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Resumo
A medula espinhal é um elemento essencial do sistema nervoso central. Quando ocorre

a lesdo traumatica da medula espinhal (LTME) os processos regenerativos ocorrem de forma a
ndo restruturar as func@es que lhe sdo atribuidas, originando perda de funcdo motora e sensorial.

A engenharia de tecidos aponta para desenvolver novos progndsticos para esta patologia
restituindo as funcdes originais da medula espinhal. Uma das estratégias ja conhecidas para
regeneracdo de tecidos € a incidéncia de estimulos elétricos para adesdo e orientacdo aquando
do crescimento celular.

Neste estudo foi desenvolvido um compdsito de poli(vinilideno) (PVDF, do inglés,
polyvinylidene fluoride), uma estrutura coberta de pilares piezoelétricos que irdo através do
movimento gerar um sinal elétrico para as células neuronais na sua superficie. Este compdsito
tem também na sua constituicdo nanoparticulas superparamagnéticas, que vao permitir através
de um campo magnético 0 movimento dos pilares que, por sua vez, origina o impulso elétrico.
A este compdsito 4D foi adicionado um hidrogel de alginato de sddio oxidado covalentemente
ligado a proteinas RGD, um fator bioquimico que auxilia na fixac¢éo celular. O hidrogel tem a
caracteristica de se degradar a medida que as células proliferam e se diferenciam. Levando-as
a receber os estimulos elétricos aquando ja totalmente diferenciadas. Os compositos
magnetoelétricos (ME) tém a particularidade de gerarem corrente elétrica a partir de um
estimulo magnético permitindo que este estimulo seja incidido nas células ao mesmo tempo que
0 tecido regenera.

Vaérias técnicas foram utilizadas para estudar este sistema complexo, onde se denotou
mocao dos pilares por cisalhamento, a presenca da fase f em mais de 80% do composto, uma
percentagem de ferrites de 9,1%, e crescimento no ensaio de proliferacdo superior a 25%.

Através de uso de compositos eletroativos pretende-se melhorar e inovar este
tratamento, com uso de hidrogéis in situ e interacGes elétricas ndo invasivas, aumentando a
viabilidade celular, bem como controlando a diferenciacdo e orientacdo do crescimento

neuronal apés o implante.

Engenharia de tecidos, Hidrogel, Impressdo 3D, Medula Espinhal, Piezoeletricidade



Abstract
The spinal cord is an essential element in the central nervous system. When traumatic

spinal cord injury (LTME, from the Portuguese Les@o Traumatica da Medula Espinhal) occurs,
regenerative processes occur in a way that does not restructure the functions assigned to it,
resulting in loss of motor and sensory function.

Tissue engineering aims to develop new prognoses for this pathology, restoring the
original functions of the spinal cord. One of the strategies already known for tissue regeneration
is the incidence of electrical stimuli for adhesion and orientation during cell growth.

In this study, a PVDF scaffold was developed, a structure covered with piezoelectric
pillars that will, through movement, generate an electrical signal for the neuronal cells on its
surface. This scaffold also has superparamagnetic nanoparticles in its constitution, which will
allow the movement of the pillars through a magnetic field, which, in turn, gives rise to the
electrical impulse.

To this 4D scaffold, a hydrogel of oxidized sodium alginate covalently linked to RGD
proteins, a biochemical factor that aids in cell attachment, was added to its surface. The
hydrogel has the characteristic of degrading as cells proliferate and differentiate. Leading them
to receive electrical stimuli when already fully differentiated. Magnetoelectric composites have
the particularity of generating electric current from a magnetic stimulus, allowing this stimulus
to be applied to the cells while the tissue regenerates.

Several techniques were used to study this complex system, which denoted motion of
the pillars by shear, the presence of the  phase in more than 80% of the compound, a percentage
of ferrites of 9.1%, and growth in the proliferation assay greater than 25%.

Through the use of electroactive scaffolds, it is intended to improve and innovate this
treatment, with the use of in situ hydrogels and non-invasive electrical interactions, increasing
cell viability, as well as controlling the differentiation and orientation of neuronal growth after

implantation.

Tissue engineering, Hydrogel, 3D Printing, Spinal Cord, Magnetoelectric composites
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Capitulo I: Introducao



1.1 Introducéo

O termo engenharia de tecidos foi usado pela primeira vez em 1984, numa publicacdo
que descreveu a organizacdo de uma membrana semelhante ao endotélio na superficie de uma
prétese oftalmica sintética de implante longo®. A origem do termo engenharia de tecidos e do
conceito como o conhecemos hoje pode ser atribuido ao pioneiro da bioengenharia Y.C. Fung
da Universidade da Califérnia em Séo Diego que liderou a apresentacdo de uma proposta mal
sucedida em 1985 para um prémio do Programa de Centro de Pesquisa em Engenharia sob o
titulo “Centro para a Engenharia de Tecidos Vivos”.2 A proposta foi apresentada novamente
em 1987 numa conferéncia, o que despoletou um forte interesse no conceito dentro da NSF
(National Science Foundation), e que levou a uma reunido especial sobre engenharia de tecidos
no outono de 1987 e depois em 1988, a primeira reunido cientifica formal deste campo
emergente. Nos dois anos seguintes, foram organizados um workshop e um simpdsio que o
ajudaram a estimular a literatura cientifica com este novo conceito?, que foi posteriormente
publicado num artigo de revisdo em 1993 por Robert Langer e Joseph Vacanti. Nessa altura, a
engenharia de tecidos foi descrita como uma nova area que aplicava os principios da biologia e
da engenharia no desenvolvimento de substitutos biologicos que tém como objetivo restaurar,
manter ou melhorar a fungdo de um 6rgéo/tecido.?

A partir de 1987, o numero de investigadores a trabalhar na area de engenharia de
tecidos cresceu substancialmente. Esse aumento deveu-se a entrada de investigadores recem-
formados no campo, mas também pelo facto de investigadores ja estabelecidos comecarem a
reconhecer as suas linhas de trabalho existentes como engenharia de tecidos. Para alem disso,
com o alargamento do tema abrangido desta area, campos adjacentes relataram avancos que
abordavam os principais desafios da engenharia de tecidos.

Atualmente, a engenharia de tecidos € um mercado com um valor estimado de 9,2 mil
milhGes de euros, com uma perspetiva de crescimento de 12% até 2030 *2. Esta divido nas
diferentes aplicacdes clinicas, nomeadamente: ortopédica e musculosquelética, neuroldgica,
cardiovascular, pele e tecido tegumentar, dentes, entre outros.

Apesar do rapido crescimento nos altimos 30 anos, a engenharia de tecidos ainda
enfrenta algumas barreiras que impedem a sua funcionalidade total nos tecidos vivos, assim,
novas estratégias emergentes sdo necessarias para fazer face aos obstaculos presentes, uma
delas é o uso de materiais ativos.

Os materiais ativos sao materiais que alteram as suas propriedades fisico-quimicas em
resposta a um estimulo externo especifico, seja ele uma variagao de temperatura, humidade ou

pH, a presenca de luz ou a aplicacdo de uma carga mecanica, campo elétrico ou magnético.



Assim, estes materiais caracterizam-se pela capacidade de, ndo s6 sentir 0 meio que 0s rodeia,
como também de responder a estimulos provenientes do mesmo. Estes materiais tém sido cada
vez mais usados na &rea da engenharia de tecidos, uma vez que estes podem fornecer diferentes
tipos de estimulos, dependendo do tipo de material usado, como por exemplo estimulos
elétricos e mecanicos. Esta abordagem tem demonstrado ser muito promissora, nomeadamente
para aplicacdo em tecidos e/ou 6rgdos que no corpo humano estdo sujeitos a este tipo de
estimulos, nomeadamente o 0sso, musculo esquelético e cardiaco, e também os neurénios.*

As células do sistema nervoso sdo conhecidas pela sua capacidade de comunicacao
através de estimulos elétricos e quimicos. Isto ocorre tanto entre neur6nios como entre 0s nervos
e as células musculares. Estimulos elétricos podem percorrer toda a extensdo do corpo em
menos de um segundo, induzindo contragdo muscular ou causando a libertacdo de substancias
para regular fungbes corporais. E, portanto, um fator importante e constante na comunicagao
entre o organismo e na fungéo e desenvolvimento dos neuronios. Uma vez que eles reagem
responsivamente a estimulos elétricos circundantes e direcionados, a abordagem de um
composito capaz de recriar um microambiente elétrico que forneca estes estimulos aparenta
tornar-se em algo promissor.

Assim, neste estudo, pretende-se desenvolver um compdésito ME (transforma um
estimulo magnético num elétrico e vice-versa) para a proliferacdo de neurdnios e

posteriormente para a regeneracdo da medula espinhal.

1.2 Objetivos

O objetivo desta tese foi desenvolver um compdésito ME biocompativel para reparacéo
e regeneracdo da medula espinhal. Este composito ird ser coberto com um hidrogel de
degradacdo rapida para auxiliar a adesdo durante a proliferacdo dos neurdnios. Apos a
degradacdo do hidrogel, e durante a diferenciacdo, os neurénios estardo em contacto direto com
o compésito ME, recebendo os estimulos elétricos diretamente. Todos os materiais utilizados
terdo de ser biodegradaveis ou biocompativeis, bem como os subprodutos de degradacédo. Para

alcancar este objetivo, sera necessario:

Desenvolver e caracterizar um novo tipo de compdsito com pilares e nanoparticulas de
FesO4 por impressdo 3D, para estimular as células neuronais. Caracterizar as amostras
desenvolvidas quanto & sua magnetizagdo, resisténcia mecéanica, hidrofilicidade, composicdo

quimica, absorcdo e finalmente os ensaios celulares.


https://www.infoescola.com/biologia/sistema-nervoso/
https://www.infoescola.com/sistema-nervoso/neuronios/
https://www.infoescola.com/fisiologia/contracao-muscular/

Sintetizar e caracterizar um hidrogel de alginato de s6dio oxidado com fatores

bioquimicos para ajudar na proliferacdo e adeséo celular.

Testar a citotoxicidade do compdsito desenvolvido e a sua influéncia em ensaios de
proliferacdo celular.

Segundamente, foi sintetizado um hidrogel de alginato de sddio oxidado, e ligado
covalentemente a fatores bioquimicos de adeséo celular. O objetivo do hidrogel € melhorar a
adesdo e viabilidade celular na fase de proliferacdo dos neurénios, para que apos esta fase, o
hidrogel degrade e 0s neurdnios estejam em contacto com o compoésito ME e recebam os

estimulos elétricos para auxiliar e promover a diferenciacao.

1.3 Estrutura da tese

A tese esta dividida em 5 capitulos.

O primeiro capitulo contém uma contextualizacdo do tema e do problema em questéo,
0s objetivos e a estrutura da tese.

No segundo capitulo aborda-se a constituicdo e as varias etapas da LTME, bem como
uma introducdo a engenharia de tecidos e as diversas estratégias nesta area para recuperar 0s
tecidos totalmente ou parcialmente danificados. Contém também temas como a
piezoeletricidade, 0 magnetismo de nanoparticulas, funcionamento de biorreatores e o estado
de arte de atuais solucdes para a regeneracdo da medula espinhal.

O terceiro capitulo contém a descricdo dos materiais e métodos utilizados para a sintese
e caracterizacdo dos varios componentes do compdsito criado. Contém também a explicacao
tedrica de cada método e o processamento dos dados que serdo depois apresentados no proximo
capitulo.

No quarto capitulo, sdo apresentados os resultados obtidos a partir da caracteriza¢do dos
materiais e dos ensaios celulares. Para alem disso, estes resultados sao discutidos e comparados
com o conhecimento pré-existente na literatura.

O quinto capitulo finaliza com a conclusdo de todo o trabalho realizado, bem como a

sugestdo de continuacdo do projeto em trabalho futuro.



Capitulo Il: Enguadramento
teorico



2.1 Sistema Nervoso: Medula espinhal

A medula espinhal esté inserida no interior da coluna vertebral sendo um componente
fundamental do sistema nervoso central. E uma estrutura cilindrica alongada que se estende
desde o nivel do forame magno, através do canal vertebral, até a borda superior da primeira ou
segunda vértebra lombar.®

A coluna vertebral esta dividida em: 7 vertebras cervicais, 12 torécicas, 5 lombares e 5
sacrais, sendo finalizadas pelos 0ssos coccigeos, comumente denominado de coccix.®
A medula espinhal tem uma superficie relativamente lisa com fissuras longitudinais nas faces
anterior e posterior, percorridas por 31 emanac0es laterais regulares de pares de nervos dos dois
lados da medula espinhal, designados de segmentagdes.

A coluna vertebral apresenta apenas 30 veértebras interforaminadas. As segmentagdes
estdo presentes entre cada vértebra, no final do coccix e na parte superior do atlas.> O nimero
de vertebras e segmentos da medula s&o iguais nos niveis toracico, lombar, sacral e coccigeo,

mas, em vez dos sete esperados, s&o oito segmentos na coluna cervical (Figura 1).

First cervicalcord
segment —

- First cervical
vertebra

First thoracic cord —

segment " First thoracic
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First sacral cord " First sacral vertebra
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FIGURA 1 - VISAO LATERAL DA MEDULA ESPINHAL AO LONGO DAS VERTEBRAS DA COLUNA.?

Existem duas regibes da medula espinhal que sdo aumentadas fusiformemente: a
cervical e a lombar. Estas regides sdo as que contém mais matéria cinzenta na medula espinhal,

devido ao maior nimero de nervos necessarios para inervar os musculos. O alargamento



cervical d& origem ao plexo braquial, que atende os membros superiores, enquanto o
alargamento lombar da origem ao plexo lombossacral, que tem a sua distribuicdo nos membros
inferiores. O aspeto distal do corddo tem uma redugdo da sua espessura numa forma conica
chamada connus medullaris (Figura 2) abaixo do alargamento lombar, e o filium terminale
desce da ponta do cone. Abaixo do nivel da segunda vértebra lombar, onde termina a medula,
as raizes nervosas continuam caudalmente e saem pelos forames intervertebrais. Este

aglomerado descendente de raizes nervosas é denominado cauda equina.?
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FIGURA 2 - VISAO ANTERIOR DA MEDULA ESPINHAL AO LONGO DAS VERTEBRAS DA COLUNA.2

Uma vista transversal da medula espinhal demonstra uma matéria cinzenta em forma de
'H' cercada por uma substancia branca (Figura 3). A matéria "H" cinzenta é constituida por
células nervosas, axdnios e dendritos, enquanto a matéria branca consiste em tratos axonais
mielinizados e ndo mielinizados que percorrem longitudinalmente.

Existem seis colunas, ou funiculos, cada uma contendo os tratos motores ascendentes,
sensoriais e descendentes. Essas colunas - os funiculos anterior, lateral e posterior - sdo
separadas lateralmente pelos sulcos postero-laterais e antero-laterais, ou sulcos, anteriormente

pelo sulco mediano anterior e posteriormente pelo sulco mediano posterior.?



Existe proporcionalmente mais massa cinzenta nas se¢oes lombossacrais porque a maior
massa muscular nas extremidades inferiores requer maior inervagdo.? Em contraste, ha muito
mais matéria branca vista em cortes cervicais devido a presenca de fibras de conexdo que
abrangem todo o corddo, ligando todas as regides do corpo com o cérebro. A substancia branca
da regido lombossacra contém apenas fibras que atendem a extremidade caudal do corddo. Um
exame atento da substancia cinzenta mostra que ela é dividida em dez se¢fes chamadas Iaminas
de Rexed. As laminas posteriores desempenham um papel integral na rececdo e modulagéo

sensorial, enquanto as laminas anteriores ajudam a inervar os masculos.®
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FIGURA 3 - CORTE TRANSVERSAL DA MEDULA OSSEA.?
A medula espinhal esta protegida por 3 membranas, sendo estas: dura-mater,

araquenoide, e pia mater, organizadas da mais exterior para a mais proxima da medula.?

2.2 Lesdo traumatica da medula espinhal

A Lesdo traumatica da medula espinhal (LTME) é uma doenca traumatica desafiante
gue na maioria dos casos leva a perdas de fungbes motoras e sensoriais permanentes. Esta é
uma doenca dificil de tratar devido & presenca de miltiplos mecanismos secundarios.®

A LTME é caracterizada por um impulso traumatico inicial resultando numa leséo
mecanica nas membranas das células neuronais e da glia, rutura microvascular, desregulacdo
idnica e sinalizagdo pro-apoptdtica.! De seguida, é iniciada uma cascata de lesdes secundarias
que causam danos permanentes adicionais e disfuncdo neuroldgica. As lesdes secundarias séo
divididas temporalmente em aguda, subaguda, intermédia e fase crénica. Durante a fase aguda

(Figura 4a), a hemorragia e a disrupgédo da barreira hemato-espinhal expdem a medula a um



rapido influxo de células inflamatoérias (como por exemplo, neutrofilos, macréfagos, etc.) e
citocinas. A morte celular necroética liberta trifosfato de adenosina (ATP, do inglés adenosine
triphosphate), ibes de potassio e DNA no microambiente circundante, ativando a microglia a
libertar citocinas pro-inflamatdrias adicionais e recrutar células inflamatorias periféricas. 0!
Os fagocitos eliminam os residuos rapidamente, mas durante o processo, estes geram produtos
citotoxicos, como espécies reativas de oxigénio (ROS do inglés reactive oxygen species) e
nitrogénio, que produzem lesdes celulares adicionais pela oxidacdo de proteinas, lipidos e
DNA.*?
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FIGURA 4 — LESAO TRAUMATICA DA MEDULA ESPINHAL: (A) FASE AGUDA (NAS PRIMEIRAS 48 HORAS);
(B) FASE SUBAGUDA (ENTRE 0OS 2 E 0S 14 DIAS); E (C) FASE INTERMEDIA (ENTRE OS 14DIAS E OS 6
MESES) E CRONICA (APOS 0S 6 MESES).*?

Durante a fase subaguda (Figura 4b), o edema progride, comprometendo o sistema
vascular. As infiltragdes de células inflamatorias aumentam a area de necrose, gerando
microcavidades cisticas a medida que as células e a arquitetura extracelular da medula s&o
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danificadas. A morte dos neuronios e a falha na recaptacéao pelos astrocitos causam acumulagéo
de glutamato no compartimento extracelular e excitotoxicidade dos neurdnios proximos. A
desregulacdo do calcio, inflamacdo e isquemia continua, adicionando-se ciclicamente ao
microambiente citotoxico.*?

As fases intermédia e crénica da LTME (Figura 4c) sdo caracterizadas pela dindmica
remodelacdo vascular, alteracbes na composicdo da matriz extracelular e reorganizacdo dos
circuitos neuronais locais e distais. A perda substancial do volume celular leva a criacdo de
Vacuo que por sua vez gera a formacdo de microcavitacdes cisticas, que coalescem e se tornam
uma barreira significativa a regeneracdo, migracdo celular e crescimento de axonios.®* Na
regido perilesional, os astrécitos proliferam e entrelacam as suas ramificagdes na tentativa de
conter a zona lesionada, tornando-se um potente inibidor da regeneracdo®3. Astrdcitos, pericitos
e ependimdcitos geram depdsitos densos de proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPG do
inglés chondroitin sulfate proteoglycans) como parte da cicatriz fibrosa, que se ligam a
recetores leucocitarios relacionados ao antigeno comum, como a proteina tirosina fosfatase
(PTP do inglés protein tyrosine phosphatase).'? Isto ativa a GTPase RhoA e Rho associado a
proteina quinase (ROCK), levando ao cone de crescimento axonal, colapso e falha
regenerativa.'?

De uma perspetiva sistémica, as lesbes cervicais e toracicas altas podem produzir
insuficiéncia respiratdria e perda da inervacdo simpatica cardiovascular, levando a hipotensao
profunda.}*® Isto pode agravar ainda mais a isquemia a medula. Além disso, a perda de
inervacdo simpética aos oOrgaos linfaticos pode induzir uma imunodeficiéncia secundaria,

denominada paralisia imunoldgica, que aumenta a suscetibilidade dos pacientes a infe¢oes. 2

2.3 Intervenc0es terapéuticas na lesdo traumatica da medula espinhal

Existem vérias abordagens para o tratamento da LTME, sendo a principal a cirdrgica
gue consiste numa cirurgia para remocao de destro¢os e fluidos que poderiam agravar a pressao
mecanica no local do trauma e assim aumentar a inflamacdo na medula, desta forma previne ou
reduz as reagBes em cascata, diminuindo o volume da lesdo.'® Outra abordagem é o uso da
metilprednisolona, um farmaco com propriedades anti-inflamatdrias que ird reduzir a ativacao
de macrofagos no local, e assim promover a reducdo da inflamacdo e aumentar a sobrevivéncia
neuronal.®® Outros farmacos também ja alcangaram os estudos clinicos, como é o caso da
minociclina, um antibiotico que reduz a apoptose dos oligodendrocitos e da microglia,

aumentando a regeneracéo neuronal.3! Todos estes métodos de tratamento visam a diminuigio
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do agravamento da lesdo e uma melhoria na recuperacdo. No entanto, a regeneracdo completa
da medula espinhal apenas € visionada pela engenharia de tecidos, com um desenvolvimento
crescente de artigos publicados, desde o inicio dos anos 2000. Esta abordagem visa a
regeneracdo total de qualquer tecido através do uso de scaffolds, associadas ou ndo a células
estaminais, matrizes extracelulares (MECs) sintéticas ou extraidas de outros organismos,
hidrogéis funcionais com capacidade de libertar fatores de crescimento, ou agentes de
diferenciacio, entre outras estratégias.” Sendo esta a terapia com mais potencial, esta sera
descrita nos capitulos seguintes.

2.4  Engenharia de tecidos

Desde o seu surgimento em meados da década de 1980, a engenharia de tecidos
continuou a evoluir num campo multidisciplinar com o objetivo de desenvolver substitutos
bioldgicos para restaurar, substituir ou regenerar 6rgaos e/ou tecidos defeituosos.®

A engenharia de tecidos apresenta 3 componentes gerais: células reparadoras que podem
formar uma MEC funcional; um scaffold apropriado para transplante e suporte; e moléculas
biorreativas, tais como citocinas e fatores de crescimento que irdo apoiar e orientar a formacao
do tecido desejado. Esses trés componentes podem ser usados individualmente ou em

combinacgéo para regenerar 6rgdos ou tecidos.

2.4.1 Propriedades dos scaffolds

Intuitivamente, o melhor scaffold para um tecido de engenharia deveria ser a MEC do
proprio tecido-alvo. Sendo este um sistema bastante complexo, o conceito contemporaneo de
scaffold na engenharia de tecidos passa por imitar parcialmente as funcbes da MEC nativa.
Assim, o scaffold ideal deveria apresentar funcées homologas as da MEC, sendo estas:

- A arquitetura: os scaffolds devem conter na sua estrutura espaco vazio para a
neovascularizacdo, formacdo e remodelacdo de novos tecidos, de modo a facilitar a integracédo
no tecido hospedeiro apos a sua implantacdo. Os biomateriais devem ser processados para dar
uma estrutura porosa suficiente para o transporte eficiente de nutrientes e metabolitos sem
comprometer significativamente a estabilidade mecanica do scaffold. Além disso, o0s
biomateriais também devem ser degradaveis apos a sua implantacdo a um ritmo temporal

compativel com a producéo da nova matriz pelo tecido em desenvolvimento.3®
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- A compatibilidade cito e tecidual: os scaffolds devem fornecer suporte para células
externas ou endogenas se fixarem, crescerem e diferenciarem durante a cultura in vitro e
implantacdo in vivo. Os biomateriais usados para produzir os scaffolds precisam de ser
compativeis com os componentes celulares dos tecidos projetados e com as células endégenas
no tecido do hospedeiro.®

- A bioatividade: os scaffolds podem interagir ativamente com 0s componentes
celulares dos tecidos projetados para facilitar e regular as suas atividades. Os biomateriais
podem incluir indutores bioldgicos, como ligantes de células, para aumentar a fixagdo, ou pistas
fisicas, como topografia, para influenciar a morfologia e o alinhamento celular. O scaffold
também pode servir como um veiculo de entrega ou reservatério para sinais estimulantes de
crescimento exdgeno, como fatores de crescimento para acelerar a regeneracdo. A este respeito,
0s biomateriais precisam ser compativeis com as biomoléculas e passiveis de uma técnica de
encapsulamento para uma libertagdo controlada das biomoléculas com bioatividade retida.®
Por exemplo, os hidrogéis sintetizados por cross-linking covalente ou iGnico podem armazenar
proteinas e liberta-las através de um mecanismo controlado denominada LCST (do inglés,
lower critical solution temperature) por avolumamento do hidrogel libertando o contetudo no
seu interior.%

- As propriedades mecanicas: os scaffolds devem fornecer estabilidade mecéanica e
definir a forma desejada do tecido. As propriedades mecanicas intrinsecas dos biomateriais
usados para scaffolds ou as suas propriedades de pos-processamento devem corresponder as do
tecido hospedeiro.’

-> Aatividade fisico-quimica: esta caracteristica é opcional, e corresponde aos materiais
que sofrem deformacédo sob acdo de um estimulo especifico ou que fornecem um estimulo
especifico sob forca mecanica e/ou deformacédo. Os estimulos podem ser pH, luz, temperatura,
corrente elétrica, entre outros.?

Existem quatro categorias principais de scaffolds para a engenharia de tecidos (Figura

5), que estdo apresentados de seguida:

- Scaffolds porosos para fixacao celular: Esta abordagem tem a sua disposicdo uma escolha
mais diversificada de biomateriais, desde 0s naturais aos sintéticos. Permite também a
incorporacdo de desenhos precisos na arquitetura e microestrutura do scaffold. Isto é
especialmente vantajoso para fazer tecidos de suporte de carga onde as propriedades mecanicas
sdo importantes.®®> No entanto, esta abordagem também apresenta certas desvantagens. Em

particular, esta técnica € demorada e ineficiente na capacidade de penetracdo das células no
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scaffold. Isto geralmente leva a uma distribuicdo heterogénea das células nas estruturas dos
tecidos alvo. Como resultado, é necessario adicionar outros processos, como agitacao, perfusao
e tamanho de poro ampliado no sentido de aumentar a eficiéncia da deposigéo e fixagao celular.
Este método apresenta uma baixa viabilidade celular e custo elevado.’

- MEC sem células, proveniente de tecidos alogénicos/xenogénicos: Esta abordagem remove
0s antigénios celulares alogénicos ou xenogénicos dos tecidos, de forma a evitar respostas
imunoldgicas ap6s a implantacdo, mas preservando os componentes da MEC, que séo
conservados entre as espécies e, portanto, bem tolerados imunologicamente.? As células s&o
extraidas através de métodos fisicos, quimicos e enzimaticos. De uma forma simples, as
membranas celulares séo lisadas por tratamentos fisicos, como ciclos de congelamento-
descongelamento ou solugdes idnicas, como solugdes hipotonicas ou hipertonicas, antes de
separar 0s componentes celulares da MEC por métodos enzimaticos, como tratamento com
tripsina e/ou EDTA. Os componentes citoplasmaticos e celulares nucleares serdo entdo
solubilizados e removidos por detergentes. A principal vantagem desta abordagem sdo as
propriedades mecanicas e bioldgicas mais proximas da natureza. Além disso, além da excelente
biocompatibilidade da MEC natural, os fatores de crescimento preservados na matriz sem
células podem facilitar ainda mais o crescimento e remodelamento celular. No entanto, a
disseminacéo de células em MEC sintética tambeém pode levar a uma distribui¢do heterogénea,
e uma remocao ineficiente de componentes celulares pode também desencadear reacBes imunes

apos a implantagdo.’

- Folhas de células com MEC auto-secretada: A engenharia de folha celular apresenta uma
abordagem em que as células secretam a sua propria MEC na confluéncia e sdo colhidas sem o
uso de métodos enzimaticos. Isto € feito através da cultura de células num polimero termo-
responsivo, como por exemplo uma placa de cultura revestida com poli(N-isopropilacrilamida)
até a confluéncia. A folha de células confluentes é destacada por regulacdo térmica da
hidrofobicidade dos revestimentos de polimero sem tratamento enzimatico. A formacdo de
folhas celulares requer que as células crescam numa confluéncia de alta densidade, de modo a
que as células possam formar juncdes estreitas umas com as outras e secretar MEC por si s0.
Outra vantagem da abordagem de engenharia de folha de células é que as camadas laminadas
estdo mais propicias a uma rapida neovascularizagdo, ao contrario do transplante de construcées
grossas com estruturas semeadas de células. Este é um processo de facil colheita, tem a

possibilidade de transplante sem sutura e até mesmo distribuicdo de células na folha sem
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problema de transferéncia de massa.?? No entanto, uma desvantagem desta abordagem é que é
dificil construir tecidos espessos, pois cada camada tem cerca de 30 um de espessura. Sao
necessarias, por exemplo 10 camadas para formar um implante miocardio de 300 pum de
espessura. 1sso € menos viavel clinicamente, pois multiplas cirurgias em pacientes sdo
improvaveis e, portanto, € necessaria a preparacdo de adesivos pré-formados. A outra limitacdo
da abordagem desta engenharia é que a construcdo de tecidos ricos em MEC e tecido
hipocelular, como o0ssos, cartilagem e disco intervertebral, é irrealizavel, pois a quantidade de

MEC secretada na confluéncia celular é severamente limitada.’

- Encapsulamento de células em matriz de hidrogel: O encapsulamento é um processo que
encarcera células vivas dentro dos limites de uma membrana semipermeavel ou dentro de uma
massa soélida homogénea. Os biomateriais usados para o encapsulamento sdo geralmente
hidrogéis, que sdo formados por cross-linking covalente ou i6nico de polimeros soliveis em
agua. O uso predominante deste material & para imunoisolamento durante o transplante de
células alogénicas ou xenogénicas. Para que o imunoisolamento funcione, os hidrogéis que
encapsulam as celulas precisam ser processados para se tornarem impenetraveis as células,
impermedveis a grandes moléculas como anticorpos e antigenos celulares, mas permeaveis a
nutrientes como oxigénio e glicose, metabolitos como dioxido de carbono e acido latico,
biomoléculas terapéuticas segregadas das células encapsuladas, como a insulina.’

Uma caracteristica importante do encapsulamento é que os biomateriais usados sejam
capazes de se auto-montar de monomeros liquidos a malha de polimero sélido apos a iniciacao
da reacdo, que geralmente é pH, temperatura, forca idnica ou luz controlada.’® Esta
caracteristica exclusiva combina a fabricacdo de scaffold e a fixacéo celular num procedimento
de uma etapa, pois as células podem ser misturadas com os biomateriais liquidos antes do inicio
da polimerizacdo. As vantagens desta abordagem sdo o simples procedimento de apenas uma
etapa, distribuicdo celular homogénea no hidrogel e excelente viabilidade celular.?* Além disso,
esta abordagem de auto-montagem permite a aplicacdo injetavel em que a polimerizacdo pode
ser iniciada ap0s a injecdo, levando a fixacdo do hidrogel apés este ser injetado nos tecidos
danificados. Isso representa uma abordagem minimamente invasiva da engenharia de tecidos e
é vantajosa quando o tecido tem formato irregular. Devido a caracteristica injetavel do scaffold,
esta abordagem € algumas vezes referida como scaffold injetavel ou engenharia de tecido in
situ. No entanto, os materiais de hidrogel nesta abordagem geralmente tém propriedades
mecanicas empobrecidas. Como resultado, esta abordagem de scaffold raramente é usada para

tecidos com funcgGes de suporte de carga.’
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FIGURA 5 — ESQUEMA DOS PRINCIPAIS TIPOS DE SCAFFOLDS USADOS EM ENGENHARIA DE TECIDOS’

2.4.2 Hidrogeis

Os hidrogéis sdo o estado intermediario da matéria entre os estados solido e liquido.
Este contéem estrutura de rede de percolacéo fibrilar tridimensional e uma grande quantidade de
solvente presa no seu interior. Mecanicamente, tem um comportamento de um solido e é
viscoeléstico por natureza.?®

Alguns exemplos de hidrogéis sao:
- Hidrogel de polimeros em cross-linking: Os hidrogéis de polimeros em cross-linking podem
ser quimicos, formados por ligacdes covalentes; podem também ser fisicos, formados por
interacdes ndo covalentes; e podem ser hidrogéis de polimero de rede dupla hibrida, onde os
géis hibridos sdo formados por processos quimicos e fisicos entre os componentes. Todos esses
tipos de géis tém diferentes aplicacGes, tanto do ponto de vista biomédico quanto tecnoldgico,

como memoria de forma, impressdo 3D, regeneragéo propria, entre outros.?

- Hidrogel de polimeros condutores: Os hidrogéis condutores sdo géis condutores idnicos e

eletronicos. Nos Ultimos anos, tem tido aplicacbes como coletores de energia a partir de
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diferentes estimulos, sensores artificiais de presséo, fotovoltaicos, bem como baterias de litio e

robotica.?®

- Hidrogel de polimeros naturais: Os hidrogéis de polimeros naturais, sdo reconhecidos pelo
seu comportamento de gelificacdo de varios polimeros de carboidratos, como é o exemplo da
celulose e do quitosano. Na presenca de diferentes solventes, ides, nanoparticulas, estendem as
suas aplicacdes na libertacdo direcionada de farmacos, engenharia de tecidos, regeneracéo de

cartilagem e adesdo celular, entre outros.?

2.5 Biomateriais eletroativos e biorreatores

Biomateriais eletroativos, podem ser polimeros, hidrogéis ou scaffolds com capacidade
de conduzir um impulso elétrico. Estes materiais eletroativos podem ser projetados para
responder racionalmente sob um estimulo elétrico, disparando excelentes propriedades
adequadas para aplicacBes biomédicas.?® Estes podem ser usados para estimular células no
contexto da engenharia de tecidos, fornecendo corrente elétrica;?"?®2° mimetizar musculos
convertendo energia elétrica em energia mecénica por meio de uma resposta eletromecanica;*
administrar farmacos alterando a sua configuragdo interna sob um estimulo elétrico;>® e
apresentar comportamento antimicrobiano devido a conducdo de eletricidade, impedido a
formac&o de biofilmes.!

Os biorreatores séo dispositivos que tem um controlo rigoroso sobre o ambiente em
processos biolégicos ou bioquimicos e uma monitorizacdo controlada. Estes tém sido usados
na fermentacao, tratamento de aguas, processamento de alimentos e producéo de farmacos, mas
a partir de 1980 comecaram também a ser usados com células animas, para producéo de vacinas,
0 que levou a progressdo de culturas mais complexas. Os biorreatores regulam através de
estimulos fisicos ou bioquimicos in vitro a diferenciacdo direcionada, a producdo de MEC, para

um desenvolvimento celular robusto antes da implantagdo do scaffold.?

2.5.1 Polimeros eletroativos

Piezoeletricidade € uma palavra originaria do grego piezen que significa pressdo. Este
efeito piezoelétrico foi primeiramente documentado pelos irmaos Curie em 1880. E espectavel

que cerca de 30% dos materiais disponiveis no mundo possuam piezoeletricidade.*
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Polimeros eletroativos sdo que exibem mudanca no tamanho ou forma quando
estimulados por um campo elétrico. Uma propriedade caracteristica tipica destes polimeros é
que estes podem sofrer uma deformagéo substancial enquanto sustentam grandes forgas. 334

Estes podem ser divididos em polimeros eletroativos dielétricos e polimeros eletroativos
ionicos. Os polimeros eletroativos i6nicos funcionam através da movimentacdo dos iGes no
interior do polimero que, em alguns casos pode igualmente levar associada uma modificacao
mecanica do material (variacdo da rigidez ou deformacdo do material). Alguns exemplos sdo o
fluido eletrorreoldgico®®, polimero metal i6nico®’ e gel responsivo a estimulos.®®

Os polimeros eletroativos dielétricos funcionam através das forcas eletrostaticas entre
dois elétrodos que comprimem o polimero, gerando assim alteracdo da sua forma, esta
engenharia permite que o polimero se comprima em espessura e expanda em area aquando sob
acdo de um campo elétrico. Alguns exemplos deste tipo de engenharia sdo os polimeros
ferroelétricos'®, polimeros de enxerto eletrostrictivo®, polimeros cristalinos liquidos® e
polimeros piezoelétricos.

Os polimeros piezoelétricos estdo a ganhar uma grande importancia devido ao seu
enorme potencial de aplicacdo na area biomedica, geracdo e armazenamento de energia,
monitorizacao e controlo, entre outras.

De todos os polimeros piezoelétricos aquele que tem atraido mais atencdo da
comunidade cientifica, tecnolédgica e industrial ¢ o PVDF devido as suas boas propriedades
mecanicas, baixo preco, resisténcia a solventes, acidos, calor e radiacdo. No entanto, as suas
carateristicas diferenciadoras mais relevantes, comparativamente com outros polimeros sdo a
sua elevada resposta dielétrica, piezoelétrica, piroelétrica (criacdo de um potencial elétrico
quando submetido a uma variacdo de temperatura) e ferroelétrica (polarizacdo espontanea que
pode ser invertida com a aplicacdo de um campo elétrico externo) o que lhe confere um elevado
interesse cientifico e tecnologico.

Este polimero plastico, existe em 5 diferentes conformac@es, sendo as 3 seguintes as
mais abundantes: alfa, beta e gama. representadas na Figura 6.

As diferentes conformac@es da cadeia deste polimero estdo projetadas em zigue-zague
num plano totalmente trans (TTTT) para a fase a, num plano TGTG (trans-gauche-trans-
gauche), para a fase g e num plano T3GTsG para a fase A.*° Assim cada cadeia, dependendo da
fase cristalina em que esta orientada, possui um momento dipolar com orientacéo e intensidade
diferente. Aqui a fase {3, apresenta um maior momento dipolar por unidade de polimero com o

valor igual a 8x1073°Cm (Coulomb-metro).**
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FIGURA 6 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA CONFORMAGAO EM CADEIA DAS FASES ALFA, BETA E
GAMA DO PVDF.%

O PVDF gera um potencial elétrico quando deformado mecanicamente (e vice-versa)
assim é importante que o estimulo mecénico seja fornecido de alguma forma. Para evitar o
agravamento da lesdo e como o paciente com a LTME estara imobilizado, um estimulo de forma

indireta serd o mais favoravel. Desta forma, o estimulo magnético podera ser a solucéo.

2.5.2 Compositos magnetoativos

Um composito magnetoactivo € um material com inclusdo de particulas magnéticas
numa matriz (filme, gel ou outro tipo de scaffold), que permite, dependendo das caracteristicas
dessas particulas, a ativacdo atraves de campos magnéticos, de uma resposta mecanica
denominados magnetomecanicos; de variacbes de dureza/viscosidade denominados
magnetoreoldgicos; de movimentos ionicos denominados magnetoionicos; de variagdes de
condutividade denominados magnetoresistivos; de variacdes de temperatura; denominados
magnetotérmicos ou da geracdo de potencial eléctrico denominados magnetoelétricos.®* Mas
como funciona o magnetismo das nanoparticulas?

Quando o dominio das particulas diminui abaixo do didmetro critico, a coercividade
dessas particulas torna-se zero e essas particulas tornam-se superparamagnéticas. O
superparamagnetismo € influenciado por efeitos térmicos, e, por isso, quando nas particulas
superparamagnéticas, as flutuacGes térmicas sdo fortes o suficiente para desmagnetizar
espontaneamente um conjunto previamente saturado, essas particulas perdem a coercividade
nula e ndo tém histerese magnética. As nanoparticulas superparamagneticas magnetizam-se na
presenca de um iman/campo magnético externo, mas revertem para um estado ndo magnetizado
quando o iman/campo magnético externo € removido. Isso evita um comportamento “ativo”

das particulas quando ndo ha campo aplicado. Como os Oxidos de ferro (Fez0.) é o mais
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magnético de todos os minerais naturais da Terra, sendo por isso amplamente utilizado na forma

de nanoparticulas superparamagnéticas para todos os tipos de aplicacdes bioldgicas.*

(a) No applied magnetic field ( b)
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FIGURA 7 — COMPORTAMENTO DAS NANOPARTICULAS DE FERRO E SUPERPARAMAGNETICAS NA
PRESENCA E AUSENCIA DE CAMPO EXTERNO A) REPRESENTAGCAO GRAFICA DA COERCIVIDADE EM
RELACAO AO TAMANHO DA NANOPARTICULA*

Como se pode observar na figura 7a), na auséncia de um campo magnético externo, 0s
dominios de uma nanoparticula ferromagnética e superparamagnética encontram-se
desalinhados. Quando o campo é aplicado o momento magnético das nanoparticulas
superparamagneéticas e ferromagnéticas de dominio Unico alinham-se com o campo aplicado.
Quando voltamos a remover 0 campo magnético, as nanoparticulas ferromagnéticas mantém
uma magnetizacao liquida, enquanto que as nanoparticulas superparamagnéticas ndo exibem
magnetizacdo liquida devido a rapida reversdo do momento magnético. Na figura 7b) também
é possivel observar a relacdo entre o tamanho das nanoparticulas e as estruturas do dominio
magnético. Ds e Dc representam os limites do superparamagnetismo e de tamanho critico,
respetivamente, ou seja, a partir do qual a particula deixa de ter um Gnico dominio e o tamanho
em que passa a conter multiplos dominios que se mantém uns aos outros na auséncia de campo

externo.
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2.6  Estratégias de engenharia de tecidos para regeneracdo de medula
espinhal: Estado de arte.

Os implantes de biomateriais tém como funcdo reparar ou substituir a estrutura
anatémica de tecidos ausentes ou danificados por meio das caracteristicas morfologicas dos
biomateriais contendo moléculas bioldgicas.

Alguns exemplos de polimeros piezoelétricos biodegradaveis sdo polimeros de origem
natural como o colagénio, celulose, quitina, quitosano, fibrina e amilose. No entanto, o
coeficiente piezoelétrico destes polimeros atinge no seu limite 2 pC/N. Para aumentar este
estimulo, polimeros sintéticos sdo também uma opcdo, como por exemplo o PVDF e o
Poli(fluoreto de vinilideno-trifluoroetileno) (P[VDF-TrFE]. Estes polimeros eletroativos
dielétricos demonstraram resultados promissores sob a forma de fibras in vitro*e in vivo*; assim
como aplicacdo de filmes onde foram estimulados por oscilagio®® ou por ultra-sons*’ in vitro.
Estes materiais sdo pouco citotoxicos e apresentam um coeficiente piezoelétrico de 24 pC/N e
38 pC/N para o PVDF e o0 P(VDF-TrFE), respetivamente.

O PVDF e o0s seus co-polimeros estdo amplamente estudados, filmes de PVDF
revestidos com Poly-D-Lysine (PDL), e estimulados com 50 Hz de oscilagdo, demonstraram
um aumento de 116% no numero de ramificaces de neurites, em células PC12, os nimeros de
terminais e processos também aumentaram 84 e 79%, respetivamente.*® Fibras de P(VDF-
TrFE) revestidas com matrigel demonstraram um maior niamero de células, neurites mais longas
e maior mielinizacdo, em células de Schwann (SCs) e explantes do ganglio da raiz dorsal
(DRG).*?

Estudo de micropilares de PVDF ndo foram encontrados em literatura, pelo que é uma
morfologia inovadora nesta area.

Nanoparticulas também sdo conhecidas por aumentar o efeito magnetoelétrico de
diferentes polimeros.*® Nanoparticulas de 6xido de ferro demonstraram resultados na destruicéo
de biofilmes em bactérias, estas, conseguem penetrar nos biofilmes, enquanto os antibi6ticos
n&o, sob um campo magnético para destruir e matar bactérias.*® Estas podem ser interiorizadas
no interior de polimeros plasticos®™ ou hidrogéis®® e gerar microambientes eletroativos para
células musculares, esqueléticas®

A combinacdo destas particulas com PVDF e P(VDF-TrFE) ja foi realizada mas para

outras morfologias® onde se demonstrou que € possivel fornecer estimulos mecanoelétricos as
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células, como por exemplo células-tronco mesenquimais’ e pré-osteoblastos”™ com
crescimentos acima dos 25%.

Apesar do progresso no uso de nanoparticulas nos ultimos dois anos, o verdadeiro
potencial das aplica¢Ges das nanoparticulas na resolucdo dos problemas atuais em engenharia
de tecidos ainda ndo foi realizado.*®

O objetivo de um scaffold é unir a medula espinhal danificada para que os pacientes
possam recuperar a funcdo motora e sensorial. Existem ja véarios estudos de matrizes
poliméricas direcionadas para este sentido, nomeadamente:

- QL6: QL6 é um material natural, peptidico e biodegradavel com pH neutro, que é soltivel em
agua e se auto-monta numa conformacgdo semelhante a uma rede em escala nanométrica in vivo,
ou seja, € um material in situ. QL6 demonstra um efeito neuroprotetor na LTME e pode ser
administrado antes ou com células-tronco neuronais para aumentar a sobrevivéncia do enxerto,
reduzir a inflamacdo e a cicatriz glial e melhorar a fungdo motora em modelos de pequenos
animais.?

- Hialuronano/metilcelulose: Hialuronano/metilcelulose (HAMC) é um polimero injetavel e
biodegradavel que é capaz de suportar o enxerto de células tronco neuronais e oligodendrdcitos
na LTME para aumentar a recuperacdo funcional. O polimero também pode ser modificado
para fornecer fatores de crescimento (por exemplo, PDGF-AA (fator de crescimento derivado
de plaquetas), pequenos péptidos ligantes (por exemplo, RGD, conhecido por aumentar a
adesdo celular?!) e farmacos degradantes da cicatriz glial (por exemplo, condroitinase ABC,
que ira catalisar as ligacdes de proteoglicanos de sulfato de condroitina CSPGs que sdo sobre
expressas pelas células da glia.?

Existem também estratégias de engenharia de tecidos ja em estudo clinico,

nomeadamente:

- INSPIRE—Neuro-Spinal Scaffold: O polimero é composto por poli(acido latico-glicélico)
covalentemente conjugado com poli-L-lisina e é projetado para favorecer interacdes célula-
material. Foi demonstrado que o scaffold do polimero com células-tronco neuronais melhora a
recuperacéo funcional em modelos de hemissecgdo de animais.

Um estudo clinico de fase Il avaliou a seguranca e a viabilidade da implantacédo deste scaffold
dentro das primeiras 96 horas ap0s a lesdo, ou seja, na fase aguda e subaguda. Foram denotadas
melhorias significativas na funcdo motora e sensorial, bem como desaparecimento da dor

neuropética.?®
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- NeuroRegen scaffold de apo-colagénio de bovino: Um scaffold natural xenogénico,
preparado através da aponeurose de bovino para formar filamentos, folhas ou tubos para
crescimento neuronal, com boa biocompatibilidade e direcionamento de crescimento dos
axoénios.®
Este scaffold foi implantado com células-tronco mesenquimais (MSC do inglés mesenchymal
stem cells) num estudo clinico de fase 1l com 8 pacientes na fase cronica da LTME, ou seja,
com mais de 6 meses ap6s a lesdo. 1 ano apds a implantagdo do scaffold, foi verificada uma
expansdo da &rea sensorial e motora, nomeadamente atividade dos dedos, aumento da
estabilidade do tronco, sensagdo de defecacéo e recuperacéo da funcdo neural auténoma.?°
Através desta analise bibliogréafica, verificou-se que existem estudos que confirmam a
adequabilidade dos estimulos provenientes de materiais eletroativos na modulacdo do
comportamento de células. No entanto, ndo foram encontradas informacgdes relativas a
aplicacdo de estimulos MEs através de micropilares. Por isso, o principal foco desta dissertacdo
é 0 desenvolvimento de uma plataforma ativa com estimulos gerados pelos micropilares e

verificar se estes podem auxiliar a regeneracdo saudavel de neurdnios.
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Capitulo I11: Materiais e
Metodos



3.1 Producéo dos pilares

3.1.1 Impressdo 3D dos moldes dos scaffolds

Foram desenvolvidos trés modelos 3D para os moldes do scaffold com o uso do software
Autodesk Fusion 360, Prusa Slicer 2.4.1. Os parédmetros do ficheiro G-code para as grelhas,
incluiam uma altura de 1,5 mm, com uma densidade de preenchimento de 20%. Os micropilares
foram contruidos com um filamento de Polivinil &lcool (PVA, Verbatim) na Original Prusa i3
MK3S+ 3D printer com um bocal de 0.25 mm para as grelhas e de 0.4 mm para as restantes
pecas. Foi construida também uma caixa de reforco de poli-acido latico (PLA do inglés Poli-
Lactic Acid) para dar resisténcia a estrutura dos moldes. As pecas construidas, dispostas na

Figura 6, foram montadas manualmente no molde final.

Ficheiros G-code Pilares
Impressao 3D Infegao V Dissolucdo
o )Eél —
Modelos de PVA v Mantagein dosiioldes

] ~

FIGURA 8 — ESQUEMA DE SINTESE DOS PILARES DE PVDF

3.1.2 Sintese dos pilares eletroativos com e sem Fe3O4

Micropilares de controlo:

Para a escolha do melhor polimero foram feitas trés tentativas: a primeira com PLLA
(Merck) numa concentracdo de 10% em Diclorometano (DCM, Fisher Chemical), fabricado da

seguinte forma:
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Foi dissolvido PLLA (Merck) numa concentracdo de 10% em DCM. sob agitacdo
magnética (200 rpm) durante 3 horas. Apos a dissolucdo total do polimero, este foi injetado
dentro dos moldes com o auxilio de uma seringa de plastico de 10 mL, com uma agulha de
didmetro interno de 0.16 mm (Nordson, EFD). Apoés verificar a polimerizacdo do composto,
estes foram colocados num gobelé de 1 L com &gua, durante 48 horas para a dissolucdo do
PVA. Os moldes foram retirados da caixa de reforgo com um bisturi e uma pinca, e deixados a
secar & temperatura ambiente. (Figura 8).

Na segunda tentativa foram usados os polimeros PLLA (Merck) e Estireno-Etileno-
Butileno-Estireno (SEBS do inglés Styrene-Ethylene-Butylene-Styrene, CHIYUAN) em
fracdes 1:1, numa concentracdo de 10% de DCM, com o mesmo procedimento descrito acima;

Para a ultima tentativa, foi utilizado o PVDF 6010 (Solvay) em dimetilformamida
(DMF, Fisher Chemical) sob agitacdo magnética (200 rpm) durante 3 horas, apds o polimero
estar dissolvido, seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito acima.

Micropilares magnéticos: Foram dispersas primeiramente as ferrites ferromagnéticas

(Fe30s4, Nanostructured & Amorphous Materials Inc.) em DMF numa concentracdo de 0.01
g/mL, e colocadas num sonicador durante 90 minutos. De seguida, foi adicionado o PVDF com
uma concentracdo de 0.15 g/mL, e a amostra foi agitada mecanicamente durante 7 horas. Apés
este processo foi realizada a injecdo nos moldes, dissolucdo do PVA e o processo de secagem,

como descrito anteriormente para as amostras de PVDF.

3.2 Producéo do hidrogel
3.2.1 Oxidacéo do Alginato de Sddio

Preparou-se 100 mL de uma solucéo de alginato de sodio (Fisher Chemical) 1% (w/v).
A essa solucao foram adicionados gota a gota de uma solucdo de periodato de sddio (Sigma-
Aldrich) [0,5M], perfazendo um volume total de 5 mL, sob agitacdo e auséncia de luz. Apds 24
horas, foram adicionados 2 mL de etilenoglicol (Sigma-Aldrich) para cessar a reacdo. Apés 2
horas, a solucdo foi colocada em bolsas de dialise e a agua foi substituida varias vezes ao longo

de 3 dias. A solucao foi por fim colocada a -80 °C e apds uns dias, liofilizada.
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3.3 CaracterizacOes dos materiais

3.3.1 Microscopia eletrénica de varrimento

O microscépio eletronico de varrimento (SEM do inglés scanning electron microscopy)
é constituido por uma fonte de eletrdes, lentes eletromagnéticas e um detetor de eletrbes
secundarios. Usa um feixe de eletrdes em vez de luz, que é focado na amostra através das lentes
eletromagnéticas que ird incidir na amostra. A amostra, por sua vez, emite eletrfes secundarios
que sdo detetados quantitativamente. O nimero de eletrdes emitidos depende da topografia da
amostra, assim com as varia¢es no nimero de eletrbes detetados é possivel construir o perfil

topografico®® (Figura 9).

Microcépio Eletrénico de

Varrimento
Emissor de eletroes @
N
Anodo y A
Feixe de eletroes
Lentes : = ‘
electromagnéticas e ‘ Detetor

Amostra é

FIGURA 9 - IMAGEM ILUSTRATIVA DA CONSTITUICAO DO MICROSCOPIO ELETRONICO DE
VARRIMENTO.?

As amostras foram preparadas com revestimento de ouro com cerca de 20 nm de
espessura numa Quorum Emitech K550 Sputter Coater. De seguida, foram visualizadas no
equipamento Hitachi S-4800 SEM com uma voltagem de 15 kV nas diferentes ampliacoes.

Procedeu-se depois as medi¢des dos pilares através do programa ImageJ.
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3.3.2 Goniémetro de angulo de contato

O Goniometro mede a hidrofilicidade da amostra. Esta técnica consiste na deposi¢do de

uma gota de &gua ou outro solvente sob a superficie dos pilares. A gota depositada forma uma
semiesfera, e 0 angulo entre esta semiesfera e a superficie dos pilares (0) é detetado pela cdmara
do gonidmetro. Se 6 < 90° é considerado um material hidrofilico, se for 6 > 90° é hidrofobico.

Quatro micropilares de PVDF foram colocados sob a base do goniémetro (OCA 15EC,

Neurtek), o desenvolvimento da gota com 10 uL de agua desionizada foi registado ao longo de

5-10 segundos e depois capturada a imagem com o Ossila Contact Angle software.

3.3.3 Teste de Absorcgéo

O proposito final dos pilares € a cultura celular, por isso é importante perceber se
existem alteragOes significativas nas suas dimensdes apos a submerséo. Para isso foi realizado

um teste de absorcédo (Figura 10).
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FIGURA 10 - IMAGEM ILUSTRATIVA DO PROCESSO DO TESTE DE ABSORC}AO.72

Para calcular a capacidade de absorcdo em agua, os scaffolds fabricados foram pesados
(W1) e mergulhados em agua a temperatura ambiente durante 24 horas. Em seguida, as amostras
foram recuperadas e a agua adicional foi removida usando papel. Os scaffolds himidos foram
novamente pesados (W-), como representado na figura 5. A capacidade de absorcéo de agua foi
calculada usando a equacao 1:
Wy —W;

Wt = TX 100 (1)

1

onde W; representa a percentagem de absorcdo, W, representa o peso das amostras

secas, W2 0 peso das amostras humidas.
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3.3.4 Espectroscopia de infravermelhos transformada de Fourier — Reflexdo total

atenuada

A reflexdo total atenuada é uma técnica usada em conjunto com a espectroscopia de
infravermelho que permite que as amostras sejam examinadas diretamente no estado sélido ou
liquido sem preparagdo adicional. Esta técnica consiste num feixe Infravermelho (1V)
direcionado para um cristal opticamente denso com um alto indice de refracdo num determinado
angulo. Essa reflexdo interna cria uma onda evanescente que se estende além da superficie do
cristal até a amostra mantida em contato com o cristal (Figura 11).

Nas regides do espectro onde a amostra absorve energia, a onda evanescente é atenuada.
O feixe atenuado retorna ao cristal, sai pela extremidade oposta do cristal e é direcionado para

um detetor de IV. O detetor regista o feixe IV atenuado e o software gera um espectro 1V.
Sample
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FIGURA 11 - ILUSTRAGCAO DO FUNCIONAMENTO DO FTIR-ATR.*

Esta técnica permite que os componentes moleculares e as estruturas de um material
sejam determinados medindo a transmitancia da radiacdo IV por uma amostra de material.
Permite também distinguir as diversas formas cristalinas do PVDF.*

Os espectros obtidos de FTIR-ATR, foram determinados por um espectrofotometro
FTIR-ATR JASCO FT/IR-6100. O espectro foi medido no intervalo entre 4000—400 cm™' com
64 scans com uma resolucdo de 4 cm™'.

Os valores de transmitancia retirados do grafico, sdo convertidos para absorvancia

através da equacdo 2.

A =2—1og,0(%T) (2)

Numa amostra contendo apenas as fases o e 3 é usada a equacao 3 para calcular a fracdo

relativa de Fase B.%’
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_ Ag
BT (Kp/K)Aa+Ag

@)

onde Fg representa a fragdo de fase B, Ao e AP a absorcio a 763 e 840 cm™, K, & Kg 0
coeficientes de absor¢do naqueles nimeros de onda, cujos valores sio 6,1x10* e 7,7x10*

cm?/mol, respetivamente, (34371

3.3.5 Calorimetria diferencial de varrimento

O DSC é uma técnica de analise térmica que permite medir o fluxo de calor associado
as transicGes de um material em funcdo da sua temperatura. O principio desta técnica é baseado
na transformacdo fisica da amostra, neste caso a transicdo de fase. Existe uma taxa de calor
crescente e constante, que esta associada a uma determinada energia despendida a amostra de
referéncia e a amostra em analise, em que cada fluxo é detetado separadamente. Durante a
transicdo solido - liquido a amostra nao altera a sua temperatura, e, portanto, é necessario um
fluxo de calor maior para aumentar sua temperatura na mesma taxa que a referéncia. Atraves
da detecdo dos fluxos de calor da referéncia e da amostra é possivel determinar diferencas de
fase na amostra e retirar a integral normalizada do desvio de fluxo de calor, denominada entalpia

de fusdo da amostra.

Para analisar os scaffolds por calorimetria diferencial de varrimento (DSC, do inglés
Differential Scanning Calorimetry) foi usado o Mettler Toledo DSC822¢. Para isso, 0s pilares
foram cortados em tamanhos semelhantes antes de serem colocadas em cadinhos de 50 uL de
aluminio selados, com um pequeno furo, para que o gas produzido durante o experimento possa
ser expelido. As amostras foram aquecidas de 20 °C até 250 °C, a uma taxa de 10 £ 0,2 °C/min,

e com um fluxo de nitrogénio de 20 mL/min.

Através da integral normalizada (AH) é possivel aplicar a equagdo 4 para calcular a

percentagem de cristalinidade Xc.

_ AH
- XAHg+yAHp

(4)

Onde AH representa a entalpia de fusdo da amostra, AHa e AH[3 sdo as entalpias de
fusdo de PVDF 100% cristalino na fase o e B com os valores AHa = 93,07 J/g e AHB = 103,4

c

Jlg, respetivamente ®1. As letras x e y sdo a quantidade relativa das fases o e B presentes na

amostra, previamente determinadas pela técnica de FTIR.
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3.3.6 Magnetometro de amostra vibratdria

O VSM ¢ um dispositivo que permite analisar as propriedades magnéticas de um
material, nomeadamente a coercividade, saturagdo e magnetizacao. Isto é possivel ao segurar a
amostra numa haste, suspensa entre dois eletroimanes que aplicam um campo elétrico uniforme
(Figura 12). A haste com a amostra oscila verticalmente, originando uma tenséo induzida nas

bobinas de captacdo, proporcional a0 momento magnético da amostra.

Haste oscilatdria

Eletroimanes Amostra

1

Cp

Bobinas de captagao 2 A
2 Sinal Referéncia

-

—y b ——

Fonte de Amplificador
Energia

Computador

FIGURA 12 - ILUSTRACAO DOS CONSTITUINTES E FUNCIONAMENTO DO VSM.

Ao variar 0 campo magnético criado pelo eletroiman, sdo feitos dois varrimentos, em
direcGes opostas, do positivo para 0 negativo e de volta para o positivo. Como resultado, uma
curva de histerese (no caso nos materiais ferromagnéticos) é obtida e a partir dai as propriedades
magnéticas da amostra podem ser deduzidas.

Um magnetometro de amostra vibrante (Microsense 2.2 Tesla) foi utilizado para estudar
as propriedades magnéticas das particulas nos compositos. Esta analise foi efetuada a

temperatura ambiente. O campo magnético aplicado variou de -10.000 a 10.000 Oe.
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3.3.7 Analise mecanica dinamica

O DMA é uma técnica usada para estudar e caracterizar materiais. E usada para estudar
0 comportamento viscoelastico de polimeros, através da sua resposta quando sujeitos a forgas
dindmicas ou ciclicas. Estas respostas sao expressas em termos de storage modulus G, elastic
modulus G”, e for¢a de amplitude. O storage modulus mede o comportamento elastico da
amostra, ou seja, a capacidade da amostra absorver energia no seu comportamento elastico. O
elastic modulus ¢ a dissipacdo de energia do material e esta relacionado com a capacidade do
material libertar o stress através de calor.

A anélise mecanica dindmica (DMA/SDTAB861e Mettler toledo) foi realizada no modo
de cisalhamento. A amostra em forma de quadrado 5x5 mm e 2 mm de altura foi colocada
lateralmente entre as pingcas com um espacamento de 2 mm. Os espectros de DMA foram
obtidos com uma varredura de cisalhamento ao longo de 2 horas, com um aumento de 10
um/min a 1 Hz de frequéncia e uma forca de 1 N. A temperatura manteve-se constante a 37 °C,

pois é a temperatura que sera usada nas culturas celulares.

3.3.8 Caracterizacdo por Raios-X

O meétodo de caracterizacao por Raios-X tem a capacidade de determinar o tamanho dos
atomos, os comprimentos e os tipos de ligacGes quimicas e as diferencas de escala atomica entre
varios materiais. O feixe de raios X tem um comprimento de onda semelhante ao espacamento
entre 0s &tomos na amostra, de modo que o angulo de difracdo € afetado pelo espacamento dos
atomos na molécula, permitindo distinguir diferencas quimicas, como € o caso do alginato de
sodio (SA, do inglés, Sodium Alginate) com o alginato de sodio oxidado (OSA, do inglés,
Oxidized Sodium Alginate).

O perfil do OSA foi tragado por um difractometro Diffractometer Philips X'Pert, PRO,
com radiacdo Cu-Ka (A = 1.5418 A). As medidas foram conduzidas no modo step scan com

uma velocidade 0.001 °/s com um 20 de alcance de 10° a 60°.

3.3.9 Insercdo do fator bioquimico RGD no OSA

A uma solucdo de OSA 10% (w/v) foi adicionada uma soluc¢do aquosa de RGD (Figura
13) numa concentracdo de 10 g/L. A reagdo decorreu durante 36 horas, sob agitacdo em

obscuridade. Apos este periodo, a solucéo foi colocada a -80 °C e liofilizada.
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FIGURA 13 - ESTRUTURA DA MOLECULA DE RGD (ARGININA-GLICINA-ASPARTATO).19

3.3.10 Sintese do hidrogel de OSA/SA nos pilares

Uma solucdo de 2% (w/w) de alginato de sddio oxidado foi misturada com alginato de sddio
numa razdo de 8:2 em agua mili-Q. A solucgéo foi injetada na superficie dos pilares onde foram
submergidos com cloreto de célcio [0.1 M] durante 24 horas. Apos a polimerizagéo do hidrogel
(Figura 14), o cloreto de célcio foi substituido por 750 pL de Solugédo tampéo fosfato (PBS do
inglés, Phosphate Buffer Saline).
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FIGURA 14 - ILUSTRACAO COM A REPRESENTAGCAO ESTRUTURAL DO ALGINATO E A SUA CONFORMACAO
APOS POLIMERIZADO COM O CLORETO DE CALCIO.%%%®

3.4 Ensaios celulares

3.4.1 Esterilizagdo das amostras

Inicialmente, os micropilares com as dimens6es 4 x 4 mm foram colocados numa placa

de petri com etanol durante 30 min. Apos este periodo foram deixadas a secar e esterilizadas
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através de radiacdo Ultravioleta (UVs) durante 3 horas, (1 hora e meia em cada lado). Por fim,
as amostras foram sujeitas a 5 lavagens durante 5 minutos, cada com uma solucéo tampé&o de

fosfato alcalino (PBS, do inglés, Phosphate-Buffered Saline, Biochrom) a 1%.

3.4.2 Cultura celular

As células de neuroblastoma SH-SY5Y foram cultivadas em meio de Eagle modificado
por Dulbecco/mistura de nutrientes F-12 Ham (DMEM/F-12 (1:1), Pan Biotech) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS, Biochrom) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S,
Biochrom). As células foram semeadas em frascos de cultura de 75 cm? a 37 °C sob ar
humidificado a 95% e atmosfera de 5% de CO>. O meio cultivado foi trocado a cada dois dias
e quando as células atingiram cerca de 60-70% de confluéncia foram separadas com 0,05% de
tripsina-EDTA (Biochrom).

3.4.3 Ensaio de citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade das amostras produzidas foi realizada numa abordagem
de contacto indireto, de acordo com os padrdes descritos na norma ISO 10993-5.

Para isso, os pilares previamente esterilizados foram colocados numa placa de cultura
celular de 24 pocos de poliestireno em contacto com DMEM Hans F-12 (1:1) e incubada sob
condicdes de cultura (37 °C e 95% de ar humidificado contendo 5% CO>) por 24 horas. Ao
mesmo tempo, as células SH-SY5Y foram semeadas numa placa de 96 pocos de poliestireno
com uma densidade de 3,0 x 10 células/mL e incubadas por 24 horas para permitir a adeso
celular. Apos 24 horas, 0 meio de cultura da placa de 96 pocos foi removido e substituido por
100 pL por poco de meio extraido da placa que continha os scaffolds. De seguida, as células
foram incubadas durante 72 horas nas mesmas condigdes. Apds esse periodo, o niumero de
células viaveis é quantificado pelo método de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT, Sigma Aldrich). Para isso, 0 meio em contacto com as células é retirado
e substituido por uma solucdo de MTT (5 mg/mL de MTT dissolvido em DMEM na proporcao
de 1:10) e incubado no escuro a 37 °C por 3 horas. Depois disso, a solu¢do de MTT é removida
e o formazano precipitado dissolvido em 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) por cada poco.
A quantificacdo é feita através da medicdo da absorvancia a 570 nm, retirando a absorvancia a
690 nm (absorvancia correspondente da placa), usando um leitor de placas espetrofotométrico
(Infinite M Plex, TECAN).
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Todos os resultados foram obtidos a partir de 4 réplicas por cada amostra e analisados
como a viabilidade média + desvio padrdo. A percentagem da viabilidade celular foi calculada
através da equacdo 5 em que o controlo positivo representa as células nos pogos que continham
apenas 0 meio de cultura.

O controlo positivo representa as células cultivadas apenas com meio e o controlo

negativo as células cultivadas com meio e DMSO.

Viabilidade celular (%) = —xsorvanciadaamostra 41 (5)

Absorvancia do controlo positivo

3.4.4 Proliferagéo celular

Uma suspensao celular foi preparada para semear 10x10* celGlas/mL no topo de cada
amostra. As placas de cultura foram incubadas nas mesmas condi¢cdes de crescimento
mencionadas anteriormente por 24 horas para permitir a adesdo celular. O ensaio de resazurina
foi realizado em ambos 0s momentos para avaliar a viabilidade celular. Para isso, foi adicionada
solucéo de resazurina 3,14 mg/mL ao meio celular e incubada por 6 horas numa concentragdo
de 10%. A fluorescéncia foi medida (560 nm de excitagdo e emissdo 590 nm) num leitor de

microplacas (Biotech Synergy HT).

A forma reduzida, resorufina, € rosa e altamente fluorescente, e a intensidade da
fluorescéncia produzida é proporcional ao nimero de células vivas que respiram. Assim age
como um indicador direto da saude celular, deteta o nivel de oxidacdo durante a respiracéo,

medindo quantitativamente a viabilidade celular e a citotoxicidade.®®
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Discussao



4.1 Microscopia eletronica de varrimento

Na otimizacdo dos pilares varios polimeros foram testados, nomeadamente os de PLLA,
0s de PLLA+SEBS, os de PVDF Grandes e Pequenos, e finalmente os de PVDF+Fe304

FIGURA 15 - IMAGENS RETIRADAS POR SEM DOS PILARES DE: A) PLLA AMPLIADO 27X, B) PLLA+SEBS
AMPLIADO 42X, C) PVDF PEQUENOS AMPLIADO 200X, D) PVDF GRANDES AMPLIADOS 100X, E) PVDF
GRANDES COM FE3Qs, E F) PVDF PEQUENOS COM FE3O..

Grandes e Pequenos (Figura 15). Nos resultados com o PLLA denota-se apenas a formacao de
uma base opaca, os pilares formados eram frageis e quebradicos, partindo-se ao longo do
processo. Para melhorar a maleabilidade e resisténcia no processo de sintese, foi misturado
PLLA e SEBS, um polimero com propriedades elasticas, usualmente com um comportamento
semelhante ao de uma borracha, é frequentemente usado como modificador de impacto,
flexibilizador ou endurecedor.®* Os pilares obtidos desta mistura de polimeros foram
significativamente melhores. Foi possivel verificar a presenca de pilares, alguns partidos, outros
com uma estrutura oca e inconsistente, no entanto ainda ha lugar para otimizagdes. O PVDF é
um polimero com propriedades piezoelétricas e uma boa maleabilidade e resisténcia, 0s
resultados com este polimero foram substancialmente melhores, uma vez que os pilares obtidos

sdo solidos e tém uma estrutura consistente.
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Quatro amostras diferentes foram sintetizadas e caracterizadas, nomeadamente, pilares
de PVDF grandes e pequenos, pilares de PVDF com Fe3O4 grandes e pequenos. Os pilares
pequenos apos a sintese foram secados ao ar, onde perdem toda a &gua na sua constituicdo
ficando pequenos, enquanto que os grandes, foram colocados numa caixa de petri fechados
preservando a humidade e a 4gua na sua constituicdo. Das imagens obtidas foram retiradas as
medidas de altura dos pilares, largura da superficie e espacamentos entre os pilares (Figura 16).

Ao analisar os resultados, € possivel verificar de uma forma geral que os pilares grandes
ndo apresentam a distin¢do esperada dos pilares pequenos (maior altura, maior espacamento e
maior largura superficial). Isto deve-se ao facto do maior tamanho dos pilares pela presenca de
agua no seu interior. Durante o processo de vacuo anterior ao SEM, a humidade do ar é extraida,
0 que por sua vez desidrata os pilares, este processo € continuo até o vacuo desejado ser
atingido, no qual os pilares ja perderam toda a &gua na sua constitui¢do e, portanto, acabam por
ndo ser analisados no seu tamanho original.

Verificando a altura dos pilares pequenos com e sem ferrites é possivel verificar que o
tamanho é muito semelhante e que ndo existem diferencas significativas na altura dos pilares.
Nos pilares grandes, as diferencas sdo bastante significativas. O processo de secagem acelerado
do vacuo, absorve toda a agua em apenas alguns minutos, podendo ficar mais massa na base ou
nos pilares. No caso das amostras medidas, a magnética teve uma maior perda de massa na zona
da base, dando um maior tamanho aos pilares, enquanto na amostra de controlo, o oposto

aconteceu, os pilares diminuiram aproximando-se da base.

A largura da superficie dos pilares pequenos de PVDF com ferrites (260 + 21 um) e sem
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FIGURA 16 - REPRESENTACAO GRAFICA DA: A) ALTURA, B) LARGURA E C) ESPACAMENTO MEDIO DOS
PILARES DE PVDF.

ferrites (276 £ 25 um) apresenta, como esperado, uma diferenca inferior ao desvio padréo, o
que também ndo é um desvio significativo. Nas medidas de largura superficial dos pilares
grandes, a amostra magnética apresenta uma largura maior do que a amostra de controlo, o que

estd em concordancia com a altura dos pilares. Os que ficaram mais altos, ficaram também com
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uma maior area superficial, enquanto os que perderam massa, perderam altura e area de
superficie, resultando num volume total menor. Verificando o espacamento entre os pilares, é
possivel observar que 0s pequenos estdo em concordancia, 0s magneticos com 188 + 48 um e
os de PVDF com 194 + 37 um. As amostras grandes, por sua vez, ttm um maior espacamento
do que as amostras pequenas estando as amostras magnéticas (295 + 81 um), semelhantes as de
controlo (307 £ 40 um).

. AL e L et 2

FIGURA 17 - IMAGENS RETIRADAS POR SEM, AMPLIADAS 1500X, DOS PILARES DE PVDF
DESENVOLVIDOS: A) GRANDES MAGNETICOS E B) GRANDES DE CONTROLO.

Na figura 17, obtida sem a deposicdo de ouro, € possivel verificar a presenca de uns
pontos brilhantes o que provavelmente indica a presenca dos 6xidos de ferro na area superficial
dos pilares magnéticos. Nas imagens dos pilares de controlo ampliadas 1500x denota-se a

estrutura plastica do PVDF e a auséncia de ferrites.
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4.2 Goniometro de angulo de contacto

A afinidade dos pilares a agua foi analisada pelo angulo de contacto e os resultados obtidos
apresentados na Figura 18. E possivel verificar que os pilares pequenos de controlo
apresentaram um angulo de contacto de 104 + 11°, enquanto nas amostras pequenas magnéticas
denotou-se uma melhor afinidade a 4gua, com um angulo de contacto de 93 + 12°. Assim, 0s
resultados indicam que ambas as amostras sdo hidrofébicas. Nas amostras grandes de controlo
e magnéticas, ndo se formou um angulo de contacto, uma vez que a gota de agua era absorvida
imediatamente para o interior dos pilares. Isto podera dever-se a quantidade de agua que esta

presente no interior do pilar, isso faz com que a gota seja imediatamente absorvida.
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FIGURA 18 GRAFICO REPRESENTATIVO DO ANGULO DE CONTACTO DOS PILARES PEQUENOS DE
CONTROLO E MAGNETICOS.
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4.3 Teste de Absorcao

Dada a hidrofobicidade dos pilares pequenos de PVDF de controlo e magnéticos, é necessario
perceber se os pilares sdo molhaveis pelo meio de cultura celular. Assim, um teste de absor¢do
foi realizado para verificar se apds a submersdo os pilares irdo alterar o seu grau de
molhabilidade e absorver a 4gua (figura 19). Na figura 19 é possivel perceber que em 24 horas
os pilares pequenos de controlo e magnéticos absorveram agua e cresceram em volume. No
caso dos pilares magnéticos denotou-se um crescimento de 10.4%, semelhante aos de controlo

com um crescimento de 15.7%.
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FIGURA 19 - GRAFICO DE BARRAS DO TESTE DE ABSORGAO DOS PILARES PEQUENOS DE CONTROLO E
MAGNETICOS. MI E A MASSA INICIAL E MF A MASSA FINAL.
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4.4 Magnetometro de amostra vibrante

Para determinar as propriedades magnéticas das amostras, o VSM foi executado
(Figura 20).

4 {|— Pilares Magnéticos|

M (emu/g)
o
1

-10000 -5000 0 5000 10000
Raw Applied Field (Oe)

FIGURA 20 - GRAFICO DE SCAN DE VSM DOS PILARES MAGNETICOS PEQUENOS.

Na Figura 20 é possivel verificar que os limites -10000 Oe e 10000 Oe sdo 0 campo
no qual as nanoparticulas atingem a magnetizacao de saturacdo, ou seja, a partir do qual ndo é
possivel aumentar mais a magnetizacdo da amostra. A coercividade detetado na imagem por
ampliacdo estd compreendido entre os valores de 50 e -50 Oe, um intervalo insignificativo visto
que a resolucdo usada é de 200 Oe, e, portanto, denota-se a auséncia de uma curva de histerese,
caracteristica das particulas superparamagnéticas.

Na Figura 21 esta representada a curva de magnetizacao de 1 g de particulas de Fe3Oa.
O campo de saturacdo € atingido aos 47 emus. De acordo com esta informacdo é possivel

determinar a concentracdo de nanoparticulas no compdsito magnético através da equacéo 6.
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FIGURA 21 - GRAFICO D SCAN DE VSM DAS NANOPARTICULAS DE FE3O..

100x4.296
Fe304 wt. %compésito = 47

=9,1% (6)

A concentracdo de nanoparticulas no compdsito magneto-elétrico corresponde a 9.1%,
valor que corresponde ao esperado visto que o compdsito foi produzido com 10% de
nanoparticulas. A ligeira diferenca (entre a concentracdo esperada e a real) pode ser resultante

da perda residual de vestigios de nanoparticulas durante o processo de sintese.
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FIGURA 22 - SCAN DE RAIOS-X DO ALGINATO DE SODIO E DO ALGINATO DE SODIO OXIDADO.

Os resultados obtidos (Figura 22) evidenciam os picos do alginato e do alginato
oxidado*’, no entanto com uma intensidade muito menor. Isto pode dever-se a diversas razdes,
nomeadamente: a percentagem de oxidacdo podera ndo ter atingido a espectada, contaminacgdes
na amostra ou falta de vacuo no liofilizador o que potenciou a presenca de dgua. Assim, uma

andlise por FTIR foi realizada para confirmar a oxidacéo do alginato de sodio.

4.6 Espetroscopia de infravermelho transformada de Fourier —

reflexao total atenuada

O FTIR é uma técnica utilizada para detetar pequenas diferencas na conformacéo e
estrutura das moléculas. Assim, é possivel verificar a oxidacdo do alginato de sodio por esta
técnica (Figura 23).

E possivel observar um pequeno pico ampliado, situado nos 1740 cm™, que é indicativo
da presenca do alginato oxidado.®” A ligagdo covalente do RGD ao OSA é uma estratégia
recente pelo que ndo existem ainda estudos com esta caracterizacdo. As diferencas observadas
por FTIR, entre 0 OSA e 0 OSA+RGD séo o desvio do maior pico, dos 1017.5 para os 1014
cmt.

As caracteristicas piezoelétricas do PVDF manifestam-se na fase cristalina (3. Para

verificar a sua presenca, € necessario determinar corretamente o teor de fase 8 em cada uma das
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amostras. O FTIR foi usado para identificar e quantificar a fase 3 de amostras de controlo e
magnéticas, com os resultados apresentados na Figura 24.

E verificavel uma maior evidéncia dos picos a (761, 795 e 968 cm™) nas amostras de
controlo (preto e vermelho) comparativamente as amostras magnéticas. No entanto, 0s picos
correspondentes a fase B (839 e 877 cm™) estdo mais evidentes nos pilares magnéticos (verde
e azul).

Os valores de transmitancia retirados do gréafico nos picos 761 e 840 cm™, séo
convertidos para absorvancia através da equacao 2.

OSA+RGD

1014 10175 - E— OSA+RGD
/

— OSA
SA

SA
OSA/

Transmitancia (u.a)

I v 1 ' 1 ! 1 ' I T I ! I T I
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Numero de onda (cm™)

FIGURA 23 - ANALISE POR FTIR-ATR DO ALGINATO DE SODIO (SA), ALGINATO DE SODIO OXIDADO
(OSA) E ALGINATO DE SODIO OXIDADO LIGADO AO RGD (OSA+RGD).

Nesta amostra, contendo apenas as fases a e 3 é usada a equacdo 3 para calcular a fracdo relativa

de Fase B.3” Os dados e resultados estdo dispostos na tabela 1:
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FIGURA 24 - GRAFICO DO SCAN DE FTIR-ATR DAS AMOSTRAS DE CONTROLO E MAGNETICAS, COM
EVIDENCIA AOS PICOS ALFA E BETA.

TABELA 1 - IDENTIFICAGAO DOS PICOS DOS QUAIS FORAM RETIRADOS OS VALORES, BEM COMO A
TRANSMITANCIA, ABSORVANCIA E O VALOR FINAL DE FRAGAO RELATIVA DE FASE BETA.

NUmero de onda

Transmitancia

Absorvancia

Fracdo relativa de fase B

Controlo pequeno /63 92,88 0,032 48,10%
840 91,73 0,0375
Controlo grande 763 93,94 0,027 37%
840 95,45 0,02
Magnético pequeno /63 99,1 0,0039 80,90%
840 95,3 0,0209
Magnético grande /63a %88 0,0054 87,40%
840 B 89,7 0,0474

Ao olhar para estes resultados é possivel verificar que a fracdo relativa de fase  nas
amostras grandes e pequenas nao apresenta diferencas significativas, e, portanto, que o volume
de &gua nas amostras ndo influéncia a conformagédo quimica da fase (3, permanecendo constante
independentemente do volume de agua. Comparando as amostras com e sem ferrites, denota-

se uma diferenca de aproximadamente 40% de fase 8 a mais nos pilares magnéticos. Isto indica
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que, como esperado, a presenca de ferrites induz a fase 3,%° isto pode ser devido, mais uma vez,
as cargas das nanoparticulas. A fase (3 é aorganizacao do Fluor (carga negativa) e do Hidrogénio
(carga positiva), em diferentes polos da molécula. Num ambiente em que apenas existe a
molécula de PVDF com cargas positivas e negativas, estas vdo se dispor alternadamente,
formando a fase «, mais predominante nos pilares de controlo. Nos pilares magnéticos a
abundancia de ferrites ou cargas, irdo estabilizar as cargas positivas e negativas do hidrogénio
e do fllor, ndo sendo necessario estas se alternarem para estabilizar as proprias cargas, havendo

assim a predominancia de fase f.

4.7 Calorimetria diferencial de varrimento

Neste trabalho, o DSC foi empregue com o objetivo de investigar a percentagem de
cristalinidade dos pilares pequenos e grandes, com e sem ferrites. A importancia desta
carateristica no PVDF reflete-se na influéncia que possuiu na piezoeletricidade do material visto
que a interface entre a fase cristalina e amorfa é importante na ocorréncia de fendémenos
piezoelétricos.

Os termogramas obtidos pela técnica de DSC estéo apresentados na figura 25. Ao longo
dos graficos denota-se um desvio no fluxo de calor, em que este representa a transicdo do
material da fase cristalina para a fase liquida. Conhecendo as transi¢des cristalinas de PVDF no
seu estado puro a e estado puro B3, € possivel determinar a fracdo de cristalinidade da amostra
através da equacdo 4. A partir da figura 25, retirou-se a integral normalizada do desvio de fluxo

de calor, denominada entalpia de fusdo da amostra.
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FIGURA 25 - GRAFICO DE FLUXO DE CALOR EM FUNGAO DA TEMPERATURA DAS DIFERENTES
AMOSTRAS PRODUZIDAS, OBTIDO POR DSC.

Através da integral normalizada (AH) ¢é possivel aplicar a equacdo 4 para calcular a
percentagem de cristalinidade Xc.
Os resultados s@o apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 — ENTALPIA DE FUSAO, PICO DA ENTALPIA E GRAUS DE CRISTALINIDADE DAS DIVERSAS
AMOSTRAS OBTIDAS POR DSC. O ERRO ASSOCIADO E DE +2%.

Amostra Wg (J/g) Pico (°C) Xc (%)
Controlo grande 37,93 171,75 39,57
Controlo pequeno 33.8 174,65 34,40
Magnético grande 32,86 171,97 32,18
Magnético pequeno 32,69 172,88 32,23

Os picos de DSC apresentam-se proximos de 172 °C, um valor superior a outras
estruturas de PVDF®"'%8  este efeito também é denotado em®’ e pode dever-se ao facto de ser um
material com uma maior espessura, e, portanto, com mais forgas ndo covalentes presentes que
absorvem o calor na passagem de fases. Devido aos micropilares serem uma nova estrutura ndo
existe registo da sua cristalinidade para comparagéo, servindo estes resultados para futuras

referéncias. E verificado uma coercividade na cristalinidade dos pilares magnéticos, ambos com
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32%. Nos pilares de controlo, a amostra de controlo pequena apresenta uma cristalinidade de
34% e aamostra de controlo grande de 39%. Esta diferenca pode ser justificada pela quantidade
de 4gua presente na estrutura de controlo grande.®” Durante a transicéo de fase solido-> liquido,
para além da energia absorvida pelo composto, a dgua presente também absorve energia, isto
resulta numa &rea maior na curva do fluxo de calor e consequentemente num maior valor da

integral normalizada, assim através da equacdo 6 manifesta-se num aumento da cristalinidade.

4.8 Analise Mecanica Dinamica

O comportamento mecanico dos pilares foi estudado, para verificar se estes sao flexiveis
perante as condi¢des de mocéo dos pilares. (Figura 26)

Ao verificar estes resultados verifica-se que as amostras tém comportamentos mais
semelhantes pela sua constituicio do que pelo seu tamanho. E possivel verificar que em todas
as amostras o storage modulus € superior ao loss modulus o que indica que a amostra apresenta
flexibilidade da mocéao dos pilares com pouca alteracdo da temperatura, o que seria prejudicial
para as celulas. Na amostra de controlo grande, ambos 0s modulus decrescem aproximadamente
até aos 1000 segundos, como também a forca de amplitude necessaria para a mogéo dos pilares,
a partir da qual atinge um plateau, isto indica que os pilares diminuem a sua resisténcia aos
estimulos do movimento, comegando por mover-se menos e ir aumentando até um plateau ao
longo do tempo. Olhando para os resultados do controlo pequeno sdo bastante semelhantes aos
do controlo grande indicando também uma maior resistividade ao movimento que se vai
dissipando até aos 1000 segundos. No entanto, olhando para a escala dos MPa é possivel
verificar que os mddulos apresentam um valor mais baixo no controlo pequeno que no controlo
grande, o que indica que estes sdo mais flexiveis a0 movimento do que a amostra de controlo
grande.

Nos pilares magnéticos o oposto acontece, os pilares magnéticos pequenos apresentam
uma escala de storage e loss modulus superior a dos pilares magnéticos grandes. Isto deve-se a
incorporacdo das ferrites no composito, que enfraquece a interacdo de ligacdo interfacial entre
as cadeias poliméricas o que resulta numa menor flexibilidade.s» E de notar também que, tal
como nas amostras de controlo o loss modulus, mantém-se em valores muito reduzidos e
decresce até um plateau muito préximo de zero. O mesmo nao acontece com storage modulus,
que inicia com 17 MPa (magnético grande) e 69 MPa (magnético pequeno), valores muito
superiores aos dos controlos, e cresce aproximadamente até aos 2000 segundos, comportando-

se depois como um plateau. Isto deve-se as forgas eletrostéticas das ferrites presentes na
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amostra, que conferem rigidez ao compdsito. E de notar também que a forca de amplitude,
mantém-se em 1 N durante todo o ensaio, 0 que é também um indicativo da rigidez do

composito eletromagnético.
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FIGURA 26 - GRAFICOS DE ANALISE POR DMA DE: (A) CONTROLO GRANDE, (B) CONTROLO PEQUENO, (C) MAGNETICO
GRANDE, E (D) MAGNETICO PEQUENO.

4.9 Citotoxicidade

Para os ensaios celulares os compositos de pilares foram esterilizados por raios UV. De

salientar que estes raios ndo penetram na agua, ou em amostras contendo agua na sua
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constituicdo, pelo que apenas as amostras pequenas prosseguiram para a fase dos ensaios
celulares. Assim, foi realizado primeiro o ensaio de citotoxicidade as amostras pequenas

produzidas onde foram usadas 4 réplicas por cada tipo de amostra (figura 27).
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FIGURA 27 - VIABILIDADE CELULAR OBTIDA ATRAVES DO ENSAIO DE CITOTOXICIDADE COM AS
CELULAS SH-SY5Y EM CONTACTO COM O MEIO EXPOSTO AS DIFERENTES AMOSTRAS.

De acordo com a ISSO 10993-5 as amostras séo classificadas como ndo citotoxicas,
quando apresentam uma viabilidade celular acima dos 70%. Sabe-se que o PVDF é ndo toxico
e biocompativel’® e que baixas quantidade de ferrites também demonstraram néo ser toxicas’’,
com este ensaio confirma-se a sua ndo toxicidade. Todas as amostras passaram no teste em
conjunto com o controlo positivo que representa as células apenas no meio celular. O controlo
negativo representa as células com meio e DMSO, e apresenta uma viabilidade celular abaixo

dos 5% como expectavel.

4.10 Proliferacao

O estudo de proliferagdo foi realizado em condigdes estaticas nas amostras de
micropilares pequenos de PVDF e de PVDF+Fe;04 (Figura 28). Este estudo foi feito através

do ensaio da resazurina. Olhando para os resultados é possivel verificar que houve uma
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proliferacdo celular em todas as amostras 24 horas ap0s a adesdo celular. No controlo denotou-
se um aumento de 38% de células vivas, nos pilares de PVDF (pilares de controlo) um aumento
de 41%, e nos pilares de PVDF+Fe304 as células cresceram 27%. Denota-se um crescimento
mais lento nas amostras com ferrites, provavelmente devido a presenca das ferrites que sdo
desfavoraveis a um crescimento mais rapido no ensaio estatico. Também se podera dever ao

facto de as ferrites alterarem a rigidez do material o que podera afetar a afinidade e proliferacéo
das células.
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FIGURA 28 - AVALIACAO DO CRESCIMENTO NA PROLIFERAGAO CELULAR DAS 24 AS 48 HORAS NAS
AMOSTRAS DE PILARES MAGNETICOS E DE CONTROLO (CELULAS EM CONTACTO COM O POGCO DE
POLIESTIRENO).

Uma vez que ambos os pilares produzidos demonstraram promover a proliferacéo
celular, o proximo passo serd submeté-los a ensaios dinamicos (através da utilizacdo de um
biorreator magnético) de forma a fornecer as células estimulos mecano-elétricos. Assim, a
utilizagdo de esta nova plataforma de pilares parece ser uma abordagem promissora para

fornecer estimulos mecano-elétricos as células neuronais.
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Capitulo V: Conclusoes e
Trabalho Futuro



5.1 Conclusoes

Neste trabalho foi sintetizado com sucesso um novo scaffold, composto por PVDF e
alginato de sdédio oxidado, covalentemente ligado a RGD para crescimento neuronal. Este
scaffold esta dividido num compdsito magneto-elétrico e num hidrogel. O novo compdsito
magneto-elétrico construido com PVDF com 80% de fase B apresenta-se sob a forma de pilares
orientados verticalmente recheados no seu interior com nanoparticulas de FezOs que irdo
promover o movimento dos pilares e assim dar o estimulo elétrico aos neurénios mimetizando
0 ambiente natural do corpo humano. Estes micropilares foram caracterizados quanto a sua
morfologia, cristalinidade, composicdo quimica, hidrofilicidade, absortividade, resisténcia
mecanica e citotoxicidade, para verificar a qualidade do compoésito, bem como a sua
funcionalidade mecanicamente e em células.

Foi possivel verificar que os compdsitos produzidos ndo apresentam nenhuma
citotoxicidade e promovem a proliferacao celular de células SH-SY5Y.

Assim, é possivel concluir que durante este trabalho foi criado um novo composito, com
potencial para fornecer estimulos magneto-elétricos de forma a mimetizar o organismo e
potenciar o crescimento de células neuronais. Este composito apresenta potencial também para
crescimento de outras linhas celulares que detetem os estimulos elétricos como vantajosos para
0 seu desenvolvimento, como por exemplo, de mioblastos e osteoblastos. O compdsito de
PVDF também podera ser usado para funcionar como um pequeno biorreator. Apesar do seu
tamanho reduzido, tem potencial para fornecer estimulos elétricos ao ambiente evolvente de
forma a promover o desenvolvimento celular. Assim, ao adicionar um pequeno iman com

mocdo, serviria como um microbiorreator.

5.2 Trabalho Futuro

A engenharia de tecidos sugere que um antigo sonho, ‘a substituicdo de partes do corpo
humano’, pode ser realizado. Embora qualquer cientista sdbrio e reflexivo entenda o longo
caminho para o sucesso desta ideia, a nossa sociedade esta no caminho para a concretizacdo
dessa possibilidade.

Dito isto, para o trabalho futuro sugere-se mais caracterizac@es celulares como é o caso
da expressao genética, mutagenicidade e teratogenicidade das células Sh-sy5y e de outras linhas

celulares até, por fim chegar aos ensaios em animais.
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E relevante iniciar ensaios de proliferagdo dinamicos nas mesmas condicdes dos
estaticos de forma a verificar experimentalmente o efeito dos estimulos ME nas células
neuronais. Recomenda-se também a adicdo de ensaio de proliferagdo estéticos e dindmicos no
hidrogel de alginato de sddio oxidado juntamente com o compdsito para verificar a eficacia do
scaffold como um todo.

Em termos de otimizacdo do compdsito pode-se otimizar o tamanho dos pilares, torna-
los mais pequenos com 0 mesmo método através de uma impressora 3D de maior
precisdo/resolucdo, ou investigar outro método para uma morfologia mais favoravel.

Testes de proliferacdo com diferentes concentracGes de nanoparticulas de éxidos de
ferro, para verificar qual a concentracdo mais favoravel no desenvolvimento celular.

Otimizag&o dos ciclos de estimulos magnetelétricos no biorreator, os ciclos utilizados
foram com base em estimulos de mio e osteoblastos. Sendo as células neste estudo, neuronais,
podera haver uma necessidade de aumentar a frequéncia ou a intensidade dos estimulos.

Testes de degradacdo do hidrogel e sua otimizagdo, consoante 0s estimulos
magnetoelétricos e a proliferacdo celular para uma degradacdo completa durante a fase de
proliferacdo celular no scaffold.

Construir um pequeno suporte com um iman movivel e verificar as potencialidades

deste composito como um biorreator.
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