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Resumo

A Engenharia de Tecidos surge da necessidade recorrente de regenerar ou recriar 6rgdos e tecidos
danificados devido a varios tipos de trauma. A caréncia de funcionalidades resultante pode ser
resolvida através da implantagdo de substitutos bio-sintéticos.

O presente trabalho consiste na produgdo de matrizes porosas 3D baseadas em réplicas invertidas
de cristais coloidais com futura aplicagdo em substituintes 6sseos sintéticos para fraturas de ndo-

uniao.

O substituinte dsseo consiste numa estrutura denominada Inverse colloidal crystal (ICC), em que
a sua organizacdo singular resulta numa homogénea proliferacdo celular e num aumento das

propriedades mecanicas, quando comparada com outros substituintes.

O primeiro passo para a obtencdo desta estrutura é a producdo de microesferas de poliestireno, por
uma técnica baseada em microfluidica. Posteriormente as microesferas sdo empacotadas
resultando numa estrutura coesa com liga¢Oes entre microesferas vizinhas. O preenchimento dos
espacos vazios entre microesferas pelo biomaterial pretendido e posterior remogdo das

microesferas da origem a estrutura porosa do ICC.

ICCs poliméricos (¢cs = 1,00) e compositos (¢cs = 0,86 € dppya = 0,14; dcs = 0,67 € dpa = 0,33; dcs
= ¢na = 0,50) sdo produzidos e as suas propriedades mecanicas sdo testadas através de ensaios de
compressdo e comparadas com outros substituintes sintéticos. Para avaliagdo do comportamento
dos materiais em contacto com meio biol6gico, foram realizados testes de citotoxicidade que

revelaram uma viabilidade celular acima dos 80% em todos os ICCs.

Termos-chave: Inverse colloidal crystals, Microfluidica, Substituto Osseo, Poliestireno, Estrutura

Hexagonal Compacta.
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Abstract

Tissue Engineering arises from the recurring need to regenerate or recreate organs and tissues
damaged due to various kinds of trauma. The resultant lack of functionalities can be resolved by

the implantation of engineered biological substitutes.

This work consists in the production of 3D porous scaffolds based on inverted replicas of

colloidal crystals with future application on synthetic bone substituents for non-union fractures.

The bone substituent consists in a structure called Inverse colloidal crystal (ICC), where its
organization results in a homogeneous cell proliferation and in an increase of the mechanical

properties, when compared with other substituents.

The first step to achieve this structure is the production of polystyrene microspheres by a
technique based on microfluidics. Later, the microspheres are packed resulting in a cohesive
structure with connections between consecutive microspheres. Infiltration of the voids between
microspheres by the biomaterial of interest and subsequent dissolution of the microsphere leads to
the porous structure of the ICC.

Polymeric ICCs (¢cs = 1,00) and composites (¢cs = 0,86 and ¢ua = 0,14; dcs = 0,67 and opa =
0,33; dcs = dua = 0,50) are produced and their mechanical properties are tested through
compression tests and compared with others synthetics substitutes. To evaluate the behavior of the
materials in contact with biological environment, cytotoxicity tests were performed. These

revealed cell viability above 80% in all the ICCs.

Keywords: Inverse colloidal crystals, Microfluidics, Bone Substitute, Polystyrene, Hexagonal

Compact Structure.
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Motivacao e Estrutura da Dissertacao

O esqueleto é o responsavel por sustentar, proteger e garantir um bom fornecimento de minerais
ao corpo; é este 6rgdo que define a forma do corpo, protege érgdos vitais de possiveis lesdes e
serve de base de insercdo muscular no auxilio a locomog¢édo. Contudo existem determinadas lesdes
que reduzem ou anulam as propriedades dsseas consideradas normais. Patologias como a
osteoporose ou doengas congénitas, bem como sobrecargas em determinadas regides 0sseas,
devido a microtraumas repetitivos ou acidentes, levam a fraturas que por vezes se revelam um

desafio para a cirurgia ortopédica [1].

No caso de fraturas de ndo-unido recorre-se a enxertos 0sseos com 0 objetivo de melhorar a
reparacdo enddgena dos tecidos e oferecer um maior suporte ao 0sso lesado. Aproximadamente
2,2 milhdes de cirurgias ortopédicas realizadas anualmente em todo o mundo envolvem enxertos
0sseos; este numero corresponde a 10% do total de cirurgias realizadas e representa um gasto

anual de 2,5 mil milhdes de ddlares [2, 3].

Porém a qualidade de vida dos pacientes é fortemente afetada principalmente em casos de
alteracdes ocorridas aquando do tratamento das lesGes traumaticas. Este tipo de alteracdo deve-se
essencialmente a uma circulagdo inadequada de sangue na regido fraturada, instabilidade no local
da fratura ou falta de contacto entre fragmentos 0sseos [4]. Apesar da tentativa de utilizacdo de
0sso autdlogo ou de cadaver neste tipo de cirurgias, devido a compatibilidade existente entre
tecidos humanos, o risco de complicagdes é consideravel (8-39%) [5]. Como consequéncia, a

evolugdo natural de cicatrizagdo dos tecidos é retardada ou interrompida provocando

complicacBes na recuperacdo da fratura [6].

Uma grande vantagem apresentada pelos enxertos sintéticos, em relagcdo aos naturais, prende-se
com o facto de minimizar os custos e as complicacdes relacionadas com a utilizagdo do 0sso
humano. E expectavel que a utilizacio de um substituinte dsseo sintético promova a proliferacéo

de osteoblastos e que permita o desenvolvimento do 0sso natural em torno do enxerto.

Este trabalho pretende ser mais uma contribuicdo para o desenvolvimento de substitutos dsseos
sintéticos. Neste caso pretende-se desenvolver novos substitutos baseados em réplicas invertidas
de cristais coloidais, que associam uma elevada porosidade e interconectividade dos poros a
propriedades mecénicas adequadas ao crescimento de novo tecido 6sseo. Esta combinacdo de

propriedades ndo é encontrada noutros substitutos, pelo que se justifica plenamente o seu

desenvolvimento.
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A dissertacdo encontra-se dividida em quatro capitulos.

Num primeiro capitulo é abordada a morfologia do 0sso e de que maneira a engenharia de tecidos

tenta recriar esta morfologia acedendo a variadas técnicas.

No capitulo Il sdo apresentados 0s materiais e métodos para a producdo do substituto désseo
reportado neste trabalho. A hidroxiapatite é utilizada como simulador da fase mineral e o

guitosano como simulador da fase organica do 0sso natural.

Em seguida, no capitulo 11l sdo apresentados os resultados da caracterizacdo do substituinte
sintético. A variacdo das propriedades mecénicas bem como da viabilidade celular para
substituintes 6sseos constituidos s6 por quitosano e com fragdes volimicas de ¢cs = 0,86 € dpya =
0,14, dcs = 0,67 € dua = 0,33 € dcs = dua = 0,50 é apresentada.

No ultimo capitulo (IV) apresentam-se as conclusdes e as perspetivas futuras deste trabalho.
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l. Introducéo

1.1. Osso Humano

A compreensdo do corpo humano e das suas fun¢Bes como conjugagdo de diversos processos
fisiologicos tem sido alvo de intenso estudo pela comunidade cientifica. A integracdo de um ou
mais 6rgdos na realizacdo de uma determinada tarefa s6 é possivel gracas ao sistema de
sustentacao facultado pelo nosso esqueleto.

O 0ss0, a unidade béasica do esqueleto, apresenta-se como o principal responséavel pelo suporte do
corpo e dos tecidos circundantes, que advém da excelente combinag&o entre rigidez e ductilidade
[7, 8]. Tal como noutros materiais, a rigidez e a ductilidade do o0sso cortical e do 0sso esponjoso

dependem da densidade do material (Figura 1).
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Figura 1 - Variagdo do modulo de Young em funcéo da densidade de diversos materiais incluindo o osso
esponjoso e o cortical (adaptado de [9]).

Além das fungdes de suporte, como base de inser¢do muscular e articulacBes (que relacionam
0ss0s contiguos), o 0sso desempenha outras fungdes, tais como a protecdo dos 6rgdos vitais, 0
auxilio na locomocgdo e absorcdo de impacto e ainda funcdes metabdlicas: é na medula dssea que

se formam os percursores sanguineos das hemécias e das plaquetas. E também no 0sso que se
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encontra 0 maior armazenamento de minerais do corpo humano, tais como foésforo, calcio e

magnésio [8].

As suas distintas propriedades mecénicas resultam da sua morfologia e composi¢do. No que
respeita a sua morfologia ha que identificar uma estrutura hierarquica constituida por trés niveis
estruturais fundamentais: o macroestrutural, onde se incluem o 0sso compacto e esponjoso, 0
microestrutural que abrange o Sistema de Havers e os canais de Volkmann (Figura 2) e o
nanoestrutural que inclui fibrilas de colagénio e a fase mineral. Este arranjo estrutural confere ao

0SS0 Uma organizacgdo heterogénea e anisotropica [7, 11].

Ossocompacto 0ssoesponjoso

Canal central de Havers Canais de Volkmann

Cobertura osso trabecular
Osteon

Lamela concéntrica

Fibras porosas

Figura 2 - Estrutura do Osso Humano [10].

No que toca a composicdo Ossea identificam-se uma componente organica constituida
maioritariamente por 4gua e colagénio tipo | e uma componente mineral que consiste em 65-75%
da massa do o0sso e incorpora principalmente célcio e fosforo na forma de cristais de
hidroxiapatite (HA) [12].

E a excelente organizacdo dos nanocristais de hidroxiapatite na matriz de colagénio que dita as
propriedades excecionais do 0sso sendo que esta relacdo existente entre a fase mineral e a fase
orgénica 6ssea torna dificil definir que tipo de composito se trata. Por um lado, a grande

percentagem de cerdmico que envolve as fibrilas de colagénio remete a uma matriz cerdmica
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reforcada com a fase organica’, e por outro lado a presenca de nanocristais individuais de

hidroxiapatite revela uma matriz polimérica revigorada por estes nanocristais [13].
Fase organica

A fase organica é constituida por colagénio tipo I, uma fibra proteica sintetizada sob a forma de
fibrilas pelos osteoblastos na matriz extracelular [7]. Apesar da existéncia de 27 tipos de
colagénio diferentes, o colagénio tipo | € o mais abundante no corpo humano e esta distribuido
por quase todos os tecidos conjuntivos, a excecdo da cartilagem hialina. O colagénio tipo |
organiza-se em fibrilas (Figura 3) e constitui cerca de 95% do total de colagénio presente no 0sso;
outros tipos de colagénio (Il e V) também estdo presentes e pensa-se que terdo a funcdo de
regular o tamanho das fibrilas [14]. Por outro lado, as fibrilas de colagénio tipo | oferecem um
ambiente promotor da diferenciacéo dos osteoblastos in vitro e da osteogénese in vivo [15, 16]. As
excelentes propriedades biomecéanicas da matriz 0ssea resultam da presenca deste polimero no

nivel nanoestrutural [7].

Figura 3 - Orientacdo de fibrilas de colagénio [17].
Fase mineral

A fase inorgéanica, ou mineral, integra cristais de hidroxiapatite carbonatada cuja composi¢do
varia durante a sua mineralizacdo e maturacdo [7]. A deficiéncia de calcio apresentada pela

hidroxiapatite no osso reflete-se numa razdo estequiométrica inferior a da hidroxiapatite pura

! Na realidade a fase organica serve como ligante da fase ceramica. O uso abusivo do termo reforco deve-
se, unicamente, ao facto de a fragdo volimica de material polimérico ser muito superior a do ceramico, uma
Vez que apenas o ceramico pode atuar como refor¢co mecéanico do compaésito.
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(Ca:P = 1,67) [13]. A fase de maturacdo dos nanocristais ocorre ao longo do eixo longitudinal,
num crescimento anisotropico da hidroxiapatite paralelo as fibrilas de colagénio, resultando numa
matriz coesa de polimero reforcado pelo ceramico (Figura 4) [7]. Estes nanocristais representam
uma fase nao estequiométrica em que a HA apresenta-se sob a forma de bastonetes com 20 nm de
didmetro e 40-200 nm de comprimento, e com algumas impurezas incorporadas tais como

carbonato, cloreto e magnésio [18, 19].

Figura 4 - Fibrilas de colagénio reforcadas por hidroxiapatite [13].

|.2. Engenharia de Tecidos

A Engenharia de Tecidos é definida como uma area multidisciplinar que alia & engenharia dos
materiais o conhecimento e tecnologia celular, com o intuito de desenvolver substitutos
bioldgicos para regenerar ou recriar 6rgdos e tecidos [15]. Nestes substitutos biolégicos séo
usados, regra geral, biomateriais biodegradaveis [20].

Biomateriais

A tentativa de definir biomaterial remonta a 1987 quando D.F. Williams sugeriu o que seria a

definicdo intemporal do mesmo [21].

“Um biomaterial é um material ndo viavel utilizado em aparelhos médicos, destinado a interagir

com os sistemas bioldgicos.”

A esta defini¢do esta inerente a necessidade de existir biocompatibilidade entre o biomaterial e 0
organismo, ou seja, garantir que o material gere uma resposta apropriada a uma aplicacéo
especifica. A resposta dada pelo organismo implica adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular e

depende essencialmente da natureza e do tipo de biomaterial [22].

Assim, os biomateriais podem ser classificados de acordo com a sua composi¢do quimica como
metais, ceramicos, polimeros ou compositos e podem ser caraterizados segundo o comportamento

bioldgico que desencadeiam como bioinertes, bioativos, biodegradaveis ou bioreabsorviveis [20].

2 0 termo ‘ndo viavel’ refere-se a um biomaterial sem capacidade de subsistir, crescer e desenvolver-se
como um sistema bioldgico isolado (ex.: plantas ou embrides).
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Os biomateriais utilizados como substitutos biologicos podem ser divididos em duas categorias
distintas de acordo com a sua origem. Podem ser denominados materiais sintéticos ou naturais,
sendo que os materiais sintéticos sdo os mais utilizados devido ao facto de poderem ser
produzidos de acordo com as propriedades desejadas. Nos materiais sintéticos, ao contrario dos
materiais naturais, é possivel ter  total controlo  sobre o  trindmio

estrutura/composicdo/propriedades [23, 24].

A tentativa de aperfeicoamento de biomateriais enquanto substitutos biol6gicos, bem como da sua
arquitetura e propriedades intrinsecas, deu origem a modelos sintéticos 3D denominados
scaffolds.

Scaffolds

Um scaffold consiste numa estrutura tridimensional cuja arquitetura define o tamanho e formato
do novo tecido que ali se ira regenerar [16, 25]. Além de uma estrutura bem definida, o scaffold
segue determinados requisitos fundamentais [26]:

1. O material de que é constituido deve ser biocompativel, biodegradavel e promotor da
interacdo celular com o tecido [27, 28];

2. A sua morfologia e propriedades fisico-quimicas deverdo ser semelhantes ao 6rgéo ou tecido
a substituir [16, 27, 29];

3. Deve possuir uma rede 3D de poros interconectados controlando o seu tamanho, topologia e
superficie de modo a garantir a adesdo, migracdo, proliferacdo celular e transporte de
nutrientes e metabolitos [27, 23];

4. Que se degrade lentamente e seja reabsorvido, a0 mesmo tempo que as células proliferam e

promovem a formac&o do novo tecido [15].

Métodos de producao de scaffolds

Na tentativa de produzir um scaffold com as propriedades acima mencionadas, varios métodos e

tecnologias tém sido sugeridas por diversos autores (Tabela 1).

Analisando as diferentes técnicas de producdo de scaffolds é possivel afirmar que todas elas
falham num ou mais requisitos exigidos para a aplicacdo médica destas estruturas. Fraca adesdo
celular, estrutura irregular e pouca porosidade sdo alguns dos fatores apontados como problemas

recorrentes [30, 31].
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Tabela 1 - Técnicas de producdo de scaffolds (adaptado de [25]).

_ Porosidade
Teécnica Vantagens Desvantagens

(% VIV)

Gas Foaming <80 - Porosidade fechada
Solvent Casting Aplicacdo apenas a
+ 82-92 Poros esféricos membranas muito
Particulate leaching finas
Sintered Poros )
) 32-39 ) Fraca porosidade
microspheres interconectados

Poros orientados que
podem apresentar

Freeze-drying <97 -
fraca
interconectividade
100% Arquitetura de poros
3D Printing <60 Interconectivida irregulares e
de resolucéo limitada
100%
Extrusion <80 Interconectivida -
de

Como solucdo deste tipo de questdes, varios estudos tém apontado um scaffold com elevado grau
de organizagdo e interconectividade denominado Réplica Invertida de Cristais Coloidais (Inverse
Colloidal Crystal - ICC).
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Réplicas Invertidas de Cristais Coloidais

Os ICCs sao um tipo de scaffold de possivel aplicacdo biomédica, com a grande vantagem de

possuirem uma geometria distinta e de facil produc&o.

Figura 5 — Representagdo esquematica de um ICC.

Esta geometria (Figura 5) respeita um empacotamento hexagonal em que a conexdo entre as
cavidades, outrora ocupadas por nano/microesferas, é feita através de aberturas circulares
garantindo uma porosidade elevada (no minimo 74%), com propriedades mecénicas adequadas a
aplicacdes biomédicas [32, 33]. O excelente controlo da porosidade aliado ao elevado grau de
organizacdo permite um melhor e mais homogéneo dominio das interacGes célula-célula e célula-
scaffold [16, 34].

O grande beneficio dos ICCs prende-se fundamentalmente com a adesdo e proliferagdo celular
que sdo fortemente afetadas pela morfologia do scaffold, em que o bom fornecimento de oxigénio
e nutrientes é considerado um pré-requisito fundamental para garantir a viabilidade celular e

originar um crescimento uniforme do tecido [29, 35].
Producdo de um ICC

A execucdo de um ICC consiste em recriar um modelo 3D de cristais coloidais dispostos em
estrutura hexagonal compacta. As suas paredes sdo revestidas de um biomaterial (polimero,
cerdmico ou compdsito), que solidifica na prépria estrutura. Posteriormente, os cristais coloidais

sdo removidos dando origem a uma estrutura tridimensional com poros interconectados.

Em sintese, a producédo de ICCs assenta em trés passos fundamentais (Figura 6):
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Figura 6 - Fases da produgdo de ICCs: 1. Produgdo de microesferas uniformes; 2. Empacotamento e
revestimento das microesferas; 3. Obtengdo do ICC (adaptado de [36]).

1. Produgdo de microesferas uniformes;

A dimensdo das particulas esféricas pode variar da gama dos nandémetros aos micrometros de
acordo com o método de produgdo e a que é que sdo destinadas [37]. Para a construgdo de ICCs,
aplicados ao campo da biomedicina, devem ser utilizadas esferas que resultem em cavidades de
dimensdo suficiente para garantir a migragdo e proliferacdo celular. O tamanho da cavidade a
produzir, ou seja, o tamanho da esfera, compreende a gama dos micrémetros e depende

essencialmente do local da aplicacdo e do tamanho das células do tecido a regenerar.

No fabrico de ICCs para aplicagdes biomédicas sdo utilizadas microesferas poliméricas
produzidas através de varios processos dos quais destacam-se a precipitagdo [38, 39, 40],
dispersdo [41, 42], emulsdo [43, 44], suspensao [45, 46, 47], sol-gel [48, 49] entre outras.

Todavia estes processos apresentam limitagcfes nomeadamente na dificuldade de execugdo ou na
uniformidade do tamanho das microesferas. Na literatura [50, 51, 52, 53] a microfluidica é
apresentada como uma técnica de fécil execucdo e que permite a producdo de microesferas de
tamanho e superficie uniformes, com desvio padrdo na ordem dos 5% [54]. Nesta técnica, que
serd abordada em pormenor no capitulo seguinte, as esferas sdo obtidas a partir de emulsdes 6leo-
em-agua (O/W).

Na maioria das técnicas utilizadas para a producdo de microesfera, os polimeros sdo o material de
eleicdo. Estes consistem em moléculas de elevado peso molecular (macromoléculas) constituidas
pelo encadeamento (por ligacdo covalente) de unidades que se repetem ao longo da sua estrutura

[55]; quando sdo biocompativeis denominam-se biopolimeros®,

% O termo biopolimero é também usado na literatura para definir polimeros de origem natural. Contudo, o
prefixo bio é, ao longo deste trabalho, usado para definir qualquer material para aplicagdo médica e,
portanto, biocompativel.

10
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Os biopolimeros podem ser ndo degradaveis, apresentando estabilidade quimica durante a sua
aplicacdo no organismo (ex. polietileno), ou biodegradaveis, em gue a sua degradacdo ocorre no
decorrer da aplicacdo biomédica, promovendo assim a elimina¢do do mesmo por parte do corpo
(ex. policaprolactona). Os biopolimeros que mais se destacam na producdo de microesferas para
aplicacdo em ICCs séo o policaprolactona (PCL) [36], o poli-(&cido latico) (PLLA) [16, 56], o
poli-(&cido glicélico) (PLGA) [56] e o poliestireno (PS) [34].

2. Empacotamento das microesferas;

Apdbs producdo, as microesferas sdo empacotadas dando origem a estruturas com organizagdo
singular, designadas cristais coloidais [57]. Esta organizacdo resulta de forcas de atracdo-repulsédo
durante 0 empacotamento e estd diretamente relacionada com o tamanho, composicdo e

cristalinidade das microesferas [58].

Estas forcas de interacdo entre microesferas ddo origem a uma estrutura hexagonal compacta, que
emerge essencialmente da capacidade das microesferas se auto-organizarem no espago a que estdo
confinadas. Métodos como a sedimentagdo por gravidade, centrifugagdo ou eletroforese tém sido

utlizados para promover o empacotamento desejado [59].

A passagem de um simples empacotamento de esferas para uma estrutura sélida sé é possivel se
forem criados pontos de unido entre esferas consecutivas. Frequentemente, verifica-se na
literatura 0 uso de tratamentos térmicos que tém como objetivo “amolecer” o polimero,
promovendo a difusdo de material entre as esferas e a sua, consequente, colagem. Este tratamento

térmico é designado por annealing”.

Um fator que influencia fortemente o annealing é o grau de cristalinidade do polimero
constituinte das microesferas. Ao utilizar um polimero semicristalino, como o policaprolactona
(PCL), é dificil controlar o processo de annealing que pode resultar tanto numa ndo fusdo de
microesferas consecutivas, como numa fusdo completa do material, dando origem a um filme
polimérico. O uso de polimeros amorfos, que se apresentam num estado “amolecido” acima da

temperatura de transicao vitrea®, facilita a difusio do material entre as esferas e a sua colagem.

3. Obtencdo do ICC

* Néo confundir o termo annealing usado na literatura dos ICCs com o mesmo termo em Ciéncia de
Materiais, que significa recozimento (um tratamento térmico usado em Metalurgia).

> Os polimeros amorfos, tal como os vidros, apresentam uma temperatura de transicdo vitrea, acima da qual
as moléculas adquirem mobilidade. Acima desta temperatura o material apresenta-se numa forma pastosa e
é processavel.

11
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A consisténcia do ICC é garantida pelo polimero biocompativel de que sdo preenchidos os
espacos entre microesferas. O preenchimento pode ser feito por polimerizacgdo [60, 61], deposicao

eletroquimica [62], precipitacdo [63], entre outros [64, 65].

Ap0s a ocupacdo dos espacos intersticiais, as microesferas sao removidas do scaffold e é obtida
uma estrutura tridimensional que apresenta uma porosidade elevada, na ordem dos 74%, resultado

da interconectividade gerada pelo arranjo hexagonal compacto.
ICCs para regeneracao 6ssea

Na aplicacdo de ICCs como substituinte dsseo esta intrinseca a necessidade de recriar um modelo
6sseo 3D, que possua propriedades fisicas e mecanicas adequadas a regeneracao 6ssea [30, 66]. O
ICC deve, tal como qualquer outro substituto 6sseo, possuir resisténcia mecanica adequada, de

forma a suportar o crescimento do novo tecido [16].

Por outro lado é essencial garantir um ambiente promotor do crescimento celular no 0sso
sintético. E esperada a invasdo de células osteogénicas e osteoblastos no ICC, que se degradara
lentamente e serd reabsorvido, a0 mesmo tempo que as células proliferardo e promoverdo a

formag&o do tecido [23].

A porosidade do ICC e o biomaterial que preenche os espagos intersticiais das microesferas, sao

os dois fatores que mais impacto tém na tentativa de recriar as propriedades acima mencionadas.

A porosidade em substituintes sintéticos para regeneracao 6ssea € superior a 70%, garantindo uma

interconectividade completa e uma boa base de sustentacéo para a carga suportada pelo ICC [67].

Cuudihy e Kotov introduziram em 2008 a utilizagcdo de um polimero biodegradavel, o PLGA,
para a producdo de ICCs com aplicacdo Ossea [68]. Além da influéncia do polimero nas
propriedades do ICC, verificaram que quanto maior era o tamanho das microesferas (100-300

pm), maior era a adesdo celular e crescimento 6sseo.

Mais tarde Nichols e a sua equipa [69] abordaram a utilizacéo de hidrogéis de poliacrilamida no

fabrico de ICCs e observaram a forte adesdo, proliferacao e diferenciacéo celular ao mesmo.

A necessidade de recriar a fase organica 6ssea levou Choi e os seus colegas [36] a desenvolver um
ICC de quitosano de modo a que a introducdo deste polimero promovesse a adesao de células

0sseas.

Todavia alguns autores [67, 70] procuraram introduzir o que seria a melhor simulacdo das fases

existentes no 0sseo natural, adicionando hidroxiapatite (HA). A presenca de HA, melhora

12
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fortemente as propriedades mecanicas do composito e, devido ao facto de ser um material
osteoindutor (em parte devido a sua semelhanca quimica com a componente mineral do 0sso

humano e a sua bioatividade), permite uma melhor integracdo do scaffold no tecido.

Por outro lado, como visto anteriormente, a fase mineral 6ssea contém nanocristais de
hidroxiapatite (Ca;0(PO,)s(OH),) em forma de bastonete. Neste trabalho iremos usar nanocristais
de HA em forma de bastonete para a producéao de scaffolds compdsitos baseados em ICCs. Para a
matriz do composito serd usado o quitosano, um polimero natural biocompativel capaz de

mimetizar a estrutura da fase organica do osso humano [71, 72].

OH

HO
NH,

Figura 7 - Estrutura do quitosano.

O quitosano (Figura 7) ¢ um biopolimero de origem natural [23] que resulta da desacetilacdo
alcalina da quitina, o polimero mais abundante a seguir a celulose [73, 74]. A diferenca entre os
polissacarideos, quitina e quitosano, assenta essencialmente no nimero de unidades de D-
glucosamina e de N-acetil-D-glucosamina; se tiver mais unidades D-glucosamina é denominado
quitosano, caso contrdrio intitula-se de quitina. Ambos os polimeros podem ser caracterizados
quanto & percentagem de unidades D-glucosamina (grau de desacetilagdo — DD) ou de unidades

N-acetil-D-glucosamina (grau de acetilacdo — 1-DD) [75].

A integridade da estrutura a implantar esta diretamente relacionada com caracteristicas intrinsecas
a este polimero tais como a sua massa molecular, viscosidade, cristalinidade e distribuicdo dos
grupos acetil ao longo da cadeia [76, 77]. O facto de ser um polimero ndo tdxico, bioaderente,
biocompativel, biodegradavel, osteocondutor e antibacteriano [73] tornam o quitosano numa boa
aposta para a producdo de ICCs para regeneracdo 6ssea comparativamente a outros polimeros
utilizados em ICCs [78].
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1. Procedimento Experimental

Ao longo deste capitulo descrevem-se os materiais e métodos de producdo usados nas diversas
etapas do trabalho experimental. Através de uma técnica baseada em microfluidica produziram-se
microesferas uniformes que posteriormente deram origem aos poros ha matriz do ICC. Apos
descricdo da producdo das microesferas, descreve-se detalhadamente o procedimento adotado

para 0 empacotamento hexagonal compacto da estrutura.

Estas estruturas compactas foram posteriormente impregnadas com solucBes poliméricas
(quitosano) ou compdsitas (quitosano e hidroxiapatite). Por ultimo, a produgdo do ICC envolveu a
lixiviacdo das esferas e a producdo de uma réplica da estrutura, o que conduziu a estruturas 3D

com elevada porosidade e organizagéo.

Neste capitulo sdo também descritas técnicas de caracterizacdo de amostras tais como SEM/EDS,
DRX, DSC e FTIR. Por Gltimo sdo descritos 0s ensaios de compressdo usados para avaliar as
propriedades mecénicas dos diferentes ICCs e testes de citotoxicidade usados na validacdo destes
materiais para aplicagdes biomédicas.

11.1. Técnicas de Producéo

Microfluidica

Principios basicos

Um dos fatores que mais impacto tem na integridade dos ICCs é a homogeneidade de tamanhos
das particulas esféricas. A adesdo, migracdo e proliferacdo celular assim como o transporte de
nutrientes e metabolitos sdo fortemente afetados pela morfologia da estrutura, nomeadamente a
interconectividade e tamanho dos poros [27, 28]. A homogeneidade dos poros é adquirida através

da producéo de microesferas uniformes baseada numa técnica simples de microfluidica [50].

Nesta técnica sdo usados dois liquidos imisciveis que quando se encontram ddo origem a uma
emulsdo estavel 6leo-em-agua (O/W). Na Figura 8 é possivel observar como é constituido o
equipamento baseado na técnica de microfluidica usada. A bomba infusora A impulsiona a
solucdo denominada fase continua (FC) que se encontra, no ponto C, com a fase descontinua (FD)
gerada pelo movimento da bomba infusora B. Quando as duas fases se encontram em C ddo

origem a uma emulsdo que é colhida numa tina que contém a mesma solucéo que constitui a FC.
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A formacdo da microesfera tem origem no ponto C (Figura 8) onde se forma uma gota na ponta
da agulha da fase descontinua. Como inicialmente o tamanho da gota € inferior ao didmetro
interno da agulha, a forca exercida pela fase continua néo é relevante. Com o aumento da gota, a
forca praticada pela FC é maior, resultando assim numa microesfera que é impelida para a tina

através do fluxo continuo.

Figura 8 - Esquema de montagem da técnica baseada em microfluidica: A corresponde a fase continua, B &

fase descontinua e C ao ponto de jungdo das duas fases.

O produto resultante da emulsdo depende do regime a que a técnica esta sujeita; regime de jato
que da origem a fibras continuas ou regime gota-a-gota que gera microparticulas esféricas. A
variacdo dos regimes ocorre com a alteracdo de alguns parametros inerentes a técnica tais como a
viscosidade das solugdes, os caudais das duas fases, o didmetro interno do capilar e a tenséo

superficial das solugdes.

Os regimes sdo caracterizados pelo nimero de Capilar (fase continua) e pelo nimero de Webber
(fase descontinua). Estes dois nimeros dependem dos materiais usados nas duas fases e no
presente trabalho os materiais utilizados em ambas as fases sdo solucGes poliméricas,
nomeadamente uma solucdo aquosa dePVA na fase continua e uma solucdo de PCL, ou PS, em

diclorometano na fase descontinua.

> Fase continua
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Na fase continua a relagdo entre viscosidade (u.), velocidade (v.) e tensdo superficial (y)
inerentes a solugdo é dada pelo nimero de Capilar, Ca (eq. 1).
Vel
Co= =7 (eq.1)
A utilizacdo de PVA (Tabela 2) como soluto da fase continua deve-se essencialmente ao carater
hidrofilico do mesmo. Este é um polimero ndo toxico, inodoro e incolor que tem origem na
hidrolise do poli(acetato de vinilo) com a remocdo dos grupos acetato. A percentagem de PVA

hidrolisado influencia a sua temperatura de fusdo; se a hidrolise for completa a sua temperatura de
fusdo ronda os 230°C, se for parcial varia entre os 180-190°C [79, 80].

Tabela 2 - Carateristicas gerais do poli(alcool vinilico) (PVA).

Poli(alcool vinilico)

n
Origem Hidrolise de poli(acetato de vinilo)
Classe Polimero sintético
Densidade 1,19-1,31 g/cm®
Temperatura de fuséo T¢=180-190°C

AplicacOes biomédicas  Libertagdo controlada de farmacos

> Fase descontinua

A definicdo do regime presente, jato ou gota-a-gota, depende da relacdo existente entre 0s
numeros de Capilar e Webber das fases continua e descontinua, respetivamente. A relagdo entre
densidade (p,) e caudal (v;) da solucdo presente na fase descontinua, com o didmetro interno da

agulha (d,) e a tensdo superficial (y) é dada pelo nimero de Webber (eq. 2).
W, = %‘lvé (eq.2)

Além destes parametros fisicos, intrinsecos ao controlo da fase descontinua, hd que ter em

consideracdo o carater quimico da solugdo a ser utilizada. Para que ocorra a emulsdo é necessario
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gue o material utilizado na FD seja hidrofébico, na medida que a partir do momento que entra em
contacto com a fase continua, com caracter hidrofilico, origine as microesferas. Neste trabalho
abordam-se dois tipos de polimeros hidrofébicos, nomeadamente o policaprolactona (PCL) e o

poliestireno (PS), como solutos da fase descontinua.

O polimero policaprolactona ( Tabela 3) consiste num poliéster alifatico semicristalino,
biocompativel e biodegradavel [23, 81]. O PCL apresenta uma temperatura de transicéo vitrea T,
= -60°C e uma temperatura de fusdo T; ~ 59-64°C dependendo do peso molecular do polimero
[79, 82, 83, 84, 85].

Tabela 3 — Carateristicas gerais do policaprolactona (PCL).

Policaprolactona

o

Abertura do anel ciclico do monémero

Origem
caprolactona
Classe Polimeros sintéticos biodegradaveis
Densidade 1,145 g/cm®
Temperatura de fuséo T¢=59-64°C
Temperatura de transicdo vitrea T,=-60°C

o Aplicaces ortopédicas, suturas e
Aplicacbes biomédicas i B .
libertacdo prolongada de farmacos.

Um outro polimero utilizado na producdo de microesferas para fabrico de ICCs € o poliestireno (
Tabela 4). Trata-se de um polimero sintético ndo biodegradavel que apresenta carécter
termopléstico, ou seja, é soélido a temperatura ambiente, e facilmente se deforma por aquecimento,
retornando ao estado solido apés arrefecimento. Esta caracteristica tdo especifica deste tipo de
materiais deve-se a sua temperatura de transicdo vitrea (T, = 100-116°C) que é inferior a
temperatura a partir da qual o polimero se degrada (T = 240°C), ou seja, neste intervalo de
temperaturas o polimero atinge uma viscosidade tal que é possivel adapta-lo a estrutura desejada
[86-89].
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Tabela 4 — Carateristicas gerais do poliestireno (PS).

Poliestireno

CH,—CH

3|

Homopolimero resultante da polimerizacéo do

Origem . .
monoémero estireno
Classe Polimeros termoplasticos
Densidade 1,06 glcm®

Temperatura de transi¢éo
] T,=100-116°C
vitrea

Protese dentaria, equipamentos de teste de

Aplicacbes biomédicas diagndstico, materiais em investigacdo

biomédica (placas de petri e tubos de ensaio)

Materiais e Métodos

A fase continua provém de uma bomba infusora KDS-100-CE que injeta uma solucéo de 2% m/m
de PVA (Mw = 9500, hidrolise 95%, Acros Organics) em H,O destilada, contida numa seringa
B.Braun de 20mL, para um tubo de PVC através de uma agulha 18G. A fase descontinua é
introduzida no tubo de PVC através de uma agulha 25G e consiste numa solucdo de 2% m/m de
PCL (Mn = 70000-90000, Aldrich) em diclorometano (CH,Cl,, Fluka), também esta numa seringa
de 20 mL.

Para a producao de microesferas de poliestireno é utilizada uma solugdo a 5% m/m de poliestireno
(Mw = 350000, Aldrich) em diclorometano na fase descontinua, para uma fase continua de 5%
m/m de PVA em H,O destilada.

A juncgdo das duas fases d& origem a uma emulsdo que resulta em microesferas de tamanhos
uniformes que podem ser controlados e ajustados de acordo com o caudal da fase continua bem
como com a concentracdao de polimero na fase descontinua. Uma diminuicdo do caudal da fase
continua e/ou um aumento de percentagem de polimero na fase descontinua promoverad um

aumento de tamanho das microesferas.
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Apos a formacdo da microesfera na ponta da agulha da FD, esta é expelida do tubo de PVC para
uma tina com uma solucéo coletora igual a solucdo da fase continua; as esferas sdo deixadas hum
agitador orbital (bioSan OS 20) durante a noite a 100 rpm, com 0 intuito de evaporar o solvente

(diclorometano).

Em seguida as microesferas sdo colocadas num sistema de peneiracdo (Retsch, 212 um, 250 um e
300 pm) (Figura 9) sobre um agitador de peneiros (Fritsch) durante 15 minutos a uma amplitude
de 6 e séo recolhidas para posterior utilizacdo.

Figura 9 - Sistema de agitacdo de peneiros.

A andlise morfoldgica das microesferas é realizada através de microscépio 6tico (Nikon Eclipse
LV100) em que se utilizam 100 amostras aleat6rias de cada producédo para o efeito; é efetuada a
medicdo dos diametros com o auxilio de um programa para processamento de imagem
(ImageJ™

SEM (modelo Zeiss DSM-962).

). Posteriormente a analise morfolégica da superficie das microesferas é observada em

Producéo dos Cristais Coloidais
Principios basicos

A necessidade de produzir uma matriz por empacotamento hexagonal compacto das microesferas
(CC — Colloidal Crystals) resulta da importancia de produzir um scaffold com uma estrutura mais
organizada e que apresente melhores propriedades mecénicas e interconectividade entre poros do
que estruturas desorganizadas de igual porosidade. Como tal, as microesferas sdo submetidas a

uma temperatura promotora do annealing (i.e. promotora da jungdo entre as esferas), que
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posteriormente dao lugar as cavidades circulares. Deste modo a estrutura 3D resultante, o ICC,

apresenta elevada porosidade e poros interconectados.

O grau de empacotamento das microesferas esta diretamente relacionado com a temperatura de
annealing a que estas estdo sujeitas; quanto maior for a temperatura de annealing, maior sera a
ponte de ligagdo entre microesferas consecutivas. O interesse de controlar o didmetro destas
ligaces esta relacionado com o espacgo que as células (osteoblastos) necessitam para migrar na

estrutura sem bloguear os poros.

Neste trabalho é desenvolvido um ICC para substituicdo 0ssea e, como tal, os osteoblastos com
didmetros de aproximadamente 20-30 um serdo as células a usar no estudo da interagdo célula-

biomaterial.
Materiais e métodos

Numa balanga (Mettler Toledo AG204) pesam-se 40 mg de microesferas e que se colocam dentro
de um poco do molde (Figura 10). Em seguida adicionam-se, com o auxilio de uma micropipeta
(Gilson P200), 150 ul de Etanol (Fisher Chemical, pureza 99,9%) a cada um dos pocgos.

Figura 10 — Representacdo esquematica do molde de 32 pogos para formagao dos CCs. Cada pogo
possui um didmetro de 5,93 mm e a altura do poco cerca de 4,00 mm.

O molde é colocado num banho de ultrasons (Bandelin Sonorex Super RK 510H) durante 10
minutos e posteriormente num agitador orbital (bioSan OS 20) durante 1 hora com o intuito de

promover o empacotamento hexagonal compacto das microesferas.

Apobs o passo anterior estar concluido, o0 molde € introduzido numa estufa (Memmert) a 40°C

durante 24 horas para garantir uma evaporagdo controlada do etanol, e por fim a uma temperatura
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entre 120-130°C durante 4 horas para promover 0 annealing. As amostras sdo retiradas do molde

e reservadas para posterior visualizagdo em SEM e producéo do ICC.
Producéo de Nanocristais de Hidroxiapatite
Principios béasicos

A fase mineral dssea é composta por nanocristais de hidroxiapatite carbonatada, denominados
bastonetes. A maturacdo destes nanocristais ocorre segundo um eixo longitudinal que da origem a
nanoparticulas com um didmetro de aproximadamente 20 nm e um comprimento de 40-200 nm.
Nesta etapa do trabalho experimental pretende-se recriar a morfologia dos bastonetes de

hidroxiapatite recorrendo a nucleagdo dos nanocristais numa solucao aquosa supersaturada.
Materiais e Métodos

Seguindo o trabalho de Chen e seus colaboradores [90], cerca de 1g de hidroxiapatite (HCasO13P3,
> 90% Sigma-Aldrich) é pesada numa balanca (Mettler Toledo AG204) e posteriormente é
adicionada a 500 ml de H,O destilada. A suspenséo é colocada sob agitacdo magnética (Agimatic-
N) e é adicionado &cido nitrico (HNO3, > 65%, Panreac) até o po estar completamente dissolvido;
apos dissolucdo completa da hidroxiapatite, o pH da solu¢do é medido (ROTH) e ajustado para
pH=2 através da adicdo de HNO;. A solucdo resultante possui uma razdo estequiométrica

Ca/P=1,67 correspondente a hidroxiapatite pura.

Para promover a nucleacdo e o crescimento dos bastonetes de hidroxiapatite, é adicionado, gota-a-
gota, hidroxido de amonia (NHs;, 25%, Panreac) com constante agitacdo, até obtengdo de uma
solucdo aquosa supersaturada com pH = 9. Posteriormente, a solucdo é colocada numa estufa
(Memmert) a 37°C durante 3 dias, sendo que a variacdo do pH, temperatura e duracdo da

incubacdo sdo fatores determinantes nas dimens@es dos bastonetes de hidroxiapatite [90].

A solucdo é centrifugada durante 10 minutos a 10000 rpm numa centrifuga (Heraeus, Multifuge
X1R, Thermo Scientific), findo o qual é desprezado o sobrenadante e adicionada H,O destilada;
este passo € repetido quantas vezes necessarias até que o pH do sobrenadante seja
aproximadamente 7. Em seguida a solucdo é colocada a liofilizar (Vaco 2, Zirbus) durante 24
horas com o objetivo de retirar a 4gua da amostra, obtendo-se deste modo os bastonetes de

hidroxiapatite em po.

Para uma analise morfolégica em SEM a amostra é suspensa em metanol (CH;OH, 99,6%,

Merck) numa comcemtracdo 10% m/m para promover a disperséo dos nanocristais de HA.
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Impregnacéo do CC

Apo6s producdo das microesferas e do seu empacotamento hexagonal estas sdo impregnadas com
um biomaterial ou uma conjugacgéo de biomateriais. Como tal sdo utilizadas diferentes solucfes

para impregnacéo do CC (Figura 11).

A impregnagdo do CC é feita com solugdes de quitosano (Cs) (= Mw 500000, DD 75-85%,
Aldrich) a 3% (m/v) em 200 mM de &cido acético glacial (CH;COOH, 99,7%, Panreac) ou com
suspensdes de nanocristais de hidroxiapatite nestas mesmas solucfes (suspensdes compositas).
Neste trabalho sdo abordados trés tipos de materiais compdsitos e um material polimérico, cuja
Unica variagdo é a percentagem de nanocristais de hidroxiapatite na solucdo a utilizar para
impregnacéo.

bes=67%

= =386% dcs=50%
¢m %?,Z’ =14% 9HA=33% ¢HA = 50%

Figura 11 - Esquema das soluges usadas para impregnacdo do CC. E de notar que a representacio dos

bastonetes de hidroxiapatite € meramente ilustrativo pois estes tém uma dimensdo na ordem dos nanémetros

ndo sendo possivel a sua observacao a olho nu.

As solucBes de impregnacdo correspondem a uma mistura de solidos, nomeadamente

quitosano/hidroxiapatite, em que as suas frages voldimicas sdo dadas por:

VCS
Pes = Ves + Via
e
Vha
g = —2
HA ™ Ves + Via

Atendendo a que a densidade do quitosano segundo Hsieh [91] é:

pcs = 1,342 g/cm3
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E a densidade dos bastonetes de hidroxiapatite é calculada segundo o método de Arquimedes [92],

utilizando uma pastilha prensada de bastonetes de HA:

m
Pra = —2 = 2,7342 g/cm?
VHA
Para um volume total preparado para futura impregnacdo dos CC (Vt = 10mL), obtém-se as
fracGes volUimicas dos sélidos para cada amostra (Tabela 5).
Tabela 5 — Célculo da fracdo volimica de acordo com a Lei das Misturas para cada amostra. Amostra A:

®Oc=1,00 e Pya= 0,00; Amostra B: ®c;= 0,86 ¢ Opya=0,14; Amostra C: &= 0,67 ¢ Oya=0,33;
Amostra D: ®cs= ®ya=0,50.

Vt=10mL Solugdo  Massa Densidade Volume Fragdo VolUumica

Amostra
% m p Vv (0]
Sélidos
(m/v) (mg)  (g/em®)  (ml)
A Quitosano 3% 300 1,342 0,224 1,00
Hidroxiapatite 0% 0 2,734 0,000 0,00
8 Quitosano 3% 300 1,342 0,224 0,86
Hidroxiapatite 1% 100 2,734 0,037 0,14
c Quitosano 3% 300 1,342 0,224 0,67
Hidroxiapatite 3% 300 2,734 0,110 0,33
5 Quitosano 3% 300 1,342 0,224 0,50
Hidroxiapatite 6% 600 2,734 0,219 0,50

Posteriormente sdo selecionados cinco CCs e sdo colocados cada um num pogo de uma placa de
24 pocos. Cada uma das solugdes/suspensdes da Figura 11 é vertida sobre um CC até que a
superficie do mesmo esteja totalmente coberta. A placa de pocos é colocada no exsicador que esta
ligado a uma bomba de véacuo e € iniciada a remocao do ar do sistema. E através da consecutiva
remogdo e introducdo de ar no sistema que os CCs ficam impregnados. Este passo € repetido
quantas vezes forem precisas até ndo se observar qualquer bolha de ar a sair das

solugdes/suspensdes.

Quando este passo se encontrar concluido os CCs impregnados sdo retirados das solugdes e
pousados em papel de filtro com vista a retirar o excesso de solugdo/suspensdo. S&o entdo

colocados num congelador e reservados para posterior liofilizacdo.
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Obtencéo do ICC

Os CCs anteriormente impregnados sdo colocados num liofilizador (Vaco 2, Zirbus) durante 24
horas num sistema de véacuo de aproximadamente 0,050 mbar e posteriormente colocados em
etanol absoluto (C,HeO, 99,99%, Fisher Chemical) durante 1 hora. Visto as microesferas de
poliestireno (ou policaprolactona) serem sollveis em diclorometano, este é o solvente utilizado
para retirar as microesferas da estrutura do CC dando origem ao ICC. Assim as microesferas séo
colocadas em diclorometano (CH,Cl,, Fluka) durante a noite, e em seguida o ICC resultante é
colocado 1 hora em etanol e 1 hora em &gua para alterar o meio. Todo o processo de lavagem do
ICC é realizado com o auxilio de um Soxlhet que promove uma corrente continua de solucéo de
lavagem e consequentemente o arrastamento de material indesejado no ICC (neste caso, 0
diclorometano arrasta o poliestireno constituinte das microesferas). O ICC ¢ liofilizado mais uma
vez para retirada da 4gua da amostra e assim obter uma estrutura coesa que pode ser polimérica ou

composita.
11.2. Técnicas de Caraterizacao

Calorimetria Diferencial de Varrimento/Termogravimetria (DSC/TG/DTA)

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC - Differential scanning calorimetry) é uma técnica
de caraterizacdo térmica dos materiais que permite determinar as temperaturas de transformacéo e
entalpias ou variacdes de calor especifico das mesmas. Por outro lado a perda de massa devido ao
aumento da temperatura, que conduz & evaporacdo do solvente residual e & degradacdo por
pirélise, € medida por termogravimetria (TG — Termogravimetry). Quando a amostra em questao
sofre uma transformacdo de fase, absorve mais ou menos calor de acordo com a cristalinidade do
material [93]. O aparelho utilizado neste trabalho foi 0 NETZSCH modelo STA 449F3.

Esta técnica de caracterizagdo é empregue neste trabalho para avaliar a temperatura de transi¢éo

vitrea e a temperatura de fusdo dos polimeros poliestireno e policaprolactona.

Microscopia Eletronica de Varrimento/Espectroscopia de Raios-X por Dispersdo de
Energia (SEM/EDS)

Na microscopia eletrénica de varrimento (SEM — Scanning Electronic Microscopy) um feixe de
eletrdes altamente energético interage com uma amostra condutora com o objetivo de dar a
conhecer a morfologia do material a analisar [94]. Alguns dos eletrdes da amostra recebem do
feixe inicial energia para saltar para niveis de energia mais altos (sem serem emitidos da amostra)

e, ao regressarem aos niveis de energia mais baixos emitem energia na forma de raios-X que é
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captada por detetores. Esta energia é recolhida pelo equipamento de EDS (Energy Dispersive
Spectroscopy) onde sao analisados 0s picos de raios-X que variam de intensidade de acordo com a
energia libertada pelos eletrfes de cada atomo. Foram utilizados dois equipamentos de SEM/EDS

nomeadamente 0 modelo Zeiss DSM-962 e o modelo Zeiss Auriga.

Atendendo a que todas as amostras, deste trabalho, a observar em SEM, nomeadamente
microesferas, bastonetes de hidroxiapatite e o ICC, sdo constituidas por materiais ndo condutores,
surge a necessidade de revesti-las por uma fina camada de ouro. Assim, é feita uma deposicdo de
ouro (espessura de 8 nm) através de um aparelho de sputering durante 30 segundos a uma taxa de
deposicdo de 3 A/s. Durante a observacio das amostras a tensdo aplicada para promover a
aceleracdo dos eletroes é de 5kV.

Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espetroscopia de infravermelho por Transformadas de Fourier (FTIR - Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) consiste numa técnica de andlise qualitativa dos materiais que
determina a composi¢do quimica das amostras. Fornece um espectro de transmissdo (ou absorg&o)
da radiacdo de infravermelho na amostra em estudo em que os grupos funcionais das amostras séo
identificados através de picos que correspondem a frequéncia de vibragéo das ligacGes constituintes
do material em estudo. O espetrometro utilizado neste trabalho é o FTIR Nicolet 6700 — Thermo

Electron Corporation com o sistema de ATR (Attenuated total reflectance) para analise de pos.

Para a obtengdo do espectro de transmissdo da amostra, € inicialmente realizada uma aquisicao de
background, correspondente a linha de base, para desprezar qualquer composto exterior a amostra
em estudo. Posteriormente a amostra é colocada no porta-substratos e a radiagdo que €é transmitida

através da mesma é recolhida e analisada [95].

O FTIR foi utilizado para avaliar a composi¢do quimica de amostras de HA comercial e dos

nanocristais de hidroxiapatite.
Difracdo de Raios-X (DRX)

A técnica de difracdo de Raios-X fornece informacao sobre a estrutura cristalina do material. Esta
técnica reside essencialmente no fato de o comprimento das ondas de raios-X ser semelhante a
distancia entre planos atémicos, resultando em picos quando o feixe incide na rede cristalina do
material e promove fendmenos de difracdo e interferéncia [96]. Neste trabalho o equipamento de
DRX utilizado é o difractometro X Pert PRO da PANAlytical.
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Recorreu-se a técnica de DRX para analisar a cristalinidade da hidroxiapatite comercial, bem

como dos nanocristais de hidroxiapatite produzidos.
Propriedades Mecanicas - Ensaios de compressao

As propriedades mecanicas de um material sdo determinadas através de ensaios em que o material
fica sujeito a diferentes esforcos mecanicos; a resisténcia que um material oferece a tensdo

aplicada depende essencialmente da natureza, estrutura e morfologia do material.

No caso de materiais porosos, neste caso o ICC, sdo utilizados ensaios de compressdo. Nestes
ensaios é aplicada uma forca de compressdo perpendicular a superficie do material, que resulta
numa deformacdo progressiva da estrutura; como tal, ha uma relacdo entre a forca exercida por
unidade de area (tensdo aplicada), e a variacdo na espessura da amostra devido a deformacéo

produzida.

Neste trabalho foi utilizado o equipamento Rheometric Scientific (Minimat Firmware 3.1) para
realizacéo dos testes de compressao aos ICCs com uma célula de carga de 20 N e uma velocidade

de 0,1 mm/min.
Testes de Citotoxicidade
Principios béasicos

Uma vez que este trabalho visa a incorporagéo dos ICCs em meio bioldgico como preenchimento
de defeitos Gsseos € necessaria a verificacdo dos seus efeitos citotoxicos em células animais. A
citotoxicidade pode ser estimada pelo método de avaliagdo indireto do eventual carater nocivo do
material: este é colocado em meio de cultura que posteriormente estara em contacto com células
semelhantes as células do tecido a regenerar. No ambito deste trabalho s@o utilizados osteoblastos

de origem humana da linha celular Saos-2.
Materiais e métodos

Inicialmente é preparado 0 meio de cultura (McCOY’S 5A MEDIUM) (ver anexo A) e
adicionados o soro fetal bovino (10%) e os antibidticos penicilina e estreptomicina (1% V/V) ao
mesmo; em seguida sdo descongeladas células da linha celular Saos-2 e colocadas em contacto
com o0 meio previamente preparado. A preparacdo de cultura de células animais segue um

protocolo (ver anexo B) que é adotado neste trabalho.

Num ambiente esterilizado, nomeadamente numa camara de fluxo laminar (ESCO Labculture),

séo colocados os ICCs em contacto com o meio de cultura, numa placa de 48 pogos (Figura 12).
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Sao utilizadas trés amostras de cada tipo de material, ou seja para diferentes fracdes volimicas de
hidroxiapatite (¢cs = 1,00; dcs = 0,86 € dppa = 0,14; dcs = 0,67 € dppa = 0,33; dcs = dpa = 0,50), de

modo a assegurar a reprodutibilidade dos resultados.

Numa primeira fase, os ICCs sdo colocados nos pogos que contém o indice “M” de meio de
cultura (porg¢do inferior da placa), e as células sdo semeadas na porcéo superior da placa (indice
“C”) numa concentragdo de 3,7x10* células/cm?. Os pogos de controlo do meio Cy sdo, como o
nome indica, um termo de comparagdo entre a variacdo das amostras e o0 meio, pelo que é apenas

constituido pela solugdo do meio de cultura; em todos 0s pogos sdo colocados 500 pl de meio.

O controlo negativo C_e positivo C. servem de referéncia do meio de cultura em contacto com as
células sem contacto prévio com os materiais. E adicionado DMSO (Dimetilsulfoxido,> 99,9%,
MERK) ao controlo C. para matar as células do pogo. Devido ao carater citotoxico do DMSO

mais de 90% das células viaveis do controlo C, acabam por morrer.

Sa0S2 Sa082 Sa082 Sa082 Controlo
$c:100 $c: 86 s 67 &cs 50
$ual $uald $ua33 $HA S0 C- C#* C ateio

Meio Meio Meio Meio
$c:100 Pc: 86 Pcs 67 $c: 50
Pl $uald SHa 33 $HA S0

Figura 12 - Placa de 48 pocos para testes de citotoxicidade dos ICCs. (Legenda azul — pogos com meio de
cultura em contacto com os 1CCs; legenda vermelha — pogos com células Saos-2 e meio; legenda verde —
pocos de controlo das células, C. e C., e do meio de cultura Cy).
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Neste trabalho é realizada uma andlise citotoxica dos materiais pelo método indireto, visto que é
analisada a resposta das células ao meio de cultura que esteve em contacto com o material, ou
seja, as células nunca estdo em contacto direto com o proprio material. Assim, 0 meio de cultura
que esteve em contacto com as células (indice “C”) € retirado e substituido pelo meio de cultura
que esteve em contacto com os ICCs (indice “M™); na pratica o meio de cultura que esteve em

contacto com os ICCs sofre uma translagéo vertical de trés pogos (Figura 12).

Por fim, para medir as densidades Gticas das solu¢bes com o auxilio de um leitor de microplacas
Tecan Infinite M200, adiciona-se o reagente PrestoBlue™ 10% V/V em relacdo ao meio. Este
reagente consiste numa solucéo de resazurina que as células vivas metabolizam e transformam em
resorufina provocando alteracdo da cor e da fluorescéncia da solugdo. Ou seja, se 0s materiais,
nomeadamente os ICCs, ndo forem citotdxicos, 0 meio que esteve em contacto com eles também

ndo seré citotoxico e consequentemente as células permanecerdo viaveis.
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I11. Analise de Resultados

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no decorrer do trabalho
desenvolvido. Para obtengdo de um ICC como substituinte 6sseo sintético, objetivo fundamental
deste trabalho, diferentes estudos foram realizados.

Inicialmente é desenvolvido um estudo da variacdo do tamanho e morfologia das microesferas e
de que maneira influenciam a futura porosidade do ICC. Em seguida, 0 empacotamento hexagonal

compacto é analisado do ponto de vista morfolégico.

Por fim, é obtido o ICC e, para além de uma caracterizagdo morfoldgica, é analisado o seu
comportamento tendo em conta as suas propriedades mecanicas bem como a viabilidade celular

ao ICC, de acordo com a sua natureza, polimérica ou composita.

111.1. Microfluidica

No estudo da microfluidica é dada especial atencdo a variagdo do tamanho das microesferas
controlando dois pardmetros: a viscosidade da solugdo da fase descontinua, e o caudal da fase
continua. A importancia de controlar estes parametros prende-se com o facto de existirem dois
regimes distintos, jato ou gota-a-gota, que dependem essencialmente da combinacdo dos
parametros acima mencionados. Neste trabalho sdo produzidas microesferas de dois polimeros, o
policaprolactona e o poliestireno, em que o ajuste dos parametros inerentes a producdo depende

da natureza intrinseca dos polimeros.
Policaprolactona (PCL)

Como visto anteriormente (eq. 1), o numero de Capilar, C,, esté relacionado com a fase continua e
0 numero de Webber, W,, com a fase descontinua. Atendendo a variagao de alguns parametros no
decorrer do trabalho calculou-se C, e W, para confirmacdo do regime presente. Na Tabela 6 e na
Tabela 7 sdo apresentados os valores calculados para o nimero de Capilar e nimero de Webber,

respetivamente.

Considerando que a relagdo existente entre C, e W, define o regime presente no sistema € possivel
afirmar que o regime utilizado, quando comparado com a bibliografia [97], € o regime gota-a-
gota. Na Figura 16 é possivel observar a azul o intervalo de resultados do nimero de Capilar e

nimero de Webber das solucGes usadas neste trabalho.
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Tabela 6 - Nimero de Capilar para uma fase continua de PVA a 2% m/m e a diferentes caudais.
Diametro
interno  PVA

da agulha (m/m)
Fase (dg)

Viscosidade
da solucdo

(M)

Tensdo
superficial

)

Caudal
(ve)

Numero Capilar

(Ca)

Continua 50 ml/h 4,6x10°
5,281x10° 56,2 80 ml/h 7,5x10°
0 ) H 1
0,84 mm | 2% Pa.s mN/m 120 mi/h 11.3x10°
140 ml/h 13,2x10°

Tabela 7 - Nimero de Webber para uma fase descontinua de PCL a 2%, 5% e 7% m/m.
Diémetro Densidade
interno PCL  da solucéo
da agulha (m/m) (pa)
glem?

Tens_aq Caudal Numero de Weber
superficial

(]/) (vd) (Vve)

27,3mN/m
29,3mN/m
29,0mN/m

Fase
Descontinua

1,06x10°
9,0x102
8,9x107

0,25 mm | 5% 1,17
7% 1,15

3 mi/h

O estudo das microesferas de PCL foi realizado tendo em conta a variagdo e combinacdo de
alguns parametros de acordo com a Tabela 8. Para a mesma concentracdo de PVA, 2% m/m em
H,0, efetuaram-se variagdes a nivel do caudal da fase continua, nomeadamente 50 mi/h, 80 ml/h,
120 ml/h e 140 ml/h, e na percentagem de polimero na fase descontinua, 2%, 5% e 7% m/m. Os
didmetros das microesferas variam, aproximadamente, entre 0s 170 um e os 370 um com desvios
padrdo (DP) inferiores a 10% para todos os ensaios efetuados. Quanto maior o tamanho das
microesferas menor a simetria esférica das mesmas, possivelmente resultado da fricgdo entre as
microesferas e o tubo de PVC. O estudo da variagdo do tamanho das microesferas foi completado
com uma analise grafica apresentada na Figura 13. E de notar que um aumento do caudal da fase
continua resulta numa diminui¢do do tamanho das microesferas. Por outro lado, para um caudal
constante, o aumento da percentagem de polimero PCL, na fase descontinua promove um

aumento do tamanho das esferas.

As microesferas que apresentaram melhor relagdo entre simetria esférica, rapidez do processo e
poupanca de recursos sdo as microesferas correspondentes ao ensaio com uma fase continua de

120 ml/h para uma percentagem de PCL de 5% m/m.
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Tabela 8 - Estudo da variacdo das condi¢des de producdo de microesferas de PCL (FC- fase continua; FD —
fase descontinua; DP — desvio padrdo). A ampliagio usada é de 100x.

FC FD PVA  PCL Nome Diametro DP DP
(ml/h)  (ml/h) | (m/m) (m/m) (1m) (%)
PCL_2%
0, -
2% FC50ED3 223,2 9,0 4,0
PCL_5%
0 -
50 5% EC50ED3 298,3 8,3 3,7
PCL_7%
0, —
7% FC50ED3 370,8 27,4 7,4
PCL_2%
2% FC80ED3 177,9 10,0 5,6
PCL_5%
0, -
80 5% EC80ED3 283,3 10,1 3,6
PCL_7%
0 —
7% FC80ED3 315,8 12,0 3,8
3 2%
PCL_2%
0, -
2% FC120FD3 176,6 8,4 4,8
PCL_5%
120 5% FC120FD3 266,1 8,1 3,3
PCL_7%
7% FC120ED3 298,9 8,9 3,0 ‘
-\ {
PCL_2%
0, -
2% FC140ED3 175,9 6,2 3,5
PCL_5%
0 A
140 5% FC140ED3 249,3 114 | 46
PCL_7%
0, —
7% FC140FD3 265,2 7,1 2,7
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As microesferas de PCL correspondentes a uma fase continua de PVA 2% m/m com um caudal de
120 ml/h, e uma fase descontinua de PCL 5% m/m com um caudal de 3 ml/h foram observadas
em SEM (Figura 14); as microesferas apresentavam um didametro na ordem dos 250 um e simetria

esférica.

EXT = 200KV Mag= 150X Signal A = SE2 Date 30 Oct 2012 F':, EMT = 200KV Meg= 260X Signal A = SE2 Date 30 Oct 2012
Apertre Size = 8000 m WO = 59mm  Zeiss Aurga Time 14:31:30  camenr o Apertre Size » 8000pm WD = 59mm  Zeiss Auiga Time 144410  commarow

Figura 14 - Observacdo em SEM de microesferas de PCL: a) Ampliacio de 150x para observacdo da

uniformidade dos tamanhos; b) Ampliagdo de 250x para observagdo da superficie das microesferas.

Tendo em conta que as microesferas foram utilizadas para produgdo do ICC, e um dos passos
intermédios da concecdo envolve o empacotamento das mesmas através do aquecimento e difusdo
do polimero, foi necessario analisar o comportamento térmico do polimero policaprolactona, de

forma a determinar as temperaturas de annealing ideais.

O termograma de DSC do PCL usado é apresentado na Figura 15. O PCL é um polimero
semicristalino com temperatura de transi¢do vitrea sub-ambiente que ndo foi aqui avaliada. A
temperatura de fusdo do PCL usado é de T; = 65,7 °C e a esta transi¢cdo esta associada uma
entalpia de AH¢ = 55,73 J/g.

Uma consequéncia direta da fusdo do PCL é a dificuldade em controlar o empacotamento das
microesferas. Se por um lado a temperatura for ligeiramente abaixo da temperatura de fusdo do
polimero ndo ocorre qualquer tipo de annealing entre microesferas vizinhas, mas por outro se for

ligeiramente acima ocorre a total fusdo do PCL resultando num filme polimérico.
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Figura 15 - Termograma de DSC do PCL.

A dificuldade em controlar este comportamento semicristalino do PCL levou a utilizacdo de um

polimero amorfo, o poliestireno, que apresenta uma temperatura de transi¢do vitrea a partir da

gual é possivel ‘moldar’ as microesferas e deste modo obter um CC.

Poliestireno (PS)

No que respeita & produgdo de microesferas de poliestireno também foi calculado o nimero de

Capilar e 0 numero de Webber para as fases continua e descontinua respetivamente, com o intuito

de confirmar o regime presente. S8o apresentados nas Tabelas 9 e 10 os resultados

correspondentes a fase continua e a fase descontinua, respetivamente. Mais uma vez é confirmada

a presenga do regime gota-a-gota, neste caso na producdo de microesferas de poliestireno (Figura

16).

Tabela 9 - Nimero de Capilar para uma fase continua de PVA a 5% m/m e a diferentes caudais.
Diametro

internoda PVA
(m/m)

Fase

agulha

(da)

Continua

0,84 mm

5%

Viscosidade
da solucéo

(Ke)

4,9x10°
Pa.s

Tensdo
superficial

)

54,2
mN/m

Caudal

Numero Capilar (C
(ve) I

10 ml/h 9,0x10°

20 ml/h 18,1x10°
30 ml/h 27,1x10°
40 mi/h 36,2x10°
50 ml/h 45,2x10°
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Tabela 10 - Nimero de Webber para uma fase descontinua de PS a 5% m/m.
Diametro Densidade
interno PS  dasolucéo

da agulha (m/m) (pa)
Fase 3

Descontinua peEEE D

Tensdo

L Numero de Weber
superficial

9,23x107

3
10 rrrrry T T 1 T 1r1rry| T T 1T T 1Tr1rr] T ™ T 1T rrrry g
2 Regime Jato :
5 10 s o
L0 =
_Q -
o ]
= 3
Q 3
- -
o 3
@ 3
g ]
> Regime Gota-a-gota -?

e, R
107 107 10™ 10"

Numero de Capilar

Figura 16 - Relacdo entre nimero de Capilar e nimero de Webber para transicdes de regime de jato para
gota-a-gota. (adaptado de [97]). O circulo a azul representa o intervalo de resultados das microesferas de

PCL e de PS.

A variagdo do tamanho das microesferas com a alteracdo do caudal da fase continua também foi
estudada. E de notar que para o poliestireno, a concentracdo de polimero na fase continua é
também alterada, nomeadamente para PVA 5% m/m. Para PVA 2% m/m e com os caudais da FC
semelhantes aos utilizados para a producdo de microesferas de PCL, formam-se microesferas com
didmetros idénticos ao primeiro caso em estudo; contudo, a agregacdo das microesferas de PS
aquando da produgdo tornou-se um problema recorrente. Como tal optou-se por um aumento de
concentracdo de polimero da fase continua (PVA 5% m/m) e consequentemente, uma diminuicao
dos caudais para obtencdo de microesferas com didmetros na mesma ordem de grandeza que as

microesferas de PCL.

37



Producéo de matrizes porosas 3D baseadas em réplicas invertidas de cristais coloidais | Capitulo 111

Tabela 11 - Estudo da variacao das condicGes de producdo de microesferas de PS (FC- fase continua; FD —
fase descontinua; DP — desvio padrdo). A ampliacéo utilizada foi de 100x.

FC FD AV/AN PS Nome Diametro
(mi/h) (mi/h)  (m/m)  (m/m)
10 PS_5% 316,7 154 | 49
FC10FD3
20 PS_5% 2615 114 | 44
FC20FD3
PS 5% 2216 94 | 42
0, 0, — ’ ] y
30 3 5% | 5% | re30rD3 “
20 PS_5% 187,2 77 | 41
FC40FD3 oo
Q
50 PS_5% 165,2 173 | 105 (%)
FC50FD3 ..:

O estudo da variagdo das condicGes de producdo de microesferas de PS é reportado na Tabela 11 e
Figura 17 onde é possivel observar que quanto maior for a velocidade da fase continua, para a
mesma percentagem de polimero na FD, o tamanho das microesferas diminui. Pelas mesmas
razGes apresentadas para a utilizacdo das microesferas de PCL com didmetro aproximadamente de
250 pum, no caso do poliestireno as microesferas utilizadas foram as de diametro médio 261,48
pum correspondentes a uma fase continua com caudal de 20 ml/h e uma fase descontinua com
caudal de 3 ml/h.
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As microesferas de poliestireno com didmetro médio de 261,48 um foram observadas em SEM
(Figura 18). E de notar que a medicdo dos didmetros das microesferas € realizado com o auxilio
do microscopio Otico enquanto as microesferas se encontram em suspensdo. Na Figura 18 é
observavel uma reducdo de 1/5 dos didmetros medidos inicialmente. Em relacdo as microesferas

de PCL (Figura 14) as de poliestireno apresentam menos rugosidade e menos defeitos a

superficie.

100 pm EHT = 200kV Mag= 150X  SignalA=SE2  Date :21 Mar 2013 FCP 20 pm EHT = 200 kv Mag= 333X  Signal A=SE2  Date :21 Mar 2013
Aperture Size =30.00ym WD = 6.0 mm Zeiss Auriga Time :14:31:56  cenmar. |3’ Aperture Size =30.00pm WD = 6.1 mm Zeiss Auriga Time :14:36:14  cenmaTN

Figura 18 - Observacdo em SEM de microesferas de PS: a) Ampliagdo de 150x para observacdo da
uniformidade dos tamanhos; b) Ampliacdo de 314x para observacdo da superficie das microesferas.

O poliestireno (PS) usado foi analisado por DSC para, a semelhanca do PCL, determinar a
temperatura de annealing. O termograma de DSC do PS é apresentado na Figura 19. Verificou-se
a existéncia de uma transicéo vitrea a T, = 91,5°C, acima da qual as cadeias adquirem mobilidade
e 0 polimero torna-se “moldavel”. Para uma temperatura de aproximadamente 350°C ocorre uma
perda de massa significativa resultado da degradacdo do poliestireno. A inexisténcia de um
processo de fusdo acima de T4 é consequéncia do caracter amorfo do PS. Assim, existe um
intervalo de 91,5°C — 350°C que permite 0 manuseamento do polimero para a producdo do CC;

sendo que guanto maior a temperatura de annealing maior a difusdo do material nas microesferas.
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Figura 19 - Termograma de DSC do PS. O grafico inferior consiste numa ampliacdo da zona do

termograma (grafico superior) assinalada com o circulo a azul.
I11.2. Producao dos CCs

Com o intuito de observar a variacdo do empacotamento das microesferas com a alteracdo da
temperatura, foram testadas duas temperaturas de annealing, nomeadamente 125°C e 135°C,
superiores a temperatura de transicdo vitrea (T, = 91,5°C). Usaram-se temperaturas
suficientemente acima de T, de forma a garantir boa mobilidade das cadeias poliméricas, e que ao
mesmo tempo ndo fossem muito elevadas provocando a difusdo exagerada do material dando

origem a um filme polimérico.

Na Figura 20 é possivel observar a existéncia de empacotamento hexagonal compacto de
microesferas de poliestireno, para uma temperatura de annealing de 125°C. A estrutura apresenta
um empacotamento homogéneo, com alguns defeitos devido sobretudo & dispersdo de didmetros

na producdo das microesferas de poliestireno.
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Figura 20 - Empacotamento hexagonal compacto das esferas de PS para uma temperatura de annealing de
125°C.

Em seguida foi avaliado o comportamento das microesferas para um empacotamento a uma
temperatura de 135°C (Figura 21). E observada uma difusdo heterogénea do polimero

observando-se zonas onde esta é excessiva, dando origem a filmes.

v

Figura 21 - Empacotamento hexagonal compacto das esferas de PS para uma temperatura de annealing de
135°C.

Como tal, para continua¢do do trabalho experimental, nomeadamente producdo dos ICCs, foi
selecionado o empacotamento de microesferas obtido com uma temperatura de annealing de
125°C, visto garantir homogeneidade da estrutura e, consequentemente, das pontes entre
microesferas consecutivas que possuem diametro com dimensdes suficientes (aproximadamente
Y4 do didmetro da microesfera) para garantir interconectividade dos poros e infiltracdo das células.
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111.3. Caracterizacdo dos Nanocristais de Hidroxiapatite

Os bastonetes de hidroxiapatite sdo produzidos através de uma sintese quimica da hidroxiapatite
comercial. Apos obtencdo dos bastonetes, estes sdo suspensos em metanol 10% m/V e observados
em SEM (Figura 22). Na figura 22.a) é notoria a formacdo de um filme de bastonetes cujo

comprimento esta na ordem dos 200 nm e o didmetro nos 20 nm (Figura 22 b)).
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Figura 22 - Bastonetes de hidroxiapatite observados em SEM: a) Ampliacdo de 10000X; b) Ampliacdo de

40000X. O comprimento dos bastonetes é aproximadamente 200 nm.

Posteriormente procedeu-se a caracterizacdo quimica da amostra, através da andlise de FTIR
(Figura 23). Os picos no espectro de FTIR das duas amostras sdo praticamente idénticos, o que
mostra que o tratamento feito a HA, para produzir os bastonetes, ndo altera a composi¢ao quimica
da mesma. Tratando-se de um tratamento fisico, destinado a diminuir o tamanho de particula, este
resultado era o esperado. Os picos a 563 cm™, 601 cm™, 948 cm™e 1030 cm™ correspondem aos
modos vibracionais da ligacdo P-O, do grupo fosfato (PO,*) e o pico a 862 cm™ & vibracio
simétrica de P-O(H) [98].
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Figura 23 - Espetro de ATR-FTIR de hidroxiapatite comercial e dos bastonetes de HA.

Foram também efetuados estudos de DRX para complementar/corroborar os dados de FTIR. A
Figura 24 apresenta uma comparacdo de um espetro de DRX da HA comercial, hidroxiapatite de
partida, com os bastonetes de hidroxiapatite produzidos.
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Figura 24 - Difratogramas da hidroxiapatite de partida (comercial) e dos bastonetes produzidos.
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Nos dois difratogramas sdo observados exclusivamente picos caracteristicos da hidroxiapatite. Tal
como referido anteriormente, a producéo dos bastonetes de HA é um processo fisico, pelo que ndo
seria de esperar outro resultado. Outros fosfatos de célcio e, eventualmente, outros produtos
(como o Ca0), s6 podem resultar da decomposicao térmica da HA que, obviamente, ndo poderia
ocorrer neste caso. A diferenca entre a intensidade dos picos da hidroxiapatite de partida e os
bastonetes de hidroxiapatite prende-se com o facto de que na presenca de estruturas
nanocristalinas os picos de DRX diminuem de intensidade e a largura a meia altura aumenta [98],
tal como se confirma pelo céalculo do tamanho de cristalite feito a partir da formula de Scherrer
[99]:

D= KA
~ Bcosh

Onde D é o tamanho da cristalite, K o factor de forma (normalmente 0,9), A é o comprimento de
onda dos raios-X, B é a largura a meia altura do pico de intensidade maxima e 6 o angulo de
Bragg correspondente. Assim:

0,9+1,54059

D ] = = 80 nm
HA comercial = 41808xc0s(0,27775)
0,9+1,54059
D fstais = — = 43 nm
HA nanocristais ™  433354c0s(0,28096)

A diminuigdo de tamanho de cristalite é reveladora de uma diminuicéo de cristalinidade da HA,

apos o tratamento fisico usado na producdo dos bastonetes.
111.4. Obtencao dos ICCs

Apobs producgdo dos CCs, e definida a temperatura de annealing (125°C), procurou-se estudar a
influéncia da adi¢éo de hidroxiapatite na morfologia do ICC. Na Figura 25 € possivel observar as
alteracbes no espetro de EDS com a variacdo das fragdes volimicas de quitosano e de
hidroxiapatite. Em todos os espetros da Figura 25 é observado um pico de ouro (Au) por volta dos
2keV resultado do revestimento das amostras. Na Figura 25 a) esta presente o espetro do ICC
100% polimérico, e como consequéncia surgem dois picos, dos atomos carbono e oxigénio,
presentes na cadeia polimérica. Com a introducdo (Figura 25 b)) e aumento da fracdo volimica de
hidroxiapatite (Figura 25 c) e d)) surgem os picos de calcio e fésforo, carateristicos do ceramico,

que aumentam de intensidade com o aumento de hidroxiapatite presente.
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Figura 25 — Espetro de EDS das paredes dos ICCs: a) ®Cs = 1,00 ¢ ®HA = 0,00; b) ®Cs =0, 86 ¢ PHA =
0,14; ¢) ®Cs =0,67 e ®HA = 0,33; d) ®Cs = ®HA = 0,50.
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Em seguida os ICCs foram observados em SEM (Figura 26). E de notar a presenca de paredes
porosas (Figura 26 a)), resultado da liofilizagdo do polimero quitosano. Com a introdugdo de

hidroxiapatite, Figura 26 b), c) e d), as paredes tornam-se cada vez mais finas e menos porosas

consequéncia da sua densificagdo devido a presenca do ceramico.

Figura 26 - Imagens SEM dos ICCs com 200x de ampliagdo: a) ®@cs= 1,00 ¢ @y = 0,00; b) = 0,86 €
q)HA: 0,14, C) q)Cs = 0,67 [§ (DHA: 0,33, d) (DCS: (DHA= 0,50

Para confirmar a influéncia da densificacdo das paredes do ICC por parte dos nanocristais de
hidroxiapatite, calcularam-se as porosidades correspondentes a cada ICC (Tabela 12), através da
expressao [100]:

Porosidade (%) =1 — Picc

Po

Tabela 12 - Porosidades associadas a cada ICC.

Fracdo volumica

Cs HA p/p0 Porosidade (%)
1,00 0,00 0,100 98,7%
0,86 0,14 0,215 98,4%
0,67 0,33 0,237 98,5%
0,50 0,50 0,258 98,6%
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Todos os ICCs possuem porosidade superior a 74% o que seria de esperar, visto a porosidade

resultante da réplica do empacotamento clbico de faces centradas ser de 74%° [101].
111.5. Citotoxicidade

As células Saos-2 utilizadas para testar a citotoxicidade dos ICCs sdo deixadas a incubar durante
24 horas para posterior medi¢do da absorvancia das solu¢Ges. Como ja referido anteriormente é
utilizado o reagente PrestoBlue™ que é metabolizado pelas células vidveis e transformado num
composto (a resorufina) que possui um espetro de absorcdo desviado para o azul e € fluorescente.
Na Figura 27 é possivel observar a mudanca de cor do meio; nos pogos em gque 0 meio esteve em
contacto com os diferentes materiais e no controlo C. a solu¢do apresenta um tom mais lilas
resultado da atividade metabdlica das células vidveis presentes nos pocos que transformal a

resazurina em resorufina.

Quanto aos controlos C. e Cy, ndo ha qualquer alteracéo da cor que resulta numa solugéo azulada,
a cor do reagente PrestoBlue™. Este resultado é expectavel na medida em que no controlo C.
houve uma adicdo de DMSO (Dimetilsulféxido, > 99,9%, MERCK) ao meio o0 que provocou

morte celular, e no controlo do meio Cy ndo foi semeado qualquer tipo de células.

Figura 27 - Resultados obtidos nos testes de citotoxicidade utilizando como indicador o reagente
PrestoBlue™. Os pogos que apresentam uma cor lilas indicam presenca de atividade metabdlica e
consequentemente a presenca de células viaveis.

® Num empacotamento ctbico de faces centradas (ou hexagonal compacto) 74% do volume é ocupado por
esferas. Na réplica invertida deste empacotamento as esferas ddo origem a poros, pelo que a porosidade sera
de 74%. Este valor podera ser consideravelmente superior, se as paredes das células geradas forem também
porosas.
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Para confirmar a viabilidade celular dos meios que estiveram em contacto com os ICCs
relativamente ao CM procedeu-se a uma leitura de absorvancia de cada amostra. Os resultados
apresentados na Tabela 13 exibem uma viabilidade celular superior a 80% para 0s meios que

tiveram previamente em contacto com os materiais (ICCs).

Tabela 13- Resultados das medicGes de absorvancia no teste de citotoxicidade, utilizando como indicador o
reagente PrestoBlue™. A viabilidade celular para todas as amostras é superior a 80%. A, B e C
correspondem aos trés ICCs produzidos para cada fragdo volimica, Xg,esira COrresponde a média das
amostras A,B € C € Ggmostra 20 respetivo desvio padréo.

® Quitosano Controlos
0 Hidroxiapatite
A 0,193 0,186 0,179 0,175 0,218 0,005 -0,056
B 0,197 0,193 0,176 0,176 0,227 0,007 -0,084
C 0,168 0,158 0,185 0,158 0,175 0,063 0,141
X amostra 0,186 0,179 0,180 0,169 0,207 0,006 -0,070
Gamostra 0,013 0,015 0,004 0,008 0,023 0,001 0,014
Viabilidade celular relativa

Xamostra (%) 90% 86% 87% 82% 100% 3%

Xc—- J—

E possivel afirmar que para qualquer amostra os materiais nio apresentam natureza citotoxica.
Esta conclusdo resulta do facto do meio de cultura que esteve previamente em contacto com 0s
ICC ndo apresentar qualquer carater citotoxico quando colocado em contacto com as células

animais.
I11.6. Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas dos ICCs e dos liofilizados que constituem as paredes destes foram
obtidas através de testes de compressdo e respetiva analise. Como resultado dos testes de
compressdo surge uma curva de Tensdo/Extensdo com trés zonas distintas (Figura 28). Na regido
A verifica-se uma regido linear cujo declive da reta diz respeito ao mddulo de Young E, ou seja, 0
mdodulo de compressao inicial a que esta sujeito o material. Numa segunda regido, regido B, esta
presente uma zona de patamar que corresponde & regido de cedéncia do material. A tenséo de
colapso, o*, é determinada pela interse¢do das tangentes & curva nas duas zonas, elastica e de
patamar. Por fim na regido C ocorre a densificacdo do material, onde as paredes do ICC colapsam
promovendo uma diminuicdo da porosidade. A extensdo maxima, &g, corresponde a uma

densificacdo total (porosidade = 0 %) da estrutura.
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Figura 28 - Curva de compresséo tipica de um ICC com fra¢des volimicas ®¢s = 0,86 ¢ Pya= 0,14. Os
liofilizados apresentam curvas de compressdo qualitativamente semelhantes.

Nas Figura 29 e 30 apresentam-se as curvas de compressdo dos materiais estudados, em funcéo da
fracdo volumica de hidroxiapatite. Quer os liofilizados quer os ICCs apresentam,
qualitativamente, este comportamento. Verifica-se a diminui¢cdo do patamar, a medida que se
adiciona hidroxiapatite. Este facto € tipico de espumas porosas 3D, e esta relacionado com a
diminuicéo da porosidade da estrutura [102].
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Figura 29 - Variacdo dos parametros mecanicos dos ICC, com a fragdo volumica de HA. O grafico superior
apresenta 0 modulo de Young teorico (teo) a azul e o experimental (exp) a vermelho dos ICCs para
diferentes fracGes volimicas de hidroxiapatite. O gréafico inferior apresenta a tensdo de colapso tedrica

(azul) e experimental (vermelho) em fungdo de ®ya.
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Figura 30 - Variacao dos parametros mecanicos dos liofilizados, com a fracdo volimica de HA. O gréfico
superior apresenta 0 moédulo de Young experimental (exp) dos liofilizados para diferentes fracGes
volimicas de hidroxiapatite. O grafico inferior apresenta a tensdo de colapso experimental dos liofilizados
em funcao de Opa.
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Nas Figura 29 e 30 e na Tabela 14 (Anexo C) é possivel verificar que ndo existe qualquer relacdo
entre 0 mdédulo de Young e a tensdo de colapso, dos ICCs e dos liofilizados, e a varia¢do da fragédo
volimica de HA. Seria de esperar uma melhoria nas propriedades mecénicas, nomeadamente um

aumento significativo do médulo de Young com a adi¢do de hidroxiapatite [103].

Em parte, 0 uso de uma amostra estatisticamente pequena pode ser justificativo deste facto,
contudo ndo sera o fator mais importante. Nos liofilizados, a aleatoriedade dos resultados podera
também estar relacionada com a mé dispersdo dos bastonetes de hidroxiapatite. Estes bastonetes,
como qualquer material com dimensdo a nanoescala, tém tendéncia a agregar. Estes agregados
serdo responsaveis pela falta de homogeneidade dos materiais e pelos resultados obtidos. A
dispersdo dos bastonetes de hidroxiapatite devera ser objeto de estudo futuro, para que as
propriedades mecénicas possam ser otimizadas. Obviamente, as propriedades mecénicas dos ICCs
também serdo afetadas por este facto.

Por outro lado, no que respeita aos ICCs, a impregnacao dos CCs pode estar também na origem
da aleatoriedade dos resultados obtidos. Devido a crescente viscosidade da solucdo de
impregnacg&o, aquando do aumento da fragdo volimica de hidroxiapatite, o tempo de impregnacéo
aumenta. Tal observagéo é reveladora de uma dificuldade crescente em impregnar os CCs e que
poderd estar na origem da diminuicdo da espessura da parede dos ICCs (ver Figura 26). A
espessura da parede esta associada a quantidade de material que ird ocupar 0s intersticios
deixados pelas microesferas e que devera ser tanto menor quanto maior a viscosidade da solucéo

usada na impregnacao.

A lixiviagdo das microesferas com diclorometano no processo de formacdo do ICC podera
também estar na origem dos resultados mecénicos inesperados. A solugdo utilizada no processo
de lavagem é reutilizada diversas vezes 0 que pode provocar uma saturacdo de poliestireno na
solugdo de lavagem de diclorometano. Como tal, o poliestireno ndo é totalmente retirado do ICC
0 que resulta em materiais em que 0s poros ndo estao totalmente interconectados, tal como os que

se encontram na Figura 26.

Com vista a contornar estes problemas na estrutura dos ICCs um novo ICC foi produzido. Para
facilitar o processo de impregnacdo, utilizou-se uma temperatura de annealing mais baixa, que
resulta numa menor unido entre microesferas vizinhas e num maior espaco intersticial para ser

ocupado pela solugéo de impregnagéo.

A temperatura de annealing utilizada foi de 115°C, que permitiu obter um empacotamento mais
homogéneo (Figura 31). Os pequenos defeitos observados devem-se a dispersdo dos diametros

das microesferas (dispersdo na ordem dos 5%).

53



Producéo de matrizes porosas 3D baseadas em réplicas invertidas de cristais coloidais | Capitulo 111

Figura 31 - Empacotamento hexagonal compacto das esferas de PS para uma temperatura de annealing de
115°C.

Foi produzido um ICC 100% polimérico, utilizando o CC da Figura 31, em gue as lavagens foram
realizadas recorrendo a novas solugdes de diclorometano e etanol. Na Figura 32 observa-se em
SEM uma estrutura com poros totalmente definidos e totalmente interconectados, que nao
acontece na melhor estrutura apresentada na Figura 26.

P SKY
X CENTHAT

Figura 32 — Imagens de SEM de um ICC 100% polimérico correspondendo a uma temperatura de

annealing de 115°: a) Amplia¢do 100x; b) Ampliagdo 200x.

Esta estrutura € mais homogénea o que implica uma melhoria nas propriedades mecénicas do
ICC. Deste modo confirma-se a necessidade de melhoria no processo de retirada das microesferas
de poliestireno, e na diminuicdo da temperatura de annealing para uma temperatura mais baixa
que permita uma melhor e mais homogénea impregnacéo do CC.
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No grafico da Figura 29 é também possivel observar que ndo existe concordancia entre os valores
do mbdulo de Young e da tensdo de colapso obtidos experimentalmente, para os ICCs, e 0s
previstos a partir do modelo de Gibson e Ashby [102]. Este modelo permite prever, com um
elevado grau de confianca, as propriedades de espumas 3D porosas com porosidades superiores a
70%. Sendo os ICCs estruturas quase ideais este resultado s6 pode ser explicado pelo que atras foi

referido.
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V. ConclusoOes e Perspetivas Futuras

Nesta dissertacdo foram produzidos e caraterizados ICCs para aplica¢do no campo da Engenharia

de Tecidos, mais concretamente em substituicdo 6ssea.

Inicialmente, foram produzidas microesferas de policaprolactona e de poliestireno com didmetro
de aproximadamente 250 um. O caréater semicristalino do PCL impediu o controlo do processo de
annealing. Verificou-se que uma ligeira diminuicdo da temperatura (abaixo da temperatura de
fusdo do PCL, Ty) impedia o0 empacotamento de microesferas vizinhas e por outro lado, um ligeiro
aumento da temperatura (acima de Ty) promovia a formacéo de um filme polimérico. Como tal,

para a fabricagdo do CC foram utilizadas apenas as microesferas de poliestireno.

Posteriormente foram testadas duas temperaturas de annealing, nomeadamente 125°C e 135°C.
Estas temperaturas foram escolhidas em funcéo da temperatura de transigéo vitrea do poliestireno.
A temperatura de 125°C a difusdo do material foi homogénea em todo o CC, enquanto que para
uma temperatura de 135°C o empacotamento ndo é homogéneo apresentando regides onde nao
existia qualquer ligagdo entre microesferas vizinhas, e outras regides onde ocorreu a difusdo

completa do material, dando origem a um filme polimérico.

Foram produzidos os ICCs, atraves de um processo de remogao das microesferas de poliestireno,
com o0 seu espaco intersticial a ser preenchido por solugdes com fragdes volimicas crescentes de
hidroxiapatite (¢cs = 1,00; ¢pcs = 0,86 € dua = 0,14; dcs = 0,67 € dppa = 0,33; dcs = dpua = 0,50).
Com o objetivo de reproduzir os nanocristais de HA presentes no 0sso, a hidroxiapatite utilizada
neste trabalho foi produzida através de um tratamento fisico a hidroxiapatite comercial, dando

origem a bastonetes com comprimento de aproximadamente 200 nm.

Os ICCs produzidos foram caraterizados quanto as suas propriedades mecanicas, por ensaios de
compressdo. Verificou-se que ndo existe qualquer relacdo entre as propriedades mecanicas dos
ICCs e a fracdo volimica de HA. Este resultado deveu-se, em parte, a ma lixiviacdo das

microesferas de poliestireno no processo de produgéo do ICC.

Outro fator que pode ter contribuido para os resultados dos testes de compressao foi a temperatura
de annealing das microesferas. Quanto maior a temperatura de annealing, maior o ponto de
contacto entre microesferas e, consequentemente, menor o espago intersticial das mesmas, o que

torna mais dificil o processo de impregnagéo.

Para confirmar se a temperatura de annealing e a lixiviacdo das microesferas, representavam

problemas significativos na estrutura, um novo ICC foi produzido. Foi utilizada uma temperatura
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de annealing a 115°C e um processo de lixiviagdo com novas solu¢fes. Como resultado o ICC

apresentou-se com uma estrutura mais homogénea, com todos 0s poros interconectados.

Por outro lado, foram efetuados ensaios de compressdao ao material constituinte das paredes do
ICC. Mais uma vez os resultados ndo foram concordantes com a bibliografia, o que indica que as
solucGes de impregnacao também influenciaram a variagdo das propriedades mecénicas dos ICCs.
Um dos problemas apontados para a aleatoriedade dos resultados é a ma dispersdo dos
nanocristais de HA. A agregagdo dos nanocristais na solucdo de impregnacdo, faz com que a
solucdo constituinte das paredes deixe de ser homogénea.

Como o objetivo fundamental deste trabalho consistiu em produzir ICCs para substitui¢do déssea,
0 caréter citotoxico dos ICCs foi avaliado. Quando em contacto com meio bioldgico, os ICC nédo

revelaram carater citotoxico, e a viabilidade celular foi superior a 80%.

Este trabalho representa um estudo inicial no processo de obtengdo dos ICCs ideais para
aplicacBes em Engenharia de Tecidos e existe a necessidade de aprofundar e melhorar alguns
aspetos, nomeadamente as propriedades mecanicas do material, considerando algumas possiveis

solucoes:

v" Numa Ultima etapa do trabalho, a temperatura de annealing para formacdo do CC foi
diminuida, o que revelou uma maior homogeneidade da impregnagdo e uma melhoria
significativa da porosidade. Como tal deveria ser realizado um estudo de otimizacéo da
temperatura de annealing para as microesferas de poliestireno.

v Melhoria no processo de lixiviagdo das microesferas para formagao do ICC. No processo
de lavagem tem de ser garantida uma completa eliminacdo do poliestireno da estrutura do
ICC, para ndo influenciar qualquer tipo de propriedades inerentes ao material.

v Adicionar surfactante/dispersante as solucdes de impregnacdo para impedir a agregacédo
dos nanocristais de hidroxiapatite. A introducdo deste pardmetro promoveria a

homogeneidade das solucBes e consequentemente das paredes do ICC.
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SIGNMA-ALDRH

McCOY'S 5A MEDIUM [MODIFIED]
With L-Glutamine, Without Sodium Bicarbonate
Product Number M4892

Product Description

In 1959, McCoy and his coworkers reported the amino acid
requirements for in vitro cultivation of Novikoff Hepatoma
Cells. These studies were performed using Basal Medium
5A and subsequently modified to create a new medium
known as McCoy's 5A Medium.

Components giL
L-Alanine 0.01336
L-ArgininesHCI 0.04214
L-AsparagineeH20 0.04503
L-Aspartic Acid 0.01997
L-Cysteine 0.02424
L-Glutamic Acid 0.02207
L-Glutamine 0.21915
Glycine 0.00751
L-HistidinesHCleH-O 0.02096
Hydroxy-L-proline 0.01967
L-Isoleucine 0.03936
L-Leucine 0.03936
L-LysinesHCI 0.03654
L-Methionine 0.01492
L-Phenylalanine 0.01652
L-Proline 0.01727
L-Serine 0.02628
L-Threonine 0.01787
L-Tryptophan 0.00306
L-Tyrosines2Nas2H,0 0.0261
L-Valine 0.01757
Ascorbic Acid 0.0005625
p-Aminobenzoic Acid 0.001
D-Bietin 0.0002
Choline Chloride 0.005
Folic Acid 0.01
myo-Inositol 0.036
MNiacinamide 0.0005
Nicotinic Acid 0.0005
D-Pantothenic Acid (hemicalcium) 0.0002
PyridoxaleHCI 0.0005
PyridoxinesHCI 0.0005
Ribaoflavin 0.0002
ThiaminesHCI 0.0002
Vitamin B-12 0.002
Calcium Chloride (anhydrous) 0.09995
Magnesium Sulfate (anhydrous) 0.0576876

Potassium Chioride 0.4

Sodium Chloride 6.46
Sodium Phosphate Monobasic 0.504
(anhydrous)

Peptone 0.6
D-Glucose 3.0
Glutathione (reduced) 0.0005
Phenol RedsNa 0.011

Precautions and Disclaimer
REAGENT
For R&D use only. Not for drug, household or other uses.

Preparation Instructions

Powdered media are hygroscopic and should be protected

from moisture. The entire contents of each package should

be used immediately after opening. Preparing a

concentrated solution of medium is not recommended as

precipitates may form. Supplements can be added prior to
filtration or introduced aseptically to sterile medium.

1. Measure out 90% of final required volume of water.
Water temperature should be 15-20°C.

2. While gently stirring the water, add the powdered
medium. Stir until dissolved. Do NOT heat.

3. Rinse original package with a small amount of water to
remove all traces of powder. Add to solution in step 2.

4. To the solution in step 3, add 2.2 g sodium bicarbonate
or 29.3 ml of sodium bicarbonate solution [7.5%wiv] for
each liter of final volume of medium being prepared. Stir
until dissolved.

5. While stirring, adjust the pH of the medium to 0.1-0.3 pH
units below the desired pH since it may rise during
filtration. The use of TN HCl or 1N MaOH is
recommended.

6. Add additional water to bring the solution to final
volume.

7. Sterilize immediately by filtration using a membrane with
a porosity of 0.22 microns.

8. Aseptically dispense medium into sterile container.

Storage and Stability

Store the dry powdered medium at 2-8 °C under dry
conditions and liquid medium at 2-8 *C in the dark.
Deterioration of the powdered medium may be recognized
by any or all of the following: [1] color change, [2]
granulation/clumping, [3] insolubility. Deterioration of the
liguid medium may be recognized by any or all of the
following: [1] pH change, [2] precipitate or particulates, [3]
cloudy appearance [4] color change. The nature of
supplements added may affect storage conditions and shelf
life of the medium. Product label bears expiration date.

Procedure

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
Water for tissue culture use [W3500]

Sodium Bicarbonate [S5761] or

Sodium Bicarbonate Solution, 7.5% [S8761]

TN Hydrochloric Acid [H9892]

1N Sodium Hydroxide [S2770]

Medium additives as required

Accelerating Customers” Success through Leadershvp in Life Sclende, High Technology and Sarvice
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Protocolos de Cultura de Células Animais

1. Regras Bésicas

As regras béasicas de trabalho com células animais sdo regras de bom senso e tém como objectivo
a proteccéo das celulas e do operador.

1.1 Utilizar equipamento de proteccdo pessoal: bata de utilizagdo exclusiva no laboratorio de
cultura; luvas; cobre sapatos; touca para o cabelo.

1.2 Limpar as superficies com etanol ou isopropanol a 70% entre operagdes e esperar 30 minutos
entre a manipulacdo de diferentes linhagens celulares.

1.3 Etiquetar adequadamente todos os frascos de cultura e de reagentes com o conteido e data de
preparagéo.

1.4 Lidar apenas com uma linha celular de cada vez para reduzir a possibilidade de contaminacéo
cruzada e erros de etiquetagem.

1.5 Usar frascos de meio de cultura diferentes para linhas celulares diferentes.

1.6 Examinar as culturas diariamente para a presenca de contaminantes como bactérias e fungos.
1.7 Evitar o uso continuo de antibiéticos no meio de cultura pois isto pode levar ao aparecimento
de organismos resistentes aos antibiéticos.

1.8 Efectuar as calibragdes e manutencgdes periddicas ao equipamento essencial (em particular a
camara de seguranca microbioldgica e a incubadora de CO2).

1.9 Manter os banhos limpos e desinfectados através de limpeza periddica.

1.10 Manter o material organizado e arrumado, evitando a utilizacéo de contentores de cartéo.
1.11 N&o deixar acumular lixo, em particular na camara de seguranca microbioldgica.

1.12 Nao ter muita gente a trabalhar no laborat6rio em simultaneo.

1.13 Evitar usar células de linhas ndo autenticadas.

1.14 Novas linhas celulares devem ser mantidas em quarentena até os testes de controlo de
qualidade estarem concluidos.

1.15 N&o usar meio de cultura fora do prazo de validade. Apds a adi¢do de glutamina e soro ao
meio de cultura, o prazo de validade deste é de 4 a 6 semanas a 4°C. O glutamax (da Invitrogen, e
um dipeptidio de L-alanina e L-glutamina) é estavel.
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1.16 Nao manter as células em cultura continua, criopreservar as células quando ndo forem

necessarias durante longos periodos de tempo (algumas semanas).

2. Técnica asséptica

O objectivo de observar uma boa técnica asséptica € que as culturas realizadas se mantenham
livres de contaminantes como bactérias, fungos e micoplasma e a contaminagdo cruzada entre
linhas celulares.

Materiais:

- etanol ou isopropanol a 70 % (v/v)

- hipoclorito de sodio (NaClO, lixivia)

Equipamento:

- equipamento de proteccdo pessoal (bata, luvas, cobre sapatos, touca)

- camara de seguranca microbiologica (CSM)

Procedimento:

Antes de iniciar o trabalho:

- desinfectar a superficie de trabalho da CSM pulverizando-a com etanol a 70% e limpando com
papel absorvente;

- desinfectar as luvas com etanol a 70% e deixar secar ao ar durante 30 s;

- colocar todos os materiais e equipamento necessarios no interior da CSM. Todo o material e
equipamento que é colocado no interior na CSM durante os procedimentos (frascos de meio,
caixas com pontas de pipetas, micropitetas, pipetador automatico, etc) deve ser pulverizado com
etanol a 70%.

Durante o trabalho, ndo contaminar as luvas tocando em objectos fora da CSM (em particular a
cara e 0 cabelo). Se as luvas forem contaminadas, voltar a pulveriza-las com etanol a 70%.
Descartar as luvas apos trabalhar com culturas contaminadas e no final dos procedimentos.

Os movimentos nas imediacfes e no interior da CSM devem ser lentos mas determinados de
modo a ndo perturbar o fluxo laminar de ar.

Apos terminar o trabalho, desinfectar todo o material e equipamento usado no interior da
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CSM antes de o retirar para o exterior. Limpar a superficie de trabalho com etanol e secar com
papel absorvente.

O meio de cultura deve ser descartado numa solucdo de lixivia a 1% e deixado no interior da
CSM durante 2 horas ap6s o que pode ser descartado pelo esgoto juntamente com &gua

abundante.

3. Subcultura de uma linha de células aderentes.

Em resumo:

- Avaliar as culturas

- Retirar o meio de cultura

- Lavar as células com PBS sem célcio nem magnésio. Repetir se necessario

- Aplicar enzima (TrypLE) sobre as células, espalhar e decantar o excesso

- Incubar 2 a 10 minutos

- Examinar as células

- Re-suspender em meio novo

- Transferir as células para meio novo e agquecido

- Recolocar na incubadora de CO2

Obijectivo:

As linhas de células aderentes crescem in vitro até que toda a superficie disponivel para a adesdo
das células esteja coberta por células (diz-se que a cultura atingiu a confluéncia) ou até que os
nutrientes se tenham esgotado. Quando a cultura esta a cerca de 70 a 80% da confluéncia, as
células devem ser passadas para um novo frasco de cultura para evitar que as células cessem a
divisdo e a cultura acabe por morrer. Para realizar a passagem, as células devem ser soltas do
substrato e colocadas em suspensdo. O grau de adesdo das células ao substrato depende tanto do
substrato como da linha celular. Em geral, usa-se uma protease (a tripsina) para cortar as ligacoes
das células ao substrato. Nalgumas situagdes este procedimento pode ndo ser adequado, por
exemplo se as células forem muito sensiveis as proteases ou se quisermos preservar marcadores
ou receptores da membrana citoplasmatica. Nestes casos, deve usar-se um raspador mecanico.
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Materiais:

- meio de cultura pré-aquecido a 37°C
- etanol a 70%

- PBS sem calcio nem magnésio

- tripsina (TrypLE)

- azul tripano

Equipamento:

- equipamento de protec¢do pessoal

- banho de agua quente regulado para 37°C
- camara de seguranca microbiolégica
- incubadora de CO2

- frascos de cultura rotulados

- microscopio invertido com contraste de fase

- centrifuga

- hemocitémetro

- marcadores

- pipetas e pontas para micropipetas
- suporte para frascos de 15 e 50 ml
- papel de limpeza

Procedimento:

1. Observar as culturas no microscopio invertido para determinar o grau de confluéncia das
células e confirmar a auséncia de contaminagdo microbiana e flngica.

2. Remover o meio de cultura com uma pipeta. Atengdo para ndo tocar na camada de células com

a ponta da pipeta.

3. Lavar a camada de células com PBS sem célcio nem magneésio usando um volume igual a cerca

de metade do meio de cultura usado. Repetir este passo se as células aderirem fortemente ao

substrato.
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4. Pipetar a tripsina previamente aquecida usando 0,5 ml de tripsina por cada 25 cm2 de area de
cultura. Abanar o frasco ligeiramente para espalhar a tripsina sobre todas as células. Decantar ou
pipetar 0 excesso de tripsina.

5. Colocar o frasco de cultura a incubar a 37 °C durante cerca de 5 min na incubadora.

6. Examinar as células com um microscopio invertido para certificar que as células se destacaram
e estdo em suspensdo. As paredes laterais do frasco de cultura podem ser levemente percutidas
para ajudar a libertar as células ainda aderidas.

7. Diluir a tripsina com 2 ml de meio de cultura completo. Retirar 100 pl e efectuar uma contagem
de células. Transferir a suspensédo de células para um frasco de centrifuga de 15 ml.

8. Centrifugar as células a 100 g durante 10 min ou 150 g durante 5 min. Descartar o sobrenadante
e re-suspender o granulo de células em 2 ml de meio fresco.

9. Transferir para um novo frasco de cultura etiquetado a quantidade de células adequada. Semear
as células de acordo com a densidade recomendada (1-3x10,000 células/cm? para as 3T3; 2,5-
7,5x100,000 células num frasco de 25 cm?).

10. Colocar o frasco de cultura na incubadora.

4. Contagem de células.

Em resumo:

- Suspender as células

- Retirar 100 pl para um microtubo

- Adicionar igual quantidade de azul tripano (factor de diluigéo 2)

- Preparar o hemocitémetro

- Encher a cdmara de contagem

- Contar as células

- Calcular a concentracédo

Objectivo:

Em muitos procedimentos, como a subcultura e a criopreservacdo, é necessario quantificar o
numero de células antes da sua utilizagdo. Usar um nimero adequado e consistente de células
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ajuda a manter um crescimento éptimo e a padronizar os procedimentos de cultura. Isto permite
obter resultados com melhor reprodutibilidade.

Materiais:

- meio de cultura pré-aquecido a 37°C

- etanol a 70%

- azul tripano a 0,4% em solucdo salina

Equipamento:

- equipamento de protec¢do pessoal

- banho de agua quente regulado para 37°C

- camara de seguranca microbiolégica

- microscopio invertido com contraste de fase

- centrifuga

- hemocitometro

- pipetas e pontas para micropipetas

- microtubos e suportes

- papel de limpeza

Procedimento:

1. Retirar 100 pl de suspensao de células para um microtubo.

2. Adicionar igual quantidade de azul tripano (factor de diluicdo 2x) e misturar pipetando
gentilmente.

3. Limpar o hemocitometro. Humedecer uma lamela e coloca-la sobre o hemocitémetro.

4. Encher as duas camaras de contagem do hemocitdmetro com a suspensao celular (cerca de 7 a
8 ul) e observar num microscopio invertido com contraste de fase usando uma ampliagdo de 20x.
5. Contar o nimero de células vidveis (pequenas esferas brilhantes) e células ndo viaveis
(pequenas esferas azuladas). Idealmente, devem contar-se mais de 100 células de modo a
aumentar o rigor da determinagdo da percentagem de células vidveis. Anotar o nimero de
quadrados usados para obter a contagem de células superior a 100.

6. Calcular a concentragdo e a percentagem de células viaveis e ndo viaveis.
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A concentracdo de células viaveis (nimero de células por mililitro) € igual a:

numero de células viaveis contadas x dilui¢do x 10 000
namero de quadrados com 1 mm de lado contados

A concentracdo de células ndo viaveis (nimero de células mortas por mililitro) é igual a:

numero de células ndo viaveis contadas x dilui¢do x 10 000
namero de quadrados com 1 mm de lado contados

A percentagem de células viaveis € igual a:

numero de células vidveis contadas x 100
ndmero total de células contadas

Notas:

1. O azul tripano é téxico e um potencial carcinogénio. Usar equipamento de proteccdo pessoal
adequado e ndo inspirar 0s vapores.

2. A éarea do quadrado central da cAmara de contagem ¢é igual a 1 mm?2. Esta area esta dividida em
25 quadrados menores. Cada um destes quadrados esta rodeado de uma linha tripla e esta

subdividido em 16 quadrados.
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3. A espessura da cdmara de contagem é de 0,1 mm.

4. O factor 10 000 resulta de converter o volume da camara de contagem (0,1 mm3) para ml.

5. Fontes de incerteza a ter em atencao:

- a presenca de bolhas de ar e de fragmentos de células na zona de contagem

- enchimento excessivo ou incompleto da cAmara

- celulas ndo uniformemente distribuidas na camara

- poucas células para contar (este problema pode ser resolvido centrifugando as células e re-
suspendendo-as num volume menor)

- demasiadas células para contar (usar uma diluigdo com o azul tripano superior a 2)

82



Producéo de matrizes porosas 3D baseadas em réplicas invertidas de cristais coloidais Anexo C

Anexo C
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Tabela 14 - Resultados dos testes de compressdo aos ICCs e as suas paredes.

Q Fragdo Volumica Mdédulo de Young  Tensdo de colapso Extensdo de

densificagdo

. . . . E o* ed
5 Quitosano | Hidroxiapatite

(KPa) (KPa) _
1,00 0,00 99+ 17 164 0,459 + 0,026
e 0,86 0,14 171+57 28+3 0,376 £ 0,016
0,67 0,33 242 £19 10+0,8 0,753 +0,013
0,50 0,50 9% 4 52+6 0,804 +£ 0,011
1,00 0,00 557 + 173 8717 0,736 £ 0,031
0,86 0,14 664 + 276 29+12 0,801 + 0,019

Paredes

0,67 0,33 248 +91 63+ 14 0,879 + 0,015
0,50 0,50 544 + 58 7935 0,864 + 0,028
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