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Resumo

A producgao de materiais biocompativeis eficientes é um dos grandes desafios da me-
dicina regenerativa. Estudos de biomateriais implantados em defeitos 6sseos mostram
que a topografia e porosidade da superficie de um biomaterial tem influéncia signifi-
cativa na regeneracao 6ssea. Entretanto, pouco se conhece sobre a influéncia desses
parametros nos processos de mineralizacao e formacao 6ssea nas escalas micrométrica
e sub-micrométrica (<100 um). As limitagoes sao impostas pela dificuldade de acom-
panhar os processos in vivo de interagao das células 6sseas com biomateriais implanta-
dos. Neste contexto, investigar os processos de mineralizacao através de experimentos
in vitro é uma alternativa para se obter informagoes importantes sobre os processos
de mineralizagao in vivo. A motivacao para este projeto é desenvolver um protocolo
de microfabricacao de topografias que possibilite estudos in wvitro sobre o comporta-
mento celular em topografias que simulam superficies com microporosidades na escala
do tamanho celular (~20 pm). Neste projeto, foram usados um conjunto de técnicas,
como sputtering, fotolitografia por inscricao direta, fotolitografia por contato, e soft-
lithography, para fabricar microestruturas tridimensionais com diferentes topografias
em silicone biocompativel. Cultura de osteoblastos do fémur de murino (F-OST) sobre
microestruturas compostas por pilares mostraram que as células apresentam maior ade-
sao e viabilidade que as células cultivadas em substrato liso. A topografia mimetizando
uma superficie com porosidade influi significativamente na morfologia e crescimento
celular. Esses resultados mostram que as microestruturas fabricadas constituem um
modelo viavel para estudos in vitro do comportamento celular em substratos que simu-

lam superficies com porosidade.

Palavras-chave: microtopografias 3D, microfabricacao, cultura celular em microes-

truturas.

i



Abstract

The production of efficient biocompatible materials is a major challenge in rege-
nerative medicine. Studies of biomaterials implanted in bone defects show that the
topography and porosity of the surface of a biomaterial have a significant influence on
bone regeneration. However, little is known about the influence of these parameters on
mineralization processes and bone formation at the micrometric and sub-micrometric
scales (<100 um). Limitations are imposed by the difficulty of following in vivo proces-
ses related to the interaction of bone cells with implanted biomaterials. In this context,
investigating mineralization processes through in vitro experiments is an alternative to
obtain important information about mineralization processes in vivo. The motivation
for this project is to develop a protocol for the fabrication of microstructures that ena-
bles the study of cell behaviour in vitro on topographies that simulate surfaces with
microporosities on the cell size scale (~20 um). In this project, a set of techniques,
such as sputtering, direct-write photolithography, contact photolithography, and soft-
lithography, were used to fabricate three-dimensional microstructures with different
topographies on biocompatible silicone. Culture of murine femur osteoblasts (F-OST)
on microstructures composed of pillars showed that the cells exhibit higher adhesion
and viability than those cultured on flat substrate. The topography simulating a po-
rous surface significantly influences cell morphology and cell growth. These results show
that the fabricated microstructures constitute a viable model for in vitro studies of cell

behavior on substrates simulating porous surfaces.

Keywords: 3D microtopographies, microfabrication, cell culture in microstructures.
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1 Introducao

A producao de materiais biocompativeis eficientes é um dos grandes desafios para
o reparo de tecidos acometidos por traumas, fraturas ou doengas. A qualidade de um
biomaterial depende das suas caracteristicas quimicas, da topografia da sua superficie
e das interagoes que ele estabelece com tecidos e érgaos no sitio implantado [1,2]. Estes
elementos sao determinantes para a adesao celular na superficie do biomaterial e para
as etapas e processos posteriores que levam a formagao do novo tecido [3].

A nivel celular, células sao constantemente expostas a estimulos mecénicos oriun-
dos da matriz extracelular ou de células vizinhas em contato com substratos biologicos
ou sintéticos. A matriz extracelular tem como fungao prover estrutura para adesao e
proliferacao celular, além de estimulos bioquimicos e biomecéanicos essenciais para os
processos de morfogénese, diferenciagao celular e homeostase [4,5]. O processo intrace-
lular pelo qual esses estimulos mecénicos sao transformados em respostas bioquimicas
é chamado de mecanotransducao, e é de fundamental importancia para que as células
se adaptem as mudancas do ambiente extracelular [6].

A fim de garantir homeostase adequada, as células identificam as propriedades fisico-
quimicas e estruturais do meio para produzir nova matriz com as propriedades simi-
lares [7]. As propriedades mecéanicas da matriz, como tensao e topografia, controlam
processos celulares como prolifera¢ao, migracao e diferenciagao [8,9]. Prover os bioma-
teriais de caracteristicas estruturais e topograficas que promovam estes eventos celulares
é um dos grandes desafios da bioengenharia tecidual.

No campo da bioengenharia 6ssea, a caracterizagao dos processos in vivo de intera-
¢ao de células d6sseas com a superficie de implantes tem sido um dos grandes desafios
para o desenvolvimento de materiais 6sseo-condutores eficientes para ortopedia e odon-
tologia. Estudos recentes de biomateriais implantados em defeitos 6sseos mostraram
que a formagao de tecido mineralizado em presenca de um biomaterial depende da topo-
grafia e da porosidade da superficie do biomaterial implantado [10]. Entretanto, pouco
se conhece ainda sobre a influéncia da morfologia da superficie e da dimensao dos poros
dos implantes nos processos de mineralizacao e formagao 6ssea nas escalas micrométrica
e sub-micrométrica (< 100 pm). As limitagoes para avangar nesse conhecimento sao im-
postas pela complexidade de acompanhar experimentalmente os processos de interacao
das células com as superficies em estudos in vivo.

Neste contexto, investigar os processos de mineralizacao através de experimentos in
vitro, realizados em substratos com topografias complexas e controladas que mimeti-

zem superficies com microporosidades, tém sido um caminho para se obter informagoes



importantes sobre os processos in vivo. O desenvolvimento de topografias e disposi-
tivos microfluidicos através de técnicas de microfabricacao tém sido uma ferramenta
importante no desenvolvimento de modelos in vitro que visam responder questoes fun-
damentais relacionadas a interacao entre as células e as superficies complexas de bio-

materiais [11,12].



2 Cultura celular em estruturas microfabricadas

Experimentos de cultura celular, in vitro, realizados em substratos com topografias
controladas tém sido um caminho usado para mimetizar processos de interacao entre
células e materiais in vivo [13]. Elas possibilitam a aquisi¢ao de dados mais acurados
sobre o comportamento e metabolismo de células normais e de origem tumoral, em
ambientes com topografias controladas [14]|. Para esses estudos, as técnicas de micro-
fabricacao tém sido uma ferramenta essencial.

Diferentes técnicas de micro e nanofabricacao sao empregadas no desenvolvimento
de modelos biomiméticos para estudos in witro do comportamento celular. Jung e
colaboradores [15] fabricaram um dispositivo microfluidico para cultura de organoides
cultivados a partir de células primarias cancerigenas coletadas de um paciente. O intuito
desse trabalho foi criar um dispositivo que permitisse estudo in vitro de medicamentos
eficazes no tratamento do cancer de forma personalizada, ou seja, avaliar qual a terapia
mais eficaz para cada paciente. O dispositivo microfluidico foi fabricado através da
técnica de soft-lithography usual, onde silicone liquido é colocado em um molde, fabri-
cado através de fotolitografia, e apos cura é desmoldado e utilizado para cultura dos
organoides.

Erlach et al. [16] mostraram como diferentes topografias influenciam a diferenciagao
de células tronco mesenquimais humanas (hMSCs). Células tronco cultivadas em estru-
turas triangulares e quadradas tendem a se diferenciar em células do tipo osteoblastos,
enquanto células cultivadas em padroes circulares tendem a se diferenciar em células
adiposas, mostrando que a topografia do meio pode ser usada como um parametro de
controle da diferenciagao celular. As estruturas em silicone usadas no experimento fo-
ram fabricadas através de técnicas de soft-lithography usual onde réplicas das estruturas
sao obtidas a partir de um molde fabricado através de fotolitografia.

Herzer et al. [17] avaliaram a adesdo, migracao e diferenciagdo de células tronco
mesenquimais humanas (hMSCs) cultivadas em microtubos compostos por uma liga
de titdnio e nidbio. Os microtubos foram fabricados a partir de técnicas usuais de
microfabricacao, como de fotolitografia, deposicao de metais via sputtering e lift-off,
permitindo fabricar tubos com didmetro comparaveis ao tamanho de uma célula. Esse
tipo de estrutura permitiu o estudo de comportamento celular em ambientes confinados,
e mostrou que células sao capazes de mineralizar em ambientes com dimensoes entre
10-30 pm.

Hasturk et al. [18] mostraram que microestruturas compostas por pilares fabrica-

dos em polimetilmetacrilato (PMMA) promovem maior atividade osteogénica quando



comparadas aos substratos lisos fabricados com o mesmo material, mostrando que a
modificacao da topografia pode ser uma alternativa a métodos de indugao quimica na
promocao da atividade osteogénica. Isso porque microtopografias compostas por pila-
res induzem mudancas no formato do citoesqueleto e do ntcleo, que geram sinais que
promovem a expressao de marcadores osteogénicos. Neste trabalho, um gabarito para
os moldes foi fabricado através da técnica de fotolitografia, a partir desse gabarito fo-
ram fabricados moldes em silicone. Esses moldes foram utilizados na fabricacao das
microestruturas em PMMA usadas no experimento.

Pieuchot et al. [19] utilizaram estruturas em silicone compostas por padroes sinusoi-
dais a fim de estudar a migracao celular. Eles descreveram um mecanismo denominado
curvotaxi que permite as células responderem a variagao da curvatura do meio atra-
vés da interagao dinamica entre niicleo e citoesqueleto, onde o nucleo age como sensor
mecanico que guia as células para regides concavas. As estruturas em silicone foram
fabricadas a partir de um molde fabricado através do processo de through-mask electro-
chemical micromachining. Esse processo permite a fabricacao de padroes micrométri-
cos, a partir da corrosao eletroquimica de regioes selecionadas do substrato metélico, e
possibilita a fabricacao de microestruturas com curvatura controlada.

Moerk et al. [20] utilizaram microestruturas compostas por pilares de silicio a fim
de estudar o mecanismo de transducao entre a topografia do meio extracelular e o
processo de sinalizagao intracelular que induz expressao osteogénica de células 6sseas.
As microestruturas foram fabricadas a partir da técnica de deep reactive-ion etching
(DRIE), onde uma atmosfera de ions foi utilizada para corroer ao longo de uma dire¢ao
as regioes expostas do substrato de silicio. Os resultados deste trabalho mostraram
que a proteina ROCK esta envolvida no processo de sinalizacao intracelular oriundo do
estimulo da topografia do meio extracelular.

Os exemplos apresentados, demonstram a importancia do uso de técnicas de mi-
crofabricacao para aplicacoes em biologia celular. Este projeto de mestrado tem como
proposta desenvolver um protocolo detalhado de fabricacao de microestruturas acessi-
vel a pesquisadores que se interessam pela pesquisa sobre comportamento de células
em topografias controladas. As técnicas utilizadas neste trabalho podem ser estendidas

para fabricagao de outros dispositivos baseados na técnicas de soft-lithography.



3 Motivagao e objetivos

Nos ultimos anos, diversos trabalhos em modelos animais tém sido publicados na
literatura internacional sobre o papel de micro e nanoporos na regeneragao 6ssea [21-23|.
Uma das questoes mais discutida é o mecanismo de mineralizacao in vivo em situacoes
onde os poros possuem dimensoes inferiores aos das células. Sao propostos modelos de
mineralizacao nao controlada e controlada a distancia pelas células, respectivamente
[24]. Até o momento nédo existe respostas a estas questoes devido a dificuldade de se
obter informagoes experimentais sobre os complexos processos de mineralizagao que
ocorrem in vivo. Por isto, estudos in vitro que mimetizam interacoes de células dsseas
com superficie microporosas podem oferecer informagoes adicionais que contribuem
para o esclarecimento dos complexos mecanismos de mineralizacao em presenca de
biomateriais.

A motivagao deste trabalho é desenvolver competéncia técnica em microfabricacao
de topografias para estudos de comportamento de células em substratos complexos. Em
especial, objetiva-se fabricar microtopografias com diferentes geometrias, com escala na
ordem do tamanho celular, cerca de 20 um, através de técnicas de fotolitografia e de
soft-lithography, que simulem a microporosidade geralmente utilizada em arcaboucos de
biomateriais fabricados para a regeneracao dssea.

As topografias serao fabricadas em substratos inertes do polimero dimetilpolisilo-
xano (PDMS) para eliminar efeitos da quimica da superficie no comportamento celular.
Apos a fabricacao, os substratos serao testados em cultura de células 6sseas para ava-
liacao do efeito da topografia na viabilidade celular em comparagao com substratos

lisos.



4 Fabricacgao e caracterizacao das microestruturas: Mé-

todos e resultados obtidos

As etapas de fabricacao das microestruturas em PDMS para cultura celular possuem
similaridades com as etapas de fabricacao de dispositivos microeletronicos. As técnicas
de fotolitografia sao utilizadas na fabricacao de dispositivos aplicados nas duas areas,
mas com finalidades diferentes. O uso de fotolitografia permite a fabricagao de padroes
com geometrias diversas. Ja o uso de soft-lithography [25] permite a fabricacao de
estruturas em polimeros biocompativeis, de baixo custo, e em grande escala. Essas
técnicas foram escolhidas para este trabalho, pois agilizam o processo de fabricacao de
substratos 3D para cultura celular, além de garantir reprodutibilidade das mesmas.

A produgao das topografias consiste na fabricagdo de um molde a partir do qual
sao fabricadas as estruturas em substrato polimérico. O molde pode ser reutilizado
varias vezes, permitindo a fabricacao de centenas de estruturas em tempo reduzido e

com baixo custo.

4.1 Fotolitografia

Neste trabalho usamos a técnica de fotolitografia para a fabricagdo dos moldes a
partir dos quais serao fabricadas as estruturas em silicone. O processo de fabricacao
dos moldes envolve a fabricagao de fotomascaras, onde os padroes sao transferidos via
fotolitografia por inscrigao direta, e a fabricacao dos moldes a partir da transferéncia
dos padroes das fotoméscaras, via fotolitografia por contato.

A fotoméscara consiste em um substrato com regioes opacas e transparentes a trans-
missao de luz. Substratos transparentes, como vidro e quartzo, sao empregados na
fabricacao das fotomascaras. As regioes opacas sao geralmente formadas por material
metéalico depositado sobre o substrato transparente. A variacao entre regides opacas e
transparente permite a formacao dos padroes de exposi¢ao, que dao origem aos padroes

litograficos. A Fig. 4.1 ilustra o principio de funcionamento da fotoméscara.



Luz incidente

Fotoméscara
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Figura 4.1: Ilustragao do principio de funcionamento da fotomascara. As regides opacas bloqueiam a
transmissao de luz, e as regiGes transparentes permitem a transmissao de luz.

O processo de fotolitografia por inscricao direta é feito pelo equipamento laser-
writer. Esse equipamento utiliza um feixe de laser para fazer a inscricao dos padroes
litogréaficos em um polimero fotossensivel (fotorresiste). Os padroes a serem inscritos
sao desenhados em um software CAD (e.g. LibreCAD, KLayout, AutoCAD, etc.). Em
seguida, é feito o upload desse desenho no equipamento laser-writer. Ao ser acionado,
o equipamento faz a inscricao dos padroes do desenho no fotorresiste. A Fig.4.2 ilustra
o processo de fotolitografia por inscricao direta.

Sistema de fotolitografia por inscricdo direta
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Figura 4.2: Tlustracao do processo de fotolitografia por inscrigao direta.



No processo de fotolitografia por contato, utiliza-se a fotoalinhadora na transferén-
cia dos padroes da fotomascara para o fotorresiste. Nesse processo, uma fotomascara é
colocada em contato com o fotorresiste. Em seguida a luz emitida pela fotoalinhadora
incide sobre a fotoméscara, de forma que as regides transparentes da fotoméascara per-
mitem a transmissao da luz. A luz incide no fotorresiste, induzindo assim a fotoreacao
do polimero e dando origem aos padroes litograficos. A Fig.4.3 ilustra o processo de

fotolitografia por contato.

Sistema éptico de exposigao da fotoalinhadora M)B3

M T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T s T e e T T
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| / / :
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[ | L —— g
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Y
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el - Fotoresiste
Substrato —

Figura 4.3: Tlustracao do processo de fotolitografia por contato.

As etapas basicas do processo de fotolitografia sdo: i) recobrimento do substrato
com fotorresiste; ii) exposigao do fotorresiste para sensibilizar as regides de interesse
com a radiacao UV; iii) e revelagao das estruturas, onde remove-se quimicamente as
regioes sensibilizadas.

Na etapa de recobrimento, usa-se o processo de spin-coat para cobrir a superficie do
substrato com fotorresiste [26]. Nessa etapa, o fotorresiste ¢ colocado sobre o substrato e
o conjunto é rotacionado a fim de espalhar o polimero uniformemente sobre a superficie.

A Fig.4.4 ilustra o processo de spin-coat.
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Figura 4.4: Tlustracao do processo de spin-coating

De forma simplificada, ¢ possivel controlar a espessura final (hs) do fotorresiste pois

a mesma varia com o inverso da velocidade angular do substrato Eq.(4.1).
hy o 1 (4.1)

Vw

Apo6s depositado sobre a superficie, o fotorresiste é exposto a radiacao UV. Os
fotorresistes utilizados sao compostos por uma mistura de resina novolac, solvente e
composto fotoativo, diazonaftoquinona (DNQ). A resina novolac é soluvel nas solugoes
alcalinas, tais como o hidroxido de sodio (NaOH), hidroxido de potéassio (KOH), ou
hidroxido de tetrametilamoénio (TMAH), enquanto o DNQ é insoltavel nessas solugoes.
Dessa forma, a mistura de novolac com DNQ corréi a uma taxa muito lenta nas so-
lugbes mencionadas. Quando exposto a radiacao UV, o DNQ libera nitrogénio e se
liga quimicamente as moléculas de agua presente no polimero, e no final dessa reacao
o DNQ é convertido em acido indeno carboxilico que é soluvel nas solugoes bésicas

mencionadas [27]. A Fig.4.5 mostra o processo de fotoreacao descrito.
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diazonaftoquinona cetona acido indeno carboxilico

Figura 4.5: Fotoreacao do DNQ. Ilustracao da reacao quimica que converte DNQ no acido indeno
carboxilico.



Apos exposigao ao UV, o novolac e o DNQ se solubilizam em solugdes bésicas.
Isso permite que durante a etapa de revelagao as regides do fotorresiste expostas a
radiacao UV se solubilizem, enquanto as regioes nao expostas permanegam praticamente
insoliveis. Esse processo de transformacao do DNQ, de um elemento insolivel em
revelador para um soluvel, é a base de funcionamento do processo fotoquimico dos

fotorresistes.

4.2 Fabricacao da fotomascara

A fotomascara fabricada consiste em um filme de aluminio depositado sobre subs-
trato de vidro, com regides opacas (aluminio) e transparentes (vidro) a transmissao de
radiagao UV Fig.4.6.

Figura 4.6: Imagem da fotomascara fabricada a partir de um filme de aluminio depositado sobre
substrato de vidro, com regides opacas (aluminio) e transparentes (vidro). Escala: 2cm.

A primeira etapa de fabricacao da fotoméscara consiste em depositar um filme de
aluminio sobre o substrato de vidro. O filme deve ter espessura suficiente para bloquear
radiagao ultravioleta. Neste trabalho depositou-se filmes de aluminio com aproxima-
damente 100 nm de espessura pela técnica de sputtering. Vale ressaltar que outros
materiais podem ser depositados (e.g. cromo, 6xido de ferro, entre outros) assim como
o uso de outras técnicas de deposi¢ao. De forma simplificada, a técnica de sputtering
consiste em bombardear a superficie de um alvo com ions formados em uma atmosfera
de plasma. A colisao dos ions com a superficies do alvo ejeta atomos que sao depositados

sobre um substrato. A Fig.4.7 ilustra o processo de deposi¢ao via sputtering.
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Figura 4.7: Ilustragao do processo de deposicao via sputtering. O alvo de aluminio é bombardeado
com fons de argdnio, e o aluminio pulverizado é depositado sobre o substrato de vidro.

4.2.1 Inscricao dos padroes na fotomascara

A segunda etapa de fabricagdo da fotoméscara é a de inscrigao dos padroes na
fotoméascara. Para isso, cobre-se o filme de aluminio com uma camada de fotorresiste
(AR-P 3510, Allresist), a uma velocidade angular de 4000 rpm, por 70 s, formando
uma camada de fotorresiste com cerca de 2 um de espessura. Em seguida, faz-se a
etapa de soft-baking, onde coloca-se o substrato sobre a placa aquecedora, a 100 °C,
por 1 minuto a fim de promover maior adesao do fotorresiste ao substrato e remover
o excesso de solvente. Apods a remocao do substrato da placa aquecedora, e o mesmo
atingir temperatura ambiente, inicia-se a etapa inscricao dos padroes da fotomaéascara
através de fotolitografia por inscrigao direta, usando a laser-writer (20 mW, 50%; uPG
101, Heidelberg Instruments) cujo comprimento de onda do laser é 409 nm. A Fig.4.8
mostra trés exemplos de padroes topograficos que foram inscritos nas fotoméscaras, os

padroes inscritos sd@o desenhados em um software CAD (LibreCAD).
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Figura 4.8: Desenho em CAD dos padroes inscritos na fotomascara. Os quadrados nas figuras (A),
(B) e (C) apresentam, respectivamente, 10x10 pwm, 15x15 pm e 20x20 pm. Escala: 50 pm.

Apo6s a inscricao dos padroes da fotoméscara, segue-se para a etapa de revelacao das
estruturas. Coloca-se o substrato em uma solu¢ao composta pelo revelador (AR 300-47,
Allresist)! diluido em agua deionizada na proporcao de 1:1, deixa-se agir por 1 minuto,
em seguida lava-se as estruturas reveladas com dgua deionizada para neutralizar a acao

do revelador. A Fig.4.9 mostra as estruturas apos o processo de revelagao.

1O revelador AR 300-47 nao é indicado para fabricacio de fotomascaras em aluminio pois a so-
lucao béasica corréi o material. Para evitar transtornos, certifique-se de que os insumos utilizados sao
compativeis.
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Figura 4.9: Padroes distintos da fotoméscara apds revelagdo. Nota-se a presenga de microbolhas de
agua na superficie. Escalas: 50 pm.
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A Fig.4.10 ilustra o processo de inscri¢ao e revelacao dos padroes da fotoméscara.

Laser I Substrato de vidro
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EEEEE— 07 OIS O (0% pAres
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Figura 4.10: Tlustragdo do processo de inscri¢ao e revelagdo dos padroes da fotoméscara.

Apos o processo de revelacao, a regiao exposta no interior dos quadrados corresponde
ao aluminio que sera corroido através do processo de corrosao quimica por via tmida.
Esta técnica consiste em remover material da superficie de um substrato com uma
dada solucao quimica. Nessa etapa, processos de underetching podem ocorrer quando
ha perda de adesao do fotorresiste ao substrato. Nessa situagao, a solugao corroedora
infiltra por baixo do fotorresiste corroendo o aluminio nao exposto apds a etapa de
revelacao, danificando os padrdes da méscara. A Fig.4.11 ilustra como o processo de
underetching danifica os padroes, as setas vermelhas indicam as regioes que sofreram

underetching.
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Figura 4.11: A figura ilustra como o processo de underetching deforma as estruturas da méscara, as
setas vermelhas indicam as regioes que sofreram underetching. Escala: 50 pm.

A fim de evitar o underetching é recomendado fazer um hard-baking apos a etapa
da revelagao para promover maior adesdo do resiste ao substrato [28]. No processo de

fabricacao usado neste trabalho, efetua-se o hard-baking colocando-se o substrato na
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placa aquecedora, a 100 °C, durante 70 s. A Fig.4.12 ilustra as estruturas apos esse
processo. O processo de hard-baking também elimina as bolhas de dgua presente na

superficie apos a etapa de revelagao, vide Fig.4.9.
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Figura 4.12: Padroes da fotoméscara apos hard-baking. Nota-se a eliminagao das bolhas de agua da
superficie. Escala: 50 pm.
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4.2.2 Etapa de corrosao do aluminio

O aluminio foi corroido através do processo de corrosao quimica por via iimida, onde
uma solugao acida foi preparada a fim de corroer o aluminio exposto na Fig.4.12. Os

compostos quimicos utilizados nesta etapa sao:

e H3PO, - Acido fosférico (85 wt%);
e CH3COOH - Acido acético (100 wt%);
e HNO; - Acido nitrico (65 wt%);

e Agua deionizada.

Os compostos quimicos foram misturados na seguinte proporcao: 70% HsPO,, 5%
de CH3COOH, 5% de HNOj3, e 20% de adgua deionizada [29]. A mistura dos reagentes
promove um aumento da temperatura da solugao. Portanto, ela é utilizada somente
apo6s o seu resfriamento. A corrosao do filme de aluminio, 100 nm de espessura, é
realizada cobrindo-se o substrato com a solucao a uma temperatura de 35 °C, por cerca

de 40 s. A Fig.4.13 ilustra o processo de corrosao do aluminio da fotoméscara.

Substrato de vidro
Corrasia S 1 Fi ini
100 °C do akuminio ‘ p— — — ‘ B ::fo—.sl:- — — . Fllme de alumlnlo
- —_— R B Fotoresiste
Hardbing Solugéao acida
apas revelatan

Figura 4.13: Tlustragdo do processo de corrosao do aluminio da fotomascara

Apobs corrosao, lava-se a fotoméascara com agua destilada para remover o excesso
da solugao acida. Em seguida, a fotoméscara é colocada em um recipiente com agua
destilada por 5 minutos e posteriormente seca com ar comprimido. A Fig.4.14 ilustra

trés padroes distintos da fotomascara apos a etapa de corrosao.
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Figura 4.14: Padroes da fotomascara apds a corrosao do aluminio em temperatura de 35 °C por 40 s.
Escala: 50 pm.

Apos a etapa de corrosao, o resiste remanescente é removido com banho de acetona,
seguido de isopropanol. As Fig.4.15 e Fig.4.16 ilustram os padroes da fotomascara
apo6s remocao do resiste remanescente e padroes inscritos para seis fotomascaras com
geometrias distintas. As regides escuras correspondem ao vidro exposto apds corrosao

do aluminio, essas regioes sao transparentes a passagem de luz, e as regioes claras
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correspondem ao aluminio nao corroido, responsavel por bloquear a transmissao da luz
através do vidro.
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Figura 4.15: Padrdes da fotoméascara apos remogao do resiste. A regido escura corresponde ao vidro
exposto apoés a etapa de corrosao, e a regiao clara ao aluminio nao corroido. Escala: 50 pm.
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Figura 4.16: Padroes geométricos de diferentes fotoméscaras produzidas neste trabalho. A regido
escura corresponde ao vidro exposto apoés a etapa de corrosao, e a regiao clara ao aluminio nao corroido.
Escalas: figuras (A) até (E) 50 um, figura (F) 100 pm.

Sumério das etapas de fabricacao das fotoméascaras:

e Deposicao de filme de aluminio via sputtering (Sputtering Confocal MS) sobre a

superficie do vidro;

e Spin-coat do fotorresiste (AR-P 3510, Allresist) a 4000 rpm, por 1 min sobre o

filme de aluminio depositado;

e Soft-bake a 100 °C por 70 s em um prato quente (EMS 1000-1, Electronic Micro
Systems Ltd), essa etapa visa promover maior adesao do fotorresiste ao substrato

e elimnar o excesso de solvente apos a etapa de spin-coating;

e Inscrigao dos padroes através do sistema de fotolitografia (20 mW, 50%; nPG 101,

Heidelberg Instruments);

e Revelagao das estruturas em solugao de dgua deionizada: revelador (AR 300-47,

Allresist) na proporgao de 1:1 por 42 s;
e Hard-bake a 100 °C por 70 s;
e Corrosao do aluminio exposto através do processo de corrosao por via imida;

e Lavagem da fotoméascara com agua destilada a fim de remover a solugao corroe-

dora;
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e Remocgao do resiste remanescente da fotomascara com acetona e alcool isopropi-
lico;
4.3 Fabricacao dos moldes

Os moldes foram fabricados através do processo de fotolitografia por contato. A

Fig.4.17 ilustra um dos moldes fabricados.

Figura 4.17: Imagem de um dos moldes fabricados. A regiao mais clara indica a drea com as microes-
truturas.

No processo de fotolitografia por contato, a fotoalinhadora (MJB3, Karl Suss) foi
utilizada na tranferéncia dos padroes das fotoméascaras para um polimero fotossensivel.
Nesse processo, a fotoméascara produzida é colocada em contato com um substrato
coberto com fotorresiste. Ao acionar a fotoalinhadora, a luz emitida por uma lampada
de merctrio incide sobre a fotoméscara, de forma que a luz atravessa somente as regioes
transparentes da fotomascara e incide sobre o fotorresiste. A luz incidente no fotorresiste
induz o processo de fotoreagao, e as regioes sensibilizadas sao removidas no processo
de revelacao, dando origem as estruturas do molde. A Fig.4.18 ilustra o processo de

fabricacao dos moldes.
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Figura 4.18: Tlustragdo do processo de fabricacao dos moldes.

A fotoalinhadora foi escolhida para esta etapa pois torna o processo de fabricacao
dos moldes mais rapido. Para o desenho das estruturas dos moldes, a duragao do
processo na laser-writer é de 1.5 h enquanto a duragao da exposi¢ao na fotoalinhadora
é de 24 s. A fotoalinhadora também ofereceu melhor resolucao para estruturas. A
laser-writer oferece melhor resolucao que a fotoalinhadora para resistes com ~1 pum de
espessura, mas a espessura do fotorresiste usado na fabricagao dos moldes é de ~12
um. Apos os testes de dosagem com a laser-writer, verificou-se que a poténcia e tempo
de exposicao necessarios para sensibilizar ao longo dessa espessura tornava a resolugao
das estruturas expostas inferior a exposicao com a fotoalinhadora.

A fotoalinhadora ofereceu boa resolucao para as restruturas expostas, mas notou-
se que a dimensao das estruturas apos revelagao foram levemente maiores do que os
padroes da fotomascaras. Essa diferencga entre os tamanhos é intrinseco do processo de
fotolitografia por contato, pois as bordas dos desenhos sao sensibilizadas para além dos
limites impostos pelos padroes da fotomascara. Uma forma de compensar esses defeitos
seria fazer desenhos das fotoméscaras com dimensoes entre 1 um e 2 um menores do
que o desenho original.

A Fig.4.19 mostra os padroes dos moldes fabricados. As trés imagens do topo
(Fig.4.19 A, B e C) sdo compostas por pogos de base quadrada com dimensdes de 10
um, 15 um e 20pum, e as trés imagens da base (Fig.4.19 D, E e F) sdo compostas
por ranhuras com aproximadamente 15 um de largura e diferentes espacamentos. Os

padroes desses moldes correspondem ao negativo dos padroes das estruturas finais em

PDMS.
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Figura 4.19: Padroes geométricos dos moldes fabricados, as trés imagens do topo sdo compostas por
pogos de base quadrada com dimensoes de 10 pm, 15 wm e 20um, e as trés imagens da base sao
compostas por ranhuras com aproximadamente 15 um de largura e diferentes espacamentos. Escalas:
figuras (A) até (C) 50 um, figuras (D) até (F) 100 pm.

Sumério das etapas de fabricagao dos moldes:

e Spin-coat do fotorresiste (AR-P 3210, Allresist), a 2000 rpm, por 2 min, sobre

substrato de vidro;

e Soft-bake em temperatura de 70 °C por 5 min, seguido de soft-bake a 95 °C por
10 min;
e Esfriamento e reidratagao do substrato por tempo superior a 1.5 h;

e Uso da fotoalinhadora (MJB3, Karl Suss) para transferir os padroes da fotomés-

cara para o molde (24 s de exposigao);

e Revelagao das estruturas em solugdo de adgua deionizada: revelador (AR 300-26,

Allresist) na proporcao de 1:3 por 3 min;
e Hard-bake na temperatura de 95 °C por 2 min.

Durante a etapa de soft-bake, o resiste desidrata devido a evaporagao das molé-
culas de agua. Portanto, antes da exposicao é necesséario deixar o substrato esfriar a
temperatura ambiente a fim de reidratar o fotorresiste. Como ¢é indicado na Fig.4.5,
é necessaria a presencga de moléculas de agua para que o fotorresiste seja sensibilizado

pela luz. O tempo de reidratagao varia com a espessura do resiste. Para resiste com
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espessura de ~1 pum a reidratagdo ocorre em aguns segundos, enquanto resistes com
~100 um levam vérias horas para reidratar. O tempo de reidratacao para os moldes
fabricados neste projeto foi cerca de 1.5 h. Apds revelagao, a etapa final de hard-bake
visa remover a umidade remanescente nas superficie apds revelacao, e promover maior

adesao do resiste ao substrato.

4.3.1 Funcionalizacao da superficie moldes

Os moldes sao funcionalizados com grupos silanol a fim permitir o descolamento do
silicone da sua superficie. Nesse processo, moléculas de hexametildisilazano (HMDS)
reagem com as hidroxilas presentes na superficie do molde formando grupos silanol.
O HMDS é toxico e o processo de silanizacao gera vapor de amoénia. Por isso, esta

etapa deve ser executada em uma capela de exaustao. A Fig.4.20 ilustra o processo de

silanizacao.
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“NHT SNHT
f.”:s('}ssi S?‘-(‘”‘:):z (H3C)aSi Si(CHg)s
"NH” SNHT
(‘)H (’)H OH OH OH OH OH (‘)H
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Figura 4.20: Tlustragao do processo de silanizagao. Reagao quimica das moléculas de silano com os
grupos hidroxila presentes na superficie do molde.

Para as estruturas fabricadas, foi necessario tratar a superficie dos moldes com
plasma antes do processo de silanizagao. Sem essa etapa, o silicone adere nas estru-
turas do molde, impedindo sua remoc¢ao por completo durante a etapa de desmolde.

O tratamento com plasma introduz mais grupos hidroxila na superficie, promovendo
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maior silanizacao das estruturas e evitando que o silicone permaneca aderido nas es-
truturas durante o processo de desmolde [30]. Neste projeto, tanto plasma com ar
atmosférico (PELCO easiGlow) quanto plasma de 6xigénio (PlasmaPro 80) foram efi-
cazes no processo de hidrofilizacao das superficies. No geral, qualquer tratamento com
plasma em baixa poténcia (< 100 W) funciona no processo de hidrofilizac¢ao, cabe ao
usuario avaliar a eficiéncia do processo de acordo com suas necessidades.

Sumério das etapas do processo de silanizagao:

e Tratamento da superficie dos moldes com plasma de oxigénio (50 sccm, 100 mTorr,
50 W; PlasmaPro 80, Oxford Instruments) por 1 min. Esta etapa visa limpar e

introduzir mais grupos hidroxila na superficie dos moldes;

e Tratamento dos moldes com uma gota (~0.5 ml) de HMDS em um dessecador,
em véacuo primério, por 5 min. Apoés o tratamento, desligar a bomba de vécuo,

vedar o dessecador, e deixar os molde no vapor de silano por 2 h;

e Retirada dos moldes do dessecador e armazenar em local seco.

4.4 Soft-Lithography

Soft-Lithography [31] engloba um conjunto de técnicas utilizadas na fabricacao de
micro e nano estruturas a partir de um polimero elastomérico. Geralmente, utilizam-se
moldes ou carimbos para fabricar ou replicar as estruturas [32]. Neste trabalho, utiliza-
mos fotolitografia na fabricagao dos moldes e a partir deles fabricamos as microestururas
em PDMS. Essa técnica apresenta a vantagem de possuir baixo custo, comparada com
outras técnicas de micro e nano fabricacao, visto que os moldes podem ser reutilizados

para fabricar estruturas em PDMS sem a necessidade de equipamentos caros.

4.4.1 Fabricacao das estruturas em PDMS

Apos a funcionalizagao da superficie, os moldes podem ser usados para a fabricacao
das estruturas em PDMS. Nesta tultima etapa sao fabricadas as microestruturas que
serao utilizadas nos experimentos de cultura celular. Para a fabricacao das microes-
truturas, mistura-se o silicone (Sylgard 184, Dow Corning) com o agente de cura na
proporc¢ao de 10:1. Remove-se bolhas de ar dissolvidas na mistura através de repetidos
ciclos de pressurizagao e evacuacao, em um recipiente com vacuo. A seguir, preenche-
se 0 molde com o silicone e trata-se em estufa a uma temperatura de 60 °C por 6 h.

Finalmente, descola-se o silicone do molde em temperatura ambiente e acondiciona-se
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o silicone em um recipiente fechado, em local seco. A Fig.4.21 ilustra o processo de

fabricacao das microestruturas em silicone.

Fecobrimento do Descolamento do
molde com silicone silicone apds cura

B Molde
Inllal - Inllal -

Silicone

Figura 4.21: Tlustragao do processo de fabricacao das microestrutras em silicone.

Sumério das etapas de fabricacao das microestruturas em silicone:

e Mistura do silicone (Sylgard 184, Dow Corning) com o agente de cura na propor-
¢ao de 10:1;

e Remogao de bolhas dissolvidas na mistura através de repetidos ciclos de pressu-

rizagao e evacuagao, em um recipiente propicio para vacuo;

e Preenchimento do molde com o silicone e tratamento em estufa a uma temperatura

de 60 °C por 6 h;

e Descolamento do silicone do molde em temperatura ambiente e acondicionamento

do silicone em um recipiente fechado, em local seco.

A Fig.4.22 ilustra as microestruturas em silicone fabricadas para os experimentos
de cultura celular. As microestruturas apresentadas na Fig.4.22A simulam superfiicies
microporosas que foram usadas no estudo do comportamento de células Osseas. As
microestruturas apresentadas na Fig.4.22B e Fig.4.22C simulam fibras longitudinais
e entrelagadas, e foram usadas no estudo do comportamento de cultura de células

cancerigenas (nao descritos nesse trabalho).
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Figura 4.22: Imagens de microscopia eletrénica de varredura de microestruturas em PDMS, com
diferentes topografias, produzidas a partir dos moldes. Escalas: (A) 20 pm, (B) 100 pm e (C) 50

pm.

4.4.2 Deformacgao do silicone na presenca de HMDS liquido

O HMDS na forma liquida costuma ser empregado na secagem de amostras bio-

logicas para microscopia eletronica de varredura. A secagem via HMDS apresenta a
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vantagem de ser rapida e barata, comparada a métodos como ponto critico, porém
HMDS na forma liquida é incompativel com o PDMS. Durante o processo de seca-
gem, nota-se uma dilatacao acentuada das amostra cobertas com HMDS mais etanol
Fig.4.23, tornando inviavel a utilizacao desse método de secagem para células cultivadas
em amostras de PDMS. Portanto, a secagem das amostras através do método de ponto
critico € uma alternativa a secagem por HMDS para esse tipo de amostra. Esse método

usa COs liquido para remover umidade das amostras biologicas a serem processada para
MEV.

Figura 4.23: Deformagao do PDMS na presenga de HMDS liquido. Antes (A) e depois (B) do PDMS
entrar em contato com HMDS liquido.

O HMDS ¢é um solvente nao polar e essa categoria de solvente deforma o silicone.
Durante testes realizados em laboratério (ndo descritos neste projeto), nota-se que a
dilatacao do silicone diminui com a concentracao do HMDS, e o PDMS aparenta nao
dilatar na presenca de vapor desse composto.

A amostra em PDMS volta ao seu tamanho original conforme o HMDS evapora.
E as estruturas nao deformam permanentemente, a Fig.4.24 compara uma amostra
tratada com HMDS, Fig.4.24A1 e ig.4.24A2, e uma amostra nao tratada , Fig.4.24B1 e
Fig.4.24B2, nota-se que apos evaporacao completa nao ha diferenca entre as estruturas

tratadas e ndo tratadas com HMDS.
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Figura 4.24: Comparacio entre estruturas tratadas (coluna A) e nao tratadas (coluna B) com HMDS
liquido. Nota-se que a deformagcao das estruturas nao é permanente.
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5 Cultura celular em topografia formada por micro-

pilares

Ensaios de viabilidade e mineralizagao de células F-OST (osteoblastos do fémur
de murino) [33] foram executados em superficie lisa e sob estrutura microfabricada de
PDMS, constituida por pilares de base quadrada com aproximadamente 20 pm de lado
e 12 um de altura, Fig.4.22A. Esta estrutura mimetiza uma superficie microporosa de
enxertos sintéticos usados para a substituicao ou regeneracao 6ssea como foi discutida
na segao 3.

As analises morfologicas foram feitas através de anélises de microscopia de fluo-
rescéncia e microscopia eletronica de varredura (MEV). O processo de secagem com
HMDS das amostras para MEV mostrou-se incompativel com as amostras produzidas
em PDMS. Portanto, os resultados de cultura celular sobre as topografias sao apre-
sentados majoritariamente a partir de analises morfologicas obtidas por microscopia de
fluorescéncia. A Fig.5.1 mostra as células apos 24 h de cultura nos substratos compostos

por pilares em PDMS.

Figura 5.1: Células F-OST cultivadas sobre pilares em PDMS por 24 h. Escala: 50 pm.

5.1 Materiais e métodos
5.1.1 Cultura celular

Para os ensaios de viabilidade celular e marcacao de actina, 25x10% células foram
plaqueadas sobre os substratos e cultivadas em meio DMEM High Gluocose (Gibco)

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e incubadas a 37 °C em atmosfera
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tumida contendo 5% de CO5 por 24 h.

Antes de iniciar o experimento de cultura celular, as amostras foram esterilizadas a
fim de evitar contaminagao por microrganismos. Métodos usuais de esterilizacao como
UV e alcool 70% na presenca de UV nao foram efetivos para as amostras em PDMS.
A baixa eficacia da esterilizacdo pode estar relacionada a porosidade da superficie,
superficies porosas previnem uma distribuicao uniforme da radiagao UV, impedindo
uma esterilizagdo efetiva [34]. Por conta disso, as amostras foram esterilizadas por
radiacao gama (15 kGy), que atravessa as amostras de PDMS e é efetiva em desativar

microrganismos como fungos, bactérias, virus, e esporos.

5.1.2 Ensaio PrestoBlue

O ensaio de viabilidade foi avaliado usando o kit PrestoBlue (Invitrogen). Esse kit
usa o poder de reducao das células vivas para medir de forma quantitativa a viabilidade
celular. Quando adicionado ao meio, o reagente é absorvido pelas células, sofre reducao
e se transforma num composto vermelho fluorescente, que pode ser detectado através
de medidas de fluorescéncia ou absorgao. O ensaio PrestoBlue foi realizado adicionando
o reagente a uma concentracao de 10% ao meio de cultura celular e incubando por 30
min, a 37 °C em atmosfera imida contendo 5% de CO,. Ap6s incubacao, a placa com

as células foi analisada pelo leitor de placas (Synergy II, Biotek).

5.1.3 Ensaio Live/Dead

A viabilidade celular também foi avaliada através do ensaio Live/Dead (Invitrogen)
Fig.5.4. Apos cultura celular, o meio de cultura foi removido, e as células foram lava-
das com PBS estéril (pH 7.4), incubadas simultaneamente com o reagente Live/Dead,
EthD-1 [3 uM] e Cal-AM [6 pM], por 30 min em camara umida e ao abrigo de luz.
Apos incubacao, as células foram observadas por microscopia de epifluorescéncia (Axio
Observer Al, Zeiss). A coloragao verde fluorescente, Calceina-AM (Cal-AM), indicando
as células vivas e a coloragao vermelho fluorescente, homodimero-1 de etidio (EthD-1),

indicando as células mortas.

5.1.4 Marcacgao de actina

Apo6s cultura celular, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com
solugdo de PBS estéril (pH 7.4). Em seguida, as amostras foram fixadas em 4% de
paraformaldeido (PFA). Apos fixagao, as células foram lavadas com PBS estéril (pH 8),

e foi adicionado NH4Cl (20 mM) por 10 min. Apos incubagao, as células foram lavadas
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com PBS estéril (pH 8), e permeabilizadas com uma solugao de 0.1% de Triton X-100
+ 1% de BSA (albumina de soro bovino), diluido em PBS estéril (pH 8), por 10 min.
Apos permeabilizagao, as células foram novamente lavadas com PBS estéril (pH 8) e
incubadas com o anticorpo Alexa-Fluor 546 conjugado com faloidina, na proporcao de
1:80, durante 30 min em atmosfera timida. Apos incubagao, as células foram observadas

por microscopia de epifluorescéncia (Axio Observer Al, Zeiss).

5.1.5 Processamento de imagens e anilises estatisticas

A morfologia das células cultivadas em substrato lisos e com topografia composta
por pilares foi avaliada a partir das imagens de marcacao de actina obtidas por mi-
croscopia de fluorescéncia. Para cada substrato, selecionou-se 5 campos das imagens
de microscopia de fluorescéncia e a partir dessas imagens analisou-se a area celular,
o niamero de células, a area de ocupacao celular e a circularidade usando o softwares
gratuitos e de codigo aberto Fiji e JASP. O ntimero de células presentes no conjunto
de imagens para o substrato liso variou entre 7 e 17 células, e para o substrato com
pilar variou entre 14 e 23 células. As andlises de variancia foram feitas através do teste
One-Way ANOVA, onde o nivel de significancia adotado foi de 0.05.

Medidas de circularidade foram feitas a fim de analisar as diferencas no formato das
células cultivadas nos substratos lisos e nos substratos compostos por pilares. Circu-
laridade com valor 1 indica um circulo perfeito, e circularidade tendendo a zero indica
formato elongado ou dendritico.

Circularidade = 47r,-—Area2 (5.1)
Perimetro

A medida de circularidade foi feita excluindo as células que estavam parcialmente
contidas dentro do campo da imagem. Para isso, a segmentacao das células Fig.5.2A foi
editada de forma que as células contidas parcialmente (indicadas pelas setas vermelhas)

dentro da area da figura fossem removidas, a Fig.5.2B mostra a imagem apds edigao.
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Figura 5.2: Edi¢do das imagens para medida de circularidade. (A) Segmentacao da imagem original,
as setas vermelhas indicam segmentagio de células parcialmente inseridas no campo da imagem. (B)
Segmentagao editada para medida de circularidade, células contidas parcialmente no campo da imagem
foram removidas. Escala: 50 pm.

5.1.6 Experimento de mineralizagao celular

A partir dos testes de viabilidade, observamos que as estruturas em PDMS sao
vidveis para experimentos de cultura celular, porém possuem uma adesao celular li-
mitada. As células desgrudavam da superficie do substrato durante o processamento
das amostras para analises. Para promover maior adesao das células aos substratos, as
superficies foram recobertas com fibronectina (20 pg/ml) prévio ao plaqueamento das
células.

A fibronectina é uma proteina adesiva que compoe a matriz extra celular, ela adere
a superficie em PDMS por absorcao ou por ligacoes covalentes. Essa proteina forma
sitios de ancoragem para as células, permitindo maior adesao das mesmas as estruturas
em PDMS [35].

Para o experimento de mineralizacao, foram plaqueadas 50x10? células sobre as
superficies previamente cobertas com fibronectina. Trés dias apds o plaqueio das célu-
las, foi adicionado meio osteogénico composto por DMEM High Glucose suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina, beta-glicerofosfato (10
ul/ml) e acido ascorbico (0,05 mg/ml), a troca do meio se deu a cada trés dias.

Sumario do experimento de mineralizagao:

e Diluir a fibronectina em PBS estéril de forma a obter concentragao de 20 pug/ml

e Lavar as superficies em PDMS com PBS estéril, essa etapa visa quebrar a hidro-

fobicidade da superficie para facilitar o recobrimento com a fibronectina

e Cobrir as superficies com fibronectina por 30 min
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e Remover o excesso de fibronectina e deixar a superficie secar

e Plaquear as células, e incubar por 3 h, a 37 °C em atmosfera tmida com 5% de
COq

e Passadas 3 h, adicionar meio de cultura e incubar as células, a 37 °C em atmosfera
tumida com 5% de CO,

e Apos 3 dias, fazer a troca do meio, adicionar meio osteogénico

e Efetuar a troca do meio osteogénico a cada 3 dias, até o final do experimento de

mineralizacao

5.1.7 Processamento das amostras para MEV

Apobs o experimento de cultura celular, as amostras para microscopia eletronica de
varredura (MEV) foram fixadas em fixador Karnovsky (Glutaraldeido 2.5%, formal-
deido 2.5% em tampao cacodilato de sodio 0.05M, pH 7.2). Apos fixagdo, as amostras
foram lavadas em solugao tampao cacodilato de sodio 0.1 M (CaCo 0.1 M) por quatro
vezes, 10 minutos cada lavagem. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 20
min em tetroxido de 6smio 2% e CaCo 0.1 M, na proporcao de 1:1. Apos fixacao em
6smio, lava-se as amostras quatro vezes com CaCo 0.1 M, 10 min cada lavagem. Em
seguida, as amostras foram desidratadas através da imersao em série graduada de etanol
(10%, 35%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%), 10 min cada série. A fim de evitar dilatacao
do substratos em PDMS, as amostras foram secas através do método do ponto critico
ao invés da secagem com HMDS. Apoés secagem, as amostras foram metalizadas com

ouro por 2 min.

5.2 Resultados
5.2.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada para as superficies com pilares e superficies lisas de
PDMS. A Fig.5.3 mostra a intensidade de fluorescéncia apds 24 de cultura, essa medida
esta diretamente relacionada a quantidade de células vivas presentes nos substratos. A
partir do teste de viabilidade, observa-se que h&a uma quantidade maior de células pre-
sentes nos substratos com microestruturass compostas por pilares quando comparado

a superficie lisas.
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Figura 5.3: Teste de viabilidade celular em substratos lisos e com pilares em PDMS (*p < 0.001, n =
2).

O ensaio de viabilidade Live/Dead foi feito a fim de avaliar se a diferenga no ntiimero
de células presentes nos substratos se deu devido & morte celular, ou se foi influencia
das topografias na adesao celular. A comparacao entre a quantidade de células vivas e
mortas para cada substrato foi feita através da separacao dos canais RGB da imagem
original, onde o canal verde marca as células vivas e o vermelho marca as células mortas.
Apos separagao dos canais, as células foram segmentadas através do ajuste de threshold,
onde a intensidade do pixel é usado como delimitador, de forma que a area ocupada
por células vivas (Fig.5.4A2 e Fig.5.4B2) e mortas (Fig.5.4A3 e Fig.5.4B3) ¢é dada pela

regiao preta na Fig.5.4. O processamento das imagens foi feito através do software Fiji.
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Figura 5.4: Ensaio live/dead , 24 h de cultura celular. Coluna (A) células cultivadas sobre pilares
em PDMS, coluna (B) células cultivadas sobre PDMS liso. (A1) e (B1) Ensaio live/dead, células
marcadas em verde estao vivas e as em vermelho estdo mortas. (A2) e (B2) Segmentacao de células
vivas. (A3) e (B3) Segmentagao de células mortas. Escalas: 200 pm.

A partir dos dados do ensaio de viabilidade Fig.5.3 e da area de ocupagao das
células vivas e morta em Fig.5.4, observa-se que a diferenca entre o niimero de células
presentes nos substratos nao se dé devido a morte celular. Uma hipotese para a diferenca
observada é que a topografia simulando uma superficie porosa possui area superficial

maior e isso promove maior adesao das células quando comparada a superficie lisa
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[36,37]. Quanto maior for a adesdo das células ao substrato, mais elas tendem a se
proliferar.

A partir das analises apresentadas, mostra-se que as topografias produzidas sao apro-
priadas para experimentos de cultura celular, e observa-se que mesmo para superficies
hidrofébicas, como o PDMS, a modificagao da topografia é suficiente para promover
o aumento da adesao celular, o que pode ser uma alternativa a métodos quimicos de

indugao de adesao.

5.2.2 Avaliagao da morfologia celular

A morfologia celular nas superficies compostas por pilares em PDMS e nas super-
ficies lisas em PDMS, Fig.5.5, foi avaliada por microscopia de fluorescéncia através da
marcagao de actina com o fluoroéforo Faloidina Alexa Fluor 546 (Invitrogen). As medi-
das morfologicas e analises estatisticas foram feitas através dos softwares gratuitos e de
codigo aberto Fiji e JASP.

Figura 5.5: Células cultivadas nos substratos lisos e com pilares. Imagens de microscopia de fluo-
rescéncia, marcacao de actina apos 24h de cultura celular. Imagens (A) e (B) células cultivadas no
substrato com pilares. Imagens (C) e (D) células cultivadas no substrato liso. Escalas: (A) e (C)
200 pm, (B) e (D) 50 pm.
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Observa-se que as células formam mais filopédios na superficie composta por pilares
do que na superficie lisa Fig.5.6 (setas brancas). Esses filamentos promovem a adesao e
migragao celular [38]. Neste trabalho, observa-se que os filopodios formados alinham-se

com as diagonais (setas verdes) e arestas horizontais dos pilares (setas azuis).

Figura 5.6: Marcagao de actina apos 24h de cultura celular. Imagens da coluna (A) células cultivadas
nos substratos com pilares. Imagens da coluna (B) células cultivadas nos substratos lisos. As setas
brancas indicam os filopodios das células, a setas verdes indicam a dire¢ao com a diagonal dos pilares,
e as setas azuis indicam a direcao das arestas horizontais dos pilares. Escala: 50 um.
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Uma hipotese para o observado é que as dire¢oes diagonais (setas verdes) e hori-
zontais (seta azul) possuem menor espagamento (seta preta) entre os pilares, Fig.5.7, e
isso favorece a formagao de prolongamentos ao longo dessas dire¢goes. Comportamento

analogo foi observado para outros tipos celulares cultivados em micropilares [39-41].

Figura 5.7: A figura esquematiza a direcdo preferencial dos filopodios sobre os pilares. As setas verdes
indicam as diagonais dos pilares, a seta azul indica a diregao da aresta horizontal dos pilares, a seta
preta indica o menor espacamento entre os pilares e a branca indica o maior espagamento entre os
pilares. Escala: 20 pum.

5.2.3 Medidas morfologicas

A analise da variancia da morfologia celular para células cultivadas nos substratos
lisos e com pilares foi feita através da distribuicao das medianas das medidas morfoldgi-
cas para os diferentes campos de imagem analisados Fig.5.8. A escolha da mediana para
as analises descritivas se deu como forma de contornar os valores discrepantes presentes

nos dados (e.g. células muito grandes, ou muito pequenas, células nao aderidas).
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Figura 5.8: Analise dos dados morfologicos para diferentes substratos (*p < 0.05 através do teste
One-Way ANOVA).

A partir das analises apresentadas na Fig.5.8 observa-se que nao ha diferenca esta-
tistica significante entre a area das células cultivadas nos substratos lisos ou nos pilares,
mas hé diferenca no nimero de células presentes nos diferentes substratos. Assim como
observado nos dados de viabilidade, o substrato composto por pilares possui maior ni-
mero de células presentes. Nota-se que a circularidade das células também muda com
o substrato, as células cultivadas nos substratos lisos possuem circularidade maior do
que as células cultivadas nos substratos com pilares. Isso se deve ao fato das células
cultivadas nos pilares formarem mais filopddios do que as células cultivadas no subs-
trato liso, Fig.5.6. A formacao dos filopédios promove um aumento significativo do
perimetro celular sem que isso se traduza num aumento significativo na area da célula,

diminuindo assim o valor da circularidade.

5.2.4 MEYV mineralizacao

A Fig.5.9 mostra imagens de microscopia eletronica de varredura apos 7 dias de
cultura celular. Nota-se que a substrato composto por pilares esta coberto por uma

camada de células, indicando boa adesao das mesmas sobre o substrato. Anéalises por
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EDX e transmissao serao feitas (nao descritas neste trabalho) a fim de avaliar o material

depositado pelas células sobre o substrato e verificar se houve mineralizagao celular.
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Figura 5.9: MEV apo6s 7 dias de cultura celular. Escala: (A) 200 um, (B) 100 pum.
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6 Conclusao

Este projeto de mestrado teve como objetivo desenvolver um protocolo para fabri-
cagao de microestruturas biocompativeis apropriadas para o estudo in vitro do com-
portamento celular. Para isso, técnicas usuais de microfabricagao como deposicao via
sputtering, fotolitografia e soft-lithography, foram empregadas na fabricacao de micro-
estruturas de baixo custo de producao, atendendo as demandas dos experimentos de
cultura celular em pesquisas biomédicas. Diferentes microestruturas foram produzidas
com o intuito de estudar os efeitos das topografias em processos celulares especificos,
como o de mineralizacao de células osteoblastos.

As microestruturas tridimensionais produzidas em PDMS com geometria na forma
de sulcos retilineos e pilares de base quadrada mostraram boa reprodutibilidade em
relacao ao desenho original. Os testes de viabilidade celular mostraram que as micro-
estruturas fabricadas em PDMS sao biocompativeis, permitindo assim a sua aplicagao
em experimentos de cultura celular.

No presente trabalho, os experimentos com as células osteoblasticas F-OST culti-
vadas sobre microestruturas compostas por pilares apresentaram maior viabilidade do
que as células cultivadas em substrato liso. Uma explicacao para o observado é que
as superficies com pilares possuem area superficial maior, favorecendo a formacao de
mais pontos de adesao celular quando comparado ao substrato liso. Isso indica que a
porosidade contribui para a proliferagao e mobilidade celular em substratos inertes.

Também verificou-se que as microtopografias influenciaram tanto a morfologia quanto
a orientacao da migragao celular. As células cultivadas em microtopografias apresen-
taram maior formacao de filopodios, conferindo um maior aspecto dendritico quando
comparado as células cultivadas em substratos lisos. Também observou-se que as célu-
las apresentaram tendéncia de formar filopodios orientados com as diagonais e arestas
horizontais dos pilares, provavelmente em funcao do menor espacamento entre os pilares
ao longo dessas diregoes.

Como trabalhos futuros sugere-se dar continuidade ao estudo da influéncia das mi-
croporosidades no processo de mineralizacao celular, e aplicagao das técnicas apresen-
tadas no desenvolvimento de modelos que simulam o microambiente celular através da
fabricacao de meios de cultura 3D e dispositivos microfluidicos. Tais modelos permi-
tirao a elaboragao de experimentos mais avangados nas areas de testagem de novos

medicamentos, pesquisas relacionadas ao cancer, estudo de células tronco, entre outros.
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