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Ao longo dos ultimos anos tem- se tornado evidente que em alguns casos 0s
biomateriais devem ser mais do que meros suportes temporarios para o
crescimento de novos tecidos, podendo intervir ativamente no processo de
regeneracdo. O facto de o fendmeno piezoelétrico estar associado a
reparacdo Ossea, foi uma das principais motivacBes para a procura de
materiais com caracteristicas piezoelétricas, como potenciais indutores da
regeneracao de tecidos. Deste modo, 0os materiais piezoelétricos tém captado,
nos ultimos anos, a aten¢éo dos investigadores, para a medicina regenerativa.
O objetivo deste trabalho foi a preparacéo, caracterizacdo e investigacdo do
efeito da polarizacé@o dos filmes de colagénio tipo | na morfologia e adesao das
células hOB e MG-63. O colagénio tipo | foi 0 material piezoelétrico escolhido
para a realizacéo deste trabalho, uma vez que, para além de ser a principal
proteina constituinte do organismo humano, se pensa que as suas
propriedades piezoelétricas estejam envolvidas na autorreparacdo o6ssea.
Foram preparados filmes de colagénio tipo | pelo método de drop-casting
tendo sido posteriormente polarizados a 40 °C pelo método da descarga de
Corona, carregando desta forma os filmes positiva e negativamente. Para uma
melhor analise dos filmes obtidos foram realizadas primeiramente
caracterizagbes aos filmes relativamente a sua morfologia, estrutura,
rugosidade e comportamento térmico, tendo posteriormente sido analisados
filmes sem submisséo a polarizagéo e filmes polarizados, relativamente a sua
molhabilidade e composicdo estrutural com o principal objetivo de analisar se
existe alguma alteracdo induzida pela polarizagdo dos mesmos. Estes estudos
foram seguidos dos estudos celulares preliminares por recurso a duas linhas
celulares: as hOB que séo células osteoblasticas humanas e as MG-63, uma
linha tumoral proveniente de osteossarcomas.

Os filmes de colagénio, com uma espessura aproximada de 2 pm, revelam
rugosidades micrométricas, geralmente favoraveis as atividades celulares,
com rugosidades médias de 111 + 20 nm. A andlise térmica evidencia um pico
endotérmico largo aos aproximadamente 62 °C, indicando a existéncia de
moléculas com estabilidades/ comportamentos térmicos diferentes. As
medidas de angulos de contacto revelaram que todas as superficies
analisadas se encontram no dominio hidrofilicos, tendo-se no entanto
registado melhorias na molhabilidade dos filmes de colagénio submetidos a
polarizacédo. A analise da composicao estrutural através da Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) mostrou a presenca das
bandas tipicas para o colagénio tipo I, tendo sido detetada a amida A, 1,1l e 1,
para todos os grupos de filmes analisados.

Nos estudos celulares preliminares realizados verificou-se que para ambas as
linhas celulares (hOB e MG-63), as células em contacto com as superficies
polarizadas apresentam um maior nimero de filamentos de F-actina bem
orientados, o que indica a existéncia de uma forte interacao das células com
este tipo de superficie. As contagens celulares apontam para uma preferéncia
das hOB relativamente aos filmes de colagénio (-), enquanto que, ndo foram
detetadas diferencas significativas na adeséo celular para nenhum dos grupos
de filmes analisados para o caso da linha celular MG-63.
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Over the past few years it has become apparent that in some cases the
biomaterials should be more than temporary supports for the growth of new
tissues and must intervene actively during the regeneration process. The
discovery of piezoelectricity and their involvement on the repair process in
biological tissues, such us, skin, tendon and bone, has led to the idea of
using unique materials, such as materials that exhibit surface charges, as
potential inducers for regenerative medicine.

The aim of this study lays on the preparation, characterization and subsequent
analysis of the influence that polarization of type | collagen films has on cell
morphology and adhesion. Type | collagen is the piezoelectric material
selected for this work because besides being the most abundant protein in
the body that plays a fundamental role in tissues and organs formation, it is
thought that the piezoelectric properties of this protein could be related to the
ability of bone self-repair. For this purpose collagen films were prepared by
dop-casting method and subsequently macroscopically polarized at 40 ° C by
Corona poling. In that way there were produced negatively and positively
charged films. For a better understanding of the obtained films there were done
characterizations regarding their morphology, structure, roughness and thermal
behavior. Subsequently polarized and non-polarized films were analyzed in
relation to their wettability and chemical composition with the main goal to
detect possible changes induced by polarization. Preliminary cellular studies
were conducted with two cell lines: a human osteoblastic cell type (hOB) and
an osteosarcoma cell line (MG-63).

The obtained collagen films have a thickness of approximately 2 pm. The
surface roughness measurements of the films show a micrometric roughness
that generally is promising for cellular activities. The average roughness that
was obtained is around 111 + 20 nm. Thermal analyses show a broad
endotherm peak at approximately 62 ° C representing a variability of molecules
with different thermal stabilities. The contact angle measurements have shown
that all analyzed surfaces are in the hydrophilic domain. However it was shown
a significant improvement of the wettability for the polarized collagen films.
Results of Fourier Transform InfraRed Spectroscopy (FTIR) analyses indicate
the presence of the typical peaks for collagen type | FTIR spectra. It was
detected the characteristic bands of amide A, I, Il and Ill for all analyzed film
groups.

In preliminary cellular studies it was found that for both cell lines (hOB and MG-
63) the cells in contact with the polarized surfaces spread with cytoskeletal
rearrangements of actin filaments being observed through the formation of
stress fibers, which indicates the existence of a strong interaction between the
cell and the charged surfaces. The cell counting indicates that the hOB cells
prefer the negatively charged collagen films (-) while for the cell line MG-63 no
significant differences were detected in cell adhesion between any of the
analyzed films groups.
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1- Introducéo e objetivos

1. Introducéo e objetivos

1.1. Introducéo

A estratégia da engenharia de tecidos, para promover a regeneracao, passa por

vezes pelo uso de matrizes extracelulares, em formato tridimensional sintéticas, tais
como os scaffolds. As matrizes sintéticas funcionam como uma plataforma temporaria,
gue conferem suporte mecanico, forma e organizacdo para a formacgéo de tecido novo,
através do crescimento e proliferagdo celular, de forma a permitir a reparacdo dos
tecidos [1, 2]. Com os avancos realizados, ao longo dos ultimos anos, na engenharia
de tecidos, tem- se tornado evidente que em alguns casos de tratamento, os scaffolds
devem ser mais do que meros suportes temporarios para o crescimento de tecidos
novos. [3]. Um biomaterial no contexto da medicina regenerativa deve, entao,
funcionar como um participante ativo, com o objetivo de facilitar ou mimetizar o
processo bioldégico envolvido no processo regenerativo [4]. O aumento do
conhecimento adquirido ao longo dos anos acerca dos processos celulares e as
descobertas cientificas e tecnoldgicas sobre células progenitoras de determinados
orgédos, realgca assim a importancia da matriz extracelular sintética, devendo esta ser
considerada no processo de desenvolvimento de biomateriais “inteligentes”. Este tipo
de materiais geralmente apresenta a capacidade de modificar uma ou mais das suas
propriedades em resposta a um estimulo externo [3]. Desta forma, no ambito da
estratégia da medicina regenerativa o desenvolvimento dos designados biomateriais
“inteligentes” devem ser baseados estrutural e funcionalmente no meio biolégico, de
forma a poder intervir ativamente no processo de regeneragéo [4].
Embora se tenham registado ao longo dos anos avangos importantes na area da
medicina regenerativa, existem ainda algumas terapias atuais que apresentam
limitacBes, como por exemplo o uso de enxertos [5, 6] e que justificam igualmente o
recurso a materiais “inteligentes” modificados [6].

Os materiais piezoelétricos inserem-se exatamente neste grupo de materiais
“inteligentes” que tém entdo captado, nos ultimos anos, a atencao dos investigadores,
para a medicina regenerativa. O facto de ter surgido a hipdétese de o fenémeno
piezoelétrico estar associado a reparagdo 0ssea, foi uma das principais motivacdes
para a procura de materiais com caracteristicas piezoelétricas, como potenciais
indutores da regeneracdo de tecidos. Esta ideia, com as posteriores investigacdes e
descobertas realizadas acerca da origem deste efeito piezoelétrico em determinados

tecidos, tais como a pele, tenddes, entre outros, alargou rapidamente a ideia do uso de
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1- Introducéo e objetivos

materiais com superficies eletricamente carregadas a outros tecidos, como por
exemplo no caso do tecido nervoso e da pele [7-10].

Deste modo, tém sido estudados, ao longo dos ultimos anos, diversos materiais
com caracteristicas piezoelétricas, homeadamente ceramicos como o titanato de
bario (BaTiOs), polimeros sintéticos e naturais, como o acido poli-L-lactico (PLLA), o
poli (fluoreto de vinilideno) (PVDF) e, o colagénio, entre outros, com a finalidade de
serem aplicados na regeneracdo de tecidos [7, 11-16]. Existem alguns estudos
realizados com sucesso nesta area, que aumentam assim, a expectativa do uso de
materiais com propriedades piezoeléctricas para a medicina regenerativa [7, 14, 17].

O colagénio tipo | foi o material piezoelétrico escolhido para a realizacdo deste
trabalho, uma vez que, para além de ser a principal proteina constituinte do
organismo humano, representando cerca de 20-30% do total das proteinas
existentes no organismo [18, 19], se pensa que as suas caracteristicas piezoelétricas

estejam envolvidas na autorreparacao éssea.

1.2. Objetivos

Tem sido provado ao longo dos udltimos anos, que quando o colagénio se
encontra inserido no meio biol6gico apresenta propriedades piezoelétricas. Surgiu uma
hip6tese de que a piezoeletricidade e os potenciais elétricos estdo envolvidos na
reparagdo do tecido 6sseo, contudo, ndo se sabe ainda quais 0S mecanismos que se
encontram envolvidos neste fendmeno. Deste modo, surge esta dissertagdo de
Mestrado com o objetivo de preparar e caracterizar devidamente filmes de colagénio,
para a sua posterior polarizagdo e andlise de qual a influéncia que as cargas tém na
morfologia e adesao de células do tecido 6sseo.

Para atingir este principal objetivo foram estipulados os objetivos abaixo indicados.

e Sintese de filmes finos de colagénio

Um dos objetivos deste trabalho consistiu na preparacdo de filmes finos de
colageénio, que foram sintetizados a partir do método de drop-casting, sendo as gotas
da solucgéo de colagénio depositadas numa lamela de vidro.

Os filmes foram preparados a uma temperatura de 37 °C, para a sua posterior
caracterizacdo e polarizacdo, de modo a analisar a influéncia da mesma na morfologia

e adesao celular.
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e Polarizacao dos filmes finos de colagénio

A partir dos estudos encontrados na literatura, referentes ao uso de materiais
piezoelétricos na medicina regenerativa, verifica-se que antes dos mesmos serem
utilizados para ensaios in vivo ou in vitro sdo sujeitos a estiramentos mecanicos, ou
submetidos a uma polarizacdo, cujo objetivo se centra na orientacdo dos dipolos, de
forma a realcar as propriedades piezoelétricas do material em questéo [20].

Neste trabalho os filmes foram submetidos a uma polarizacéo, utilizando-se para
esse fim o método da descarga de Corona, sendo posteriormente analisados filmes de
colagénio como processados, filmes ndo polarizados, e filmes de colagénio (+) e (-).

e Caracterizacao dos filmes finos de colagénio

A caracterizacdo dos filmes de colagénio passou pelo uso das seguintes

técnicas:

o Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato sddico (SDS-
PAGE);

o Calorimetria Diferencial de varrimento (DSC);

e Microscopia eletrénica de varrimento (SEM);

e Microscopia de Forga Atomica (AFM);

e Testes de molhabilidade (medidas de angulos de contacto);

e Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier por

refletancia total atenuada (FTIR);

e Andlise do efeito da polarizacdo na atividade celular

Dos principais objetivos deste trabalho fez parte a andlise da influéncia que a
polarizagdo, ou seja, que a inducao de carga nos filmes finos de colagénio, teve na
morfologia e adeséo celulares. Para tal, os mesmos foram submetidos as condic¢des
de polarizacdo descritas no capitulo 3, sendo posteriormente utilizados quatro grupos

para a cultura celular:

- dois grupos de controlo: filmes de colagénio como processados, que sao utilizados
sem qualquer tratamento ap0s a sua obtencdo pelo método do drop-casting; e

filmes ndo polarizados (NP), que s&o submetidos as mesmas condigbes de
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temperatura dos filmes polarizados (40 °C), com excecdo da aplicacdo do campo

(ver esquema pagina 43);

- dois grupos de filmes polarizados: um grupo de filmes positivos (+) e por fim um

grupo de filmes negativos (-).

A partir dos grupos referenciados serdo entdo analisadas e registadas as variagdes

relativamente aos parametros em estudo, entre os diversos grupos.

Filmes como

. . .
processados NP Filme (+)  Filme (-)

OO0
OO0
OO0
OO0

Figura 1: Esquema de organizacdo dos grupos para o ensaio celular.

1.3. Estrutura da tese

Esta tese encontra-se organizada em seis capitulos. O capitulo 1 apresenta uma
pequena introducdo ao presente trabalho, os principais objetivos e a estrutura da sua
organizacao. O capitulo 2 contém a revisao da literatura relacionada com o tépico em
estudo permitindo a sua contextualizacdo. O procedimento experimental € descrito no
capitulo 3 com referéncia aos métodos de sintese e caracterizacdo utilizados e a é
apresentada a manutencao das células para ensaios celulares realizados. No capitulo
4 sao apresentados os resultados da caracterizacdo do material, a sua analise e
discussdo, bem como os resultados e discussdes referentes aos ensaios celulares.
Por fim, apresentam-se as principais conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros,

no capitulo 5.
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2. Revisao Bibliografica

O capitulo que se segue descreve as principais descobertas, realizadas ao longo
dos ultimos anos, relacionadas com a bioeletricidade presente nos tecidos vivos, e

contextualiza e justifica os objetivos principais deste trabalho.

2.1. Eletricidade associada ao meio biolégico

A presenca de fendbmenos elétricos no meio biolégico ja foi detetada ha alguns
séculos, através de estudos realizados por Galvani no século XVIII [21]. Este realizou
uma série de experiéncias que denotaram que as contragcdes musculares poderiam ser
estimuladas pelo uso de um arco monometalico ou até mesmo pela colocacdo da

extremidade seccionada do nervo em contacto direto com a superficie muscular [22].

Figura 2- Experiéncias realizadas por Galvani: (A) contragdo muscular conseguida através do
contacto direto entre o nervo e o musculo; (B) contacto direto entre o nervo de uma perna, com a
zona intacta do nervo da outra perna, ocorrendo a contragdo muscular [adaptado de [22]].

Em 1961 Becker [23] iniciou e efetuou estudos acerca da regeneracdo de membros,
com o especial interesse de perceber qual 0 mecanismo de controlo que se encontrava
por trds do processo complexo da regeneracdo. Sugeriu-se que, a existéncia de
potenciais elétricos superficiais, que podem ser medidos na superficie dos tecidos
biologicos, estdo envolvidos no desenvolvimento de embrides, e que provavelmente
determinam a organizacdo, diferenciagcdo e especializacdo no desenvolvimento do

organismo [24-26].
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O conhecimento da existéncia de potenciais elétricos no organismo, e as
descobertas realizadas por Galvani, levaram a que Becker supusesse que o sinal elétrico
estivesse envolvido no controlo do processo de regeneracéao [27].

Assim, Becker amputou os membros superiores de salamandras, que tém a
capacidade regenerativa e mediu o0s potenciais elétricos da zona distal dos membros
amputados, comparando este valor com o potencial da zona ilesa proximal, das
salamandras. O autor verificou que a resposta caracteristica obtida na zona lesada era a
passagem do potencial negativo para positivo, imediatamente apés a indugdo da lesdo
(amputacao), enquanto que, o tecido normal mantinha o seu valor caracteristico negativo.
Becker chegou a conclusao que durante o processo de regeneracdo, o potencial elétrico,
medido relativamente ao tecido normal adjacente, se mantinha negativo [23].

Desde os estudos iniciados por Galvani, diversos autores provaram e confirmaram
assim as suas teorias, de que existe de facto fenomenos eléctricos associados, ao meio
biol6gico. De facto, mais tarde observou-se que diversos tecidos existentes no organismo
humano, tais como os tenddes, a pele, 0s 0ssos, entre outros, possuem a propriedade
particular da piezoeletricidade (i.e. acumulacdo de cargas eléctricas em resposta a
aplicacdo de uma tensdo mecénica e vice versa).

Sabe-se também que a de eletricidade no meio biolégico esta envolvida em grande
parte de processos fundamentais, como na contragdo muscular, nos impulsos nervosos,
na reparagdo 0ssea, entre outros [9, 22, 28]. Tal como Galvani supunha, a bioeletricidade
existe num estado de “desequilibrio” e pode surgir como resposta a um estimulo interno,
que pode ter sido provocado por estimulos externos, como por exemplo a compressao
mecéanica, no caso do 0sso [21, 22].

Em 1812, as correntes elétricas ja eram utilizadas para o tratamento de desunides,
que ocorrem frequentemente em casos de fraturas dsseas, que ndo conseguem proceder

a reparacao no tempo normalmente previsto [21].

2.2. Constituicdo do osso

O tema da bioeletricidade associada ao meio bioldgico, apenas comecou a ganhar
énfase na comunidade cientifica, com a descoberta, realizada por Yasuda [29], nos anos
40, da bioeletricidade no o0sso.

O tecido 6sseo € o principal constituinte do esqueleto, que desempenha diversas

fungdes no nosso organismo [30].
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As funcBes do osso podem ser subdivididas em cinco principais categorias:

1) Suporte, uma vez que se trata de um tecido rigido e forte adaptado para o
suporte de cargas e pesos;

2) Protecao, dado que, envolve os 4rgaos vitais, como o cérebro, pulmdes, etc.,
protegendo-os através da absorcéo de choques e impactos;

3) Movimentacao, pelo facto de permitir a insercdo muscular através dos tenddes, e
guando ocorre a contracdo musculares permite entdo o movimento dos 0ssos e
assim do corpo;

4) Armazenamento, uma vez que alguns minerais existentes no sangue, tais como
o fosforo e o calcio, sdo captados pelos 0ssos e ai armazenados;

5) Producdo de células sanguineas, visto que a maioria dos 0ssos tém uma
cavidade, que é preenchida pela medula 6ssea vermelha, que é responsavel
pela producéo de plaquetas e células vermelhas [31].

O tecido 6sseo é constituido por células designadas por osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos, que sdo responsaveis pela respetiva produgcdo, manutencdo e reabsor¢cao
da matriz éssea [31].

Na zona central dos o0ssos longos, encontra-se geralmente uma cavidade,
designada por cavidade medular, onde se encontra a medula 6ssea, que é responsavel
pela producao de novas células sanguineas [31].

A matriz 6ssea € constituida a partir de material organico- colagénio,
maioritariamente tipo |, e proteoglicanos, que representam cerca de 35% da matriz; e por
um material inorganico que se apresenta sob a forma de um cristal de fosfato de célcio
denominado hidroxiapatite (Caio (PO4) 6 (OH) 2) e que representa cerca de 75% da matriz
Ossea [31]. As fibras de colagénio encontram-se altamente orientadas, estando os cristais
de hidroxiapatite embebidos ao longo das fibras. Esta combinacéo entre a hidroxiapatite e

as fibras de colagénio confere a devida dureza e resisténcia ao tecido 6sseo [9, 27, 30].

A funcionalidade do osso € garantida pela presenga do colagénio e dos minerais. O
colagénio confere resisténcia e simultaneamente flexibilidade a matriz, enquanto os
minerais, ou seja a hidroxiapatite constituinte do o0sso, permitem um aumento da

resisténcia a compressao da matriz 6ssea [31].

Desta forma, quando é removida a componente mineral do 0sso, este trona-se

bastante flexivel, uma vez que o seu principal constituinte passa a ser o colagénio. Se por

11
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outro lado for removido o colagénio da matriz éssea, entdo 0 0sso torna-se extremamente

fragil e quebradico [31].

No caso dos 0ssos longos, estes apresentam na sua constituicdo dois tipos de
tecido 6sseo: o compacto e o esponjoso. O compacto encontra-se mais na zona da
diafise, que representa a porcao cilindrica do osso, pelo que podera ser encontrado
nessa zona mais a periferia, junto ao periosteo - camada de tecido conjuntivo que reveste
0 0SSO e € constituido por colagénio, vasos sanguineos e nervos, enquanto que o
esponjoso se situa mais na zona epifisaria, ou seja nas extremidades, dos 0ssos longos,

delimitando também o canal medular dos mesmos [30, 31].

O osso compacto, sendo mais denso e apresentando menos espacamentos do que
0 esponjoso, € constituido por unidades designadas de sistemas de Havers. Estes
apresentam-se sobre a forma cilindrica e sdo compostos por diversas lamelas (fibras de
colagénio) que se dispdem concentricamente em torno de um canal central, onde se
encontram vasos sanguineos e nervos, designado de canal de Havers [30, 31].
Os diametros dos canais variam consideravelmente, uma vez que 0 0SSO esta em
remodelacao constante. A deposi¢do de novas camadas, ou seja de lamelas constituidas
por fibras de colagénio, da-se da periferia o centro, onde se encontra o canal de Havers.
Deste modo, os sistemas mais jovens tém canais mais largos e as lamelas mais internas
sdo as mais recentes [30].

A comunicacdo entre os ostedcitos, que permite a troca de nutrientes, € realizada a
partir dos canais de Havers e a partir de canais que se dispdem perpendicularmente ao

eixo do o0sso, designados canais de Volkmann [30, 31].

Os canais vasculares existentes no tecido 6sseo sao formados a partir da
deposicdo das lamelas de colagénio (formacdo da matriz 6ssea) a volta dos vasos

sanguineos pré-existentes [30].

Relativamente ao 0sso esponjoso, este apresenta inUmeros espacamentos abertos,
onde se situam 0s vasos sanguineos e a medula Ossea. Este e é constituido por

trabéculas que séo placas 6sseas que se encontram interligadas [31].
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Figura 3- Estrutura do osso compacto [adaptado de [30]]

2.2.1. Remodelacgéo e reparacéo 0ssea

O osso é um tecido com um elevado potencial de regeneracéo, tendo a capacidade
de proceder a sua remodelagéo e autorreparacao [32].

A remodelagcéo 0ssea é conseguida a partir de remo¢do da matriz 6ssea antiga,
pelos osteoclastos e pela deposicéo renovada de uma matriz mais jovem, que € realizada
pelos osteoblastos. Este fenomeno trata-se de um processo importante, uma vez que
esta ndo garante apenas a modificacdo da configuracdo 6ssea, como também permite
uma readaptacdo do tecido 6sseo as linhas de tensGes a que 0 0SSO estad sujeito
diariamente [31, 33]. As deformagBes mecénicas a que a matriz 6ssea é sujeita,
transmitem-se diretamente para as células 6sseas, o que permite modificacdes ao nivel

do crescimento, diferenciacdo e morfogénese e expressao genética [32].

13
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Geralmente o tecido 6sseo necessita de estimulos externos, como por exemplo as
tensBes mecanicas, para garantir este processo de remodelag&o. Tal origina a orientagéo
das trabéculas dos 0ssos longos segundo as linhas de maiores tensées [31, 33].

O comportamento piezoelétrico do colagénio (descrito mais abaixo em detalhe)
juntamente com a constante submisséo do osso a deformagfes mecéanicas, sugere que a
regeneracgao e reparagdo 0ssea ocorra através da interacdo dos estimulos mecéanicos e
elétricos [21, 34, 35].

O processo de autorreparacdo associado ao 0sso apO0s uma lesdo, como por
exemplo uma fratura pode ser dividido em quatro fases principais [31]:

1) Formacdo do hematoma, que ocorre logo apds a ocorréncia da lesdo, dando
origem a uma massa de sangue gue extravasa dos vasos sanguineos afetados
pela lesao;

2) Formacéo do calo 6sseo, que se trata de um tecido que une as extremidades do
osso fraturado. Este processo é fundamental, uma vez que o calo 6sseo permite
a estabilizagdo do osso conferindo uma determinada consisténcia a zona
fraturada;

3) Ossificacdo do calo, em que 0 0SS0 esponjoso substitui o calo 6sseo formado;

4) Remodelacdo 6ssea, que procede a substituicdo do 0SSO esponjoso por 0SSO

compacto e é entdo removido o restante calo 6sseo e restituido o canal medular.

Compact
bone )

Medullary [ R \]1

Cancellous
bone [

!
Dead
bone
Compact »‘

cavity

= Periosteum

New
bone
Cartilage

_

- Callus

bone at

Fibers break site

and
cartilage

Clot formation Callus formation Callus ossification Bone remodeling

Figura 4- Processos intervenientes na reparacdo 6ssea ap6s a ocorréncia de uma fratura [adaptado de
[31]].
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A reparacao 6ssea constitui um processo fundamental para garantir a recuperacao
de uma lesao sofrida, como por exemplo no caso de uma fratura, permitindo ao paciente

a recuperacao da sua funcionalidade inicial.

2.2.2. Piezoeletricidade no osso

A existéncia de eletricidade associada ao tecido biolégico foi mais uma vez
confirmada quando Yasuda, por volta dos anos 40 descobriu a bioeletricidade no osso.
Ao longo dos seus diversificados estudos foram aplicadas tensdes mecénicas em 0Ss0s
longos, verificando-se a formagédo do calo 6sseo mesmo na auséncia de fratura. Além
disso, observou-se que, em resposta as deformacdes mecanicas, se gerava um sinal
elétrico no osso, pelo que as regides que se encontravam sobre compressao,
apresentaram cargas negativas, enquanto que, as regides submetidas a tracdo
apresentaram cargas positivas. As observacoes realizadas levaram a que Yasuda et al.,
supusessem que o sinal elétrico estivesse envolvido na formacéo do calo 6sseo. Deste
modo demonstrou, em estudos posteriores, recorrendo a 0ssos de coelhos, que 0 uso de
uma corrente direta de 1-100 pA levava a formacéo do calo 6sseo no canal medular [26,
36].

z . bone
: added
E / here

bone /

reabsorbed

here

Figura 5- Remodelacdo 6ssea [adaptado de [37]]

Contudo, Yasuda et al., ndo foi o primeiro a conseguir a formacgéo do calo 6sseo a
partir do uso de uma corrente direta. Por volta do século XIX Garrett utilizou elétrodos
percutaneos no tratamento de defeitos 6sseos, conseguindo a formacao do calo 6sseo.
Este estudo durou cerca de dois anos, em que a estimulacdo elétrica era efetuada
durante 15 minutos por dia [26, 38].

Apesar dos estudos realizados com sucesso antes do tempo de Yasuda et al.,
Marino [26] defende que as descobertas realizadas até entdo foram meramente

empiricas, e provém de um tempo em que a eletricidade era um tema novo. Deste modo,
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ele defende que a descoberta realizada por Yasuda et al., foi a que realmente trouxe
mais énfase ao tema da bioeletricidade, uma vez que este trabalho emergiu a partir dos
conhecimentos acerca dos estudos da fisiologia 6ssea e a partir das observacfes diretas
gue ele efetuou, durante a realizacao das suas experiéncias.

Estudos posteriores a descoberta de Yasuda, realizados por Fukada [9],

demonstraram que 0 0sso € piezoelétrico no sentido classico apresentando, deste modo,
o efeito piezoelétrico direto e inverso. O efeito piezoelétrico direto ocorre quando 0 0sso é
submetido a estimulos mecénicos, originando dai uma carga no 0sso, enquanto que, 0O
efeito piezoelétrico inverso, como sugere o nome, ocorre quando € aplicado um campo
elétrico no 0sso, que levara a uma deformag&do mecanica.
Os autores verificaram que o comportamento piezoelétrico do 0sso, apenas surgia
guando a tensao aplicada na direcdo do eixo longo do mesmo, gera uma tensdo de corte
nas fibras de colagénio de forma a que as mesmas deslizem umas sobre as outras [9,
26].

A constante piezoelétrica mais notavel e que representara a piezoeletricidade no
caso do 0sso € o dis. [9, 13, 21]. Esta constante representa a carga gerada por unidade
de for¢a segundo a direcdo de polarizagéo, tendo sido medida por Yasuda e Fukada, em
0Ss0s secos, obtendo assim um valor de 0,2 pC/N [9, 13]. A constante piezoelétrica pode
ser afetada por varios fatores, nomeadamente pelo teor de dgua e as amplitudes das
tensdes aplicadas [9, 28, 39]. Além disso, também se verificou que as fibras de colagénio
se orientam de acordo com o estimulo elétrico a que o0 0sso é submetido [9, 10, 27].

Para confirmar e completar entdo as sugestdes propostas por Fukada e Yasuda,
Marino et al., realizaram um estudo em 0ssos humanos, para esclarecer se a origem da
piezoeletricidade do 0sso se devia realmente a matriz organica constituinte do mesmo.
Para tal, procederam a subdivisdo em dois grupos dos 0ssos em estudo: num dos grupos
0os ossos foram desmineralizado e no outro foi entdo retirado o colagénio [27]. Deste
modo, procederam ao calculo da constante piezoelétrica (dis) para ambos 0s grupos
verificando que, enquanto o grupo de 0sSs0S que apresentavam na sua constituicdo o
colagénio mostravam valores acima dos 2,5x 10~° c.g.s.e.s.u. (0,08 pC/N), os que
continham apenas a componente inorganica ndo apresentaram qualquer comportamento
piezoelétrico [27]. Estes estudos provaram assim que a piezoelectricidade do osso esta
associada ao colagénio. Estes estudos levaram também na altura & conclusdo de que os
cristais de hidroxiapatite ndo sdo os responsaveis pelo comportamento piezoeléctrico do
0sso. Admitiu-se a época, que este comportamento esta relacionado com o facto de os

cristais individuais da componente mineral (hidroxiapatite) existentes no 0sso
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pertencerem a uma classe centrossimétrica, ou seja, que apresentam centro de simetria,
e por isso serem incapazes de exibir piezoeletricidade [27]. No entanto, estudos mais
recentes, utilizando técnicas de analise de comportamento eléctrico local (homeadamente
microscopia de forca atémica, por recurso a ponta de prova piezoelétrica) levantaram
novamente a questao da existéncia ou ndo de comportamento piezoeléctrico em cristais
de hidroxiapatite [40, 41]. No entanto, estes resultados sdo controversos e ainda nao

foram reproduzidos.

2.3. Estimulacéao elétrica para a reparacéo de tecidos bioldgicos

Ficou claro, com as descobertas realizadas ao longo dos anos, que as estimula¢des

mecanicas e elétricas induzem a formacgéo do calo 6sseo, levando consequentemente a
remodelacdo e autorreparacdo do 0sso [42].
Deste modo, tem vindo a ser explorado com sucesso, 0 uso de correntes elétricas como
forma de tratamento, no caso de tecidos lesados. Os estudos realizados nesta vertente
demonstraram que as cargas elétricas influenciam o comportamento celular, tendo um
papel importante na estimulacdo da diferenciacdo e proliferacdo celular em diversos
tecidos, promovendo assim o processo da reparacéo [11, 43].

No caso do tecido 6sseo foram realizados diversos estudos, durante os Ultimos
anos, em que 0sso0s animais e humanos foram submetidos a correntes elétricas externas
para a formagdo de novo tecido 0sseo. Segundo Marino [26], para que ocorra a
osteogénese é necessario aplicar uma corrente acima dos 5 PA, atingindo esta o0 seu pico
méximo com a aplicacdo de uma corrente entre os 5-20 pA. Se por outro lado, a corrente
aplicada ultrapassar os 20 pA, inicia-se o processo de destruicdo 0ssea.

Este tipo de tratamento em que séo utilizadas correntes elétricas como forma de
estimulagdo para a formagéo de tecido novo, ndo é apenas aplicado especificamente ao
tecido 6sseo. Recentemente foi realizado um estudo para perceber qual o efeito da
aplicacdo de corrente elétrica na remodelacédo do tecido periodontal de ratos. Para tal,
utilizaram entdo correntes alternadas de 0, 50 e 100 pA durante duas semanas e
verificou-se que os grupos, em que foram aplicadas as correntes de 50 e 100 pA,
apresentavam um aumento da producdo do factor de crescimento de fibroblastos, que
esta envolvido na remodelacdo do tecido periodontal. Além disso, apresentavam uma
densidade de colagénio superior do que no caso dos ratos em que nado se utilizou

corrente elétrica [44].
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Apesar dos estudos realizados com sucesso, existe a necessidade de definir e

uniformizar os parametros utilizados na estimulacéo elétrica [45, 46].

2.3.1. Efeito piezoelétrico

Alguns materiais tém a capacidade de criar um momento dipolar elétrico (P),
quando submetido a uma determinada pressédo [21]. Este efeito, designado de
piezoeletricidade foi descoberto pelos irmdos Curie por volta de 1880, quando estes
aplicaram tensdes nos cristais do sal Rochelle (tartarato de sodio e potassio) e de
guartzo, resultando dai uma carga elétrica no material. Este efeito tem vindo a ser
utilizado numa elevada gama de aplicagbes, nomeadamente na area médica [13, 18, 20,
47]. A piezoeletricidade € um processo reversivel que se define pela polarizagcao/ carga
elétrica que é gerada num material, quando determinados cristais sdo submetidos a uma
compressao ou tensdo mecanica A este fendmeno da-se o nome de efeito piezoelétrico
direto [20, 47, 48]. Contudo, os materiais que apresentam propriedades piezoelétricas
dispéem também de um efeito piezoelétrico inverso, que ocorre quando a aplicacdo de
uma carga elétrica, no material, leva a sua deformac¢do mecénica [18, 20, 47-49]

O fenébmeno da piezoeletricidade esta inerente a microestrutura do material, pelo
que esta propriedade apenas se exibe em materiais que ndo apresentam qualquer centro
de simetria por parte das células unitarias que os constituem [18]. Existem 7 sistemas
cristalogréaficos: cubico, tetragonal, romboédrico, monoclinico, triclinico, ortorrdmbico e
hexagonal [18]. E existem 32 classes cristalinas, das quais 21 sdo ndo-centrosimétricas,
ou seja ndo possuem um centro de simetria, e destas 20 apresentam a

piezoelectricidade.
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Figura 6- Efeito piezoelétrico direto (a), através da aplicagcdo de cargas de compressédo e tracado e
efeito piezoelétrico inverso (b), através da aplicagdo de um campo elétrico ao material. [adaptado de
[13]]
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Deste modo, os cristais que possuem um centro simétrico ndo apresentam um
comportamento piezoelétrico, uma vez que os dipolos (p) que se geram se anulam
mutuamente. Se por outro lado o material cristalino ndo apresentar qualquer centro de
simetria, uma forca externa que é aplicada no mesmo pode levar a deslocacdo, em
dire¢des Unicas, dos atomos ou ides, levando a que o centro geométrico das cargas
positivas e negativas deixe de ser simétrico. Desta forma, o deslizamento das cargas
positivas e negativas, umas relativamente as outras, leva a geracdo de um dipolo elétrico

e assim a uma polarizagdo no material [13, 18, 47, 50].
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Figura 7- Materiais que possuem um centro de simetria, que com a aplicacdo de uma tensdo acabam
por ser anulados os dipolos que se geram (materiais ndo piezoelétricos) e materiais que ndo possuem
centro de simetria e que com a aplicacdo de uma tensdo se gera uma polarizacdo (materiais
piezoelétricos) [adaptado de [51]]

O efeito piezoelétrico é caracterizado pelo coeficiente piezoelétrico d que define: a
polarizacdo gerada por unidade de deformacdo mecéanica ou a deformacdo mecéanica
resultante da aplicacdo de um campo elétrico. Tendo em conta a figura 8 por exemplo a
constante di4 representa a polarizagéo induzida na diregdo 1 em resposta a uma tensao
de cisalhamento em torno do eixo 1. Ja a constante dss representa a polarizagédo induzida

na direcdo 3 por unidade de tenséo aplicada na direcao 3 [52].

darizati -
plarization 3

Figura 8- Dire¢cao das forcas que afetam a polarizagéo [adaptado de [52]]
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Diversos estudos realizados demonstram que 0s materiais que apresentam
caracteristicas piezoelétricas poderdo eventualmente ser utilizados para se obterem
superficies bioativas polarizadas, para a regeneracdo de tecidos [11, 17]. Deste modo,
serdo apresentados de seguida alguns materiais piezoelétricos, que foram estudados na
area da regeneracdo de tecidos, de forma a perceber quais as influéncias das suas

propriedades piezoelétricas na atividade celular.

2.3.2. Aplicacbes de materiais com propriedades piezoelétricos ou

modificados eletricamente na engenharia de tecidos

A descoberta da bioeletricidade no tecido biolégico, e o facto de esta poder estar
envolvida no processo de reparagdo dos mesmos, levou a ideia do uso de materiais
especializados, como é o caso dos materiais piezoelétricos, como possiveis indutores
para a medicina regenerativa. Estes estudos tém estado até ao momento muito centrados
no tecido 6sseo.

Deste modo, tem surgido ao longo dos Ultimos anos, 0 interesse no
desenvolvimento de biomateriais com propriedades piezoelétricas ou eletricamente
modificados, uma vez que estes tém demonstrado resultados promissores ha
regeneragao Ossea.

Para gerar substratos apresentando cargas superficiais pode se recorrer a [13]:
i) carregar electricamente materiais pela aplicagcdo de um campo elétrico a
elevadas temperaturas;
i) e usar materiais piezoelétricos que sdo capazes de gerar uma polarizacao

em resposta a uma tensdo mecanica.

E de salientar que os materiais piezoelétricos também podem ser sujeitos a aplicacéo de
um campo elétrico resultando na orientagédo dos seus dipolos e na maximizacdo das suas
propriedades piezoelétricas

Diversas classes de materiais piezoelétricos (ceramicos, poliméricos ou
compositos) tém vindo a ser exploradas, com a finalidade de serem utilizados na
medicina regenerativa [7, 14, 53].

Nesta seccdo serdo apenas abordados alguns materiais piezoelétricos,
nomeadamente o material escolhido para o desenvolvimento deste trabalho- o colagénio,
apresentando-se também estudos realizados com 0s mesmos na area da medicina

regenerativa.
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Tabela 1- Exemplos de classes de materiais piezoelétricos e eletricamente modificados (HA)
existentes.

Materiais eletricamente carregados utilizados na medicina regenerativa

- Titanato de bario (BaTiOs)
Ceramicos - Hidroxiapatite (HA) polarizada
. N&o L - Poli (fluoreto de vinilideno) (PVDF)
biodegradaveis
Poliméricos - Colagénio
Biodegradaveis . o
- Acido poli-L-lactico (PLLA)
- Compositos de BaTiOsz com poli (trifluoro etileno de vinilideno)
Compositos - . L : . .
- Compositos de titanato de bario e hidroxiapatite (HABT)

e Ceramicos piezoelétricos e eletricamente modificados

Apesar dos materiais ceramicos, que apresentam caracteristicas piezoelétricas,

terem uma aplicacdo mais vasta nas areas tecnoldgicas e elétricas [49], estes tém sido
alvo de estudos, ao longo dos dultimos anos, para aplicagcbes na area médica,
nomeadamente na area da medicina regenerativa. Ao longo dos ultimos anos, tém sido
estudados materiais ceramicos que apresentam caracteristicas piezoelétricas ou que
tenham sido modificados eletricamente para a regeneracdo 6ssea. A maioria dos
bioceramicos piezoelétricos que tém sido propostos para esta vertente da engenharia de
tecidos, contém titanato de bario, que é um dos materiais cerdmicos com constante
piezoelétrica mais elevada, podendo esta ir até aos 600 pC/N [13].
Outro material (neste caso cuja piezoelectricidade nao foi ainda definitivamente provada)
que tem vindo a ser estudado é a hidroxiapatite polarizada, que é modificada
eletricamente, pelo que a origem da carga superficial é conseguida através da
polarizacdo do material.

Os diversos estudos realizados in vivo e in vitro demonstram que, para além destes
materiais serem biocompativeis, demonstram também promover a adesdo e atividade

celular osteoblastica, bem como o crescimento de tecido 6sseo novo [13].

21




2- Revisao Bibliografica

e Titanato de bario (BaTiOs):

Nos ceramicos piezoelétricos mais conhecidos enquadra-se o titanato de bério
(BaTiOgs), que apresenta propriedades piezoelétricas e ferroelétricas elevadas. Este
material pertence a um grupo designado de perovskites (Figura 9), estrutura esta que é
adotada por grande parte dos 6xidos que apresentam a formula quimica de ABOs. Esta
estrutura pode classificar-se como uma forma cubica simples, que tem os catibes de
dimensdes maiores (A), nos vértices do cubo; catibes ligeiramente mais pequenos (B), no
centro do cubo e por fim os oxigénios (O) no centro das faces do cubo [49]. Os grupos de
materiais que pertencem ao grupo das estruturas perovesquiticas sdo 0s que apresentam
a constante piezoelétrica mais elevada.

Figura 9- Estrutura da perovskite caracteristica dos 6xidos que apresentam a férmula quimica ABOa.
[adaptado de [18].

O titanato de bario é piezoelétrico abaixo da temperatura de Curie (T¢), uma vez
gue ocorre a transformacéo da célula unitaria de forma cubica que apresenta simetria,
para uma estrutura assimétrica, geralmente representadas pela forma tetragonal ou
romboédrica. Esta transformacédo leva a uma alteracdo da posicao dos ides da célula
unitaria, que resulta na distribuicdo assimétrica dos mesmos, acabando por gerar uma
polarizacdo no material [13, 49].

O BaTiO; tem sido alvo de estudos para a aplicacdo na reparacao 0Ossea,
nomeadamente em combinagdo com outros materiais. Furuya et al. [54], estudou o efeito
piezoelétricos de cargas superficiais do titanato de bario na diferenciacdo de células

Osseas de rato. Para avaliar a diferenciacdo celular foram monitorizadas a atividade
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da fosfatase alcalina (ALP) e o teor de calcio, tendo-se registado um ligeiro aumento
de ambos os parametros nas superficies de BTO carregadas. Os autores concluiram
que as cargas superficiais do BTO levaram a uma aceleracdo na osteogenese.

Além disso, realizaram-se estudos acerca da biocompatibilidade de membranas
compoésitas de poli (trifluoro etileno de vinilideno) combinado com titanato de bério
(P(VDF-TrFE)/BT), em comparacdo com membranas nao piezoelétricas de poli
(tertafluoroetileno) (e-PTFE). Neste foi demonstrado que as membranas piezoeléctricas
de (P(VDF-TrFE)/BT) para além de apresentarem uma biocompatibilidade superior as
membranas nado piezoelétricas, também foi registada uma maior adesdo celular nas
membranas piezoelétricas [13, 55]. Além da combinacdo de BaTiOs; com poli (trifluoro
etileno de vinilideno), também foi analisada a citotoxicidade de compdsitos de titanato de
béario e hidroxiapatite (HABT). Neste estudo foi demonstrado que os compdésitos de HABT
sdo biocompativeis, ndo demonstrando qualquer efeito citotoxico por parte deste material
composito piezoelétrico. Além disso, verificou-se através de estudos realizados in vitro

que os compositos HABT promovem a adesdao celular celular osteoblastica [56].

o Hidroxiapatite (HA) polarizada:

Actualmente a hidroxiapatite polarizada ndo se enquadra nos materiais
piezoelétricos, sendo classificada como um material eletricamente modificado [13]. No
entanto, porque a hidroxiapatite € um dos principais constituintes do o0sso, tem sido
extensivamente estudada como potencial substituto 6ésseo, uma vez que permite
estabelecer interagfes quimicas favoraveis com o osso. Como ja referido anteriormente
uma das formas de obtencéo de cargas superficiais é conseguida através da submissao
do material a um campo elétrico, também designado de processo de polarizacdo. No
caso da hidroxiapatite este processo é realizado a temperaturas elevadas, uma vez que,
se pensa que ocorre ordenagdo dos ides OH", constituintes da rede de HA, durante o
processo de polarizacdo [13].

Estudos efetuados por Bodhak et al. [57], verificaram um aumento da adeséo de
osteoblastos humanos em superficies polarizadas negativamente de HA, tendo para além
disso verificado uma diminui¢cao celular nas superficies positivas. O aumento da atividade
dos osteoblastos nas superficies de hidroxiapatite polarizadas nao foi apenas verificada
por Bodhak et al., Itohet et al. [58], registaram igualmente um aumento da atividade de
osteoblastos e um decréscimo da atividade dos osteoclastos nas superficies de placas de

hidroxiapatite polarizadas positiva e negativamente que foram implantadas em ossos de
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ratos. Estudos posteriores in vivo com amostras porosas de HA polarizadas
demonstraram um aumento do crescimento dsseo tendo sido detetada a formacao de
tecido 6sseo novo nas regides centrais do material poroso polarizado, que foi implantado
em fémures de coelhos realizados [59].

Baxter et al. [13], referencia diversos estudos realizados in vivo e in vitro ao longo dos
ultimos anos com a hidroxiapatite polarizada, que demonstraram a existéncia de uma
alteracdo na resposta bioldgica, comparativamente a hidroxiapatite ndo polarizada. A HA
polarizada, quer positivamente quer negativamente, demonstram ser benéficos

relativamente a reparacao e crescimento 6sseo.

e Polimeros piezoelétricos

Para além dos materiais ceramicos, os polimeros piezoeléctricos também tém sido
alvos de investigagdo como possiveis indutores da reparacdo de diversos tecidos, tais
como o 6sseo, a pele, 0s nervos, etc.

Alguns exemplos de polimeros piezoelétricos que tém sido investigados ao longo dos
tltimos anos séo o polifluoreto de vinilideno (PVDF), o acido poli-L-lactico (PLLA) e

colagénio.

e Poli (fluoreto de vinilideno) (PVDF):

O poli (fluoreto de vinidileno) enquadra-se nos polimeros sintéticos né&o
biodegradaveis que apresentam propriedades piezoelétricas. Esta propriedade do PVDF
foi descoberta por Kawai [60] em 1969, que demonstrou que este polimero quando
submetido a um campo elétrico (polarizacdo) apresentava uma constante de
piezoeletricidade de 6-7 pC/N [18].

O PVDF pode apresentar-se em pelo menos quatro fases cristalinas, dependo da
conformacédo da cadeia, sendo estas representadas por: a, 3, y e 6. A fase a ¢ a fase
mais comum e estavel sendo esta apolar dado que os momentos dipolares criados se
anulam mutuamente. A caracteristica piezoelétrica do PVDF deve-se a fase B, que é
polar . Geralmente a fase B € obtida a partir do estiramento mecénico de filmes de PVDF

que se apresentem na fase a, provocando desta forma a orientacdo das cadeias
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moleculares, sendo posteriormente submetidos & polarizacdo com carga elétrica para

induzir um momento dipolar [18, 61, 62].

)

Figura 10- Estrutura do polifluoreto de vinidileno (PVDF). [adaptado de [18]]

Guo et al., realizaram um estudo, com sucesso, em que se utilizaram scaffolds com
propriedades piezoelétricas, através da introducdo de PVDF, conjuntamente com o
poliuretano (PU), para a regeneracdo de feridas. Os scaffolds foram implantados
subcutaneamente em ratos, para analisar a sua biocompatibilidade e para perceber qual
a influéncia que o efeito piezoelétrico tem na atividade dos fibroblastos. Deste modo, os
autores verificaram entdo, que os scaffolds piezoelétricos demonstraram uma maior
adesdo, migracdo e secrecdo por parte dos fibroblastos, quando comparados aos
scaffolds que apenas continham PU e que ndo apresentam assim propriedades
piezoelétricas. Segundo os autores o aumento da atividade dos fibroblastos observada
deve-se a estimulacdo piezoelétrica, que foi conseguida através da deformacéo
mecanica, originada pela movimentagéo dos ratos [11].

Além do uso do PVDF na regeneracdo de feridas, este polimero piezoelétrico
também tem sido investigado para a regeneracdo nervosa [12, 63, 64]. O cultivo de
células neuronais em scaffolds piezoelétricos de PVDF demonstram um aumento
significativo da presenca de fibras nervosas e extensdes neuronais, quando comparadas

aos scaffolds sem propriedades piezoelétricas [43, 65].

e Acido poli-L-lactico (PLLA):

O PLLA é um poliester alifatico linear semi-cristalino, que apresenta diversas
caracteristicas, tais como a biocompatibilidade, a biodegradabilidade, um conjunto
favoravel de propriedades mecéanicas e caracteristicas piezoelétricas, que tornam este

polimero bastante atrativo para a engenharia de tecidos. O &cido poli-L-lactico € um
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polimero sintético utilizado em diversas aplicagcbes médicas, tais como, em parafusos
reabsorviveis, suturas, etc [53].

O efeito piezoeléctrico do PLLA é conseguido através do estiramento dos filmes, o

gue leva a um alinhamento das regides amorfas acabando por facilitar, através da
aplicacdo de um campo elétrico, a rotacdo uniforme das cristalites [66].
Neste polimero o grau de cristalinidade influéncia a constante piezoelétrica, pelo que,
com o aumento do grau de cristalinidade do PLLA, também se regista um aumento da
sua constante piezoelétrica, podendo esta atingir um valor de dis= 9,82 pC/N. Quando
este polimero se encontra na sua fase amorfa, este exibe pouca ou nenhuma
piezoeletricidade [7, 67, 68].

Ao longo dos anos o &cido poli-L-lactico tem vindo a ser estudado como potencial
indutor de regeneracdo a nivel da regeneracdo de tecidos. Neste sentido foi
recentemente iniciado na Universidade de Aveiro, e neste grupo de investigagao, estudos
pioneiros do papel da polarizagdo em filmes e fibras de PLLA nos fenédmenos de adeséo
proteica e proliferacdo celular. Como a adsorcdo proteica constitui um dos primeiros
processos que ocorrem depois da colocagcdo in vivo de um dispositivo com fins
regenerativos, realizou-se um estudo para analisar a influéncia da polarizacdo, ou seja da
carga elétrica de filmes de PLLA, na adsorgdo de proteinas, que demonstrou uma clara
preferéncia de adesdo das proteinas nos filmes biodegradaveis polarizados
comparativamente aos nao polarizados [7, 53]. Um nicho promissor na engenharia do
tecido neural é o0 uso de substratos capazes de fornecer sinais eléctricos, que aumentem
a regeneracao neural. Neste &mbito um estudo muito recente revelou que PLLA (filmes e
fibras) eletricamente carregados apresentando uma polarizacdo até 30 uC/m?
apresentam efeitos benéficos na diferenciacdo das células neuronais potenciando o

crescimento neuronal [69].

e Colagénio:

O colagénio é a proteina mais abundante que existe no organismo humano. Este
constitui grande parte da matriz extracelular na maioria dos tecidos, e apresenta
propriedades piezoeléctricas que tém vindo a ser estudadas nos ultimos anos [10, 27,
39]. O efeito piezoelétrico nos polimeros naturais deve-se a rotagdo interna dos grupos
polares, que estdo ligados aos carbonos assimétricos. Nos polimeros naturais a
piezoeletricidade que geralmente é registada apenas se trata da piezoeletricidade de
corte [70, 71]. O efeito piezoelétrico € geralmente representado pela constante

piezoelétrica, que no caso do colagénio € o dis. O seu valor é de aproximadamente 2,5
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pC/N [66], podendo o valor desta constante variar significativamente com a temperatura e
o grau de hidratacado, ou seja, com o teor de agua [72].

A constante piezoelétrica do colagénio foi medida no tenddo e em o0sso de bovino,
registando-se um decréscimo, em ambos, do dis com o0 aumento do teor de agua. Os
autores deduzem que a polarizacdo é anulada pela ligacéo transitoria da agua as regides
polares responséaveis pela piezoeletricidade no colagénio [73].

Como a deposicao de hidroxiapatite determina o crescimento e reparacdo 4ssea,
realizaram-se estudos acerca da influéncia das propriedades piezoelétricas do colagénio
na atividade de mineralizacdo do osso. Nestes estudos, foi demonstrado que nas regioes
em que o colagénio se encontrava deformado, o processo de mineralizagdo éssea, se
iniciou mais rapidamente comparado as regiées que ndo se encontravam deformadas.
Deste modo, os autores chegaram a conclusdo que o efeito piezoelétrico do colagénio
pode funcionar como um indutor do processo de mineralizagdo e, promover assim o
processo de mineralizagdo do 0sso, na auséncia de células 6sseas [15, 74].

Estudaram-se também as propriedades piezoelétricas e dielétricas da combinacao
do colagénio com hidroxiapatite para a regeneracdo 0ssea. A constante piezoelétrica
(d14) medida para os filmes de colagénio processados a partir de colagénio de bovino
ronda aproximadamente os 0,062 pC/N [75]. A introducdo da hidroxiapatite induziu uma
reducdo do dis do colagénio para 0,040 pC/N, aguando a utilizagdo da hidroxiapatite (HA)
nanocristalina e para 0,012 pC/N, no caso do uso da hidroxiapatite comercial. Uma
explicacdo dada para este decréscimo do dis € o facto da introducdo da hidroxiapatite
influenciar a organizagdo do colagénio, diminuindo a organizagdo microestrutural das
fibras, devido a elevada forca idnica que a hidroxiapatite exerce sobre o colagénio. [70,
75].

Ferreira et al. [76], verificaram que o efeito piezoelétrico do colagénio, no 0sso,
promove a adeséao celular, nas regibes sobre tensfes, quando comparado com regides
qgue ndo se encontram deformadas. Tal foi comprovado através de um estudo realizado
com colagénio do tipo |, cujo objetivo se centrava na percecado de qual a influéncia que o
efeito piezoelétrico do colagénio tem na orientacao das células osteoblasticas. Para tal,
compararam colagénio em que foi introduzida uma deformacdao, para realcar o fenomeno
de piezoeletricidade, com colagénio que nado foi submetido a qualquer tipo de
deformacgdo. Os autores registaram uma maior adesdo celular no colagénio que foi

submetido a deformagdes [76].
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Analisando os estudos anteriormente referidos é possivel verificar que o efeito
piezoelétrico de alguns materiais piezoelétricos sejam estes naturais ou sintéticos, tém de
facto influéncia na atividade celular e na adsorcao proteica. Na sua maioria, os estudos
acima referidos verificaram um aumento da atividade celular que tem um impacto positivo
na reparacdo e assim na regeneracdo dos tecidos. Observa-se que foram realizados
diversos estudos com titanato de bario, PLLA, PVDF, hidroxiapatite polarizada entre
outros, com sucesso na medicina regenerativa. Contudo, existe na literatura pouca
informacédo acerca de qual a influéncia das cargas do colagénio eletricamente carregado
na atividade celular. Deste modo surge entdo este trabalho, com o objetivo de explorar
essa vertente, destacando-se inclusive no uso de colagénio carregado positivamente e

negativamente.

2.4. Polimeros na engenharia de tecidos

A estratégia da engenharia de tecidos, para promover a regeneracdo, passa por
vezes pelo uso de matrizes extracelulares, em formato tridimensional sintéticas, tais
como os scaffolds. As matrizes sintéticas funcionam como uma plataforma temporaria
para o crescimento e proliferacdo de células, de forma a permitir uma rapida reparacao
dos tecidos [1, 2]. Para que estas matrizes extracelulares satisfagcam a interagdo com os
tecidos e a proliferacdo celular, é necessario que satisfagam determinadas propriedades
mecanicas e fisicas [77-79]. A satisfacdo destas condicbes passa pela escolha do
material adequado, que reluna as caracteristicas favoraveis, para 0 seu uso nha
engenharia de tecidos.

Ao longo dos anos, tem vindo a ser utilizado uma gama variada de materiais na
engenharia de tecidos [80, 81]. Estes materiais incluem metais, ceramicos, polimeros e
compositos. Os materiais ceramicos e metdlicos apresentam determinadas
desvantagens, tais como a ocorréncia da degradacdo no meio biolégico, a limitacao da
sua processabilidade e no caso dos metais pode ocorrer o efeito de “stress shielding”,
que se trata da reabsor¢éo 6ssea no local de implante [2, 82, 83].

Um grupo de materiais que apresenta elevada aplicabilidade na area da engenharia de
tecidos, e que satisfaz as condicdes necessérias sdo o0s polimeros. Estes sé&o
frequentemente utilizados em aplicagbes meédicas, devido as suas propriedades
biocompativeis, biodegradaveis, mecéanicas e elétricas. Os polimeros podem ser

classificados em dois grupos: os sintéticos e o0s naturais. Os polimeros naturais séo
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obtidos a partir de fontes naturais, como por exemplo a partir de origem animal ou
vegetal. Nestes enquadram-se, entre outros, os polissacarideos, tais como 0 quitosano,
acido hialurénico, a agarose, o alginato e as proteinas como o colagénio, e a fibrina [1, 2,
5, 18]. Relativamente aos polimeros sintéticos, a sua estrutura determina a sua
versatilidade quimica e processabilidade. Destes fazem parte, por exemplo, o0s
poliesteres, as poliamidas, os polifosfazenos e os polianidridos. Dos materiais sintéticos,
0s mais utlizados sdo os poliesteres que incluem: o acido poli-L-lactico (PLLA), o acido
poliglicélico, a policaprolactona e o policarbonato [1, 2, 5, 18]. Nos polimeros sintéticos
ndo biodegradaveis enquadram-se o polietileno, poli (&lcool vinilico), silicones,
polipropileno entre outros, que também sé&o utilizados na engenharia de tecidos [18].

Tabela 2- Alguns exemplos de polimeros estudados na area da engenharia de tecidos.

Polimeros

Naturais Sintéticos Algumas das aplicacoes Referéncia
investigadas
- Acido poli-L-lactico | - Scaffolds como suporte para
0 crescimento de tecidos;
- (PLLA) : : «
- Colagénio - Sistemas para a libertacéo
- Acido poliglicélico controlada de farmacos;
- Quitosano , " o [84-87]
(PLGA) - Dispositivos para a fixacéo
- Fibrina ortopédica (parafusos, etc.);
- Policaprolactona | . gyturas.
(PCL)

Os polimeros naturais tém a potencial vantagem de serem reconhecidos
biologicamente, o que pode suportar positivamente a adeséo e funcionalidade celular [2].
Além disso, os polimeros naturais apresentam a capacidade de interagir com o meio
biolégico que se apresenta como um meio altamente dindmico com um pH por volta de
7,3 e que contém gases dissolvidos, como o Oy, eletrélitos, células e proteinas, que pode
levar & degradacgéo de determinados materiais [88].

Dos polimeros acima representados, o colagénio € um dos materiais mais utilizados
para aplicacdes biomédicas. Na seccdo que se segue sera essencialmente abordado o

colagénio dado que se trata do material selecionado para a realizacéo deste trabalho.
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2.4.1. Colageénio

O colagénio é a proteina mais abundante existente no organismo humano,

representando cerca de 20-30% do total das proteinas existentes no organismo [18, 19].
Este trata-se de um material com propriedades piezoelétricas que se enquadra nos
polimeros naturais e existe em diversas formas no nosso organismo [18, 75].
Este polimero natural é uma proteina bem conhecida, constituido por cadeias
polipeptidicas com sequéncias variadas de aminoacidos e utilizada numa gama variada
de aplicacBes médicas [19]. Uma das principais raz6es pelo uso do colagénio neste tipo
de aplicacBes deve-se ao facto de este polimero se apresentar sobre a forma de fibras,
gue proporcionam uma resisténcia elevada e conferem estabilidade devido as suas
capacidades de agregacdo e crosslinking [19]. O colagénio é entdo responsavel por
conferir integridade estrutural e resisténcia a tracao nos tecidos [18].

Diversos polimeros sintéticos e naturais sao utilizados atualmente para o
processamento de biomateriais, no entanto, as caracteristicas do colagénio distinguem-
se dos polimeros sintéticos, essencialmente devido ao seu modo de interacdo com o
meio bioldgico [19, 89]. O colagénio desempenha um papel fundamental na formagéo de
determinados tecidos e 6rgdos, estando também envolvido na expressdo de varias
funcionalidades das células [19]. Este constitui a matriz extracelular, que representa o
elemento béasico de todo o tecido conjuntivo e constitui a componente funcional
maioritaria do 0sso, cartilagem, pele, entre outros tecidos.

As propriedades mecanicas dos tecidos ricos em colagénio, como tenddes, 0Sso0s,
etc., sdo largamente determinadas pela estrutura deste polimero natural [90]. O colagénio
€ organizado por fibras que apresentam uma elevada resisténcia a rutura, sendo
responsaveis pela transmisséo de forcas, dissipacdo de energia e pela prevencao a falha
mecanica prematura dos tecidos normais [91].

Quando ocorre a lesdo dos tecidos, a presenca do colagénio é fundamental para
garantir a restauracdo da estrutura e da funcionalidade, bem como para proporcionar a
reparagdo do defeito no tecido. Contudo, é necessario ter em conta que as proporc¢des de
colagénio depositadas sejam adequadas, uma vez que a presenca de excesso de
colagénio resulta na perda da estrutura anatbmica normal e da sua funcionalidade. Se
por outro lado o colagénio for depositado em propor¢des reduzidas, leva a fragilidade da

zona lesada [18].
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2.4.2. Tipos de colagénio

O colagénio € uma molécula, com um peso molecular de aproximadamente 300
000 Da [92, 93], constituida a partir de uma sequéncia de aminoacidos, que estao
interligados entre si por ligacdes peptidicas. A maioria dos aminoécidos apresentam
cadeias secundarias designadas de grupos (R), que podem ser representados por
grupos de amina, que apresentam cargas positivas ou por grupos carboxilos, que
apresentam a carga negativa [21].

Existem mais de 20 tipos geneticamente diferentes de colagénio, que se distinguem
pela sua morfologia, funcdo e composi¢do quimica [18, 30, 94] . (Tabela 3) O colagénio
pode ser classificado em colagénio fibrilar e nédo fibrilar, dependendo da sua capacidade
de formar uma estrutura fibrosa. As estruturas do colagénio sdo um conjunto de
combinagfes precisas utilizando uma combinagdo de variadas cadeias polipeptidicas,
sendo estas representadas por: al(l), a2(l), ai(ll), a1(lll), a1(V), entre outros, que
representam os diversos tipos de cadeias polipeptidicas [18].

Dos diversos tipos de colagénios existentes, os que sao mais frequentes no organismo
sao 0s que se apresentam na forma fibrosa, sendo estes representados pelos tipos I, I,
lll, V e XlI. Estas moléculas sdo caracterizadas por serem altamente orientadas com

capacidades de agregacéo, apresentando caracteristicas estruturais elevadas [18, 94].
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Tabela 3- Diferentes tipos e composi¢cdes de colagénio e locais onde sdo maioritariamente
encontrados [18, 30, 95].

Composicéao da cadeia

[t (D]z[o2(1)]

Estrutura

Molécula com 300 nm

Tecido representativo

Derme, tendao,
fibrocartilagem, dentina,
pele, 0sso, vasos

sanguineos.

[a1(ID]s

Molécula com 300 nm

Cartilagem, nucleo
pulposo.

CRIUINE

Molécula com 300 nm

Derme, intestino,
gengiva, valvulas
cardiacas, vasos

sanguineos.

Coérnea, 0ss0, vasos

Vv [a1(W)][[a2(W)][(a3(V)] Molécula com 390 nm | sanguineos, cartilagem,
gengiva.
) Cartilagem, disco
XI [a1(XD][a2(XD)][a3(X)] Molécula com 300 nm _
intervertebral.
[a1(IV)2[2a(IV)] Molécula com 390 nm _
v o Lamina basal
de estrutura néo fibrilar
Tecido intersticial e
Vi [a1(VD][a2(VD][a3(VD)] Molécula com 150 nm | associado ao colagénio
tipo |
Vil [a1(VID]s Molécula com 450 nm Epitélio
Algumas células
VIII [a1(VIID]s Molécula com 130 nm o
endoteliais
Cartilagem e associado
IX [a1(IX)][a2(1X)][a3(IX)] | Molécula com 200 nm

ao colagénio tipo I
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2.4.3. Sintese e estrutura do colageénio tipo |

O tipo de colagénio mais abundante € o colagénio tipo I, que constitui grande parte

da matriz 6ssea, podendo também ser encontrado na pele, nos tenddes, na cérnea, nos
vasos sanguineos, etc. [18].
O colagénio do tipo | € constituido por trés cadeias peptidicas, sendo cada uma
designada de cadeia alfa (cadeia a). Duas dessas cadeias a sdo idénticas, estando
orientadas na mesma direcdo, sendo designadas de cadeias al, enquanto que, a
terceira cadeia constituinte do colagénio tipo | é ligeiramente diferente, relativamente a
sua composicao quimica estando orientada na dire¢cdo oposta das outras duas, sendo
designada de cadeia a2 [18, 94]. Cada uma das cadeias € constituida por mais do que
mil aminoacidos, sendo a tripla hélice constituida pela repeticdo de um tripleto (Gly-X-
Y), onde o Gly representa a Glicina e na posicdo X e Y, sdo maioritariamente
encontradas a prolina (Pro) e a hidroxiprolina (Hyp) respetivamente [16, 96-99] .

'\V ‘/1 v 7

X- Proline Y- Hydroxyproline

Glycine

Figura 11- Estrutura e constituicdo de uma a-hélice constituinte do colagénio [adaptado de [99].

As trés cadeias alfa estéo interligadas em forma de tripla hélice, através de pontes
de hidrogénio e interacdes hidrofébicas, originando a designada molécula de
tropocolagénio [18, 31, 94] (Figura 12). As pontes de hidrogénio estdo maioritariamente
associadas ao grupo da hidroxiprolina, pelo que estas ligacdes proporcionam

estabilidade a tripla hélice [98].

Figura 12- Molécula de tropocolagénio do tipo |, em que as cadeias mais claras representam as
cadeias ale a mais escurarepresenta a cadeias a2 [adaptado de [30]].
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N&o existe um consenso na literatura acerca dos comprimentos e diametros da
molécula de colagénio, pelo que os valores apresentados por diversos autores [92, 94,
98] para os mesmos se situam entre os 200 a 400 nm de comprimento e um diametro de

cercal,4al55nm.

O colagénio tipo | € sintetizado a partir de varios tipos de células incluindo os
fibroblastos e osteoblastos, ocorrendo a formacao das cadeias polipeptidicas (cadeias a)
no reticulo endoplasmatico rugoso. Trés destas cadeias a acabam por se alinhar e
organizar numa estrutura helicoidal originando a molécula de pro-colagénio (Figura 13
(a)). Cada uma das cadeias a que se forma e constituem a estrutura em tripla hélice do
pro-colagénio apresentam numa das sua extremidade um grupo amina e na outra um
grupo carboxilo, que sdo responsaveis por garantir um arranjo correto das cadeias
polipeptidicas aquando da formacdo da tripla hélice. O pro-colagénio € levado do
complexo de Golgi para a membrana extracelular a partir de vesiculas onde € secretada
para o meio extracelular. Neste sdo entdo removidos os grupos de amina e carboxilo das
extremidades por protéases, passando a obter-se uma molécula que tem a capacidade
da formagéao de fibrilhas sendo esta designada de tropocolagénio [30, 99, 100]. Apds a
formacdo do tropocolagénio sdo removidos alguns aminoacidos constituintes da
molécula, para que esta se possa reorganizar e ligar a outras moléculas de

tropocolagénio, formando assim as designadas fibrilhas de colagénio.

(a) Formation of tropocollagen Procollagen

HoN COOH

* Procollagen peptidase

N-terminus end cleaved C-terminus end cleaved
Tropocollagen 3000A

- 1 ' e

(b) Association of tropocollagen into collagen fiber Glycine Residues ()
| 500l |
= Y. ISA
4 |
o< I
% Formation of cross-links
o \ Aldol
S NN cross-link
C-terminus <G G SV, _\NA".rmm\,‘ > /_
\LZN S\ YA\ i }\ <\ T
I \ / SN\ Aldol-histidine AL\ ~
DR AL S cross-link \ ; s

Figura 13- Formacéo do tropocolagénio e das fibrilhas de colagénio [adaptado de [101]]
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A medida que as moléculas de tropocolagénio se véo interligando para constituir as
fibrilhas, formam-se regides de sobreposicdo (zonas mais escuras) e regides lacunares
(zonas mais claras), que originam as tipicas bandas periddicas de aproximadamente 67
nm caracteristicas das fibrilhas de colagénio [16, 30, 76, 99, 100] (Figura 14).

Type | Collagen Fibrils
I1.5lnm 300 nm

» a,
=~ @

-
-

D-Periodic Spacing ~67 nm

Figura 14- Organizagéo das fibrilhas de colagénio representando as bandas periddicas caracteristicas
das fibrilhas do colagénio tipo | [adaptado de [99].

As fibrilhas de colagénio por sua vez juntam-se dando origem as designadas fibras de
colagénio [31].

7 v
C-terminus & N-terminus PRSNGSR GRS fink
<[ KYNANTS T
NS S 0N AYAS - G N Vi, W
S TA <X\ Aldol-histidine —\ .| 3 \ ~.
cross-hink > >, \

Figura 15- Formacéo das fibras de colagénio, a partir das fibrilhas [adaptado de [101]].
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Na figura 16 encontra-se um esquema completo das diversas estruturas constituintes do

colagénio, desde as mais simples (cadeia a) até as mais complexas (fibras).

Occurs in ER lumen Occurs after secretion from cell
r A N A N
=1

(1) 2] o 4]

Three chains Procollagen

assemble peptidase Assembly Assembly

> >
:| 67 nm
Precursor Procollagen Collagen ‘—'—‘ ‘—|—‘
a chain (triple helix molecule
with loose ends) Collagen fibril Collagen fiber

Figura 16- Esquema da organizacéo do colagénio fibrilar tipo | [adaptado de [102]].

> Desnaturacdo do colagénio

Geralmente a estrutura adquirida pelas proteinas dependem do seu desempenho
e funcdo no meio celular. As diferencas das condicbes em que normalmente se
encontram inseridas (meio celular), podem provocar a designada desnaturagédo, onde
ocorre a rotura parcial da molécula, ou seja, ocorre a quebra das ligacdes que mantém a
estrutura secundaria das proteinas.
No caso do colagénio que tem uma estrutura em tripla hélice, geralmente as ligacbes
peptidicas sdo mantidas, sendo a quebra das ligaces de hidrogénio pertencentes a agua
que o constitui, normalmente um dos primeiros processos que ocorre na degradacéo do
colagénio [96, 103].

Esta modificagdo a nivel estrutural da proteina pode ser provocada pela
intervencdo de diversos fatores externos, tais como por exemplo o aumento da
temperatura, diferencas de pH, entre outros que podem levar a este processo de

reorganizacao estrutural.
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Figura 17- Processo de desnaturagcdo do colagénio, ou seja, destruicdo da estrutura secundéria do
colagénio. [adaptado de [104]]

2.4.4. Principais aplicagdes e estudos realizados com o colagénio na area

médica

O colagénio é sem duvida um biomaterial extremamente util, devido as suas
excelentes e superiores propriedades de biocompatibilidade, que este apresenta
comparativamente a outros polimeros naturais como por exemplo a albumina.
Acrescentam-se a estas propriedades suas caracteristicas biolégicas, tal como a
biodegradabilidade [19]. Este conjunto de caracteristicas torna o colagénio fortemente
atrativo para aplicacbes médicas [19]. Assim, este polimero natural tem sido aplicado em
suturas, cirurgias plasticas, compdésitos dentais, na area oftalmologica (lentes de
contacto), sistemas para libertacdo controlada de farmacos, matrizes biodegradaveis,
como plataformas para a regeneracdo da pele em casos de queimaduras, entre outros
[16, 19, 105, 106]. Além disso, o colagénio também tem utilidade no desenvolvimento de
valvulas, vasos sanguineos e traqueias artificiais.

Dos diversos tipos de colagénio existentes, como 0 colagénio tipo | € o que aparece em
maiores propor¢des na matriz extracelular no organismo, este é utilizado como uma fonte
primaria de processamento de biomateriais para substituicdo e regeneracdo de tecidos,
como é o caso do 6sseo e cartilagineo, etc. A aplicacdo do colagénio na engenharia de
tecidos sobe por exemplo a forma de scaffolds, deve-se ao facto de estas plataformas
fornecerem informacgdes biol6gicas necessérias para promover a adesao, proliferacédo e
migragao celular que leva, consequentemente, a regeneracao dos tecidos e feridas [16].
Desta forma, o colagénio tem sido estudado na engenharia do tecido 6sseo como forma
de tratamento de defeitos 6sseos e no caso da reparacao da pele [16, 107].

Como a maioria das células no organismo esta rodeada pela matriz extracelular e esta
contém proteinas, como € o caso do colagénio, que desempenham um papel importante

no crescimento e desenvolvimento de axénios, o colagénio é assim também utilizado na
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regeneragdo nervosa [108]. Além da vertente nervosa o colagénio tem sido explorado na
reparacao do tecido 6sseo [15, 74].
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3 — Metodologias e técnicas de caracteriza¢do

3. Metodologias e técnicas de caracterizacao

Neste capitulo descrevem-se o método de preparacdo dos filmes e as técnicas

de caracterizacao que foram utilizadas neste estudo.

3.1. Preparacao dos filmes finos de colagénio

Os filmes finos de colagénio foram preparados a partir do colagénio tipo | de rato
da First Link UK Ltd. (referéncia: 60-30-810), tratado com cloroférmio e dissolvido em
acido acético [109], uma concentracéo de 2,05 mg/ml da proteina.

Uma vez que a concentracdo de colagénio na solucéo € baixa para a preparacao dos
filmes, foi necessario recorrer a evaporagdo do solvente a cerca de 37° C, para
conseguir desta forma aumentar a concentragdo da proteina na solugdo, para
aproximadamente 10 mg/ml.

Ap6s a obtencdo de uma solugdo mais concentrada de 10 mg/ml representando uma
concentracdo de aproximadamente 1 % (m/v) de colagénio, procedeu-se a preparacao
dos filmes sobre um substrato de vidro. O substrato s&o lamelas de vidro da
Marienfeld-Superior Germany, com 13 mm de didmetro e cerca de 1 mm de
espessura.

Para a preparagéo dos filmes, utilizou-se entdo uma micropipeta da Orange Scientific,
e em cada lamela de vidro foi colocada uma gota de 125 ul de solugéo, de forma a
tentar obter um filme o mais homogéneo possivel. Apds a colocacdo das gotas de
solucdo sobre o substrato, as amostras foram colocadas na estufa a temperatura de
37 °C e por 5 h, de forma a evaporar o solvente e apenas ficar sobre a lamela de vidro

um filme fino colagénio com cerca de 2 um de espessura. (Figura 18)
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Figura 18- Esquema da preparacdo dos filmes de colagénio usada neste trabalho: 1) evaporacéo
do solvente, para aumentar a concentracdo da solugao; 2) colocacdo de uma gota de 125 ul em
cada lamela de vidro (substrato), da solugdo concentrada (1 % (m/v)); 3) evaporacdo do restante
solvente, para obter apenas uma camada fina de colagénio na lamela de vidro; 4) filmes finos de
colagénio.

3.2. Polarizacéo dos filmes finos de colagénio

Neste trabalho, as amostras foram modificadas eletricamente, tendo estas sido
polarizadas. O processo de polarizagdo é um método de reorganizacao dos dipolos do
material através da aplicacdo de um campo elétrico e, geralmente, na presenca de
temperatura que facilita este processo [20]. Existem varios métodos que podem ser
utilizados para polarizar materiais, tendo-se recorrido neste caso, para a polarizagéo
dos filmes de colagénio, ao método da descarga de Corona.

Neste método como se pode observar na figura 19 a amostra é colocada entre dois
elétrodos assimétricos: uma ponta e um prato, que € uma placa de aquecimento que
permite controlar a temperatura. Este processo € realizado em meio de argon ou ar.
Quando é aplicado um campo elétrico entre a ponta e o prato as moléculas do gas a
volta da ponta do elétrodo ionizam-se, aceleram e embatem na superficie do polimero,

deixando a sua carga dentro do mesmo [20, 110, 111].
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Figura 19- Sistema de funcionamento do método da descarga de Corona. [Imagem gentiimente
fornecida por Nathalie Barroca de um artigo ainda em submisséo [112]]

A polarizagéo dos filmes de colagénio foi realizada de acordo com as seguintes
condigbes: 1. Subida da temperatura até aos 40 °C, sem voltagem aplicada; 2.
atingidos os 40 °C procedeu-se a aplicacdo de um campo elétrico (de 9 KV), pelo
periodo de 30 min. Ao fim deste tempo diminui-se a temperatura até aproximadamente
a temperatura ambiente mantendo a aplicacdo do campo. O tempo de descida da

temperatura é de cerca de 45 minutos.

Sem campo
) aplicado Campo aplicado
o i 1
s
= 40°C
2
£ mm aplicagédo do campo
- 25°C 250C

Tempo (min)

Figura 20- Condigcdes de polarizagdo das amostras pelo método do Corona.
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3.3. Técnicas de caracterizacao

3.3.1. Electroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sadio

Esta técnica visa a identificacdo e separacdo de macromoléculas, tais como as
proteinas, relativamente aos seus tamanhos e propriedades fisicas [113, 114]. Baseia-
se na migracao de espécies eletricamente carregadas, através de uma matriz de um
gel, quando lhe é aplicado um potencial elétrico [113].

O processo de eletroforese normalmente utilizado é o designado por Sodium
Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) que consiste no uso
de dodecil sulfato de sédio (SDS), que é um surfactante aniénico que desnatura as
proteinas, ou seja, leva a degradacdo das estruturas mais complexas, tais como a
organizacao secundaria, terciaria e quaternaria. Este surfactante para além de levar a
gquebra das pontes de dissulfido reduzindo a proteina para uma cadeia linear peptidica,
confere-lhe uma carga negativa, proporcionando assim a possibilidade de migracéo da
macromolécula [113, 115].

A matriz de gel geralmente utilizada neste procedimento para o caso do
colagénio é a poliacrilamida, que se trata de um polimero constituido a partir dos
mondmeros de acrilamida [95]. Esta matriz ndo é sélida, apresentando-se como uma
espécie de labirinto que permite a migracdo das espécies segundo 0s seus tamanhos

e pesos moleculares [114]. (Figura 21)

polyacrylamide gel

tunnels of different diameters -

Figura 21- Matriz de gel de poliacrilamida utilizado para a realizagdo do SDS-PAGE. [adaptado de
[114].

A velocidade de migragdo da molécula em questdo depende da sua massa e da
guantidade de cargas que a mesma contém. Como a migracdo das proteinas
negativamente carregadas ocorre na direcdo do eléctrodo positivo ou catodo, quanto
maior for a massa molecular, mais afastada do catodo, isto €, mais proxima do anodo
esta fica [113]. (Figura 22)
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Figura 22- Modo de funcionamento SDS-PAGE. [adaptado de [116]]

Apobs a migracdo das particulas obtém-se um gel com varias bandas de larguras
diferentes e correspondentes a pesos moleculares variados, permitindo desta forma a
identificac@o das diversas macromoléculas presentes [114].

Para a realizacdo deste ensaio o colagénio foi diluido de 1:1 com um tampao,
que contém SDS e beta mercaptoetanol, para a quebra das pontes de dissulfido,
sendo posteriormente aquecido a 95 °C durante 5 minutos. De seguida a amostra foi
adicionada aos pocos do gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE gel) a 7.5% (m/v) e
apoés o ensaio o gel foi corado com azul de Coomassie (que cora as bandas do gel).

Os pesos moleculares das bandas obtidas sdo comparados com um padréo,
para poderem ser identificadas as moléculas constituintes da proteina. Neste trabalho,
0 padrao utilizado foi da Bio-Rad’s natural protein.

Esta técnica foi realizada com o principal objetivo de determinar quais as
subunidades que a solucéo inicial de colagénio contém e quais 0s respetivos pesos

moleculares aproximados.

3.3.2. Calorimetria Diferencial de varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento € uma técnica de analise térmica que
permite analisar a estabilidade termodinamica do material e detetar assim as suas
transicbes térmicas [117]. Quando se trata de polimeros, as curvas de DSC
geralmente permitem determinar temperaturas relevantes como as temperaturas de
transicdo vitrea, fusdo, degradacdo e cristalizacdo. Nesta técnica as transicfes
térmicas sao obtidas a partir de uma comparacgao que é realizada entre um material de
referéncia, sendo geralmente utilizados materiais inertes, que nao sofrem alteracdes

as mesmas temperaturas a que a amostra é submetida [118].
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Neste trabalho a DSC foi realizada para perceber como se comporta
termicamente o colagénio em estudo e conhecer a temperatura a que ocorre a
transicdo térmica, (desnaturagdo) do mesmo. Para realizacdo deste ensaio, foi
necessario proceder a evaporagdo da solucdo de colagénio no cadinho de aluminio,
geralmente utilizado para a execucdo das medidas de DSC.

Numa primeira fase foram colocados 50 ul da solucdo de colagénio com uma
concentracdo de aproximadamente 1 % (m/v), através de uma micropipeta da Orange
Scientific no cadinho, tendo sido posteriormente adicionados 20 pl de solugédo até a
obtencdo de uma quantidade final de cerca de 3 mg de material no cadinho para
realizacdo do ensaio.

A amostra foi entdo selada dentro do cadinho de aluminio tendo sido aquecida na
gama dos 20 °C até aos 200 °C, com uma taxa de aquecimento de 5 °C/min, numa
atmosfera de nitrogénio (N2). Este ensaio foi realizado num equipamento Shimadzu
DSC-50.

3.3.3. Microscopia eletrénica de varrimento

A microscopia eletronica de varrimento € uma técnica de caracterizacdo da
microestrutura de materiais bastante utilizada.

Esta técnica baseia-se no bombardeamento da amostra com eletrdes que apos
interacdo com a matéria origina emissdes de raios-X, eletres secundarios, entre
outros, que sdo posteriormente captados gerando uma imagem com informag&o sobre
a microestrutura do material e também da sua superficie. A interagcdo com o feixe de
eletrdes é optimizada se o material for condutor. Nos casos em que 0s materiais ndo
séo condutores, como € o caso do colagénio, recorre-se a deposi¢cdo de um material

condutor, geralmente o carbono ou o ouro [119].
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Figura 23- Modo de funcionamento da microscopia eletronica de varrimento [120].
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Neste trabalho o SEM foi utilizado para analisar as caracteristicas topogréficas
dos filmes e para obter a espessura dos mesmos. Pode observar-se na figura 24 a
preparacdo das amostras.

Figura 24- Amostras preparadas para o SEM, com a deposicéo de ouro.

Além do uso das técnicas de SEM foram obtidas imagens 6ticas com a ajuda de
um microscopio 6tico Olympus 1X-81.

3.3.4. Microscopia de Forca Atomica

A microscopia de forca atomica € uma técnica de microscopia que tem sido
aplicada em éareas diversificadas, materiais, biologia, quimica e fisica, para qualificar e
quantificar parametros microestruturais e em particular analisar superficies [121].

A resolucdo subnanométrica, ou seja atdmica, que € conseguida com o AFM e o
facto de este possibilitar medidas em condi¢des fisiologicas tém sido factores que
levam a que esta técnica seja utilizada para o estudo de moléculas bioldgicas, tais
como proteinas e tecidos. Este tipo de microscopia proporciona a aquisicdo de mapas
topograficos superficiais tridimensionais das amostras que por sua vez permitem obter
medidas de rugosidades, detetar modificacbes a nivel da superficie apdés um
tratamento superficial, entre outros [119, 122].

Esta forma de caracterizacdo consiste no varrimento da amostra com uma ponta
gue esta fixa a um cantiliver sensivel as pequenas variac6es das forcas de interacdo
entre a ponta e a superficie, sendo as deflexdes do mesmo detetadas por um laser.
Deste modo, quando a ponta segue 0s movimentos dos contornos da superficie da

7

amostra, o feixe de laser que é refletido para o fotodiodo, permite uma medida
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diversificada na intensidade da luz possibilitando uma distincdo das zonas mais altas e
mais baixas da superficie. As forcas de interacdo entre a ponta e a superficie da
amostra podem ser de natureza repulsiva ou atrativa, o que confere trés modos de
funcionamento ao AFM: a) modo de contacto, b) modo de ndo contacto e o modo
intermitente. (Figura 25) [121, 122].

Neste trabalho o modo de funcionamento que foi utilizado para analisar a
amostra foi 0 modo de contacto, em que a ponta que se encontra fixa ao cantiliver se
mantém a uma distancia apenas de alguns Angstrém da superficie do material. Esta
distancia € mantida ao longo de todo o processo de monitorizagdo das forcas de
interacdo, neste caso repulsivas, que se exercem entre a ponta e a superficie da
amostra [119].

AFM Imaging Modes

" n Laser Diode
FPasitian-sensitive Contact Mode
Phatodetectar a)

Cantilever Spring
Tapping or

Non-contact Mode
Tlp
Sample ’

Figura 25- Modo de funcionamento da microscopia de for¢a atomica. [adaptado de [123] e de [124]]

A forca constante exercida pela ponta de silicone utilizada para o
desenvolvimento deste trabalho foi de 2,8 N/m tendo esta uma altura de
aproximadamente 10-15 um e com um raio de curvatura de 25 nm. Relativamente ao
cantilever, este apresentava uma espessura de 3,0 um, uma largura média de 28 um e
um comprimento de 225 pm [125].

Estes ensaios foram realizados em ar, & temperatura ambiente.
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3.3.5. Medidas de angulos de contacto

O teste de molhabilidade é uma técnica que é geralmente utilizada para analisar
a hidrofilicidade/ hidrofobicidade da superficie de um determinado material, através da
capacidade de um liquido se espalhar ou absorver na superficie do mesmo [119].

O parametro que normalmente € medido através desta técnica é o designado
angulo de contacto, que geometricamente é definido como um angulo que se forma da
intersecao de dois planos relativamente a uma tangente que se encontra na zona de
contacto entre uma superficie liquida e sélida. Para além destas duas superficies,
normalmente também se encontra envolvida uma terceira fase que se trata geralmente
de vapor ou ar [122, 126]. (Figura 26)

No caso dos biomateriais o angulo de contacto é vulgarmente medido em ar,
utilizando o método designado por gota séssil, sendo o liquido utilizado para esta
analise a agua. Este procedimento é normalmente realizado num aparelho que tem
uma seringa com uma ponta plana, utilizada para poder aplicar a gota do solvente na
superficie da amostra [122].

Apoés a gota ter entrado em contacto com a superficie do material, 0 dngulo de
contacto € entdo determinado, através da posterior medicdo da altura e largura da
gota. Quanto menor for o angulo de contacto entre a superficie e o liquido utilizado
maior sera a hidrofilicidade do material, ou seja maior serd a sua afinidade para com o
liquido em questdo. Contrariamente aos materiais hidrofilicos, o dngulo de contacto
nos materiais hidrofébicos € maior [119].

Neste trabalho as medidas dos angulos de contacto foram realizadas em
condicbes estéaticas a temperatura ambiente, usando gotas de 2 ul de agua destilada.
Desta forma foram analisadas diversas amostras de cada conjunto (filmes de
colagénio como processados, ndo polarizados e filmes de colagénio (+) e (-)), tendo
sido depositado trés gotas em cada amostra, de forma a obter uma média.

Esta técnica foi utilizada para avaliar se existem diferencas na hidrofilicidade dos
filmes finos de colagénio, quando estes sdo submetidos a polariza¢do. O equipamento
utilizado para realizar estas medidas foi o0 USA Kino Industry- optical anlge contact

meter and interfacial tensi counter.
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Figura 26- Angulos de contacto formados em superficies de materiais a) hidrofilicos e b)
hidrofébicos [adaptado de [127]].

3.3.6. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

por refletancia total atenuada

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier,
também designada por FTIR, é uma andlise vibracional geralmente realizada aos
materiais para determinar as estruturas, grupos e arranjos quimicos que se encontram
presentes nos mesmos [119, 128, 129]

Relativamente aos polimeros, o FTIR ¢é utlizado para caracterizar a

microestrutura e morfologia polimérica, a conformacao da cadeia, liga¢cdes quimicas,
entre outros, tendo também vindo a ser utilizado como uma forma de analisar
estruturas complexas como € o caso da estrutura secundaria das proteinas, sendo
possivel detetar modificagbes na mesma [130, 131].
Esta técnica baseia-se na incidéncia de um feixe de radiacdo infravermelho na
amostra, que a absorve, podendo as ligacdes quimicas do material sofrer alteracdes,
tais como contragBes, elongacdes ou distor¢cdes, conforme a quantidade de energia
absorvida a cada comprimento de onda, o que origina o espectro de infravermelho
[119, 129].

Neste trabalho o FTIR foi realizado, com o principal objetivo de avaliar eventuais
diferencas nas ligacdes/ arranjos moleculares dos filmes de colagénio polarizados e
ndo polarizados. Esta técnica foi realizada no modo de refletancia total atenuada
(ATR), tendo os espetros de ATR-FTIR sido obtidos através de um equipamento

Bruker Tensor 27, entre 0s 4000 cm™ e os 300 cm™.
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3.3.7. Estudo da adeséo celular nos filmes de colagénio polarizados e nao
polarizados

Este trabalho foi realizado em colaboracdo com investigadores da Seccao
Autonoma das Ciéncias da Saude da Universidade de Aveiro, tendo os ensaios
celulares sido realizados no Departamento de Biologia, da Universidade de Aveiro.

Para estes ensaios foram utilizadas as seguintes células osteoblasticas: as MG-
63, do tipo tumoral provenientes de osteossarcomas humanos e as hOB, que sdo
osteoblastos humanos. As células foram depositadas nos pogos das placas contendo
os filmes de colagénio polarizados, filmes de colagénio ndo polarizados, nas lamelas
de vidro (sem os filmes de colagénio) e diretamente aos pocgos das placas (plastico-

poliestireno). O ensaio celular preliminar foi realizado em triplicado.

» Esterilizacdo dos filmes de colagénio

A esterilizagdo dos filmes de colagénio foi realizada dentro de uma camara de
fluxo laminar (Braun, Modelo M51424/2). Os filmes de colagénio foram colocados em
placas de 24 pocos e imersos em etanol 70% durante 5 minutos. Posteriormente, o
etanol foi aspirado e os filmes foram lavados cinco vezes com agua desionizada e
estéril. De seguida foram lavados cinco vezes com solucdo salina de fosfato
tamponada (PBS de phosphate-buffered saline solution) e por fim os filmes foram
lavados trés vezes com o meio de cultura celular utilizado para a manutencédo das

células.

> Manutencao da cultura celular:

e Células MG-63

O meio de cultura utilizado para a linha celular MG-63 (Human osteosarcoma
derived MG-63 cell line (ATCC CRL-1427)) foi o meio essencial minimo (a-MEM) que
contém 1% de aminoacidos ndo-essenciais com sais Earle (Earle’s Non-Essential
Amino Acids (NEAA)) e 2,2 g/L bicarbonato de sddio. A este meio de cultura foram
adicionados, posteriormente na camara de fluxo laminar, os seguintes reagentes: 2mM
L-glutamina, 10% FBS, e 1% penicilina/estreptomicina. O tubo contendo as células
MG-63 congeladas foi colocado na camara de fluxo laminar para descongelar a
temperatura ambiente (aproximadamente durante 10 minutos). Posteriormente, 0,5 mL
de meio de cultura completo foi adicionado ao tubo com as células MG-63 e

gentilmente, ressuspenderam-se as células no meio de cultura. Adicionaram-se 14,5
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mL de a-MEM numa placa de petri e posteriormente a suspensao celular. A placa foi
colocada na incubadora (37 °C, 5% CO,, atmosfera humedecida). Ap6és 12h o meio foi
substituido para remocdo de vestigios de Dimetilsulfoxido (DMSQO). O meio foi
substituido de dois em dois dias até as células atingirem uma confluéncia de 60%. As
células foram divididas quando a cultura atingiu os 80% de confluéncia utilizando
0.05%tripsina/EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético).

e Células hOB

Relativamente as células hOB (Human osteoblasts (ECACC (406-05a)), 0 meio
de cultura utilizado foi o osteoblasts growth medium (OGM) (ECACC 06091517)
suplementado e esterilizado. O tubo contendo as células hOB congeladas foi colocado
na camara de fluxo Ilaminar para descongelar a temperatura ambiente
(aproximadamente durante 10 minutos). Posteriormente, 0,5 mL de meio de cultura
completo foi adicionado ao tubo com as células hOB e gentilmente, ressuspenderam-
se as células no meio de cultura. Adicionaram-se 19,5 mL de OGM no frasco 75 cm?
com filtro e posteriormente a suspenséo celular. A placa foi colocada na incubadora
(37 °C, 5% CO,, atmosfera humedecida). Apés 12h o meio foi substituido para
remocgdo de vestigios de DMSO. O meio foi substituido de dois em dois dias até as
células atingirem uma confluéncia de 60%. As células foram divididas quando a cultura

atingiu os 80% de confluéncia utilizando 0,05%tripsina/EDTA.

As células hOB foram contadas utilizando um hemocitémetro e adicionadas 5x10*
células/mL a cada poco das placas de 24 pocos (Vf= 2mL). A placa foi mantida na
incubadora (37 °C, 5% CO., atmosfera humedecida) durante 24 h. Ap6s 24 h, o meio
contendo as células que ndo aderiram aos filmes foi removido e substituido por novo

meio de cultura.

» Caracterizacdo das culturas celulares depositadas nos filmes de colagénio

Apbés 24 h, as culturas celulares foram observadas, relativamente a sua
morfologia e adesao, através do microscépio 6tico Olympus 1X-81, por contraste de
fase. Apds 4 dias, as células que aderiram aos filmes e lamelas de vidro foram fixadas
utilizando 4% paraformaldeido em PBS durante 15 min. De seguida procederam-se a
trés lavagens com PBS e a permeabilizacéo utilizando 0,1% Triton em PBS durante 5
min. As células foram incubadas com rodamina-faloidina Alexa Fluor 568 (Invitrogen),
diluida 1:1000 em PBS contendo 1% BSA durante 20 min no escuro, para a

observacao de filamentos de F-actina. Apés trés lavagens com PBS de 5 minutos
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cada, as células foram incubadas com o anticorpo anti-FAK (focal adhesion kinase)
(Invitrogen), diluido 1:400 em PBS durante 12 h a 4 °C, e ap0s trés lavagens com PBS
adicionou-se Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG anticorpo diluido 1:1000 a
temperatura ambiente durante 45 min, para detectar os locais de ades&o celular
(locais de interagé@o entre as células e o substrato). Realizaram-se trés lavagens de 5
min cada e uma lavagem com agua destilada e as lamelas com as células preparadas
em meio de montagem, DAPI-plus VECTASHIELD (Vector laboratories) em laminas de
vidro de 0,1mm, para a visualizagdo dos nucleos das células. As células foram
observadas através do microscépio invertido motorizado - Olympus IX-81. As imagens
obtidas foram analisadas a dois niveis: qualitativo e quantitativo. A analise qualitativa
permitiu a analise morfolégica das células que aderiram as superficies em termos de
formacdo de pontos de contacto entre as células e as superficies e também a
capacidade de as células proliferarem nestas superficies. Relativamente a analise
guantitativa, esta permitiu a determinacdo da adesdo celular, isto €, do numero de
células que aderiram as diferentes superficies. A adesao celular foi avaliada através
da contagem do nimero de ndcleos das células corados com DAPI. Dez imagens por
lamela foram captadas utilizando a objetiva de 10x (ampliagdo total = 100x). Cada
imagem foi analisada através do programa computacional ImageJ 1.47 v, tendo a
analise estatistica posterior sido realizada recorrendo a analise de variancia, (Anova

one-way, post-hoc Tukey), considerando-se significativos os resultados com p < 0,05.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Constituicdo macromolecular da solucao precursora de
colagénio por SDS-PAGE

Na figura 27 encontra-se representado o resultado obtido para a electroforese
SDS-PAGE. Este procedimento da-nos informacdes acerca da constituicdo da
amostra, podendo desta forma ser analisada a pureza da mesma. Para tal, os pesos
moleculares aproximados foram obtidos por comparacdo com padrbes de pesos
moleculares que variam entre os 25 e os 250 kDa.

As bandas observadas para o colagénio estdo relacionadas com a sua

composi¢cdo como heterotrimero, ou seja, pela sua constituicdo por duas subunidades
diferentes [96]. Desta forma, a SDS-PAGE normalmente reportada na literatura para o
colagénio tipo | apresenta trés bandas tipicas, as dos monémeros al e a2 e a banda
designada por 3 [96, 132-134] . Os dimeros das cadeias a, ou seja, a agregagao de
duas cadeias al ou a de uma cadeia al com uma cadeia a2 sdo designadas como a
porcdo f do colagénio, sendo esta banda tipicamente observada a pesos moleculares
mais elevados [96, 135].
Para além dos dimeros e das cadeias de al e a2, pode em alguns casos ser
observada, no SDS-PAGE do colagénio tipo I, uma banda no topo do gel que
corresponde ao trimero, ou seja, a ligacao das trés cadeias (duas al e uma a2), que
representa a estrutura secundaria do colagénio [96, 136]. Desta forma, verifica-se que
o colagénio de rato utilizado neste trabalho é composto por duas cadeias al e uma a2,
cujo peso molecular aproximado se situa entre os 100 e os 150 kDa. Estes pesos
moleculares encontram-se de acordo com os referenciados na literatura para as
cadeias al e a2 variando desde os 123 kDa e 126 kDa até aos 139 kDa e 129 kDa
respetivamente [96, 132].

Verifica-se também que a banda que corresponde ao monémero a; (I) é mais
larga comparativamente a do monémero a2 (), o que esta relacionado com o facto de
0 colagénio tipo | ser constituido por duas cadeias al e uma a2. Desta forma, o
mondémero al existe naturalmente em maiores proporcdes, pelo que varios autores

consideram que as cadeias monoméricas existem numa proporcao de 2:1 [96, 137].
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Figura 27 - SDS-PAGE do colagénio da cauda de rato tipo |, onde a primeira linha corresponde aos
marcadores moleculares, enquanto que, a segunda linha representa os constituintes do colagénio.
O SDS-PAGE obtido esta de acordo com os resultados reportados na literatura para o colagénio
do tipo |, apresentando este as trés bandas tipicas. As bandas situadas entre os 100 e os 150 kDa
correspondem aos monémeros a1l e a2 constituintes do colagénio, podendo observar-se para
além disso uma banda aproximadamente aos 250 kDa que corresponde ao dimero, ou seja, a duas
cadeias a1 ligadas ou entdo a ligagdao de uma cadeia a1 e uma cadeia a2.

4.2. Comportamento térmico do colagénio

O DSC é uma ferramenta que tem vindo a ser utilizada para analisar a
degradacgédo do colagénio, uma modificacéo estrutural que ocorre na proteina quando
submetida a um aumento da temperatura. Esta modificacdo corresponde a passagem
de uma forma de tripla hélice para uma estrutura enrolada normalmente designada de
“randomly coiled”, que geralmente se expressa num efeito endotérmico bem definido
no DSC [92].

Segundo a bibliografia esta transicao térmica, no caso do colagénio tipo | ou em
biomateriais que sejam processados a partir do mesmo, ocorre a uma temperatura
tipica, também designada por temperatura de desnaturacao, por volta dos 60 °C [136,
138].
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Figura 28- Curva de DSC do colagénio em estudo, na forma seca, como se encontram os filmes. O
pico endotérmico aos aproximadamente 62°C vai de encontro a tipica temperatura de transi¢do de
fase/ desnaturacao reportada na literatura.

Na Figura 28 encontra-se representada a curva de DSC obtida para o colagénio de
rato tipo | em forma seca, sendo visivel um pico endotérmico aos aproximadamente 62
°C. Este valor estd de acordo com os valores de temperaturas referenciados na
literatura para a transicdo de fase do colagénio tipo I. Normalmente, quanto mais
elevada for a temperatura de desnaturacdo, mais resistente é a molécula
relativamente a sua degradacao.

Existem diversos factores quimicos e fisicos que podem influenciar a temperatura de
desnaturacdo desde variacbes no pH, radiacao ultravioleta ou iénica, calor, reticulacédo
(crosslinking) entre outros [133, 139, 140].

A largura do pico de DSC é normalmente uma indicagdo da distribuicdo das
moléculas constituintes do colagénio, que apresentam estabilidades térmicas
diferentes. Deste modo, quanto mais largo for o pico, maior sera a variabilidade de
moléculas com estabilidades térmicas diferentes [141, 142].

Analisando o grafico de DSC obtido, verifica-se que o pico é bastante mais largo,
que os picos endotérmicos referenciados na literatura. Tal poderé estar relacionado
com o facto de os filmes de colagénio processados a partir do método descrito neste

trabalho ndo apresentarem uma estrutura fibrilar bem definida, sendo constituidos por
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uma mistura de moléculas (mondémeros), que apresentem comportamentos térmicos
diferentes.

Esta informacéo vai de encontro ao resultado obtido pelo SDS-PAGE, que indica
que o colagénio é constituido por diversas cadeias polipeptidicas (al e a2), 0 que esta

relacionado com a constituicdo heterotrimérica desta proteina.

4.3. Caracterizagcdo morfoldgica dos filmes de colagénio

v' Microscopias eletrénica de varrimento e 6tica

Na Figura 29 estdo representadas as micrografias dos filmes finos de colagénio
obtidos, a partir do método de drop-casting sobre uma lamela de vidro.

As imagens a) e b) representam uma secgao transversal da amostra, permitindo
desta forma obter para os filmes a espessura aproximada de 2 pm.
A imagem c) possibilita a visualizagcao da superficie do filme de colagénio, sendo esta
relativamente homogénea, apresentando no entanto algumas irregularidades
responsaveis por certa rugosidade nos filmes. Este tipo de superficie para os filmes de
colagénio também foi observado por Giuseppe Falini et al., [93] que caracterizou
morfolégica, quimica e fisicamente regides ndo helicoidais de filmes de colagénio do
tipo I.
As superficies rugosas e com a auséncia de microestruturas fibrilares tipicamente
observadas para 0s materiais processados a partir do colagénio, também foram
observadas por A.G.B. da Cruz et al., [92] sendo o colagénio utilizado aniénico, pelo
gue consideraram ser esta a explicacéo para o facto de ndo se terem formado fibrilhas

guando neutralizaram o pH da solucgéo.
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Figura 29- Micrografias de microscopia eletronica de varrimento dos filmes de colagénio: as
imagens a) e b) representam uma secc¢dao transversal do filme, sendo possivel obter a espessura
aproximada, 2 um, dos filmes de colagénio. A imagem c) é uma representacdo da superficie dos
filmes, sendo esta suave, com a presenca de alguma irregularidades, que conferem rugosidade a
superficie dos filmes.

A andlise da superficie dos filmes de colagénio também foi realizada através do
microscopio 6tico Olympus IX-81 representando-se na figura 30 as micrografias oOticas
obtidas.
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Comparando as imagens a) e b) da micrografia 30, as diferencas existentes entre a
superficie da lamela de vidro que é utilizada como substrato e da superficie dos filmes
de colagénio, tornam-se evidentes.

Enquanto que, a lamela de vidro apresenta uma superficie lisa sem qualquer
irregularidade, o filme de colagénio apresenta-se irregular, indicando a existéncia de

rugosidade nos mesmos.

Figura 30- Micrografias 6ticas: a) lamela de vidro que é utilizada como substrato sobre o qual é
depositado o filme de colagénio, sendo esta lisa sem irregularidades e b) superficie do filme de
colagénio, onde é visivel a rugosidade nos mesmos.

Para avaliar a configuracdo estrutural e superficie dos filmes de colagénio foram
também realizadas observacdes por microscopia de for¢ca atdmica, cujos resultados
séo apresentados na figura 31.

Tal como observado por microscopia eletronica de varrimento, também por AFM ndo
séo visiveis quaisquer estruturas fibrilares nas imagens morfolégicas. Existem diversos
trabalhos onde a microscopia de forca atémica torna visivel, as estruturas fibrilares
tipicas do colagénio tipo | [143-146]. Geralmente € possivel obter imagens de fibrilhas
de colagénio isoladas numa é&rea de varrimento entre os 1-5 ym, onde se tornam
visiveis as bandas periddicas de aproximadamente 67 nm tipico das fibrilhas de
colagénio [144, 147, 148]. Neste trabalho foram realizadas vérias tentativas de obter
imagens na gama dos 1-5 ym, no entanto, devido a elevada rugosidade das amostras

nao foi possivel obter imagens com resolucdes adequadas, para a sua analise.
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Figura 31- Imagem de AFM de uma das areas de varrimento realizados a um dos filmes de colagénio
da a) topografia, b) distribuicdo e valor médio de rugosidade medido numa area de 100x100 um? e
c) imagem 3D da superficie da amostra.

Para além da microscopia de forca atémica ter sido utilizada como uma

ferramenta adicional para a analise estrutural e superficial, esta também foi utilizada
como uma forma de quantificacéo da rugosidade, que é um parametro fundamental na
biocompatibilidade.
A rugosidade é considerada como uma medida das irregularidades da superficie de
um material, que podendo ser classificada em diversas categorias, macro-rugosidade,
se se encontra na gama dos 100 um até milimetros; a micro-rugosidade, cuja gama vai
desde os 100 nm até aos 100 um e por fim a nano-rugosidade que é caracteristica de
irregularidades abaixo dos 100 nm [149].
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As imagens a) e b) da figura 31 representam respetivamente a morfologia e a

distribuicdo das medidas de rugosidade para uma das areas de varrimento efetuadas
a uma das amostras analisadas. A rugosidade média obtida para os filmes é de
aproximadamente 111 + 20 nm, encontrando-se esta na microescala.
A rugosidade observada para as amostras podera estar relacionada com o método
utilizado para a preparacdo das amostras, que se baseou na evaporacao do solvente
sobre lamelas de vidro. Nesta metodologia, dependendo do substrato e do solvente, a
evaporacao ndo é realizada de uma forma homogénea por toda a superficie, pelo que,
0 solvente evapora mais rapidamente em determinadas zonas do que noutras. Neste
caso observou-se uma evaporagdo do solvente primeiramente nas extremidades da
amostra, tendo evaporado posteriormente na zona central.

Para uma melhor percecdo e visualizacdo da topografia dos filmes de
colagénios, recorreu-se a representacdo em 3D ilustrada na imagem c) da figura 31,
referente a uma das &reas de varrimento efetuadas numa das amostras.

A topografia rugosa da amostra tem um papel importante para os ensaios celulares,
dado que as células geralmente adaptam o seu movimento, orientacdo e adesédo de
acordo com a topologia do substrato [150]. Segundo U. Meyer et al.,[150] é conhecido
desde 1930 o efeito da forma do substrato na morfologia, adesdo e migracao
celulares.

Alguns autores defendem a existéncia de gamas de rugosidades sobre as quais as
células maximizam a sua atividade funcional [149]. Diversos estudos apontam para
uma boa diferenciagdo celular em superficies com micro-rugosidades, para células
com dimensdes maiores, tais como 0s osteoblastos. Por exemplo, o estudo realizado
por Sammons et al., [151] demonstrou que as superficies microporosas de implantes
dentarios de titnio aumentam o espalhamento das células osteoblasticas de ratos.
Sabe-se também que relativamente a linha celular MG-63 a rugosidade da superficie
influencia positivamente o potencial de proliferagdo e diferenciagdo das mesmas,
afetando, no entanto negativamente a adesédo, pelo que esta se apresenta reduzida

para substratos demasiadamente rugosos [152].
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4.4. Molhabilidade dos filmes de colagénio

Outro parametro fundamental no estudo da superficie de biomateriais é a sua
molhabilidade, ou seja, a hidrofilicidade/ hidrofobicidade da superficie, uma vez que
esta influencia o processo de adsorcao de proteinas, que por sua vez afeta a adesao,
proliferacdo e morfologia celulares [14, 153].

Neste estudo foram analisados filmes de colagénio que foram submetidos a uma
polarizacdo, para perceber se a carga induzida afeta o grau de
hidrofilicidade/hidrofobicidade do material, de forma a permitir a preparacdo de
biomateriais modificados que permitam intervir ativamente na reparacéo/ regeneragao
de um tecido ou 6rgdo. Os filmes de colagénio analisados foram preparados pelo
método de drop-casting, tendo posteriormente sido polarizado dois grupos de filmes
(filmes de colagénio (-) e filmes de colagénio (+)), para poder ser analisada a
influéncia que as cargas induzidas nos filmes tém na molhabilidade dos mesmos.

Os resultados das medidas dos angulos de contacto para os diversos grupos de filmes
de colagénio encontram-se representados na tabela 4.

Dado que a rugosidade de uma determinada superficie € um factor que
influencia a molhabilidade do material é de referir que os desvios padrées elevados,
registados para os angulos de contacto medidos podem estar relacionados com as
rugosidades elevadas encontradas nas amostras, quantificada pela microscopia de

forca atomica.
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Tabela 4- Angulos de contacto obtidos para os diversos grupos de filmes analisados. Estas
imagens foram adquiridas através de um sistema video, do programa uEye, tendo sido em cada
caso selecionada a frame que correspondia a primeira que gota se encontrava estabilizada.

__ Medidasdeangulos decontacto

Filmes Angulo de contacto médio
Filmes de '
colagénio
como -
processados Filmes que
nao foram
submetidos a
' polarizagéo
Filmes de
colagénio nao
polarizados
Filmes de
colagenio (-)
Filmes
submetidos a
polarizagcéo
Filmes de
colagénio (+)
49°+6,0

E reportado na literatura que, quando o angulo de contacto entre uma superficie
e um liquido é superior a 90 °, a superficie em questédo é considerada hidrofébica,
dado que a mesma nao se apresenta favoravel a molhabilidade. Nestes casos, o
liguido tenta minimizar o contacto com a superficie, formando uma gota compacta,
originando, deste modo, valores mais elevados para os angulos de contacto no caso
das superficies referidas anteriormente [127].
Se, pelo contrario, os angulos de contactos forem inferiores a 90 ° as superficies sdo
designadas de hidrofilicas. Estas, contrariamente as hidrofébicas, apresentam-se
favoraveis a molhabilidade, pelo que o liquido se espalha com maior facilidade sobre

as mesmas, originando, assim, angulos de contacto menores [127].
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Os valores na tabela 4 indicam que todos os grupos de filmes de colagénio
estudados apresentam angulos de contacto inferiores a 90 °, sendo estes
considerados hidrofilicos. Estes resultados estdo de acordo com os reportados na
literatura, uma vez que o colagénio é considerado de natureza hidrofilica, estando esta
associada a polaridade da proteina [150, 154].

O angulo de contacto de 72 ° + 4,6 obtido neste trabalho, para os filmes de colagénio
como processados, também foi observado por S. Ber et al., [154] que realizaram
estudos com filmes de colagénio quimicamente modificados com reagentes como o
gluteraldeido e filmes sem qualquer tipo de tratamento.

Apesar de todas as amostras em estudo neste trabalho se encontrarem no dominio
hidrofilico € de notar uma melhoria na hidrofilicidade dos filmes submetidos a
polarizacdo. Regista-se uma reducdo dos angulos de contacto para o caso dos filmes
de colagénio (-) e (+) obtendo-se um valor médio de 51 © + 52 e 49 °© + 6,0
respetivamente. Ou seja, as cargas de superficie dos filmes polarizados facilitam a
interagdo com as moléculas polares da agua. Segundo U. Meyer et al.,, [150]
geralmente espera-se que 0s materiais que apresentem cargas superficiais positivas e
negativas sejam mais hidrofilicos. Estudos acerca da molhabilidade realizados da
hidroxiapatite em superficies polarizadas e ndo polarizadas [155, 156] apresentam
resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho para o colagénio, registando-se
uma melhoria da molhabilidade para as amostras que foram submetidas a polarizacao.

Para além de Nakamura e Yamashita terem observado nos seus estudos [155,
157] uma melhoria da molhabilidade nas superficies carregadas positiva e
negativamente de hidroxiapatite, os autores também registaram as vantagens do efeito
das cargas na atividade celular, tendo sido mais evidente no processo de adesdo dos
osteoblastos.

Segundo Bonakdar et al., [158] geralmente as superficies hidrofilicas sao
consideradas mais propicias para a adesdo das células. Contudo é de notar que a
adeséo é favorecida dentro de uma determinada gama de hidrofilicidade, pelo que, as
superficies altamente hidrofilicas nédo sdo obrigatoriamente as mais favoraveis a
adsorcao proteica e adesdo celular. Tal, é confirmado através de dados existentes na
literatura acerca de adsorcdes proteicas desfavoraveis e elevadas tendéncias de
desprendimentos celulares osteoblasticos MG-63 perante superficies de diamante
nanocristalino com terminacdes de oxigénio que apresentam angulos de contacto
entre os 20 e os 35°C [127, 149, 159, 160].

Existem outros factores que influenciam o processo de adeséo. Sabe-se, por exemplo
qgue segundos apoés o contacto da superficie com o0 meio de cultura, esta fica coberta

por uma camada de proteinas e agua, formando assim uma camada adsorvida onde
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as células se ligardo com recetores que tém a sua superficie [152]. Como a superficie
apresenta zonas diferentes que contribuem com potenciais areas de energias de
ligagcdo diversas, como por exemplo zonas hidrofobicas dispersas, dipolos
permanentes, grupos carregados, etc., a interagdo das proteinas com a superficie sera
realizada de forma aleatéria, dado que existem locais com orientacfes diferentes para
a ligagéo das mesmas [126].

No caso por exemplo da fibronectina, que se trata de uma proteina que esta envolvida
em diversos processos, nomeadamente na adesdo celular, a exposicdo dos locais
onde a célula se liga @ mesma é influenciada pelas propriedades superficiais, tais
como a hidrofilicidade e a carga. A fibronectina é constituida por modulos diferentes
que por sua vez apresentam dominios carregados positiva e negativamente. Esta
constituicdo acaba por levar a que na mesma proteina existam afinidades diferentes
relativamente ao substrato, por exemplo polarizado positiva e negativamente, tendo
influéncia na sua conformagéo e orientacdo perante a superficie em questdo [161,
162].

E também de esperar que a prépria natureza das cargas (positivas ou negativas)
influencie a adesdo das proteinas a superficie, dado que alguns dominios proteicos
terdo mais afinidade para cargas positivas, enquanto que, outros terdo mais afinidade
para cargas negativas. Este processo leva a que as proteinas apresentem orientacdes
e conformacdes diferentes perante a superficie em questao, que acabam por se refletir
na adesao celular.

Além do mecanismo de adesdo celular depender do tipo de substrato em
guestao [163] também é fundamental ter em atencao o fenétipo e a origem da linha
celular que se encontra em estudo, dado que as células ndo apresentam as mesmas
respostas perante superficies hidrofilicas e hidrofébicas [153].

Como se pode verificar existem diversos factores envolvidos na adsorcao proteica e,
consequentemente na adesdo celular, pelo que o aumento da hidrofilicidade

introduzida pelas cargas, ndo implica necessariamente uma melhor resposta celular.

68




4— Resultados e Discussao

4.5. Caracterizagcdo estrutural dos filmes de colagénio por

espectroscopia de refletancia total atenuada do infravermelho
com transformada de Fourier

O ATR-FTIR foi realizado com o objetivo de perceber se existem diferencas
estruturais induzidas nos filmes de colagénio através do efeito da polariza¢éo. Para tal,
foi analisado o seguinte conjunto de amostras: filmes de colagénio como processados,
filmes ndo polarizados, filmes de colagénio (+) e filmes de colagénio (-). Os espetros
obtidos para os diversos grupos representados na figura 32.

Filme de colagénio (-)
Filme de colagénio (+)
< Filme de colagénio ndo polarizado
©
(&)
C
S
5 . . Amida Ill
S ilme de colagénio como processado (1240.3 cm'l)
|_
Amida A_ Amida | <~ ™ Amida Il
(3271,1cm’) (1650,0 cm ) (1537,1 cm™)
1 ' 1 ' 1 ' 1 1 ' 1 ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

N° de onda (cm™)

Figura 32- Espectros de infravermelhos dos diversos grupos de filmes analisados, onde é visivel a
presenca das bandas de vibracdo da amida A (3271,1 cm™?), da amida | (1650,0 cm_l), da amida Il

(1537,1 cm'l) e por fim da amida Il (1240,3 cmil), que sdo tipicas do colagénio, ndo tendo sido
registadas alteragdes significativas.

Os espetros da figura 32 revelam, para todas as amostras analisadas, a

presenca das bandas tipicas associadas a vibracdo das ligacGes existentes no

colagénio, ndo se tendo registado diferencas significativas entre os grupos de filmes.
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Geralmente as bandas de vibracdes mais frequentemente encontradas para o
colagénio sédo as bandas de amida I,Il e lll, que estdo associadas as ligacdes amida
gue estabelecem a ligacdo entre os aminoacidos das cadeias polipeptidicas [164,
165].

Na Tabela 5 estdo resumidamente apresentadas as vibragcdes e as frequéncias
correspondentes, bem como a ligagdo e o modo de vibracdo maioritariamente
encontrados no colagénio. Nao existe um consenso na literatura relativamente as
frequéncias de vibracao representativas das amidas do colagénio, como se mostra na
tabela 5.

Tabela 5- Vibracdes e as frequéncias correspondentes, bem como a ligagdo e o modo de vibracéo
maioritariamente encontrados no colagénio.

Frequéncias de . ~ : ~ A
vibracdo (cm-) LigacBes e modos de vibracéo Grupo Referéncia
3310-3270 N-H (estiramento) Amida A [128]
1700-1600 C=0 (estiramento) Amida | [164, 166]

1560 N-H (Torgdo) e C-N (estiramento) | Amidall | [164, 167]
) C-N (estiramento) e C-C ,
1200-1300 (estiramento) e N-H (torcao) Amida lll | [167, 168]

Das bandas de vibracdo acima representadas, as que se destacam mais no caso das
proteinas, incluindo o colagénio sdo a da amida | e Il, uma vez que se trata da regido
do espetro mais sensivel e que permite informacgdes relevantes sobre a estrutura da
proteina analisada [164]. Tal deve-se ao facto de a ligacdo C=0 estar envolvida nas
pontes de hidrogénio que se estabelecem entre os diversos elementos da estrutura
secundéria das proteinas [165].

Na figura 33 encontram-se representados de uma forma esquematica as vibracfes

que ocorrem nos dois grupos principais de amida.

Amide I () 0
vibration || Il
-“C_flq_" "_("_Pfl . Amide II
Amide
* H \Hﬁ vibration

Figura 33- Modos de vibracdo das bandas de amida I: estiramento da ligacdo C=0O e da amida II:
torcéo daligacdo N-H. [adaptado de [165]]
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Para se conseguir detetar eventuais diferencas estruturais, provocadas pelas
cargas induzidas nas amostras, seria necessario que houvesse alguma modificacdo
relativamente a frequéncia correspondente as bandas de vibragdo nomeadamente
deslocamento da banda de amida | para frequéncias mais baixas ou mais elevadas
relativamente a frequéncia inicial. Deslocamentos das bandas para frequéncias mais
baixas indicam geralmente uma diminuigdo da organizacao estrutural da proteina [96,
166], que podera estar associada a quebra das ligacdes de hidrogénio [96]. Para o
caso do colagénio quando sdo detetadas estas diferencas estruturais nos espetros
pode ser uma eventual indicagéo do inicio do processo de desnaturacdo. Nos espetros
obtidos neste trabalho a banda correspondente a amida | é mantida para todos os
filmes e para o caso do colagénio (+) e (-), comparando com os filmes como
processados e nao polarizados, ndo se registam deslocamentos. Assim, é provavel
gue a carga induzida ndo tenha levado a alteracdes significativas nas ligacdes

atomicas de forma a provocar uma modificacao/ destrui¢cdo estrutural do colagénio.
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4.6. Ensaios celulares

Apbs as caracterizacdes realizadas aos filmes finos de colagénio relativamente a
sua morfologia e composi¢cdo, procedeu-se entdo a avaliacdo dos mesmos em
ambiente bioldgico. As células utilizadas foram: células osteoblasticas humanas (hOB)
e uma linha tumoral (MG-63)

Neste estudo foram utilizados 0s seguintes grupos de amostras: filmes de
colagénio como processados; filmes nédo polarizados e filmes de colagénio (+) e (-),
com o objetivo de perceber eventuais diferencas relativamente a morfologia e adesdo
celular nos diversos grupos utilizados.

Assim, os grupos definidos como controlos foram: o vidro, o plastico (poliestireno), os
filmes de colagénio e os filmes n&o polarizados.

4.6.1. Estudos de morfologia e adeséo celular nos filmes de colagénio
polarizados

A adesdao celular € um fenémeno que esta envolvido numa série de fendbmenos
naturais, tais como a manutencdo na estrutura dos tecidos, nas respostas
imunoldgicas, bem como na integracao de um biomaterial no meio biolégico [169].
Este processo envolve a intervencdo de diversas moléculas bioldgicas, tais como
proteinas da matriz extracelular, da membrana celular e do citoesqueleto. A adesao
celular, no caso dos osteoblastos, tem um papel crucial na regulacdo do subsequente
processo de proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular [163]. Desta forma,
pretendeu-se compreender o efeito dos filmes de colagénio polarizados na morfologia
e adesao celular.

Nas figuras 34 e 35 que se seguem, estdo representadas as morfologias das

células hOB e MG-63, respetivamente, nas diversas superficies analisadas apés 24 h.
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Figura 34- Imagens das células hOB aderidas a diferentes superficies: a) lamela de vidro; b) filme
de colagénio como processado; c) filme de colagénio ndo polarizado; d) filme de colagénio (+) e
por fim e) filme de colagénio (-) obtidas por microscopia de contraste de fase.

Segundo Mansur et al., [170] o espalhamento celular pode ser classificado nas
seguintes categorias: as células parcialmente distribuidas, em que as mesmas
apresentam ainda algumas divergéncias relativamente as extensdes das membranas
plasmaticas, estando no processo em que se come¢am a espalhar de forma lenta; as
ndo espalhadas, que normalmente n&o apresentam extensdes da membrana, estando
associadas a uma forma celular esférica e, por fim as totalmente espalhadas, que
corresponde normalmente a categoria em que as células apresentam uma atividade

celular melhorada.
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Figura 35- Imagens das células MG-63 aderidas a diferentes superficies: a) lamela de vidro; b) filme
de colagénio como processado; c) filme de colagénio nédo polarizado; d) filme de colagénio (+) e
por fim e) filme de colagénio (-) obtidas por microscopia de contraste de fase.

Nas figuras 36 e 37 encontram-se representadas imagens celulares das hOB e
das MG-63 respetivamente, obtidas através do microscopio Olympus IX-81 nas
diferentes superficies, permitindo visualizar a presenca de filamentos de F-actina e os
locais de adesdo, bem como as diferencas morfolégicas existentes entre as células

aderidas aos diversos substratos.
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Filme de Filme de Filme de colagénio Lamela de
colagénio (-) como processado vidro

colagénio (+)

Filme de
colagénio NP

FAK
DAPI
MERGE

-
-
O
<
LL

ZFiIamentos de F-actina ¥ Locais de adesdo <«—

Colocalizacdo das fibras dos
filamentos de F-actina e dos locais
de adeséo

Figura 36- Imagens das células hOB aderidas nas diferentes superficies, apds 4 dias. Os
osteoblastos dispdem da formagao de filamentos de F-actina (marcacédo de actina com rodamina-
faloidina a vermelho), também é possivel observar a adeséo focal (marcacéo indirecta com anti-
FAK conjugado com Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG anticorpo a verde), marcagdo de
nucleos com DAPI (azul) e a sobreposicao das marcagdes. Ampliagdo = 1000 x. A escala na
imagem representa 5 pm.

75




4 — Resultados e Discussao

Nakamura et. al., [157] verificaram que as células em contacto com as
superficies de hidroxiapatite ndo polarizadas apresentavam formas arredondadas ou
esféricas, enquanto que as células nas superficies polarizadas positiva e
negativamente apresentavam formas fusiformes. No presente trabalho, as células nas
superficies ndo polarizadas ndo se apresentam propriamente com uma forma
arredondada, ostentando no entanto, tal como verificado por Nakamura et al., [157]
para os substratos polarizados ter mais extensdes das membranas citoplasméticas, o
que leva a concluir que as células estejam num processo de adesdo. O facto de as
células hOB nas superficies dos filmes polarizados apresentarem uma maior expansao
do que nos filmes ndo polarizados pode ser uma indicagdo de que a célula tem uma
clara preferéncia por este tipo de superficie.

Pela figura 36 é possivel verificar a presenca dos filamentos de F-actina, bem
como uma maior orientacdo das mesmas nas amostras polarizadas, o que € uma
indicagdo da existéncia de uma forte interacdo das células com as superficies
polarizadas. Geralmente uma caracteristica fenotipica tipica de uma célula que se
encontra em adesdo é a formagdo de estruturas filamentares de actina bem
orientadas. Assim é de esperar que haja uma melhor adesdo por parte da célula a
esse tipo de substrato quando comparado as superficies que nao foram submetidas a
polarizacao.

Tal como aqui observado, Nakamura et al., [163] registaram a formacdo de mais
filamentos de F-actina nas superficies polarizadas, indicando um maior grau de
espalhamento celular nas superficies de hidroxiapatite polarizadas positiva e

negativamente.
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Figura 37- Imagens das células MG-63 aderidas nas diferentes superficies, apdés 4 dias. Os
osteoblastos dispdem da formagdo de filamentos de F-actina (marcacdo de actina com rodamina-
faloidina a vermelho), também é possivel observar a adesdo focal (marcagao indirecta com anti-
FAK conjugado com Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG anticorpo a verde), marcacdo de
nicleos com DAPI (azul) e a sobreposicdo das marcagdes. Ampliagdo = 1000 x. A escala na
imagem representa 5 pm.
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Analisando a figura 37 torna-se visivel que, tal como constatado para as células hOB,
existe uma maior presenca e orientacdo de fibras de actina nas células MG-63
aderidas as superficies polarizadas, apontando assim para uma eventual preferéncia
celular por este tipo de substrato.
Fazendo uma analise comparativa das células aderidas aos filmes de colagénio (-) e
(+), verifica-se que a célula em contacto com o substrato carregado negativamente
apresenta uma menor area de expansao, podendo ser um indicio de que a célula se
encontra num processo de migracdo celular. Esta ideia é reforcada pelo facto de a
célula no filme de colagénio (-) apresentar pequenas protusfes na zona superior,
existindo fibras de actina nas zonas limiares da mesma. Geralmente para que ocorra o
fendmeno de migragéo celular é necessario que haja uma interacdo dindmica entre a
célula e o substrato, sendo este processo caracterizado pela formacao de extensdes
na direcdo de migracdo e pela retracao do citoesqueleto celular, levando a formacgéo
das fibras de actina maioritariamente na zona mais periférica da célula [169, 171, 172].
Para confirmar se existem diferencas relativamente a adeséo celular foi realizada
a contagem das mesmas, encontram-se representados na figura 38 os resultados
obtidos relativamente a contagem celular das hOB, permitindo analisar o nimero de

células aderidas as diferentes superficies.
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Figura 38- Teste de multicomparacdes de Tukey (ANOVA) entre as diferentes superficies
analisadas nas quais as células hOB aderiram. *Diferenca estatisticamente significativa (p>0.05),

entre as superficies dos filmes de colagénio ndo polarizados e as superficies dos filmes de
colagénio (-), com p=0.03. Esta analise foi realizada pelo SPSS v.21.
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Neste caso, verifica-se um maior numero de células aderidas a superficie dos
filmes de colagénio (-), o que esta de acordo com alguns estudos realizados acerca de
hidroxiapatite polarizada que se encontram reportados na literatura [173].

Sabe-se que geralmente os osteoblastos sao influenciados positivamente pelas
propriedades de superficies carregadas aumentando a sua atividade nesse tipo de
substratos [150]. Contudo, os mecanismos envolvidos neste processo ndo sao ainda
totalmente compreendidos, ndo existindo deste modo um consenso na literatura
acerca da preferéncia das células por superficies carregadas positiva ou
negativamente, nem dos fenédmenos fisicos que |Ihes estdo subjacentes. Assim, h&a
estudos que apontam para uma maior adeséo e atividade celular dos osteoblastos em
superficies carregadas negativamente [57, 173, 174] enquanto outros estudos referem

uma maior atividade celular em superficies positivas [149, 175, 176].

Contrariamente ao que foi observado para as células hOB, ndo se registaram
diferencas significativas na adesdo das MG-63 para nenhum dos grupos de filmes em
estudo, como é possivel observar através da figura 39.
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Figura 39- Teste de multicomparac8es de Tukey (ANOVA)entre as diferentes superficies analisadas
nas quais as células MG-63 aderiram. Considerando-se significativos os resultados com p < 0,05.
Neste caso o valor mais baixo obtido foi p=0.089 entre as superficies dos filmes de colagénio
como processados e dos filmes de colagénio (+), ndo se tendo registado deste modo diferencas
significativas. Esta analise foi realizada pelo SPSS v.21.
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A inexisténcia de diferencas significativas para o caso das MG-63 relativamente
as amostras polarizadas e ndo polarizadas, pode estar relacionado com o facto de se
tratar de uma linha celular cancerigena que secreta proteinas da matriz extracelular
em elevadas proporgdes. Assim a superficie das amostras acaba por ser
completamente coberta por um emaranhado de proteinas e de células, dado que as
linhas celulares cancerigenas também se proliferam e diferenciam mais rapidamente
do que as normais, conduzindo a que o efeito da carga na atividade celular seja
atenuado.

Nas figuras que se seguem estdo representadas micrografias fluorescentes dos
nucleos das células hOB e MG-63, a partir das quais foram realizadas as contagens
celulares. Através destas imagens é visivel um maior nimero celular em todas as

superficies para a linha celular MG-63.

Figura 40- Micrografias fluorescentes dos nucleos das células hOB que aderiram aos filmes de
colagénio: a) lamela de vidro ; b) filme de colagénio como processado; c) filme de colagénio nao
polarizado; d) filme de colagénio (+) e por fim €) filme de colagénio (-).
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Figura 41- Micrografias fluorescentes das células MG-63 que aderiram aos filmes de colagénio : a)
lamela de vidro; b) filme de colagénio como processado; c) filme de colagénio ndo polarizado; d)
filme de colagénio (+) e por fim e) filme de colagénio (-).

Pelos graficos das contagens (Figuras 38 e 39) e através das imagens
representadas acima (Figuras 40 e 41), torna-se evidente que existem respostas
diferentes perante os mesmos substratos para as células hOB e MG-63. Verificou-se
que um maior numero de células MG-63 aderiram as superficies estudadas
comparativamente as células hOB, assim como comportamentos morfolégicos
ligeiramente distintos. A obtencdo de resultados diferentes para os dois tipos de
células em estudo pode dever-se ao facto de a resposta/ expressao celular diferir
mediante o tipo de células e o substrato [152]. Desta forma como as células se
apresentam fenotipicamente diferentes é naturalmente de esperar que tanto a nivel
morfolégico, bem como a nivel de adeséo celular sejam obtidos resultados diferentes.

Apesar das diferentes respostas celulares, verificou-se neste trabalho que a

polarizacdo dos filmes de colagénio tem influéncia na atividade celular.
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5. Conclusdes e trabalhos futuros

5.1. Conclusdes

Através da realizacdo do presente trabalho foi possivel preparar filmes de
colagénio tipo | para aplicagbes na area da engenharia de tecidos, mais
especificamente na regeneragdo 0ssea, com o principal objetivo de verificar qual a
influéncia que a polarizacéo, ou seja a inducao de cargas nos filmes de colagénio tem
na adesédo e morfologia celular.

Para a realizacdo deste estudo foram necesséarias contemplar as seguintes
etapas: 1) preparacdo dos filmes de colagénio e sua caracterizacdo em termos de
morfologia, estrutura, rugosidade e comportamento térmico; 2) polarizacdo das
amostras procedendo ao estudo de eventuais diferengas na molhabilidade e ligagGes
quimicas dos filmes de colagénio submetidos a polarizagéo e por fim 3) avaliagdo da
resposta celular nas amostras polarizadas e ndo polarizadas, relativamente a sua
morfologia e adesdao celular.

Os filmes de colagénio obtidos apresentam uma espessura de aproximadamente
2 um, exibindo uma superficie relativamente homogénea, ndo se tendo observado a
tipica estrutura fibrilar normalmente encontrada para o colagénio tipo I. Os filmes
obtidos apresentam irregularidades micrométricas superficiais, quantificadas por uma
rugosidade média de 111 + 20 nm.

As medidas de angulo de contacto revelaram que as superficies dos filmes de
colagénio submetidos a polarizacdo apresentam melhorias na molhabilidade, sendo
estes mais hidrofilicos do que o grupo de filmes que nédo foram submetidos a
polarizacao.

Os espetros de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) apresentaram as
bandas tipicas do colagénio tipo |, tendo sido detetada a amida A, 1, 1l e lll, para todos
os grupos de filmes de colagénio e ndo havendo a registar diferencas significativas

nas frequéncias de vibragdes para os grupos identificados.

Os ensaios celulares evidenciaram diferencas morfolégicas e de adesdo nas
superficies polarizadas comparativamente com as nao polarizadas. Desta forma,
verificou-se um aumento dos filamentos de F-actina e uma maior orientacdo desses
mesmos filamentos nas superficies polarizadas comparativamente com as células nas

superficies ndo polarizadas. Relativamente a adesdo celular verificou-se que as

células hOB aderiram maioritariamente as superficies carregadas negativamente, o
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que estd de acordo com estudos realizados anteriormente por diversos autores em
superficies polarizadas de hidroxiapatite [173, 174].

No que se refere a resposta celular das MG-63, apesar da analise quantitativa
mostrar que ndo existem diferencas significativas em termos de viabilidade celular, a
andlise da morfologia para tempos de cultura curtos evidencia um efeito da carga na
morfologia celular.

Através da existéncia de filamentos de F-actina orientadas nas células aderidas
aos substratos polarizados e considerando os resultados obtidos para a contagem
celular das hOB, pode concluir-se que a polarizacdo induz de facto diferencas no
comportamento celular, sendo no entanto necessario ter em conta o tipo de células e o

substrato em estudo.

5.2. Trabalhos futuros

Ao longo deste trabalho foram obtidos resultados inovadores que mostram
claramente que ha uma dependéncia da interagdo celular com a polarizacdo da
superficie; resultados estes com relevancia e que permitem antever a possibilidade de
aplicacao de filmes de colagénio polarizados como potencial plataforma para medicina
regenerativa. Tratando-se de resultados iniciais, sdo necessarios mais estudos, de
forma a entender o fendbmeno da adesédo e modificagcbes a nivel celular que ocorrem

através das cargas induzidas no material.

Para tal, sugere-se que o estudo prossiga nas seguintes vertentes:

Preparacao de filmes de colagénio, idealmente com uma espessura superior
e sem substrato, a um pH superior, de forma a que seja induzido a formagéo
de fibrilhas.

e Realizagdo de ensaios microscopia eletronica de transmissdo (TEM)
utilizando agentes de contraste, como o acido fosfotingstico, e de fixacao
hexametildisilazano, para conseguir obter imagens com maior resolucdo da

estrutura e da superficie dos filmes de colagénio.

e Célculo das energias superficiais dos filmes polarizados e ndo polarizados.
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Realizacdo do Circular Dichroism, para analise de diferencas a nivel da
estrutura secundaria do colagénio, entre 0s grupos ndo polarizado e 0s

grupos polarizados.

Preparacéo de fibras de colagénio através do electrospinning, procedendo-

se a sua polarizagéo.

Usar a técnica do Thermal Stimulated Discharge Current (TSDC), para
guantificar as cargas e analisar o seu decaimento (despolarizacéo) ao longo
do tempo.

Continuagdo dos ensaios celulares, que permitam elucidar acerca da

morfologia celular, nos diversos grupos em analise (filmes de colagénio,

filmes nao polarizados, filmes de colagénio (+) e (-)).
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