostras foram transferidas
para uma placa nova e lavadas 2 vezes com PBS a 1% (p/v). Posteriormente, foram incubadas
com MTS e DMEM, sem vermelho de fenol (Biochrom), numa proporcao de 1:5, durante 3 h a 37
°C, no escuro. O sobrenadante foi usado para determinar a absorvancia a 490 nm. Como controlo
da experiéncia foi lida a absorvancia de MTS+DMEM sem vermelho de fenol.

Para cada condicdo existiam 4 réplicas (n=4) que contribuiram para uma analise

quantitativa apresentada sob a forma de média e desvio padrao.
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4.1 Anadlise morfologica e de tamanhos

A morfologia das microsferas foi analisada através de SEM. As imagens obtidas, aliadas
ao software /mage J., permitiram avaliar a distribuicdo de tamanhos das microsferas e elaborar os
respetivos histogramas de distribuicdo de tamanhos (Figura 4.1).

Nas Figura 4.1a. e 4.1c. foi possivel observar-se microsferas de PLLA e PLLA/CoFe:0. com
superficies esféricas, formas homogéneas e sem evidéncia de colapso, concavidades ou
distorcdes, evidenciando o sucesso da técnica de emulsao 6leo-agua.

No caso das microsferas de PLLA ( Figura 4.1a. e 4.1b.), o diametro médio corresponde a
1,3+0,4 um, variando entre 0,7 um e 2,35 um. Através deste histograma é ainda possivel
visualizar que o intervalo 1-1,5 um é o que regista maior numero de eventos. Relativamente as
microsferas de PLLA/CoFe.O. (Figura 4.1c. e 4.1d.), estas possuem diametros superiores. O
diametro médio é de 3+1 um, a variar entre 1,4 um e 5,6 um, o que indica uma maior
heterogeneidade de tamanhos.

As microesferas magnéticas possuem um diametro médio superior o que vai de encontro
ao previsto, uma vez que se esperava que o polimero encapsulasse as nanoparticulas magnéticas

[106, 118].
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Numero de Microesferas
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Figura 4.1: Morfologia das microsferas de a) PLLA e c) PLLA/CoFe:0.. Distribuicado de tamanhos das microsferas de
b) PLLA e d) PLLA/CoFe:Q., obtida com o software Image)

Os tamanhos das microsferas podem ser corroborados por DLS. Esta técnica é utilizada
para precisar o raio hidrodinamico das particulas em suspensao assim como a sua dispersividade
[105].

O gréfico da Figura 4.2 representa o comportamento das microsferas de PLLA dispersas
em agua ultrapura, num pH igual a 7. O mesmo nao foi possivel para as particulas magnéticas,
uma vez que estas possuem elevada tendéncia para agregacao e sedimentacao, impossibilitando
as medicoes.

As microsferas de PLLA parecem distribuir-se em duas populacdes, como mostra a Figura
4.2. O raio hidrodinamico médio corresponde a 1,39+0,02 um, um valor semelhante ao obtido
através das medicdes dos diametros nos resultados de SEM (1,3+0,4 um). Esta similaridade

reflete a estabilidade hidrodinamica das particulas num pH neutro. Por outro lado, o facto de as
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microsferas terem sido centrifugadas para o ensaio de DLS (relatado na seccdo anterior) pode ter
originado um desvio padrao mais pequeno que as analisadas pelo SEM.

O DLS permite também determinar o PDI, o qual indica a homogeneidade da solucéo. As
microsferas de PLLA apresentam um PDI de 0,21+0,03, que sugere uma polidispersdo moderada
(entre 0,1 e 0,4) [105]. Posto isto, conclui-se que existe concordancia entre as caracterizacoes e,

ainda, que as microsferas produzidas sdo estaveis em suspensao num pH igual a 7.

21

18

15

12

Numero de particulas (%)

0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8 2,1 2,4 27

Diametro @m)

Figura 4.2: Distribuicdo de tamanhos das microsferas de PLLA obtida por DLS.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica e térmica

De forma a avaliar a possibilidade de ocorrerem modificacdes quimicas na estrutura do
PLLA durante o processamento das microsferas e/ou pela introducédo de particulas magnéticas,
procedeu-se a caracterizacao das microsferas puras e compositas por FTIR-ATR (Figura 4.3).

Complementarmente, na Tabela 4.1 sdo apresentados os principais numeros de onda
obtidos para as microsferas de PLLA e PLLA/CoFe:Q. € as respetivas bandas de absorcao teoricas
do PLLA puro.

Os espetros da Figura 4.3 possuem as mesmas bandas de absorcao. Em ambos os espetros
de absorcao é possivel visualizar dois picos a um numero de onda 750 cm® e 870 cm-,

caracteristicos da fase cristalina e amorfa, respetivamente [119]. A presenca da banda de
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absorcdo a 921 cm* remete para a presenca de owcristais. Esta banda corresponde ao
acoplamento do estiramento do C-C da cadeia principal com a rotacao do CHs [120]. As vibracdes
na banda a 1085 cm* coincidem com a vibracdo de estiramento do grupo metilo C-H [55].
Seguidamente, o pico de absorcao a 1184 cm+ corresponde ao estiramento assimétrico da ligacao
C-0-C com arotacdo CH: [121]. As bandas que surgem proximo dos 1450 cm sao caracteristicas
de estiramentos do grupo metilo C-H [110]. Por fim, as regides com maior frequéncia ilustram
dois picos de maior relevancia na zona dos 1750 e 2999 cm-, correspondentes ao estiramento

da ligacéo (C=0) e ao estiramento do grupo CHs respetivamente [106].
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Figura 4.3: Espetro infravermelho das microsferas de PLLA e PLLA/CoFe:0..

Uma vez que os picos existentes nestes espetros (Figura 4.3) e os da literatura (Tabela
4.1) sdo coincidentes comprovou-se, primeiramente, que o método de processamento nao alterou
as propriedades quimicas do PLLA e, paralelamente, que nao sdo notdrios residuos de PVA. Por
fim, a introducao de nanoparticulas na matriz polimérica também nao provocou alteracdo nas

propriedades nativas do material.
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Tabela 4.1: Bandas de absorcéo caracteristicas do PLLA presentes nas microsferas de PLLA e PLLA/CoFe:0..

Numero de Onda (cm?) Fase Bandas de absorcéo Referéncias

750 o d (C=0) [106, 119]
871 Amorfa Rotacdo CH3 [106, 122]
921 o Estiramento C-C + Rotacdo CH3 [122, 123]
1085 o’ea Estiramento do grupo metilo (C-H) [110, 124]
1184 Amorfa, o’ e oo Estiramento assimétrico do C-0-C  [121, 124]
1357 Semicristalina 8 (CH) + &5 (CH3) [110, 124]
1453 Amorfa Estiramento do grupo metilo (C-H) [106, 110]
1749 o Estiramento do éster (C=0) [106, 125]
2999 aea Estiramento assimétrico do CH3 [106]

Durante a sintese das microsferas, o polimero pode alterar propriedades como a morfologia
de superficie, porosidade ou mesmo o grau de cristalinidade [111]. Desta forma, foi feita a
caracterizacao térmica das amostras de PLLA e PLLA/CoFe.0. com auxilio da técnica de DSC para
avaliar possiveis alteracdes nas propriedades fisico-quimicas.

Através do termograma das microsferas de PLLA (Figura 4.4) é possivel observar dois picos
endotérmicos a = 60 °C, correspondente a temperatura de transicao vitrea do polimero e um pico
de fusdo a = 179 °C. Relativamente a analise das particulas magnéticas (Figura 4.4 -
PLLA/CoFe:Q.), as temperaturas sdo muito semelhantes: a temperatura de transicao vitrea
assume 65 °C enquanto a temperatura de fusdo atinge uma temperatura maxima de = 181 °C.

Com a Equacdo 3.1 (apresentada no capitulo anterior) determinou-se o grau de
cristalinidade (AXc). As microsferas de PLLA apresentam um valor de 52,1%, enquanto as
compositas apresentam um valor de 49,3%. Uma vez que este valor difere em = 3%, apenas, essa
diferenca pode estar associada ao erro do equipamento (2%). Desta forma, nao é possivel afirmar
que a diferenca entre as cristalinidades esta associada as interacoes eletrostaticas entre as
nanoparticulas magnéticas e as cadeias poliméricas, contrariamente ao reportado na literatura
[126].

Com esta andlise calorimétrica é facilmente concluido que o método de sintese das

microsferas nao altera as temperaturas de transicao vitrea e fusao, uma vez que os picos estao
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no intervalo mencionado na literatura. Simultaneamente, o facto de ndo existirem mais picos

remete para a auséncia de impurezas.
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Figura 4.4: Analise calorimétrica por DSC de microsferas de PLLA e PLLA/CoFe0..

Quando as amostras estdao sujeitas a um aumento da temperatura, as caracteristicas
térmicas do material podem sofrer alteracdes. Deste modo, foi realizado o ensaio por DSC nas
amostras que sofreram tratamento térmico.

De acordo com a Figura 4.5, nao se registam alteracOes significativas nos picos
endotérmicos. A temperatura de fusdo possui valores que oscilam entre os 178 °C e 181 °C para
as particulas de PLLA/CoFe:0: — 140 °C e de PLLA - 70 °C, respetivamente, um intervalo de
valores pertencente ao intervalo do erro associado a técnica de medicéo (= 3%).

Através dos presentes resultados é possivel concluir que o tipo de morfologia do material
influencia a cristalinidade do polimero e, consequentemente, a eficacia dos tratamentos térmicos.
Em filmes e membranas de PLLA, os tratamentos térmicos induziram um aumento no grau de
cristalinidade de 20% para 50%, no maximo [110], contrariamente, em microsferas ndo foram

sentidas alteracoes significativas.
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Figura 4.5: Analise calorimétrica por DSC das microsferas de PLLA e PLLA/CoFe:0., depois do tratamento térmico.

Por fim, a caracterizacao fisico-quimica fica completa com a avaliacdo do potencial zeta
das microsferas. Esta caracterizacao é aplicada a particulas em suspensdo e é um fator importante
para determinar a estabilidade coloidal. Valores de potencias a baixo de —=30 mV ou acima de 30
mV séo caracteristicos de dispersdes coloidais estaveis com menor tendéncia para agregarem
[127].

A Figura 4.6 mostra o potencial zeta para diferente pH's — 3, 5, 7 e 9. Todos os valores
sa0 negativos 0 que sugere que as microsferas possuem uma superficie carregada negativamente.
Este facto deve-se a presenca de grupo carboxilo ionizado do acido latico [128]. Em ambientes
acidos, as esferas formam agregados [128] devido a forte atracdo. Contrariamente em pH alcalino,
as repulsdes aumentam originando uma maior estabilidade das particulas.

Para as microsferas de PLLA a estabilidade ¢é obtida a partir do pH 5, sendo que neste o
potencial esta muito préximo de =30 mV. Quando o pH ¢é 7, o potencial zeta é de =53 mV. Por
fim, a pH 9 é possivel observar um potencial ligeiramente mais elevado em modulo (=55 mV).

Relativamente as microsferas magnéticas, estas apresentam um valor em maédulo inferior
ao das puras que pode ser atribuido a diferenca de pesos entre ambas. Esta diferenca leva a taxas

de sedimentacao maiores para as microsferas de PLLA/CoFe:O..
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Figura 4.6: Analise por Potencial Zeta das microsferas de PLLA e PLLA/CoFe:0. a diferentes pH's.

A sensibilidade das microsferas as variacdes do pH do meio permite tirar ilacoes relevantes
para 0 uso de microformulacdes em terapia direcionada, libertacdo de farmacos, entre outros.
Estudos com matrizes poliméricas dispersas em fluidos biologicos como saliva, suco gastrico e

fluidos intestinais apresentaram resultados similares [129].

4.3 Andlise das propriedades magnéticas

As curvas de magnetizacao das microsferas magnéticas foram determinadas a temperatura
ambiente pelo método de VSM.

A Figura 4.7 mostra uma histerese magnética tipica de um material ferromagnético [92].
Partindo do material desmagnetizado, a medida que o campo magnético aumenta, aumenta
também a magnetizacdo até uma magnetizacdo de saturacdo maxima de 3,07 emu.g'.
Entretanto, ao diminuir-se o campo, diminui lentamente a magnetizacdo até atingir a
magnetizacdo remanescente de 1,31 emu.g’. Invertendo o sentido do campo magnético, a
magnetizacao segue um percurso cruzando o momento em que se anula a magnetizacao e se
obtém o campo coercivo, 1500 Oe. A magnetizacdo de saturacao das microsferas de

PLLA/CoFe:0. é consideravelmente menor que a do pd puro (47,9 emu.g?) uma vez que a
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quantidade de CoFe.0O: adicionado a solucdo durante o processamento das microsferas foi de

10% (p/p) [130].
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Figura 4.7: Comportamentos magnéticos das microsferas de PLLA/CoFe:0. e das nanoparticulas de CoFe:0;,
avaliados através de VSM.

A Equacao 3.2 (apresentada no capitulo anterior) permitiu determinar a percentagem
relativa a quantidade de nanoparticulas existentes na matriz das microsferas. Esta equacao utiliza
a magnetizacao de saturacdo do composito (Figura 4.7 — PLLA/CoFe.Q.) e relaciona-a com a
magnetizacao de saturacao das nanoparticulas puras (Figura 4.7 — CoFe:0.).

Desta forma, foi possivel concluir que a percentagem (p/p) de CoFe.O: disperso na matriz
polimérica é de 6,39. Este valor aponta para uma eficiéncia de encapsulamento de 64%,
aproximadamente. Uma das justificacdes indicadas na literatura para a diminuicdo de CoFe:O.
encapsulado face ao adicionado, reside no facto de ser um material com densidade superior a
densidade polimérica o que desencadeia um deposito mais rapido das primeiras, nao permitindo,

por sua vez, uma sintese uniforme [92].
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4.4 Avaliacao da citotoxicidade das microsferas

A citotoxicidade do biomaterial foi avaliada através de experimentos de viabilidade celular
em células fibroblasticas 3T3. As células foram sujeitas a um ensaio de MTT ao fim de 24 e 72 h,
e os resultados foram expostos no grafico da Figura 4.8. Para este ensaio foram usados um
controlo positivo (20% DMSQ) e um negativo que representa o crescimento celular em condicdes
standard, ao qual se fez corresponder 100% de viabilidade.

As células expostas ao meio que esteve anteriormente em contacto com as microsferas de
PLLA exibem uma viabilidade celular de 99% e 92% ao fim de 24 e 72 h, respetivamente.
Simultaneamente, a viabilidade celular dos fibroblastos colocados em contacto com o meio das
microsferas de PLLA/CoFe.0. apresenta valores de 85% e 80% depois de 24 e 72 h,
respetivamente.

De acordo com a ISO 10993-5, apenas sdo consideradas citotéxicas as amostras que
apresentem uma viabilidade celular abaixo dos 70%. Assim sendo, é possivel aferir que os
biomateriais utilizados ndo apresentam toxicidade celular e, indiretamente, que as nanoparticulas

de CoFe:0. foram encapsuladas na matriz poliméricas.
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Figura 4.8: Viabilidade celular de células 3T3 que cresceram durante 24 e 72 h em contacto com o meio exposto as
microsferas de PLLA e PLLA/CoFe:0. e controlos, através de medi¢dées com o ensaio MTT.
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4.5 Culturas celulares com hidrogéis e microsferas

Para dar inicio as culturas estaticas e dinamicas, é necessario verificar se as microsferas
estdo bem dispersas no hidrogel. Desta forma, recorrendo ao microscopio 6tico, foi possivel
observar que as microsferas de PLLA (Figura 4.9a.) e de PLLA/CoFe.O. (Figura 4.9b.) se

encontravam uniformemente dispersas no hidrogel.

100 pm

Figura 4.9: Microscopia otica de hidrogéis com microsferas de a) PLLA e b) PLLA/CoFe:0..

Posto isto, deu-se inicio aos cultivos estaticos e dindmicos com pré-osteoblastos MC3T3-E1
em ambas as condicoes. Inicialmente, garantiu-se a adesao celular aos hidrogéis (24 h) e depois

avaliou-se a proliferacao celular ao fim de 72 h.

4.5.1 Avaliacao da adeséo celular

A adesao dos pré-osteoblastos ao hidrogel foi aferida no tempo TO em condigdes estaticas,
através de um microscopio de fluorescéncia. Para tal, recorreu-se a ensaios de imunocitoguimica,
como mencionado no capitulo anterior.

Na Figura 4.10a. e 10b. observam-se os pré-osteoblastos cultivados no hidrogel com
microsferas de PLLA e PLLA/CoFe.0., respetivamente. O nucleo dos pré-osteoblastos foi marcado
com o marcador DAPI (azul) e o citoesqueleto com o TRICT (avermelhado). No entanto, ndo se
distinguem as duas estruturas por existir sobreposicao de cores. Esta sobreposicdo relata a forma

esférica das células o que permite concluir, por sua vez, que as células ndo alongaram apos 24 h
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de cultura. Ao contrario do que acontece com scaffolds planos [131], em hidroggéis as células nao
estabelecem ligacdes imediatas com o substrato, demorando mais tempo a alongar.
Simultaneamente, é possivel verificar que o hidrogel encapsulou as células em toda a sua
estrutura tridimensional, uma vez que a fluorescéncia se encontrara uniformemente dispersa pelo
plano principal captado pelo microscopio e, por outro lado, as sombras existentes remetem para

a presenca de fluorescéncia noutros planos.

100 pm

Figura 4.10: Ensaios de imunocitoquimica em pré-osteoblastos MC3TE-E1 cultivados em hidrogéis com microsferas
de a) PLLA e b) PLLA/ CoFe:0. apds 24 h de cultura em condicdes estaticas.

4.5.2 Avaliacdo da proliferagao celular

Apds a adesao celular, foi também avaliada a proliferacao celular. Para tal, as amostras
foram sujeitas a um ensaio de MTS apds 72 h de cultura em condicdes estaticas e dinamicas.

A média das absorvancias obtidas para as amostras com microsferas de PLLA e
PLLA/CoFe.0., numa cultura em condicdes estaticas, nas condicdes 1 e 2, estdo representadas
na Figura 4.11. Primeiramente, é possivel observar que existe crescimento celular em ambas as
condicdes e nas diferentes microsferas, uma vez que as absorvancias correspondentes as 72 h
sd0 superiores as obtidas aguando a adesao celular no tempo TO.

Relativamente as diferencas entre a proliferacdo celular nas condicdes 1 e 2, & possivel
observar que as médias das absorvancias sao superiores na condicao 1. Porém, quando
comparado o crescimento ao fim de 72 h com a absorvancia das células aderidas (TO) para a
correspondente condicao, observa-se que na condicao 2 as células proliferaram mais = 27%, em

ambos os hidrogeéis, quando comparadas com a condicao 1.
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Comparando o crescimento celular em amostras com microsferas de PLLA com microsferas
de PLLA/CoFe:0. ao fim de 72 h na cultura em condicdes estaticas, nao se verificam diferencas
significativas. Esta similaridade corrobora os resultados obtidos nas caracterizacdes das
microsferas, uma vez que nestes ndo se obtiveram diferencas ao nivel fisico e quimico das
microsferas puras e compoésitas. Desta forma, seria de esperar que as células em condicoes

estaticas, sem qualquer tipo de estimulo externo, possuissem um comportamento semelhante.
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Figura 4.11: Proliferacéo celular de pré-osteoblastos MC3T3-E1 cultivados em hidrogéis com microsferas de PLLA e
PLLA/CoFe.0. numa cultura em condicdes estaticas, apés 72 h e em ambas as condicdes de estudo.

A analise da proliferacdo celular em hidrogéis com microesferas de PLLA/CoFe.0. num
cultivo celular dinamico esta representada na Figura 4.12. Como mencionado nos capitulos
anteriores, esta condicao de cultura teve o propdsito de recriar as tensdes mecanicas sentidas nos
osteoblastos ao longo do dia, devido ao movimento diario do ser humano. Por intermédio de um
campo magnético exercido pelo biorreator, é fornecido o estimulo necessario a componente
magnetostritiva das microsferas de modo a provocar uma deformacao mecanica nas mesmas.

As absorvancias referentes a condicao 1 sdo superiores as da condicao 2. No entanto, a
semelhanca do referido anteriormente, a proliferacdo celular é superior na condicéo 2 (*35%).

Paralelamente, verifica-se que ao fim de 72 h existe uma maior proliferacao no cultivo
dindmico, comparativamente com o estatico, o que confirma a sensibilidade mecéanica dos

osteoblastos reportada na literatura [33].
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Figura 4.12: Proliferacdo celular de pré-osteoblastos MC3T3-E1 cultivados em hidrogéis com microsferas de
PLLA/CoFe0. numa cultura em condicoes estaticas e dinamicas, apos 72 h e em ambas as condicdes de estudo.
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Nesta dissertacao desenvolverem-se microsferas poliméricas puras e compositas pelo
método de emulsao éleo-agua, como tinha sido proposto. Este facto foi corroborado pelas imagens
de SEM, nas quais se visualizaram particulas de PLLA e PLLA/CoFe.0. de forma esférica, com
diametros compreendidos entre 0,7 e 2,35 um e 1,4 e 5,6 um, respetivamente. Posteriormente,
com o DLS averiguou-se a estabilidade e conclui-se que as particulas desenvolvidas sao estaveis
em suspensao, possuindo um PDI de 0,21+0,03.

Relativamente as caracterizacdes térmicas e fisico-quimicas, conclui-se, em primeira
instancia, que as microsferas de PLLA/CoFe:0. apresentam as mesmas bandas de absorcéo que
as de PLLA, similarmente ao que acontece na literatura com o polimero puro. No que se refere as
caracteristicas térmicas do polimero, as temperaturas de transicao vitrea e de fusdo existentes na
literatura e as obtidas experimentalmente foram idénticas, ndo remetendo para a existéncia de
impurezas. Relativamente ao grau de cristalinidade, as microesferas poliméricas puras e
compdsitas apresentaram valores de = 52% e = 49%, respetivamente. Desta forma, quando foram
sujeitas ao tratamento térmico, ndo apresentaram variacdes significativas no grau de
cristalinidade. Posto isto, conclui-se que o método de processamento e adicdo de CoFe.O. a matriz
polimérica nao alterou as caracteristicas nativas do polimero. Por fim, a medicdo do potencial
eletrocinético a diferentes pH's demostrou a estabilidade coloidal das particulas, remetendo para
a aplicabilidade destas particulas em diferentes ambientes fluidicos.

Em relacdo as propriedades magnéticas das nanoparticulas de CoFe.0., observou-se que o
valor de magnetizacdo das microsferas compositas aumenta com o aumento do campo magnético,
possuindo um comportamento magnético semelhante ao registado para as nanoparticulas puras.
Simultaneamente, foi possivel concluir acerca da quantidade de nanoparticulas existentes nas
microesferas - = 6,4% (p/p) — face aos 10% (p/p) adicionados a solucdo, durante o
processamento.

Por sua vez, os ensaios de citotoxicidade demostraram que as microsferas, puras e
compésitas, nao sdo toxicas, o que indiretamente mostra um encapsulamento eficaz das
nanoparticulas na matriz polimérica.

Os ensaios de proliferacao celular, com células da linha osteogénica em hidrogéis com as
microesferas desenvolvidas, mostraram que a condicdo 2 é mais eficiente. Isto é, quando as
células se encontravam semeadas no exterior da matriz do hidrogel, a proliferacao era superior a
observada na outra condicao testada. No que diz respeito a comparacéao entre as duas culturas, o

cultivo dinamico mostrou-se mais eficaz, o que permite concluir que o estimulo mecanico favorece,
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efetivamente, a proliferacao de células dsseas. Todos os resultados demostraram a potencialidade
dos materiais magnetostritivos acoplados a um hidrogel como suporte celular para aplicacées em
regeneracao 0ssea.

Dito isto, todos os objetivos propostos neste trabalho de dissertacdo foram cumpridos,
sendo, simultaneamente, proposta uma nova e promissora estratégia com aplicabilidade em

engenharia de tecidos.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

Esta dissertacao sugeriu a juncao de duas estratégias promissoras nas investigacoes atuais:
os hidroggis, como suportes celulares tridimensionais e as microesferas, produzidas a partir de
materiais inteligentes, como potenciadores da proliferacdo celular. Neste sentido, uma das
sugestdes para trabalhos futuros passa por entender se estes materiais acoplados podem ser
precursores de linhas celulares osteogénicas a partir de células estaminais mesenquimais.

Complementarmente, sugere-se a polarizacdo das microsferas de modo criar particulas
magnetoelétricas, através da intensificacdo da componente piezoelétrica das microsferas
compésitas. Desta forma, percebia-se se as células nestes sistemas proliferavam
preferencialmente sob um efeito mecanico ou mecanoelétrico.

Relativamente ao hidrogel, a perspetiva futura prende-se com a execucdo de testes
mecanicos e de injetabilidade do hidrogel com e sem as microsferas, de modo a entender a

aplicabilidade /n vivo, por exemplo, em casos de fratura éssea onde se injetaria o hidrogel /n situ.
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