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RESUMO

bY

Na literatura, o tema relacionado a regeneracdo da cartilagem articular
combinando arcaboucos a base de materiais poliméricos e células é ainda um desafio.
Isto se deve a diversos fatores, como a natureza do material(ais) polimérico(s)
utilizados no desenvolvimento do arcabouco; o quanto a sua arquitetura imita, ou se
aproxima, da morfologia da cartilagem em questdo; além de suas caracteristicas
mecanicas e a fonte da célula a ser utilizada para obter um tecido cartilaginoso. O
poliéster biodegradavel, ndo téxico, e biocompativel, policaprolactona (PCL) tem sido
investigado na engenharia de tecido cartilaginoso. As propriedades que despertam
interesse sdo a degradacdo por hidrolise em meios fisiologicos, propriedades
mecanicas que podem ser moduladas conforme a sua massa molecular, e flexibilidade
nas formas de processamento, por exemplo. Entretanto, ele é hidrofobico, o que tem
levado a modificacbes como o do desenvolvimento de materiais hibridos em que o
PCL funciona como suporte mecanico para hidrogéis a base de gelatina reticulada,
por exemplo. Em base as consideracdes apresentadas, buscou-se neste trabalho
avaliar os caminhos para modificacdo do PCL visando um material hibrido que possa

ser utilizado em arcaboucos para o desenvolvimento de cartilagem articular.

Palavras-chave: Arcabouco. Cartilagem. Policaprolactona. Hidrogel.



ABSTRACT

In the literature, the issue related to articular cartilage regeneration combining
scaffolds based on polymeric materials and cells is still a challenge. This is due to
several factors such as the nature of the polymeric material(s) used in the development
of the framework; the extent to which its architecture imitates, or approaches, the
morphology of the cartilage in question; in addition to its mechanical characteristics,
and the cell source to be used to obtain cartilage tissue. The biodegradable, non-toxic,
and biocompatible polyester, polycaprolactone (PCL) has been investigated in
cartilage tissue engineering. The properties that arouse interest are the degradation
by hydrolysis in physiological media, mechanical properties that can be modulated
according to their molecular weight, and flexibility in the ways of processing, for
example. However, it is hydrophobic, which has led to modifications such as the
development of hybrid materials in which PCL works as a mechanical support for
hydrogels based on cross-linked gelatin, for example. Based on the considerations
presented, this work sought to evaluate the ways to modify the PCL aiming at a hybrid

material that can be used in scaffolds for the development of articular cartilage.

Keywords: Scaffold. Cartilage. Polycaprolactone. Hydrogel.
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1 INTRODUCAO

Problemas ortopédicos sdo muito recorrentes em equinos, principalmente
naqueles que se dedicam a atividades atléticas. Uma das lesdes mais comuns sao as
osteoartrites (OA), que afetam a cartilagem articular e o osso adjacente, muitas vezes
fazendo com que o animal tenha que ser retirado precocemente do esporte. A
cartilagem articular € uma das estruturas que compdem a articulacao, e é responsavel
pela absorcdo de impacto. Com exercicios intensos e repetitivos, altas cargas sao
impostas neste tecido, gerando tensdes de compressao, tracao, cisalhamento e atrito.
Estas cargas sdo responsaveis pelo desenvolvimento de um processo inflamatorio,
gue acaba por desgastar a cartilagem excessivamente. Sem a integridade deste
tecido, a absor¢céao do impacto dos movimentos diminui e em parte é transmitida para

0 0SS0, causando danos ainda maiores.

A fim de contribuir com o tratamento de osteoartrites, algumas técnicas foram
desenvolvidas, sendo as principais delas a estimulagcédo cirdrgica de medula e o
implante de células [1]. A primeira incita uma resposta natural do organismo, porém
gera fibrocartilagem, que ndo apresenta a elasticidade da cartilagem natural e tende
a se degradar com relativa rapidez [2]. A segunda possui melhores resultados, e conta
com a injecdo de células-tronco e células de tecido articular cartilaginoso no local
lesionado. Estas células podem ser ou ndo incorporadas em suportes estruturais,
como arcaboucos e hidrogéis feitos de biomateriais. Os biomateriais utilizados para a
producdo tanto do arcabouco quanto do hidrogel devem possuir propriedades
especificas, como biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de adequada
toxicidade, porosidade e propriedades mecéanicas similares as do tecido do local onde

sera implantado.

Hoje, os principais materiais utilizados na producdo de arcaboucos séo
polimeros biocompativeis de procedéncia natural, como o poli(hidréxido butirato), a
guitosana, o acido hialurénico, o colageno e o poli(acido latico). Também apresenta
grande relevancia neste contexto o poliéster sintético policaprolactona (PCL). O PCL
€ um polimero semi-cristalino, biocompativel e biodegradavel e tem sido cada vez
mais utilizado na engenharia de tecidos. Ele possui uma taxa de degradacao

demorada, compativel com a formacdo de um novo tecido, e possui caracteristicas



mecéanicas que permitem a producdo de uma matriz adequada para a adesao,

proliferacéo e futura diferenciacéo de células.

Além da escolha correta do material a ser utilizado para a fabricacdo de
arcaboucos para a regeneracao de tecidos, € preciso considerar as caracteristicas
micro e macroscoépicas do arcabouc¢o em questdo, que influenciam no mecanismo de
degradabilidade. Assim, faz-se necessério conhecer a estrutura do polimero utilizado
(composicao quimica, massa molecular, cristalinidade, morfologia etc.), bem como o

tamanho, formato e porosidade do arcaboucgo produzido.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CARTILAGEM ARTICULAR E OS SEUS TRATAMENTOS

A cartilagem articular € uma espécie de membrana que reveste articulacdes e
0ss0s. Assim, as principais funcfes deste tecido € facilitar a articulacdo e distribuir
uniformemente as cargas para 0 0SSO subjacente, de forma a permitir que a
articulacdo possa se movimentar garantindo uma certa resisténcia ao desgaste e
absorcao de choque com baixo atrito. Este tecido tem aproximadamente de 3 a 4 mm
de espessura e é dividido em 4 zonas (Figura 1), de acordo com a estrutura e
composicéo da matriz extracelular (MEC), bem como do formato e arranjo das células

presentes. Possui coloragdo esbranquicada, porque é um tecido nédo vascularizado.

Figura 1. Organizagdo das zonas do tecido de cartilagem articular.
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Fonte: referéncia [3]

Na camada mais superficial encontram-se células planas e fibrilas de colageno

paralelas. A zona média, abaixo da superficial, € composta por células planas, porém



mais arredondadas, e fibrilas de colageno grossas e aleatoriamente obliquas. A zona
seguinte, chamada zona profunda, é composta por células esféricas ordenadas em

colunas e a Ultima zona (zona calcificada) possui células menores.

Os tecidos de cartilagem articular apresentam um comportamento anisotrépico
em alguns testes mecanicos, como o da tracéo (Tabela 1). Sob grandes tensdes de
deformacéao, a elasticidade linear do tecido torna-se invalida, e o comportamento da
fase sélida passa a ser mais bem representado por um modelo de material viscoso e
hiper elastico.

Tabelal. Propriedades mecanicas do tecido de cartilagem articular (independente

da zona)
Propriedades mecéanicas Cartilagem articular
Moédulo de tragao (a 10% €) 5-27 MPa
Médulo de relaxamento de equilibrio 6,5-45 MPa
Alongamento para quebrar 80%
Tenséo de tracéo final 15-35 MPa
Médulo do agregado de compressédo de equilibrio 0,1-2,0 MPa
Permeabilidade hidraulica 0,5-5.10*°* m*/N.s
Médulo de Young intrinseco na compressao 0,4-0,8 MPa
Forca compressiva 14-59 MPa
Médulo de cisalhamento de equilibrio 0,05-0,25 MPa

Fonte: referéncia [3]

2.1.1 TIPOS DE TRATAMENTOS USANDO OU NAO A BIOENGENHARIA

Apesar de ndo existir cura ou recuperacao total da normalidade da articulacao
no caso de OA em equinos, os profissionais tém meios para amenizar 0s sinais
clinicos e trazer conforto para o animal. Entre os tratamentos estéo as infiltracdes, uso
de medicacao anti-inflamatéria, mesoterapia e manejo nutricional, por exemplo. Além
da terapia classica, sdo também abordadas novas terapias, tais como as ondas de
choque, a terapia por meio de células mesenquimatosas e a terapia genética, com o

objetivo de encontrar formas de tratamento com uma prolongada atividade biolégica



e, portanto, mais eficazes que as terapias classicas. Alguns tipos de tratamentos séo

descritos a seguir [4].

2.1.2 ANTI-INFLAMATORIOS

Os corticOides sdo os agentes anti-inflamatérios mais potentes usados no
tratamento da OA. Normalmente s&o injetados diretamente na articulacdo afetada,
diminuindo processos inflamatérios in locu. Apesar dos efeitos benéficos, é preciso
também avaliar seus efeitos secundarios na cartilagem do local. A administracéo de
altas concentracdes destes medicamentos repetidamente promove um efeito negativo
na estrutura do colageno da cartilagem articular, e por isso eles devem ser prescritos

em baixas quantidades e por pouco tempo [5].

2.1.3 CELULAS TRONCO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) séo células-tronco adultas,
pertencentes ao mesénquima, um tecido embrionario. Elas se diferenciam em muitos
tipos diferentes de células e sdo importantes na regeneracao do tecido. Estas células
podem ser inseridas no local desejado através do uso de arcaboucos. Assim, elas
entram em contato com o tecido local, contribuem para sua regeneracdo e ainda
apresentam a vantagem de ndo promover a formacéao de tecido de cicatriza¢do, que

normalmente esta associado ao processo de recuperacao.

Acredita-se que as CTMs exercam seus efeitos terapéuticos por varios
mecanismos. Na OA, mais do que a habilidade de se diferenciarem em outros tipos
de células, é de interesse sua capacidade de se abrigar nos locais inflamados apoés
lesdo e de liberar multiplas moléculas bioativas capazes de estimular a recuperacao

de células lesionadas, eliminar a inflamacao e exercer fun¢des imunomoduladoras [6].

Alguns dos estudos realizados in vivo com articulagbes de equinos com

osteoartrite apresentam resultados promissores, enquanto outros nao observaram


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas-tronco
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mes%C3%AAnquima
https://pt.wikipedia.org/wiki/Regenera%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido

melhora significativa nos parametros avaliados [6]. A heterogeneidade de resultados
nestes estudos ndo € incomum, tendo em vista que a variabilidade de fatores
relacionados ao tecido lesionado, caracteristicas do tratamento com CTMs e métodos
de avaliacao funcionam como grandes variaveis do processo. Outro fator limitante dos
estudos in vivo com CTMs em articulagbes de equinos é o alcance de um numero
adequado de animais com caracteristicas homogéneas de causalidade e estado

lesional, para obtencéo de poder de teste com a distribuicdo nos grupos controles.

2.1.4 TERAPIA GENETICA

A terapia genética consiste na producdo de uma proteina antagonista de
determinados receptores biologicos, que impede algumas interacdes especificas e
diminui a dor e a inflamacédo articular. Dessa forma, cria-se condicbes para uma
recuperagao da funcionalidade articular de maneira mais rapida e eficaz. O potencial
valor da terapia genética no tratamento da doenca articular €, em parte, baseado nas
limitacdes da terapia tradicional, a qual tem sido parcialmente ineficaz no que se refere
em fazer os agentes terapéuticos penetrarem diretamente na articulacdo, quando

estes ndo sado administrados por via intra-venosa (1V).

Na terapia tradicional, o tempo de semi-vida da maioria dos agentes
administrados por via intra-articular (IA) é curta, sendo necessarias frequentes
administracdes para sustentar a atividade biolégica do farmaco por longos periodos
de tratamento. Todas estas condicionantes da terapia tradicional podem vir a ser
contornadas com o uso da terapia genética. Ela fornece uma excelente alternativa em
relacédo a terapia tradicional, uma vez que uma Unica administracdo de uma proteina
antagonista na articulacdo afetada pode resultar na producdo de uma proteina

terapéutica especifica, por um longo periodo [5].

2.2 ARCABOUCOS DE BIOMATERIAIS

Arcaboucos sdo estruturas de suporte usadas na engenharia de tecidos para
fornecer um crescimento tridimensional de células, de maneira organizada. S&o
criticos, tanto nos processos in vitro quanto in vivo, pois possuem diversos propositos:

permitem a adesdo de ceélulas, bem como sua proliferacdo e diferenciacdo; retém



células e fatores de crescimento, possibilitando a difuséo de nutrientes e oxigénio nas
células; e cria um ambiente mecanicamente e biologicamente apropriado para a

regeneracao organizada de tecidos.

O arcabouco ideal deve ser biocompativel — isto €, ndo deve criar respostas
adversas pelo tecido hospedeiro -; biodegradavel em produtos atéxicos, com uma taxa
de degradacédo controlada; e deve possuir uma estrutura micro/macroestrutural
otimizada, capaz de garantir, ao mesmo tempo, uma vasculariza¢do adequada e forca
mecanica suficiente para lidar com as tensdes aplicadas no tecido original. Também
deve ser obtida uma superficie com topografia apropriada, para promover interacdes
célula-célula e célula-matriz. A superficie do arcabouco deve conter irregularidades
na dimensdo de nandmetros, para viabilizar estas interacbes. A dimenséo de
micrémetros ja é grande demais e impede a otimizac&o das interacdes entre células
e matriz. O estudo de [7] fabricou arcaboucos de PCL com irregularidades na
dimensdo de nandmetros e, através de analises de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), confirmou que houve adeséao de células, tanto na superficie externa

do arcabouco quanto na interna.

Sob a perspectiva da biomecanica, os arcaboucos projetados para cultivar
especificamente tecido de cartilagem articular devem se comportar como um
compaosito permeavel e apresentar propriedades ndo homogéneas, anisotropicas, nao
lineares e viscoelasticas, a fim de se aproximar das reais propriedades do tecido. Os
arcaboucos utilizados para cultivo de tecido articular cartilaginoso também devem ser
porosos e interconectados, para que as células possam migrar e penetrar 0s

intersticios.

2.3 PROCESSOS DE PRODUGCAO DE ARCABOUCOS

O tema de bioimpresséo, necessaria para a producéo de arcaboucos, foi pouco
explorado até o final da primeira década deste século. Porém, por volta de 2015 as
contribuicdes neste ramo de pesquisa comecaram a ser bastante expressivas. O
grafico apresentado na Figura 2 mostra o numero de referéncias neste tema ao longo

dos anos. Percebe-se que é um tema atual com ainda pontos a serem explorados.



Figura2. Publicagbes sobre bioimpresséo por 40 anos a partir de 1980.
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2.3.1 ELETROFIACAO

Eletrofiacdo, do inglés, electrospinning (EPS) é o método mais utilizado para
produzir nanofibras poliméricas, que podem ser utilizadas na fabricacdo dos
arcaboucos em estudo. Este método € composto por trés partes: a fonte de

alimentacao de alta tenséo, o receptor e a solucdo fornecida ao sistema.

Figura3. Esquema da técnica de eletrofiacéo

Rolos giratérios

Solugdo do Polimero



Fonte: referéncia [8]

A técnica EPS (Figura 3) consiste em colocar uma solucao de polimero em uma
seringa que é pressionada para a ponta atraveés de uma bomba de difusdo. O aumento
gradual da alta tenséo vinda da fonte faz aumentar também o campo elétrico no local,
e este fara com que a gota na ponta da seringa se estique gradualmente nos
chamados spinners (rolos giratérios aterrados com carga oposta). Quando o solvente
evapora, as nanofibras do polimero utilizado na seringa séo depositadas ao redor do
spinner. O uso deste método para fabricacéo de arcaboucos de poli(hidroxi alcanoato)
(PHA) na seringa mostrou melhorar as propriedades mecanicas, a taxa de
biodegradacao e a interacdo entre o PHA e as células [9]. Mostrou-se também em [9]
gue nanofibras feitas através do método EPS com tamanho de 10 a 10.000 nm
melhoraram as propriedades mecanicas e diminuiram a cristalinidade do PHA,
enquanto simularam a estrutura e funcao da matriz extracelular humana (MEC), o que
contribui para sua biocompatibilidade. Este método, portanto, mostra-se muito

eficiente para a producao de arcaboucos para aplicacdo na regeneracao de tecidos.

2.3.2 TIPOS DE IMPRESSAO 3D

Outro método de producéo dos arcaboucos em questéo é a impressao 3D. Esta
tecnologia é capaz de criar construcdes para tecidos complexos através da colocacéo
precisa de hidrogéis carregados de células em uma estrutura feita camada por
camada. De acordo com [10], os sistemas de bioimpressdo mais usados sé&o

baseados em jato, extruséo e transferéncia direta induzida por laser (LIFT).

O método de jato produz gotas em escala de picolitros, imprimindo com
resolucdo de 20 a 100 um. Métodos de extrusdo utilizam um sistema de seringa e
pistdo para dispensar o material através de bicos de microescala, podendo produzir
estruturas mais estaveis que as feitas pelo método do jato, ja que na extrusdo é
possivel utilizar altas concentracdes de hidrogéis, como alginato e fibrina. No entanto,
é dificil construir grandes estruturas de tecido de forma livre devido a integridade
estrutural inadequada, estabilidade mecéanica e capacidade de impressdo. JA o
método LIFT pode imprimir células com precisdo em construcdes relativamente

pequenas, mas requer gelificacdo de hidrogéis para obter alta resolucdo dos padrdes



impressos, 0 que resulta em baixas taxas de fluxo. No geral, o alto custo, as longas
jornadas de trabalho e a falta de condi¢cdes para a produgcdo em massa Sa0 as
principais desvantagem para a aplicacéo da tecnologia de impressao 3D na producao

de arcaboucos.

2.4 SISTEMAS BASEADOS EM EXTRUSAO DE MATERIAIS

As bioimpressoras de extrusdo funcionam com base na distribuicdo de um
filamento continuo de biotinta para gerar estruturas 3D feitas camada por camada.
Este tipo de impressora pode ser classificada em pneumatica ou mecénica, a
depender do mecanismo de acionamento utilizado para dispensar a tinta. As
bioimpressoras pneumaticas utilizam pressdo de ar para promover a extrusao de
biotintas, e por isso permitem melhor controle de pressao e pulso de frequéncia, o que
€ vital para impressodes de alta precisao.

Bioimpressoras mecanicas podem ainda ser divididas entre aquelas que utilizam
um sistema de acionamento por pistdo e as que séo acionadas por parafusos (Figura
4). Ambas utilizam o deslocamento — do pistdo ou do parafuso — para acionar a
extrusdo. Tanto as impressoras pneumaticas quanto as mecanicas com mecanismo
de pistdo sdo muitas vezes preferidas para a extrusao de biotintas carregadas de
células. Esta ultima, porém, apresenta maior grau de controle sobre a taxa de fluxo de

biotintas em comparacédo com configuracdes pneumaticas.

Figura4. Esquemas de plataformas baseadas em extrusédo: pneumatica a esquerda
e assistida por mecanismo de pistdo a direita

Extrusdo Extrusdo por
Pneumatica Pistdo

- ‘ _|  Ppressdo
T = de ar
LI

- - — -

Fonte: referéncia [11]
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2.4.1 REQUISITOS DOS MATERIAIS

Os materiais utilizados para extrusdo muitas vezes requerem propriedades
mecanicas especificas, para facilitar o controle sobre sua deposi¢do. Por isso, a
viscosidade e os mecanismos de gelificagcdo sao de grande importancia. Tintas de
hidrogéis carregadas com células devem ser viscosas o suficiente para permitir o
armazenamento e carregamento em um cartucho de impressao, sem vazamento e
evitando a sedimentacao celular. Segundo [11], os valores de viscosidade de uma
biotinta variam, mas devem estar entre o intervalo de 30 mPa:s (limite inferior) e 25

x10% mPa-s (limite superior) para ser considerado adequada para impressao.

A aplicacdo de pressao, e consequentemente de uma forca no cartucho de
biotinta, faz com que a viscosidade do material diminua, dispensando-o na plataforma
de construcéo. Depois de extrudado, o material volta a apresentar uma viscosidade
maior, & medida em que a forca é retirada, permitindo o controle sobre o fluxo do

material e maximizando a resolucdo do produto.

2.4.2 RETICULACAO DURANTE A EXTRUSAO

A gelificacado controlada durante a extrusdo é uma estratégia que tem sido
aplicada com sucesso para melhorar a complexidade e a fidelidade da forma de
construcdes bioimpressas. Para fazer este controle, € possivel manipular as
propriedades reoldgicas das biotintas de baixa viscosidade, melhorando sua

capacidade de impressdo ao promover baixos graus de reticulacédo covalente.

Outra abordagem comum é modificar quimicamente as biotintas em polimeros
fotopolimerizaveis antes da extrusdo. Isso pode ser feito com a adi¢cdo de grupos
funcionais fotoativos, como os metacrilatos, por exemplo. Assim, é possivel permitir
a cura do material com luz ultravioleta (UV) durante a impresséo. Para viabilizar
este método, é possivel projetar o sistema de impressao para adicionar uma fonte
de luz que pode irradiar a biotinta através de um bocal transparente utilizando luz
UV ou visivel. Este método também é conhecido como reticulagéo in situ e é capaz
de melhorar o fluxo de material, a estabilidade do filamento e permite o uso de uma

ampla gama de materiais.
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Alternativamente, a biotinta pode ser extrudada diretamente em um banho de
reticulante para promover a reticulacédo fisica ou quimica apds a deposi¢cao. Outra
forma é fazer a impresséo simultdnea da biotinta com o reticulante em um sistema
coaxial. Estes mecanismos podem melhorar drasticamente a resolucéo de impresséao,
mas também podem limitar a integracdo entre as camadas impressas, principalmente
em se tratando de materiais que sofrem gelificacdo rapida. Neste caso, uma camada
pode passar por uma gelificacdo completa antes que a proxima seja depositada. Com
isto, as estruturas resultantes sdo muitas vezes mais fracas, questionando a

viabilidade de serem usadas para modelagem de tecidos.

2.4.3 REFORCO DE COEXTRUSAO

Outra técnica que tem sido explorada para melhorar a resolucéo de impressao
e facilitar a criacdo de estruturas em camadas é a coextrusdo, ou reforco
termoplastico. Recentemente esta técnica tem sido estudada como ferramenta para
gerar construcdes hibridas contendo hidrogéis de baixa viscosidade. Ela € baseada
na deposicao simultdnea ou alternada de materiais estruturais ou carregados de

células.

Uma das abordagens deste método é a combinac&o de uma biotinta de hidrogel
carregada de célula com um material termoplastico mais rigido e sem a presenca de
células, como a policaprolactona (PCL). De modo geral, a camada de termoplastico é
extrudada via pistdo ou parafuso e € deixada para resfriar antes da deposicdo da
camada subsequente de hidrogel, que é feita via extrusdo pneumatica ou de pistao.
Isto permite a criacdo de uma camada hibrida, sendo o termoplastico o agente
controlador do fluxo de hidrogel. Como resultado, obtém-se uma construgdo com

melhor performance mecanica e estrutural.

Segundo [11], o uso do PCL permite a impressao de modelos estruturais bem
definidos, com um processamento a baixas temperaturas (aproximadamente 60 °C) e
rapidas taxas de solidificacdo, o que € benéfico para a viabilidade das células
encapsuladas nas tintas. No entanto, as dimensdes dos filamentos impressos — que
geralmente s&o de centenas de micrometros — limitam a criacdo de interfaces eficazes

entre o termoplastico e o hidrogel. Portanto, outra abordagem interessante envolve o
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uso de mecanismos pneumaticos ou acionados por pistdo para depositar
alternadamente duas biotintas com diferentes propriedades mecéanicas. Este método
permite mitigar alguns dos problemas em torno da interface entre os dois materiais,
ao mesmo tempo em que melhora a difuséo de oxigénio e nutrientes para as células

encapsuladas nas tintas, tanto em implantes de tecido mole quanto nos de tecido duro.

2.4.4 EXTRUSAO SUSPENSA

Diversos grupos de pesquisa comecaram a explorar a extrusédo de biotintas em
um banho de suspenséao de hidrogel, que fornece suporte e restricao de fluxo ao longo
da gelificacdo. Este método tem-se demonstrado eficiente para melhorar a resolucéo
e a precisao das estruturas impressas. O hidrogel restringe o fluxo sem interagir e
tampouco se misturar com a solugcéo depositada, permitindo a impressao de camadas
de materiais com diferentes densidades, formando uma construcao de alta resolucao.
Reticulantes podem entdo ser introduzidos para promover a gelificacdo de uma
estrutura suspensa, permitindo a geracdo de estruturas heterogéneas capazes de

mimetizar interfaces bioldgicas (Figura 5).

Figura5. Esquemas de estratégias para manter a forma de estruturas impressas
com hidrogéis facilmente deformaveis

Cross-linking

Reforgo de Coextrusdo Extrusdo Suspensa
Durante Extrusio

reticulagio
de fonte de
ez U e
boca

Hidroge!
carregado

de células

Suporte
termoplastico

Fonte: referéncia [11]
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2.5 SISTEMAS BASEADOS EM IMPRESSAO A JATO

A impresséo a jato de tinta envolve a deposicdo, gota a gota, de pequenos
volumes de tinta para produzir arquiteturas 3D. A depender do modo de ejecéo, as
tecnologias de jato de material podem ser classificadas como fluxo continuo, drop-on-
demand (DOD), acustico ou impressdo de micro valvula. Em sistemas de fluxo
continuo, (continuous streaming) (CS), a biotinta € ejetada através de um bocal,
produzindo um jato continuo que se rompe em um fluxo de goticulas como resultado
da instabilidade hidrodinamica. Este processo é espontaneo, o que dificulta o controle
sobre o fluxo de biotinta. A fim de aprimorar este ponto, foi desenvolvido o sistema de

impresséo DOD, para promover um melhor controle sobre a deposicao de biotinta.

Sistemas DOD, ou seja, bioimpressdo por jato de tinta ou depdsito sob
demanda, funcionam com os mesmos principios do CS, mas as goticulas de biotinta
sdo formadas apenas quando necessario. A tinta € mantida armazenada até um
atuador piezoelétrico ou térmico gerar pressao suficiente para superar a tensao
superficial presente no orificio do bocal e forcar a ejecdo de pequenas gotas de
biotinta. Este método permite a formacao de estruturas com boa resolucédo, o que nao

seria possivel via CS, embora o tempo de impressao seja maior neste caso.

2.5.1 REQUISITOS DOS MATERIAIS

Nas impressfes a jato, 0os bicos das impressoras sdo geralmente pequenos,
para dispensar gotas da ordem de 10 um. Consequentemente, as biotintas devem
apresentar baixas viscosidades, normalmente na faixa de 10 a 100 vezes a
viscosidade da agua, o que ajuda a evitar o entupimento do bocal, mas restringe o
uso de altas densidades celulares. Embora os limites de viscosidade possam variar,
segundo [11] geralmente é aceito que uma baixa viscosidade de 30 mPa-s representa
o limite superior do que € imprimivel em um sistema de jato sem causar danos as

células utilizadas na impressao.
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2.5.2 JATEAMENTO PIEZOELETRICO

Sistemas piezoelétricos ejetam goticulas de biotinta usando um atuador de
ceramica policristalina colocado dentro da camara de fluido da cabeca de impressao
(Figura 6). Um pulso de tensédo desencadeia uma mudanga na forma do atuador,
resultando na deformacdo da camara de fluido com uma variagdo subsequente no
volume da camara. Esta mudanca repentina envia uma onda de pressao que permite
gue as goticulas de biotinta dentro da cabeca de impressdo superem a tensao
superficial no orificio do bocal, sendo, portanto, ejetadas.

Este método, porém, foi reportado como responsavel pelo comprometimento
da viabilidade das células, ja que se demonstrou que os pulsos de tenséo danificam a
integridade das membranas celulares, desencadeando a morte celular. Por isso, o

jateamento térmico é preferivel sobre o com sistema piezoelétrico.

2.5.3 JATEAMENTO TERMICO

No jato térmico, uma bolha de vapor é gerada dentro da camara de fluido devido
ao aquecimento fornecido por um atuador térmico (Figura 6). A bolha se expande,
reduzindo rapidamente o volume dentro da camara. Quando a bolha colapsa, o pulso
de presséao resultante aciona a ejecdo de goticulas de biotinta através do bico de
impressao, enquanto aplica, simultaneamente, calor as gotas. Este método é popular
para bioimpressao baseada em células, particularmente em aplicacdes que requerem

altos niveis de controle sobre a orientacdo espacial das células.

2.5.4 JATEAMENTO BASEADO EM MICRO VALVULAS

Os sistemas de jateamento baseados em micro valvulas sdo geralmente
compostos por uma ou mais cabecas de impressdo acopladas a um mecanismo
robético que pode se mover nos eixos X, y e z. Uma micro valvula eletromecanica
compreendendo uma valvula solenoide e um émbolo esta presente dentro de cada
cabeca de impresséo, entre o cartucho de biotinta pressurizado e o bocal (Figura 6).
Apés a aplicacdo de um pulso de tenséo, o solenoide gera um campo magnético que

empurra 0 émbolo para cima e abre o bico, permitindo a ejecdo do material. A
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possibilidade de controlar com precisdo a frequéncia e o tamanho das goticulas
extrudadas faz com que este método resulte em uma deposi¢céo de biotinta altamente
controlada, permitindo a extrusao de camadas de material tdo finas quanto 1 a 2 ym.

2.5.5 JATEAMENTO ACUSTICO

Sistemas de jatos acusticos diferem-se dos métodos relatados anteriormente
devido a auséncia de um bocal de impresséo que define o tamanho da gota de biotinta
a ser extrudada. Isto porgque os bicos sdo propensos a entupimento, particularmente
com fluidos de alta viscosidade. Assim, a auséncia de um bico pode ampliar a gama
de materiais processaveis neste tipo de impressora. Neste método, as gotas de
biotinta séo ejetadas de uma interface ar-liquido através de uma for¢ca acustica
aplicada por um campo de ultrassom. A ejecdo ocorre quando a pressao acustica
excede a energia de superficie do liquido, e assim materiais com alta viscosidade, de
até 150 mPa-s, podem ser dispensados. O jateamento acustico, porém, possui
aplicacdes de bioimpresséao limitadas, ja que esta tecnologia € recente e esta no inicio

de seu desenvolvimento (Figura 6).
Figura6. Esquemas para as diferentes plataformas utilizadas na bioimpresséo.

Jateamento Piezoelétrico Jateamento Térmico
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Térmica
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piezoelétrico Vapor

aoasd L N N

Jateamento Baseado em Jateamento Aclstico
Micro Vélvulas

Micro valvula

Ondas
sonoras

Abertura
eletromagnética
a8 da micro valvula aasas

Fonte: referéncia [11]
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2.6 FOTOPOLIMERIZACAO EM CUBA

Outra técnica comumente aplicada a bioimpressao de hidrogéis carregados de
células é a fotopolimerizacdo em cuba, sendo o tipo mais comum a estereolitografia
(SLA). Esta tecnologia é geralmente composta por uma plataforma de construcéo,
uma cuba de resina fotopolimérica e uma fonte de luz que irradia a resina,
endurecendo-a camada por camada (Figura 7). Galvanémetros sdo usados para
escanear a superficie da resina com luz ultravioleta (UV), infravermelho ou feixe de
laser de luz visivel de alta resolucdo. Nas regides escaneadas, o laser inicia uma
reacdo de fotopolimerizacdo, espacialmente controlada pela plataforma de
construcdo. Por fim, ha a solidificacao do liquido da resina. Uma vez que a primeira
camada € construida, a plataforma de construcéo desce para dentro da cuba, sendo
recoberta homogeneamente com resina e outra camada é construida em cima da

anterior.

2.6.1 REQUISITOS DOS MATERIAIS

A utilizacdo do SLA para processos de bioimpressdo ndo impde requisitos
reoldgicos nos materiais utilizados, como ocorre no caso da extrusdo e da impresséo
a jato. Com o método SLA, uma gama muito maior de viscosidades de materiais pode
ser usada, sendo o valor de 5 Pa-s considerado o limite superior [11]. Em relacdo ao
limite inferior, ndo ha um valor definido, porém é amplamente aceito que o material
deve ser suficientemente viscoso para evitar a sedimentacédo das células durante o

processo de cura.

O processo de SLA geralmente envolve a modificacéo de hidrogéis para conter
grupos quimicos que podem facilitar a reticulacdo fotoinduzida do material. Essa
reacdo de reticulacdo € iniciada pela clivagem da molécula fotoiniciadora apds ser
exposta a luz. Os comprimentos de onda da luz usada na fonte tém que coincidir com
os do fotoiniciador empregado. O resultado € a rapida formacdo de uma rede
polimérica organizada, que permite a obtencdo de estruturas de hidrogel de maior
resolucdo do que aqueles normalmente obtidos a partir de impressao por extrusao.

No entanto, este processo pode comprometer a viabilidade das células utilizadas.
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Diversos estudos relataram os efeitos citotoxicos dos radicais livres e alteracdes de
pH. Além disso, a exposi¢ao a luz UV pode causar danos consideraveis no DNA dentro
das células biompressas. Como uma alternativa, para ndo impactar a viabilidade das
células encapsuladas no material a ser polimerizado, é possivel utilizar fontes de luz
no espectro visivel para fotopolimerizar as biotintas, desde que seja utilizado um

fotoiniciador que absorva a parte visivel do espectro (Figura 7).

2.6.2 POLIMERIZACAO DE DOIS FOTONS

A polimerizacado de dois fétons, do inglés 2 Photon Pholimerization (2PP),
baseia-se no processo de SLA, porém adicionando a capacidade de controlar com
precisdo o espaco e tempo do processo de polimerizacdo das resinas. Com isto, €
possivel criar construcdes de alta resolugdo. Assim como ocorre no método de SLA,
0 2PP envolve a aplicagcdo de feixes de luz focados para desencadear a
fotopolimerizagdo em uma cuba de resina (Figura 7). No entanto, ele emprega um
laser pulsado ultrarrapido para gerar um fluxo de fétons que promove a absorcao
simultanea de dois fétons por uma unica molécula, produzindo assim um estado de
maior energia na fotopolimerizacdo da resina. Este sistema permite a geracao de
construcbes com caracteristica em um nivel submicrométrico, resolucdo néao

alcancéavel via técnicas de SLA padréo.

2.7 BIOIMPRESSAO ASSISTIDA POR LASER

Esta técnica também é conhecida como transferéncia direta induzida por laser
ou LIFT, laser-induced forward transfer. As impressoras LIFT tém trés componentes
principais: uma fonte de laser pulsado, uma fita da qual um material biolégico é
impresso e um substrato que coleta o material impresso (Figura 7). Semelhantemente
ao jateamento acustico e ao SLA, as bioimpressoras LIFT sdo compostas de uma
plataforma de impressdo sem bicos. As células sdo mistruradas em um hidrogel e
depositadas na superficie de um filme metalico. O pulso de laser induz a vaporizacéo
do filme metélico, resultando na producdo de um jato liquido, que é depositado no

substrato.
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Os materiais impressos podem variar de solidos a liquidos com hidogéis solidos
muitas vezes sendo preferidos para bioimpressao. No entanto, imprimir estruturas
carregadas de células utilizando esta técnica é muitas vezes € questionado, por conta
da viabilidade celular. Durante o processo de impressao, os hidrogéis carregados de
células sdo expostos a altos niveis de energia térmica, o suficiente para estudos
reportarem 85% de morte celular [11]. Modificagbes na intensidade e tempo de
exposicao ao laser séo frequentemente empregadas a fim de melhorar a viabilidade
celular, mas a técnica LIFT ainda é uma das menos utilizadas para a bioimpresséo de
modelos de tecido in vitro. A Tabela 2 sumariza as informacg8es acerca das técnicas
mencionadas neste trabalho, com vantagens, desvantagens e limitagcdes de cada

uma.

Figura7. Esquema das diferentes técnicas de irradiacdo que podem ser usadas na
fotopolimerizacdo em cuba, polimerizacao de 2 fétons e bioimpressao
assistida por laser.
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Tabela2. Comparacao de técnicas de bioimpressdo com base na resolu¢édo do produto obtido, nos requisitos reol6gicos do material

utilizado e nas principais vantagens e desvantagens

Plataforma de ~ . . . - o : Principal(is)
, ~ R I maxim Vi [ iotin Principal(is) van m(n
impressio esolucdo méaxima scosidade da biotinta cipal(is) vantagem(ns) desvantagem(ns)
Extrus3o imprime materiais de alta grande forga de cisalhamento
- - ~200 um 30-600 x 10° mPa-s viscosidade carregados de necessaria para imprimir pode
pneumatica/por pistdo . . N
células de alta densidade comprometer a viabilidade celular
S imprime polimeros de baixa separac¢do das camadas da
Cross-linking durante a 6 . . L s
- ~100 um 30-600 x 10° mPas viscosidade com grande estrutura gerada devido a rdpida
extrusao S . ~
fidelidade reticulagdo
permite a producdo de exige multiplas cabecas de
Reforgo de coextrusao ~20 um 12-600 x 10° mPa-s estruturas com heterogeneidade impressdo capazes de extrudar
mecanica e bioldgica materiais sob diferentes condi¢Ges
imprime polimeros de baixa . . .
. . N 0 mecanismo preciso por tras da
~ viscosidade com alta resolugdo e ~ . ,
Extrusdo suspensa ~20 um 5-800 mPa:s . prevencdo do fluxo ainda é mal
controle sobre o fluxo de pds- .
. o compreendido
impressao
alta resolugdo e alta velocidade pulsos piezoelétricos
Jateamento . ~ . -
. . ~45 um 3,5-30 mPa-s de impressdo permitem uma demonstraram-se maléficos para a
piezoelétrico o - L
padronizacdo celular rapida viabilidade celular
. . L equena faixa de viscosidades de
mais favoravel para viabilidade p. q. -
o . biotintas podem ser utilizadas em
Jateamento térmico ~45 um 3,5-30 mPa-s celular que o jateamento ~ )
. o comparagdo com sistemas
piezoelétrico ~
baseados em extrusdo
Jateamento baseado aumenta a faixa de viscosidade alta tensdo de cisalhamento pode
. . ~220 pm 1-70 mPa-s o .
em micro valvulas para biotintas comprometer a viabilidade celular
ampla gama de viscosidades de o .
i . p & s disturbios podem facilmente
Jateamento acustico ~60 um 1-150 mPa-s biotinta podem ser utilizadas . ,
. . ~ ) afetar a ejecdo de goticulas
pois o sistema nao possui bocal
era estruturas de alta resolugdo .. . . - ..
SLA ~1 um <5 Pa's & ¢ dificil combinar varios materiais

com grande velocidade
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Plataforma de
impresséo

Resolugcdo méaxima

Viscosidade da biotinta Principal(is) vantagem(ns)

Principal(is)
desvantagem(ns)

Polimerizagao de 2
fotons

LIFT

100 nm

~20 um

a maior resolucdo para
<5 Pa's bioimpressao comercialmente
disponivel

gera estruturas de alta resolugdo
1-300 mPa-s a partir de biotintas solidas ou
liquidas

materiais opticamente
transparentes sao necessarios

pulsos de laser podem impactar
negativamente a viabilidade das
células, com >15% de morte
celular

Fonte: referéncia [11]
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2.8 POLIMEROS COMO BIOTINTAS NA BIOIMPRESSAO

Na bioimpresséo 3D sao utilizadas as biotintas, as quais contém células vivas,
moléculas e/ou biomateriais cuja finalidade é a de mimetizar o ambiente da matriz
extracelular (MEC). Esses materiais sejam como polimeros naturais ou sintéticos,
apresentam em suas estruturas grupos funcionais que facilitam o processo de
reticulacdo para formar hidrogeis, de forma rapida e fécil, usando luz ultravioleta,
visivel, ou com outra fonte. Comparativamente aos polimeros naturais, os sintéticos
possuem maior controle de propriedades mecéanicas e quimicas, pois tém a
possibilidade de serem sintetizados com propriedades personalizadas (por exemplo,
massa molecular e estrutura quimica) para uma aplicacao especifica. Eles também

podem ser modificados para incluir bioativos, por exemplo, promotores de adesao.

A depender do mecanismo de gelificacéo, os hidrogéis podem ser classificados
em reticulados quimicamente ou fisicamente. Os primeiros sédo frequentemente
preferidos por conta do controle fino que pode ser alcancado sobre a densidade de
reticulacéo, que rege a porosidade e homogeneidade do material em microescala, e
consequentemente suas propriedades mecanicas. No entanto, este tipo de hidrogel
geralmente exibe um comportamento elastico, que se supde impedir a migracao e
proliferacdo celular. Por outro lado, os hidrogéis reticulados fisicamente exibem um
comportamento viscoelastico, permitindo uma melhor disseminacéo, proliferacdo e
diferenciacdo celular. A complexidade necesséaria para a aplicacdo em biotintas
requer, muitas vezes, que haja uma combinacdo de polimeros de base e de
modificacdes, para alcancar tanto a processabilidade como a resposta biologica

desejada.

2.8.1 POLIMEROS BASE

Polimeros naturais utilizados nas biotintas e tintas de biomateriais podem ser
divididos entre proteinas e polissacarideos. Os polissacarideos se degradam por
hidrolise, que € um processo espontaneo, o qual normalmente leva semanas a meses
para ocorrer. O alginato € o polissacarideo mais utilizado para fins de bioimpressao.

Trata-se de um polissacarideo aniénico obtido das paredes celulares de algas, que é
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composto por duas unidades de &cidos urénicos. Ele rapidamente gelifica em contato
com solugdes contendo céations bivalentes, tais quais Ca?* ou Sr?*, através de
reticulacdo ibnica a temperatura ambiente. Essas condi¢cfes favoraveis de gelificacéo
sdo vantajosas para encapsular células. No entanto, este polissacarideo é inadequado
para fixacdo celular e muitas vezes tem que ser modificado com fragbes que

promovem esta adesao celular.

Acido hialurénico (HA) e quitosana s&o outros exemplos de polissacarideos com
ampla aplicacdo em bioimpressdo. O HA €& abundante na MEC dos tecidos
conjuntivos, e € um componente do liquido sinovial, responséavel por reduzir o atrito
entre a cartilagem das articulacBes e a estrutura éssea durante o movimento. O HA
estabelece fortes interacdes com a agua, atraves de ligacdes de hidrogénio por meio
de seus grupos hidroxila, carboxila e acetila. Juntamente com a sua alta massa
molecular, isto torna suas solu¢cdes aquosas altamente viscosas. Ele também é
conhecido por sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade, essenciais
para utilizagdo como arcabouco. Apresenta, no entanto, baixa estabilidade in vivo, e
por isso sua estrutura é geralmente modificada antes de ser utilizado na bioimpressao
3D.

A quitosana, por sua vez, € um polissacarideo catiénico linear obtido a partir da
desacetilacdo alcalina da quitina, polissacarideo encontrado em artropodes e fungos,
bem como em alguns vertebrados como peixes, por exemplo. A quitosana €
caracterizada pela presenca de numerosos grupos hidroxila, acido carboxilico e
amina, tornando-a atraente para modificacdo quimica para aumentar sua bioatividade,

e portanto, a sua participacdo em reacdes biolégicas especificas.

Polimeros sintéticos séo a outra classe de materiais com alta relevancia para a
bioimpressao. Os polimeros utilizados para este fim sdo solGveis em agua, bioinertes
e ndo biodegradaveis. Devido a esta natureza nao biodegradavel, eles sé&o
tipicamente sintetizados com uma massa molecular baixa o suficiente para permitir a

depuracéo renal.
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2.9 ARCABOUGOS A BASE DE PCL

Arcaboucos usando o PCL como polimero base vem sendo utilizados na forma
pristina, isto é, sem alteracdes, ou apds a sua modificacdo pela mistura com outro
polimero, na adi¢cdo de nanopatrticulas, ou no seu revestimento com hidrogel. O PCL
€ um polimero de poliéster frequentemente usado como material de suporte na
engenharia de tecidos, ja que seu tempo de degradacédo é longo, chegando até trés
anos. Ele é biocompativel e possui excelente resisténcia mecanica. No entanto,
alguns relatos demonstraram que houve fraca adesao celular ao arcabouco de PCL
pristina [12], e por isso, sdo estudadas tentativas de melhorias em sua composigao.

2.9.1 PCL+CoOLAGENO E PCL+GELATINA

A modificacdo da superficie do PCL com colageno ou gelatina melhora a sua
hidrofilicidade, portanto, a sua absor¢cdo de agua; e a resisténcia mecanica de sua
estrutura original. Na literatura [12] foi mostrado que os arcaboucos de PCL
modificados com colageno foram melhores para a aplicacdo de engenharia de tecido
cartilaginoso em termos de proliferacdo celular e de producdo de MEC. Esta matriz
consiste em uma rede complexa de cadeias de polissacarideos secretados pelas

células, incluindo principalmente colageno, e garante a manutencao fisica celular.

A interacdo inicial entre as células e o polimero do arcabouco é extremamente
importante, principalmente no inicio do tratamento de regeneracéao tecidual; assim, é
fundamental que o material utilizado no arcabouco contribua com esta interacao.
Desta forma, a aplicacdo do PCL nestas estruturas pode exigir algumas melhorias,

como a adicao de colageno ou gelatina em sua superficie.

O colageno é a proteina mais abundante do corpo humano e tem sido
amplamente utilizado para melhorar a interacao célula-material de arcaboucos usados
na engenharia de tecidos. Ele fornece suporte mecanico aos tecidos e serve como
fornecedor de substratos bioativos para moléculas de adeséo, promovendo a ligacéo

biologica das células.

A gelatina, por sua vez, € uma mistura de polipeptidios derivados da quebra da

estrutura do colageno. Assim como o seu antecessor, a gelatina é capaz de promover
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adesdo e proliferacdo celular. Adicionalmente, ela também apresenta Otima

biocompatibilidade e baixo custo.

Chen et al. [12] avaliaram a proliferacdo de células e verificaram que o
arcabouco de PCL revestido com coldgeno mostrou um maior numero de células
guando comparado ao pristino e ao de PCL com gelatina. Depois de 7 dias de cultivo
celular, os autores mostraram que os arcaboucos com colageno obtiveram um maior
namero de células (77,4%) quando comparado ao PCL pristino; os arcaboucgos
modificados com gelatina, por sua vez, obtiveram 52,4% de aumento celular. Neste
estudo, néo foi observada uma diferenca significativa entre os arcaboucos de PCL
modificados com coldgeno e com gelatina em relacao ao aumento celular apés 7 dias
de cultivo. Porém, apos 14 dias, aqueles modificados com colageno tiveram um maior
numero de células, mostrando-se melhor em relagéo a esta propriedade. Por outro
lado, as observacbes por MEV apontaram que a cultura de células in vitro nos trés
tipos de arcaboucos apresentou corpos semeados apoés 2 e 4 semanas. Isto ocorreu
mesmo no arcabouco de PCL, que teve o pior desempenho em relacdo a adeséo e
proliferacdo de células. Apés 4 semanas foi possivel observar uma diferenca
significativa na deposi¢cao de MEC entre 0s grupos, com regides escassas na estrutura

de PCL puro, enquanto as demais estruturas apresentaram deposicfes maiores.

Em suma, o estudo em questdo mostrou que a modificacdo da superficie de
PCL para a producao de arcaboucos pode equilibrar as propriedades menos ideais do
préprio material PCL. O colageno como material de modificacdo mostrou-se superior
a gelatina em termos de fornecimento de suporte para crescimento de células e de

estimulo para a secrecao de proteinas da matriz extracelular.

2.9.2 PCL+ALGINATO CARREGADO COM MELATONINA

Hidrogéis a base de alginato de sodio podem também ser utilizados na
composicdo de arcaboucos de PCL a fim de melhorar seu uso em engenharia de
tecido, como exemplificado pelo estudo de Yao et al. [13] Os autores estudaram a
aplicacdo de arcaboucgos de PCL com alginato na engenharia de tecidos de tenddes,
e concluiram que esta composicdo melhora as propriedades mecanicas e a

biocompatibilidade da estrutura. Além disso, o arcabouc¢o desenvolvido foi carregado
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com melatonina (MLT), antioxidante natural, e demonstrou-se capaz de reparar lesdes

em tenddes in vitro e in vivo, através da liberagéo controlada da MLT.

O alginato (ALG) é um heteropolissacarideo natural isolado de algas marinhas,
e sua estrutura € semelhante ao glicosaminoglicano, um dos principais componentes
da MEC. Na presenca de ions bivalentes Ca?*, o ALG evolui para a morfologia fisica
de hidrogel, através de reticulagdo i6nica. Atuando como um polissacarideo linear
rigido/semi-rigido, as propriedades do ALG determinam em grande parte a
morfogénese e a funcdo de varios niveis de materiais naturais ordenados, e por isso

tornou-se um dos substratos de hidrogel de maior prestigio no reparo tecidual.

A limitacdo dos hidrogéis para a reparacdo de tendbes se da em sua
incapacidade para fornecer a resisténcia biomecéanica e a continuidade do tecido
necessario em caso de ruptura completa. Assim, a combinacdo de um arcabouco
fiboroso com elasticidade mecanica e um sistema de hidrogel capaz de reter células
consiste em uma estratégia de desenvolvimento promissora. Simultaneamente, o
arcabouco composto de PCL e hidrogel via eletrofiacdo aprimorou a hidrofobicidade
do PCL com contribuicdo no enriqguecimento de diversos nutrientes. Além disso, a
estrutura semelhante a um cordéo, encontrada nas fibras eletrofiadas, aumenta a
rugosidade da superficie do arcabouco, favorecendo a adeséo celular e a atividade
biologica. A Figura 8 ilustra o processo de fabricacdo dos arcaboucos compostos de

PCL/MLT-ALG por [13], e a Figura 9 apresenta uma amostra do arcabouco produzido.

Figura 8. llustragdo esquematica da fabricacdo do arcabougo de PCL/MLT-ALG
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Fonte: referéncia [13]
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Figura9. Amostra de PCL/MLT

Fonte: referéncia [13]

A superficie das membranas eletrofiadas de PCL/MLT apresentam uma
estrutura linear e multi-camadas. Ja o hidrogel ALG apresenta uma microestrutura de
rede tridimensional, alinhada com a microestrutura de hidrogel que é considerada
eficaz no campo da regeneracao [13]. A Figura 10 mostra as fotomicrografias do MEV
das membranas eletrofiadas de PCL/MLT em diferentes amplificacdes.

Figura 10. Imagens MEV das membranas eletrofiadas de PCL/MLT (a) 5000x, (b)
10.000x; e hidrogel de ALG (c) 100x, (d) 200x.

PCL/MLT PCL/MLT

PCLMLT-ALG

PCL/MLT-ALG

Fonte: referéncia [13]

Em relacdo as propriedades mecénicas dos materiais, 0 modulo de Young é
considerado um medidor importante da rigidez de um material s6lido. Segundo Yao et
al. [13], o modulo de Young de um hidrogel normal é cerca de 2 kPa a 20kPa. A
membrana fabricada com PCL/MLT apresentou médulo de Young de 1,5 + 0,17 MPa
e o0 arcabouco completo com PCL/MLT-ALG, 0,38 + 0,03 MPa. O principal motivo
desta diferenca em relacdo ao modulo de Young da membrana eletrofiada e o
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arcabouco completo pode se dar pelo fato da inclusdo do hidrogel ALG alterar a
propriedade de elasticidade a tracdo de alta resisténcia da membrana eletrofiada. Por
causa desta membrana, o médulo de Young do arcabouco se torna maior que o valor
relacionado ao hidrogel sozinho e esse resultado sugere que o arcabouco de
PCL/MLT-ALG possa simular a dinamica da mecanica de tenddes, constatando-se

gue a melhoria do PCL com alginato foi benéfica para o uso na engenharia tecidual.

2.9.3 PCL+HIDROGEL GELMA-HAMA

Mukherjee et al. [14] avaliaram o comportamento de degradagdo e
biocompatibilidade de arcaboucos hibridos de PCL com hidrogel em comparacao com
aqueles preparados com o PCL pristino. Os estudos foram feitos in vitro e in vivo em
ovelhas, com o objetivo de encontrar solu¢cdes que possam auxiliar o tratamento de
microtia (ma formacao congénita do ouvido externo, o qual ndo se desenvolve por
completo durante o primeiro trimestre da gravidez). A utilizacéo de ovelhas se deu por
conta de sua anatomia facial ser semelhante a dos humanos. Amostras de PCL e PCL
com hidrogel foram submetidas a um ensaio de degradacdo enzimatica acelerada
para estudar o comportamento deste processo in vitro. Além disso, foi feita uma
avaliacdo de seis meses utilizando ovelhas para comparar a reacdo biologica do

hospedeiro nos dois tipos de arcaboucos estudados.

O processo in vitro apresentou degradacdo homogénea entre os arcaboucos,
sendo o PCL o componente mais influente sobre o volume de degradacgéo. O processo
in vivo ndo demonstrou evidéncias de irritacdo ou infeccdo da pele por mais de seis
meses com a utilizacdo de ambos os arcaboucos, embora aqueles de PCL com
hidrogel tenham mostrado niveis mais altos de crescimento de tecido. Assim, concluiu-
se que o PCL com hidrogel mais uma vez apresentou melhores condicGes de ser
utilizado na engenharia de tecidos. Também se constatou que arcaboucos com maior
porosidade contribuem para a criacdo de um ambiente com menos irritacdo dos

tecidos circundantes.
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3 MATERIAIS E METODOS

A avaliacdo de propriedades pelo método da contribuicdo de grupo [15] de uma
substancia, como o da densidade de energia coesiva e parametro de solubilidade,
fornece um indicativo da qualidade de interacéo entre polimero A-polimero B, solvente
A-solvente B e polimero-solvente. Este meétodo consiste em uma ferramenta
semiempirica, que calcula uma dada propriedade a partir do principio da atividade,
isto é, a propriedade pode ser calculada pela soma individual das contribuicées de
cada grupo da molécula [15]. Desta forma. Propds-se fazer uma estimativa do
parametro de solubilidade de Hildebrand/Hansen (&) (Eg. 1) para o PCL e duas
macromoléculas naturais usadas geralmente em hidrogéis que podem patrticipar de
um material hibrido tendo um suporte de PCL. O parametro &: fornece uma estimativa
numeérica do grau de interacdo entre os materiais e pode ser uma boa indicacdo de
solubilidade, particularmente para materiais apolares, como muitos polimeros;
materiais com valores de &: da mesma ordem de grandeza podem apresentar

miscibilidade ou compatibilidade.

Como um refinamento, podem ser distinguidos trés componentes do parametro
de solubilidade, representando interacfes de dispersao (&q); polares (6p); e de

ligacdes de hidrogénio (&n), cujos calculos sdo apresentados pelas Egs. 2, 3, 4,

respectivamente.
6t\/6§+65+5,21 Eq. 1
_ XFg
6d = - Eq 2
/Zng
6, = - Eq. 3
R L Eq. 4
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Sendo Fi a contribuicdo de um grupo presente na molécula; En € a energia de

ligacéo de hidrogénio por grupo estrutural, e V o volume molar.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir encontram-se os céalculos dos parametros de solubilidade para o PCL,
alginato, e colageno, na hip6tese de considera-los para a formulagdo de um material

hibrido para aplicagdo em cartilagem articular.

4.1 PARAMETRO DE SOLUBILIDADE DO PCL

Numero de Grupos

-CHo- 5
-COO- 1

Parametros de Solubilidade Calculados

(MJ/m3)2
8d 17,66
Sp 4,97
Sh 8,43

St 20,20




4.2

PARAMETRO DE SOLUBILIDADE DO ALGINATO

0]

_OH
! o—c
H -
-0o—c” M ™o EH—0
HO— H O—CH CH
H™>¢c~H A /
‘ HO—C —Cl
mn
OH
OH

Numero de Grupos

-COOH 1
-CH- 5
-O- 2
-OH 2
anel 1

Parametros de Solubilidade Calculados

(MJ/mS)ﬂZ
Od 15,82
Sp 12,25
On 22,56
St 30,16

30



31

4.3 PARAMETRO DE SOLUBILIDADE DO COLAGENO

Numero de Grupos

NH 5
CH> 7
CO 7
>N- 2
CH 5
OH 1
anel (5) 2

Parametros de Solubilidade Calculados

(MJ/mS)l/Z
Od 17,91
Sp 17,89
On 13,61
St 28,74

Constata-se que o material com parametro de solubilidade mais proximo ao do
PCL é o colageno. Isto sugere que ele pode vir a ter melhorias em propriedades

mecanicas na formacéo do material hibrido com o PCL.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel constatar algumas semelhancas em diferentes
artigos cujos temas tratam da utilizac&o de arcaboucos para a regeneracao de tecidos,
principalmente no que diz respeito a producao dessas estruturas. Conclui-se que a
producéo de arcaboucos com diferentes materiais que apresentam propriedades
complementares € a melhor solucdo para se obter a estrutura ideal, na qual seja
possivel cultivar células que serao implantadas em um tecido vivo danificado, a fim de

regenera-lo.

O polimero policaprolactona apresenta propriedades adequadas para uso
como arcabouco com fins de regeneracéo de tecidos, como o da cartilagem articular.
Sua boa resisténcia mecéanica e 6tima biocompatibilidade o fazem ser o candidato
ideal para compor a base de uma estrutura como esta. Elas podem ser feitas de
diversas maneiras, baseando-se na eletrofiacdo ou em um dos métodos da impresséo
3D (explicitados no trabalho), sendo a primeira preferida, jA& que os métodos de

impressédo 3D tém, no geral, alto custo e longas jornadas de trabalho.

No entanto, o PCL apresenta certas desvantagens em tal uso, como o fato de
ser hidrofdbico, e por isso ele deve ser melhorado com a inclusdo de outro material
na composicado do arcabouco. Ao adicionar componentes como colageno, gelatina,
alginato, que formam estruturas de hidrogel em sua composicdo, varios estudos
identificaram o aumento da adeséo e proliferacéo celular e da producdo de matriz
extracelular. Além disso, a adicdo de outro material que melhora as propriedades do
PCL, o torna mais similar aos tecidos de animais vivos, 0 que, junto com as demais
vantagens desta combinacdo, tornam tal estratégia a melhor para a fabricacdo de

arcaboucos para a regeneracao de tecidos, como o de cartilagem articular.

Dentre os materiais analisados para melhorar a funcionalidade do PCL em
arcaboucos aplicados a regeneracao tecidual, foi apresentada pelo método de
contribuicao de grupo na determinacdo dos parametros de solubilidade a possibilidade
do colageno favorecer o desenvolvimento de materiais hibridos com melhor
desempenho, uma vez que seus parametros de solubilidade estdo mais préximo do
PCL. Isto €, existe uma maior interagdo do PCL com do que com os demais materiais

avaliados.
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