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Estrutura Tridimensional

Atomic Force Microscopy — Microscopia de Forga Atdmica

American Society for Testing and Materials

Protein Bovine Serum Albumin — Proteina Albumina do Soro Bovino
Computer Aided Design - Desenho Assistido por Computador

Oxido de Calcio

Cloroformio Deuterado

Dioxido de Carbono

4,6-Diamidino-2-Phenylindole — 4,6-Diamidino-2-Fenilindol Dihidrocloreto
Dibutyl Tin Dilaurate - Dilaurato de Dibutil Estanho

Differential Scanning Calorimetry — Calorimetria Exploratoria Diferencial
Derivative Thermogravimetry — Termogravimetria derivada

Engenharia de Tecidos

Fourier Transform Infrared Spectroscopy - Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier

Gel Permeation Chromatography - Cromatografia de Permeacédo em Gel
4,4-Methylenedicyclohexyl  Diisocyanete -  4,4-Diciclohexilmetileno
Diisocianato

1,6-Hexanethylene Diisocyanate — 1,6-Hexametileno Diisocianato

Human Fibroblast — Células de Fibroblastos Humano

Isophorone Diisocyanate — Diisocianato de Isoforona

International Organization for Standardization - Organizacao Internacional
para Padronizacao

Espectroscopia no Infravermelho

Diphenylmathane Diisocyanate — Difenilmetano Diisocianato

Matriz Extracelular

Metiletilketone - Metiletilcetona

Microscopia Eletronica de Varredura

Massa Molar Numérica Média

Mesenchymal Stem Cell — Células-Tronco Mesenquimais
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MTT Colorimetric Assay of the Tetrazolium Salt — Ensaio de Captacdo do
Corante Tetrazolium (Atividade Metabdlica Mitocondrial)

Muw Massa Molar Ponderal Média

NaCl Cloreto de Sdédio

P- LDLA Poly (D, L — Lactide Acid) — Poli (L,D Acido L&ctico)

P,0s Pentoxido de Fosforo

PBS Solucédo Tampéo Fosfato

PC Policarbonato Diol

PCL Policaprolactona Diol

PDLA Poly(D-lactide) - Poli (D-lactideo)

PDMS  Polidimetilsiloxano

PEG Polietileno Glicol

PGA Polyglutamic Acid — Poli (4cido glicdlico)

PHB Polihidroxibutirato

PLA Polylactic Acid — Poli (acido L-lactico)

PLGA  Poly (Lactic-co-Glycolic Acid) — Poli (Acido Lactico-co-Acido Glicélico)

PMMA  Polimetilmetacrilato

PU Poliuretano

PU L Scaffold de Poliuretano obtido por Lixiviagdo

PU_S Scaffold de Poliuretano obtido por scCO,

PVA Polyvinyl Alcohol — Alcool Polivinilico

PVP Polivinilpirrolidona

RMN 'H Ressonancia Magnética Nuclear de Préton

SBF Simulate Body Fluid — Fluido Corporal Simulado

scCO,  Supercritical Carbon Dioxide — Diéxido de Carbono Supercritico

Sn Estanho
TDI Tolueno Diisocianato
TGA Thermogravimetric Analysis — Analise Termogravimétrica

THF Tetrahidrofurano

TMDI Trimethylhexamethylene Diisocyanate - Trimetilhexametileno Diisocianato

TPU Thermoplastic Polyurethane — Poliuretano Termoplastico

UATR  Universal Attenuated Total Reflectance - Refletdncia Total Atenuada
Universal

uv Ultravioleta



RESUMO

SANTOS, FABIANA GONCALVES DOS. Preparacao de scaffolds de poliuretano
a partir de técnicas de lixiviagcdo e CO, supercritico. Porto Alegre. 2019. Tese.
Programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais,
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL

A engenharia de tecidos tem adotado diferentes estratégias que possam
mimetizar cada vez mais a regeneracdo de tecidos em condicdes ex-vivo. Uma das
estratégias consiste no desenvolvimento de estruturas porosas tridimensionais
(scaffolds), que servem como suporte para a fixagcdo de células, permitindo a sua
adesdao, proliferacdo e producdo de matriz extracelular, o que leva a formacao de
novo tecido. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo a sintese de um
biopoliuretano (PU) a partir de um policarbonato diol (PC) e do 4,4-
diciclohexilmetileno diisocianato (H12MDI), e sua utilizacdo na preparacdo de
scaffolds utilizando as técnicas de lixiviagdo (scaffold PU_L) e de inversdo de fase
em meio de CO, supercritico (scaffold PU_S) (scCO,). O PU sintetizado € amorfo e
apresentou massa molar ponderal média de 200000 g/mol, massa molar numérica
média de 115000 g/mol e indice de polidispersividade de 1.9. Os scaffolds
preparados por ambas técnicas apresentaram carater hidrofilico, superficies com
rugosidade e porosidade e poros interconectados internamente. Para o PU_L a
distribuicdo do tamanho de poros foi de 19 - 200 um com uma disperséo
heterogénea e aleatdria, enquanto para o PU_S a dispersdo do tamanho de poros
ficou entre 9 — 150 um apresentando duas regifes distintas de tamanhos de poros
(uma com tamanho médio de 9 — 48 um e outra com tamanho médio de 101 —
151 um). O comportamento mecéanico de ambos scaffolds, em diferentes condicbes
(secos e umidos), mostrou-se tipico de um material elastomérico. Os scaffolds nao
apresentaram citotoxidade em ensaios in vitro com células fibroblasticas e, as
células apresentaram uma atividade mitocondrial maior que 70%. Os resultados dos
ensaios in vitro, juntamente com as propriedades mecanicas, sugerem que 0S
scaffolds apresentam potencial para aplicacdbes em engenharia de tecidos, em

situacdes preferencialmente ex-vivo, como suportes temporarios de células.

Palavras-Chaves: Biopolimero, Engenharia de tecidos, Estrutura tridimensional



ABSTRACT

SANTOS, FABIANA GONCALVES DOS. Preparation of polyurethane scaffolds
from leaching and supercritical CO, techniques. Porto Alegre. 2019. Thesis.
Graduation Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL
CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

Tissue engineering has adopted different strategies that can increasingly
mimic tissue regeneration in ex vivo conditions. One of the main trends is the
development of three-dimensional porous structures (scaffolds), that serve as
support for cell attachment, allowing their adhesion, proliferation and extracellular
matrix production, which leads to the formation of new tissue. This work aimed to
synthesize biopolyurethane (PU) from a polycarbonate diol (PC) and 4,4-
dicyclohexylmethylene diisocyanate (H;oMDI), and to evaluate its use in the
preparation of scaffolds using leaching techniques (PU_L) and phase inversion in
supercritical CO, medium (PU_S) (scCO,). The synthesized PU is amorphous and
presented weight average molar mass of 200000 g/mol, numerical average molar
mass 0f115000 g/mol and polydispersity index of 1.9. The scaffolds prepared by both
techniques has hydrophilic character, surfaces with roughness and porosity and
internally interconnected pores. For PU_L the pore size distribution was of 19 - 200
um with a heterogeneous and random dispersion, while for PU_S the pore size
dispersion was between 9 - 150 um presenting two distinct pore size regions (one
with size between 9 - 48 pum and one with size between 101 - 151 um). Both
scaffolds under different conditions (dry and wet) showed typical mechanical
behavior of an elastomeric material. The scaffoldd showed no cytotoxicity in vitro
assay with fibroblastic cells and, the cells presented mitochondrial activity greater
than 70%. The results of in vitro assays combined with mechanical properties
suggest that scaffolding has potential for tissue engineering applications in preferably

ex vivo situations as temporary cell support.

Key-words: Biopolymer, Three-dimensional Structure, Tissue Engineering
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1. INTRODUGAO

Os biomateriais tém desempenhado um papel cada vez mais importante para
0 sucesso de dispositivos biomédicos e no desenvolvimento da engenharia de
tecidos (ET), e representam uma grande fracdo dos produtos utilizados na area de
saude, estimados em cerca de 300 mil nos ultimos 10 anos (PIRES et al., 2015).
Estudos com biomateriais em regeneracao tecidual e seu processo na formagéao de
tecido novo sao considerados uma nova fronteira no campo da medicina
regenerativa (DAWSON et al.,, 2019; PIRES et al.,2015). Segundo o site Global
Health Intelligence, o mercado brasileiro de biomateriais (utilizados em tratamentos
cardiovasculares, ortopédicos, urolégicos, feridas e em sistemas de liberacdo de
farmacos) registrara crescimento entre 2017 e 2022 alcancando a marca de US$ 5,1
bilhbes em 2022, frente a US$ 1,8 bilhdo em 2016. Esses dados destacam a
importancia da pesquisa brasileira em novos dispositivos biomédicos (CORPART,
2018).

A engenharia de tecidos, ou medicina regenerativa, € um campo fundamental
para o desenvolvimento de suportes funcionais que se assemelham a organizacéo
estrutural dos tecidos nativos para melhorar ou substituir as fun¢cbes bioldgicas e,
evitar desta forma o transplante de 6rgdos (DAWSON et al., 2019; GHOSAL et al.,
2019). Na ET, as células sédo frequentemente semeadas em estruturas artificiais
capazes de suportar a formagéo de tecido tridimensional (3D). Um suporte ideal,
também conhecido como scaffold, para aplicacbes de engenharia de tecidos deve
imitar as propriedades mecanicas e funcionais da matriz extracelular (extracellular
matrix — ECM) dos tecidos a serem regenerados (KHORSHIDI et al., 2016).

Os avangos, até o0 momento, Sao promissores, mMas permanecem
desafiadores pela falta de biomateriais com estrutura e propriedades adequadas

para regeneragdo de tecidos (GHOSAL et al., 2019). Pela perspectiva da ciéncia e
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engenharia de materiais, a construgcdo de novos biomateriais, com naturezas
diferentes, tais como, compdsitos, polimeros e nanoparticulas, representam uma
fronteira emergente no campo da engenharia de tecidos (GABRIEL et al., 2017b;
KHORSHIDI et al., 2016; TURNBULL et al., 2018).

De modo geral, os scaffolds com maior interconexdo de poros ordenados e
alinhados mostram maior interacdo celular em comparacdo aos scaffolds sem
interconexdo (GABRIEL et al., 2017b; KHADEMHOSSEINI; LANGER; VACANTI,
2016). Os trabalhos de Chen e colaboradores (2015) com scaffold de colageno e de
Wen e colaboradores (2019) com scaffold de poliuretano base agua, mostraram que
os scaffolds com poros ordenados e alinhados apresentaram a capacidade de
melhorar a interacdo de células tronco mesenquimais (mesenchymal stem cell -
MSC), em comparacdo com os scaffolds ndo alinhados e ordenados (CHEN et al.,
2015; WEN et al, 2019). Além do desenho geométrico e morfologia, as
propriedades dos suportes como elasticidade e hidrofilicidade também podem
influenciar a fixacéo, proliferacéo e diferenciacdo das células nos scaffolds (WEN et
al., 2019).

Atualmente, varios polimeros tém sido usados na preparacdo de scaffolds
para ET, incluindo poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA) (LANGER,;
VACANTI, 2016; SARTORE et al.,, 2018), poli (acido latico-co-glicélico) (PLGA)
(YUAN et al, 2018), policaprolactona (PCL) (RAJZER et al, 2017) e
poliuretano (PU) (GABRIEL et al.,, 2017a; MARZEC et al., 2017). As principais
vantagens dos suportes poliméricos em comparacdo com outros (ceramicos ou
metalicos) incluem a facilidade de fabricacdo para produzir estruturas complexas e
de formas variadas (particulas, filmes, membranas com tamanhos variados de poros,
fios, entre outros), baixo custo e disponibilidade em encontrar polimeros com
propriedades fisico-quimicas desejadas para aplicacbes especificas na medicina
regenerativa (GABRIEL et al., 2017b; PIRES et al., 2015). Dentro deste contexto, 0s
poliuretanos (PU) sdo de particular interesse devido as propriedades mecanicas,
processabilidade, flexibilidade e biocompatibilidade, associados a sua versatil
estrutura segmentada (GABRIEL et al., 2017a; MARZEC et al., 2017). O segmento

flexivel da estrutura do PU pode ser modificado para obter um menor atrito com o
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tecido hospedeiro, melhorando a interacao do tecido artificial e celular (GABRIEL
et al., 2017a).

As propriedades finais dos scaffolds ndo sdo apenas uma funcdo das
caracteristicas do polimero usado, mas também do processo de fabricacdo
(GABRIEL et al.,, 2017a). Entre as varias técnicas de obtencdo de scaffolds,
destacam-se a lixiviacdo e a inversdo de fase assistida por didéxido de carbono
supercritico (scCO,), pois ambas sdo capazes de produzir estruturas porosas,
utilizando o minimo de solvente ou livre de solvente, e ainda sdo técnicas simples e
de baixo impacto ambiental (SAVARIS et al., 2019).

A lixiviacdo é uma técnica considerada simples e amplamente utilizada na
obtencéo de scaffolds (PATEL et al., 2011; SAVARIS et al., 2019), sendo que dentre
0s biopolimeros os mais explorados em pesquisas recentes sdo: a) PU revestido
com colageno no estudo da proliferacéo de células endoteliais da aorta humana (SIN
et al., 2010), b) PLA para proliferacdo de fibroblastos (XIE et al.,, 2018), c)
PU/polimetilmetacrilato (PMMA) que imitam morfologia da medula 6ssea (SOLA et
al., 2019), e d) PU revestido com propolis para cicatrizacdo de feridas
(KHODABAKHSHI et al., 2019). A principal caracteristica desses suportes foi a boa

interacao celular.

O uso da técnica de inversédo de fase assistida por scCO, € relativamente
recente na obtencdo de scaffolds para aplicacdo em ET (SAVARIS et al., 2019). Na
literatura, sdo relatados resultados significativos de scaffolds obtidos por scCO,
utilizando biopolimeros, tais como: o0 PMMA e sua aplicacdo na liberacdo de anti-
inflamatérios (CARDEA et al., 2014), o PCL e o uso em liberacdo controlada de
farmacos (SALERNO; et al., 2015), o PLA/hidroxiapatita como matriz na
regeneracdo de tecido 6sseo (ROUHOLAMIN et al., 2016), o poli(alcool vinilico)
(PVA) e quitosana no auxilio de cicatrizacdo de feridas (MORGADO et al., 2017),
entre outros. As principais caracteristicas obtidas por estes suportes sdo a boa

porosidade e morfologia semelhante a matriz extracelular.

Diante da necessidade de desenvolver suportes porosos com propriedades

adequadas para aplicagdo em engenharia de tecidos, por meio de técnicas simples,
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de baixo custo e que ndo apresentem impacto ambiental, encontra-se a motivacao

do presente trabalho.

O estudo apresentado neste trabalho partiu do objetivo geral de desenvolver
suportes em forma de membranas com estruturas tridimensionais (scaffolds), a partir
de um biopolimero poliuretano segmentado utilizando técnicas de baixo impacto
ambiental (lixiviacdo e scCO,), e a avaliacdo das suas propriedades morfologicas,
térmicas, mecanicas, citotoxica e de proliferacdo celular. Pesquisas vém sendo
desenvolvidas na area de obtencédo de scaffolds a partir de biopolimeros, no entanto,
até o presente momento, ndo consta na literatura estudos de preparacdo de
scaffolds de PU obtidos pelo sistema empregado de scCO,. Além disso, PU obtidos
a partir de policarbonato diol com aplicacdo em engenharia de tecidos tem sido
pouco explorado. A partir desse cendrio encontra-se a motivacdo desse trabalho
para a obtencdo de novos suportes a partir do mesmo polimero PU, mas com
estruturas internas diferentes e com propriedades adequadas para a adesao e

proliferagao celular (in vitro e ex vivo).
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral a preparacdo de scaffolds de
poliuretano bioabsorvivel na forma de membranas tridimensionais obtidas através de

diferentes técnicas para aplicacdo em engenharia de tecidos.

2.1. Objetivos Especificos

e Sintetizar e caracterizar poliuretanos a partir de diisocianato H;,MDI alifatico,

policarbonato diol, e 1-6 hexanodiol como extensor de cadeia;

e Preparar scaffolds em forma de membranas obtidos a partir destes
poliuretanos usando duas técnicas diferentes:
o Inversao de fase assistida por fluido supercritico de dioxido de carbono
(scCOy),
o Agente porogénico/ lixiviagao;

e Avaliar as propriedades térmicas, mecanicas, estruturais e morfolégicas dos

scaffolds;

e Avaliar a potencialidade dos scaffolds na engenharia de tecidos via ensaios

biologicos in vitro.



28

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Engenharia de Tecidos

O corpo humano apresenta incrivel capacidade de regeneracdo, porém
limitada quando tecidos ou 6érgaos danificados podem causar problemas de saude
fatais (SORG, et al., 2017). Quando o reparo natural € impraticavel, recorre-se ao
transplante de tecidos ou o6rgdos para restaurar as estruturas e funcdes dos
sistemas bioldgicos danificados (ZAROOG, et al., 2019).

A engenharia de tecidos (ET) ou medicina regenerativa, conhecida como um
campo multidisciplinar procura abordar essa necessidade critica desenvolvendo
tecidos e oOrgdos a fim de substituir os tecidos danificados (JAMMALAMADAKA e
TAPPA, 2018; KHADEMHOSSEINI e LANGER, 2016).

Da perspectiva da ciéncia e engenharia de materiais, a construcdo de novos
biomateriais, tais como, suportes nanoestruturados (ROUHOLAMIN et al., 2016;
SUBHAPRADHA et al.,, 2018), hidrogéis (MAITRA; SHUKLA, 2014; PANDIT;
MAZUMDAR; AHMAD, 2019), membranas (GRACIOLI, 2016; MORGADO et al.,
2014), micro e nanoparticulas (CORREIA et al.,2015; LUO et al., 2015), representam
uma fronteira emergente no campo da engenharia de tecidos (GHOSAL, et al.,
2019).

Os suportes poliméricos nanoestruturados tridimensionais (3D) conhecidos
como scaffolds, produzidos essencialmente a partir de biopolimeros, sdo de
interesse na engenharia de tecidos (GHOSAL et al., 2019; SAVARIS et al., 2019).
Assim como os biomateriais, 0s suportes de biomateriais poliméricos também atuam
como um molde/matriz para a formacéo de tecido onde sao tipicamente semeados

com células e, ocasionalmente, com fatores de crescimento e estimulos mecéanicos
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ou quimicos, para proliferacdo e diferenciacdo celular (MARTIN, et al., 2004;
O'BRIEN, et al., 2011).

Os scaffolds sdo semeados com células que sé@o cultivadas in vitro para
sintetizar tecidos que podem entdo ser implantados num local lesionado, ou sdo
implantados diretamente no local da lesdo, utilizando os sistemas do proprio corpo,
onde a regeneracdo de tecidos ou 6rgdos € induzida in vivo (LANGER; VACANTI,
2016; O'BRIEN, 2011). Esta combinacdo de células, fatores de crescimento e
scaffold é a base fundamental da engenharia de tecidos como mostra 0 esquema

apresentado na Figura 3.1.

Scaffold
Biopolimero

Ak
,@\JA@ Enb\

Aplicacdo

Pele e Tecidos internos

; Ossos
Celulas

Cartilagens
Fibroblastos Flgadp
bl Intestino
steob QS’IOS Ureta e bexiga
Condrdcitos 200
Hepatécitos v
Enterdcitos o

Células uroteliais 34

Figura 3.1. Esquema da Engenharia de Tecidos. Figura adaptada (LANGER e VACANTI, 2016).

Um exemplo da interacdo e proliferacdo celular nas matrizes poliméricas é
relatado por Silva e colaboradores (2013). Como mostra as imagens obtidas por
microscopia confocal do ensaio de viabilidade por fluorescéncia (indicador calseina)
(Fig. 3.2), os scaffolds a base de Aloe Vera e quitosana foram semeados com
células de fibroblastos. Entre o 1° e 7° dia, as células distribuiram-se uniformemente
na superficie, sendo que no 7° dia as ceélulas proliferaram de forma aglomerada e

exibiram uma morfologia circular, indicando a permeabilidade dessas células ao
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longo das interconexdes porosas o0 que sugere boa adeséo e compatibilidade com a
matriz porosa (SILVA et al., 2013).

1 dias 3 dias 7 dias

Quitosana

Quitosana
e Aloe Vera

Figura 3.2. Imagens obtidas por microscopia confocal mostrando o crescimento das células de

fibroblastos (coloragdo com calceina) ao longo do tempo (SILVA et al., 2013).

Gonzéalez Torres (2019) desenvolveu scaffolds de compdsito de poliuretano e
poli(3-hidroxibutirato) (Fig. 3.3. a) a partir da técnica de lixiviagdo, para semear
células renais de embrido mamifero. A imagem de microscopia confocal por
epifluorescéncia (Fig. 3.3. b) mostra a proliferacdo das células distribuida de forma
aglomerada e, segundo o autor as células cresceram principalmente na interconexao
dos poros. A natureza quimica do material (PU) e a estrutura morfolégica
efetivamente auxiliaram no crescimento da linhagem celular (GONZALEZ TORRES,
2019).
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Figura 3.3. a) Scaffolds de compésitos de PU; b) Imagem obtida por microscopia confocal mostrando
a proliferagéo celular (GONZALEZ TORRES, 2019).

Dentro desse contexto, destaca-se a importancia do desenvolvimento de
biomateriais com caracteristicas especificas que promovam ambiente adequado
para 0 processo de regeneracdo, com estrutura porosa e com interconexdes que
imitem a matriz extracelular (extracellular matrix - ECM), e que apresentem
propriedades fisico-quimicas, mecéanicas e de biocompatibilidade apropriadas para o
crescimento celular e de tecidos (GABRIEL et al., 2017a; GONZALEZ TORRES,
2019; LEE, et al., 2014; SAVARIS et al., 2019).

3.2. Biopolimeros usados em scaffolds

Suportes biomiméticos tridimensionais (scaffolds) tém sido aplicados na ET
devido a sua arquitetura de micro/nanoescala, similar a matriz extracelular (ECM)
(ALTUN et al., 2019; JIANG et al., 2019). No entanto, a sintese de suportes
adequados para uma cultura de células € um desafio a ser superado (GABRIEL et
al.,, 2017a). Os scaffolds devem ter uma estrutura porosa, tamanho de poro
adequado, interconectividade e devem ser biocompativeis (GABRIEL et al., 2017; LI
et al., 2014).

O Quadro 3.1 apresenta as propriedades que caracterizam um scaffold como
ideal para aplicagcdo em engenharia de tecidos (BAINO et al., 2015; BARBANTI et
al., 2006; SAVARIS et al., 2019; SIVASHANKARI; PRABAHARAN, 2016).

Varios tipos de biomateriais tém sido usados na preparacdo de diferentes

scaffolds, alguns exemplos séo: ceramicas (FARZIN et al., 2019; RIBAS et al.,
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2019), biopolimeros naturais (BARROSO et al., 2014; BOMBALDI DE SOUZA et al.,
2019) e sintéticos (BARBANTI et al., 2008; DUEK, 2008; GABRIEL et al., 2017b;
JAGANATHAN et al., 2019).

Quadro 3.1. Propriedades de um suporte (scaffold) em engenharia de tecidos.

Propriedades
Scaffolds — ET

Descricao

Referéncias

Morfologia

Estrutura porosa tridimensional com
conectividade, semelhantes & matriz celular,
favorecendo a atividade celular e interagcéo

bioquimica.

BARBANTI et al., 2006;
SAVARIS et al., 2019

Biocompativel

Capacidade de suportar atividade celular normal,
incluindo sistemas de sinalizacdo molecular, sem
guaisquer efeitos toxicos locais e/ou sistémicos ao

tecido hospedeiro.

BARBANTI et al., 2006;
BAINO et al., 2015;

Biodegradavel e

Bioreabsorvivel

O scaffold deve ser bioabsorvivel, gradualmente,
ao longo de um periodo de tempo definido diante
da aplicacdo, sendo biocompativel e nao téxico as

células.

BARBANTI et al.,
2006;SIVASHANKARI et al.,
2016; SAVARIS, et al., 2019

Resisténcia

mecanica

Deve apresentar desempenho elastico e suficiente
para manuseio, crescimento celular e suportar

cargas e tensoes.

BAINO et al., 2015;
SAVARIS, et al., 2019

Fabricacdo

O scaffold deve ser facilmente adaptado em
tamanho e forma a &area doente ou ferida que o

novo tecido ira substituir.

SIVASHANKARI et al., 2016;
SAVARIS, et al., 2019

Potencial de

comercializagédo

O scaffold deve ser produzido com uma técnica
gue ndo apresenta riscos de contaminagfes e que
seja reprodutivel facilmente e estar de acordo com

0s padr@es internacionais de producédo comercial e

BARBANTI et al., 2006;
SIVASHANKARI et al., 2016;
SAVARIS, et al., 2019
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uso clinico.

Biomateriais como a hidroxiapatita e silica mesoporosa (LUO et al., 2015;
SUBHAPRADHA et al., 2018) sao extensivamente utilizados para a construgao de
scaffolds porosos com aplicacdo em tecido 6sseo. Por outro lado, biopolimeros
naturais tem sido muito utilizado devido a biodisponibilidade desses materiais, como
a quitosana (AHMED et al., 2018) e o colageno (MONTALBANO et al., 2018). Estes
biopolimeros encontram aplicacdes potenciais em varios campos de engenharia de
tecidos: regeneracéo de tecidos, crescimento celular, curativos entre outros (AHMED
et al., 2018; KENAR et al.,, 2019; SILVA et al.,, 2013). No entanto, a taxa de
degradacédo € questionavel no caso de biopolimeros, enquanto a menor flexibilidade
e a natureza fragil dos materiais cerdmicos sdo inconvenientes para seu uso em
varias aplicacbes de engenharia de tecidos (GAJENDIRAN et al., 2017). Diante
desse impasse dos biopolimeros naturais, varios polimeros sintéticos, como acido
polilatico (PLA), policaprolactona (PCL) (SARTORE et al., 2018), acido poli (lactico-
co-glicdlico) (PLGA) (YUAN et al., 2018) e poliuretano (PU) (GABRIEL et al., 2017a),
com resisténcia mecanica desejada e propriedades essenciais, tem sido
desenvolvidos para uso como scaffolds em ET.

Potencialmente, os materiais candidatos para engenharia de tecidos sao
polimeros bioreabsorviveis ou biodegradaveis e entre eles destacam-se o0s
poliuretanos (PU). Os PUs sao obtidos através da reacdo entre moléculas de

polidis e diisocianatos (GABRIEL et al., 2017b), conforme mostra a Figura 3.4.

As propriedades dos PUs podem ser moldadas pelas varias composicdes
quimicas geradas pela combinacgéo de diferentes diisocianatos e polidis (MARZEC et
al., 2017).
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Figura 3.4. Reacdo quimica da sintese do biopolimero poliuretano (GABRIEL et al., 2017a).

O uso de diferentes polidis na sintese de PU, a fim de obter maior
biocompatibilidade e hidrofilicidade tem sido amplamente investigado. Shahrousvand
e colaboradores (2017) utilizaram uma mistura de poliol policaprolactona (PCL) e o
poli (tetrametileno éter glicol) (PTMEG) com diferentes razdes (em massa), onde foi
possivel obter diferencas nas propriedades mecéanicas (maior elasticidade) e
textural. Os PUs obtidos com as misturas de 2% PTMEG /98% PCL e de 5%
PTMEG /95 % PCL apresentaram maior hidrofilicidade e melhor adeséo e
compatibilidade de células tronco mesenquimais humanas (SHAHROUSVAND et al.,
2017). Scaffold fibrosos usando poliuretano elastomérico e poli (sebacato de glicerol)
mostraram melhora significativa na hidrofilicidade e na biocompatibilidade do scaffold
(JJANG et al.,, 2019). Em outro estudo, um poliuretano baseado em poli (3-
hidroxibutirato) resultou em um material promissor para a proliferacdo de células
renais de mamiferos in vitro (GONZALEZ TORRES, 2019). Meskinfam e
colaboradores (2018) estudaram a estrutura de PU/hidroxiapatita, preparada por
biomineralizacdo e, a mesma mostrou-se adequada para melhorar a adesao de

células tronco mesenquimais da medula éssea (MESKINFAM et al., 2018).

Poliuretanos sintetizados com policarbonato diol (PC) tém sido pouco relatado
na literatura (FORD et al., 2018; WRIGHT et al., 2017). O uso do PC como poliol é
interessante porque as interacdes entre 0s segmentos rigido (isocianato) e flexivel
(policarbonato diol) apresentam-se de forma ordenada na estrutura do poliuretano,
criam a separagdo de fases, que permite aumento da ductilidade e mantém a
resisténcia do (FORD et al., 2018; MATEJKA et al., 2019). Nesse contexto, alguns
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estudos avaliaram a sintese de PU baseada em PC e sua aplicacdo em scaffolds
para engenharia de tecidos (WRIGHT et al., 2017; YEGANEGI et al., 2010).

A preparacdo de um scaffold de poliuretano baseado em hexametileno
diisocianato (HDI), policarbonato diol (comercial) e lisina mostrou-se promissora na
forma de uma estrutura fibrosa semelhante ao anel dos discos intervertebrais da
coluna conforme o estudo de Yeganegi e colaboradores (2010). Os autores
produziram scaffolds com fibras aleatérias e ordenadas, sendo a forma ordenada a
que apresentou melhor resisténcia mecéanica e proliferacdo celular (células de anel
fibroso bovino) e, sobretudo ades&o e biocompatilibade celular (YEGANEGI, et al.,
2010).

Em um estudo mais recente, Wright e colaboradores (2017) prepararam
scaffold nanofibroso de PU (a partir de HDI e policarbonato hexametileno diol)
impregnado com antibiético a base de ciprofloxacino, com potencial na regeneracao
de tecido gengival. A estrutura poliuretanica apresentou afinidade com o antibiotico
(em ambas formas, o antibidtico ligado na estrutura polimérica e na forma livre)
(WRIGHT et al., 2017). Os ensaios de viabilidade de células fibroblastos gengivais
humano mostraram aderéncia e proliferacdo no scaffold de PU, indicando
principalmente a biocompatibilidade do poliuretano como scaffold (WRIGHT et al.,
2017).

A natureza do diisocianato utilizado na sintese do PU é crucial para a
biocompatibilidade. Portanto, apesar das propriedades mecéanicas mais pobres, 0s
PUs obtidos de diisocianatos alifaticos como HDI, 4’4 — diciclohexilmetileno
diisocianato (H12MDI) ou trimetilhexametileno diisocianato (TMDI) s&o mais
favoraveis em aplicagcbes biomédicas (KROL et al., 2018) comparado a PUs
sintetizados a partir dos diisocianatos aromaticos, mais populares, como
difenilmetano diisocianato (MDI) e tolueno diisocianato (TDI) (KARALUS et al.,
2016).

Os PUs geralmente sé@o suscetiveis a biodegradacao, principalmente, devido
a clivagem de ligacdes hidroliticamente sensiveis presentes em seus segmentos

flexiveis e também pelos grupos uretanos (GABRIEL et al., 2017b, 2017a). Em geral,
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os Pus alifaticos apresentam caracteristicas como: ndo téxicos, biocompativeis e
biodegradaveis (MARZEC et al., 2017; JAVAID et al., 2019). Dessa maneira, os PUs
sdo um biomaterial polimérico sintético que apresenta grande importancia na
engenharia de tecidos (GABRIEL et al., 2017b; JAVAID et al., 2019; MARZEC et al.,
2017).

3.3. Técnicas de obtencao de scaffolds biopoliméricos

As estruturas tipicas que formam os scaffolds incluem espumas, esponjas,
filmes e membranas sdo utilizados em diferentes aplicacbes, como: crescimento
celular (NAZEER et al., 2019), pele artificial (WU et al., 2016), ataduras para
ferimentos (MORGADO et al., 2015), entre outras aplicacdes.

O scaffold biopolimérico pode ser obtido por varios métodos, entre os quais
estdo eletrofiacdo, impressao 3D, por processo de CO, supercritico (scCO,) e a
lixiviagdo com agente porogénico, como descrito no Quadro 3.2. As caracteristicas
dos scaffolds, incluindo tamanho de poro, interconectividade e porosidade total,

dependem da técnica utilizada e das condi¢Bes e solventes utilizados.

Quadro 3.2. Técnicas de fabricagdo de scaffolds biopoliméricos.

Técnica de i o o
) . Polimeros / utilizagdo do scaffold Referéncias
Fabricacéo
Poli L,D-4cido latico (PLDL) e PCL
/proliferag&o osteoblastos com (RAJZER et al., 2017)
Eletrofiagdo osteogenon
PCL e celulose bacteriana / sinapses de
] . (ALTUN et al., 2019)
tecidos neurais
PLA / regeneracgéo de tecidos
] (KOWALCZYK et al., 2019)
Impress&o 3D fibroblastos
PCL / regeneragéo tecido 6sseo (YAN et al., 2019)
PMMA e PU / cultura de células
o (SOLA et al., 2019)
Lixiviagao blasticas
PLA / proliferacéo de células fibroblastos (XIE et al., 2018)
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PVA e Quitosana / atadura para
(MORGADO et al., 2014)

Inverséo de fase por curativos

scCO; _ ) (SALERNO; SAURINA; DOMINGO,
PCL / liberacdo de farmacos
2015)

Dentro da grande gama de técnicas utilizada na obtenc¢éo de scaffolds, ainda
nenhuma possuem capacidade de produzir matrizes porosas com 0 controle
completo dos parametros geométricos, como tamanho do poro, tamanho de

interligacdo e numeros de poros (LI et al., 2014).

Para este trabalho, na intencdo de utilizar técnicas faceis, e de baixo impacto
ambiental, optou-se pelas técnicas de lixiviagdo com agente porogénico e de
inversdo de fase por scCO,, nas quais foram realizados a revisdo bibliografica

conforme descrito nos itens 3.3.1. e 3.3.2., respectivamente.

3.3.1. Lixiviagéo

7z

A lixiviagdo do agente porogénico é uma técnica de producdo de scaffold
atraente devido a simplicidade de seu processo (Fig. 3.5) (JANIK; MARZEC, 2015).

/

[\ 7
%% Agente porogénico (sal) ‘\‘\Z / )

. Mistura Evaporagdo
K see) TS ) "
000000 5 L
\ ) G/ Solente %c%%%%’%’& Lixiviago
Solug&opolimérica Saldispersado
no polimero

| Scaffold |

Figura 3.5. Etapas da técnica de lixiviacdo para obtencao de scaffolds (JANIK; MARZEC, 2015).

A técnica utiliza agentes porogénicos, geralmente, cloreto de sodio (NacCl),

adicionados a solucdo polimérica para criar uma rede de polimero-sal. Apds a
evaporacdo do solvente, o filme de polimero/sal é submetido a banho de agua
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purificada para dissolver o sal dando origem aos poros na matriz polimérica. Apos a
eliminacdo do sal, a matriz polimérica € submetida a um processo de secagem e um
scaffold polimérico é obtido (SAVARIS et al., 2019; TURNBULL et al., 2018).

A técnica de lixiviacdo foi usada por Sola e colaboradores (2019) para
obtencéo de scaffold que imitava a morfologia da medula 6ssea, a fim de fornecer
condigbes in vitro para acdo de farmacos contra cancer malignos e outras
patologias. Os scaffolds obtidos a partir de poli(metil metacrilato), PMMA, e de PU
comercial (Biomer Technology Ltd.) apresentaram porosidade acima de 84 % e
modulo elastico de 1283 kPa (SOLA et al., 2019). A relacdo massica do polimero e
sal (1:4), bem como, o tamanho dos gréaos do sal (menor que 1000um para o PMMA
e para PU entre 1000 — 2000 um) permitiram o maior controle sobre a porosidade e
tamanho dos poros (Fig. 3.6) (SOLA et al., 2019).

Figura 3.6. Micrografias dos scaffolds obtidos pela técnica de lixiviagdo, a) PMMA e b) PU, scaffolds

com estrutura porosa e com interconectividade. (SOLA et al., 2019).

As células mesenquimais humanas aderiram com facilidade e também
apresentaram retengcdo celular prevenindo o efeito citotoxico da droga quando
adicionada as células leucémicas (SOLA et al., 2019). A Figura 3.7 apresenta
imagens de microscopio fluorescente por coloracdo nuclear de dihidrocloreto de 4,6 -
diamidino-2-fenilindole (DAPI) das células mesenquimais humanas semeadas nos
scaffolds de PU e de PMMA (SOLA et al., 2019).
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PMMA

Figura 3.7. Imagens de células mesenquimais humanas, com indicador fluorescente DAPI, semeadas
nos scaffolds de PU e PMMA obtidos por lixiviagdo (SOLA et al., 2019).

A estrutura do suporte permitiu que as células proliferassem de forma normal
e regular caracteristicas de células saudaveis, sugerindo que o polimero do scaffold

nao afetou a adesao e a proliferacdo celular (SOLA et al., 2019).

Scaffolds obtidos a partir de misturas de poli L-lactideo (PLLA) e diferentes
qguantidades de poli D-lactideo (PDLA), utilizando a técnica de lixiviagcdo, mostraram
resultados promissores na engenharia de tecidos. Conforme relatado por Xie e
colaboradores (2018). O scaffold com 50% de PDLA, com a finalidade de implante,
apresentou modulo elastico de 323 MPa a 121 °C (temperatura de esterilizacéo)
maior que o scaffold com 0% de PDLA, e ainda manteve a morfologia dos poros em
temperatura alta (XIE et al., 2018). Os tamanhos de poros destes scaffolds ficaram
entre 100 a 180 um induzindo uma boa migracdo das células nos ensaios
subcutaneos em ratos (XIE et al., 2018). Os polimeros formados a partir da mistura
de PLLA e PDLA geralmente apresentam caracteristica cristalina o que torna o
polimero final fragil, porém a técnica de lixiviacdo ndo tornou o scaffold fragil e
quebradico (XIE et al., 2018). A Figura 3.8 mostra o0 ensaio in vivo em ratos, onde o
scaffold foi usado como implante subdérmicos. A migracao e infiltragdo das células
de fibroblastos nas margens da estrutura do scaffold foram observadas, indicando a
direcdo do crescimento das células, devido a interconectividade dos poros que

permitiu a infiltracdo celular e boa compatibilidade (XIE et al., 2018).
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Figura 3.8. Imagens de scaffold lixiviado implantado em ratos, seccionados e corados com
hematoxilina e eosina. As flechas indicam a direcdo da infiltracdo celular e a linha pontilhada indica a
borda do scaffold. a) escala 500um; b) escala 100um - aproximac¢éo da imagem a (XIE et al., 2018).

A técnica de lixiviagdo promove uma melhora da porosidade e interconexao
de poros quando utilizada com conjunto com outras técnicas, um exemplo é descrito
por Mi e colaboradores (2015). Os autores preparam um scaffold de poliuretano
termoplastico (TPU) combinando a técnica de lixiviacdo de particulas com o
processo de modelagem por injecdo e foi investigada a eficacia de producédo de
poros interconectados no scaffold com potencial aplicabilidade em engenharia de
tecidos (Ml et al., 2015). A técnica de lixiviagdo influenciou principalmente na
interconexdo dos poros do scaffold quando combinada com a modelagem por
injecao (MI et al.,, 2015). A Figura 3.9 mostra a morfologia do scaffold antes da
lixiviacdo e depois com combinacdo das técnicas de lixiviagdo e modelagem por
injecdo. A combinacdo de técnicas levou a um aumento na densidade de poros e
uma dispersao de poros uniforme e com interconexdao, com tamanhos entre 55 a
100um (Ml et al., 2015).
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Figura 3.9. Micrografias de a) scaffold nao lixiviado b) scaffold lixiviado e moldagem por injecdo (Ml et
al., 2015).

A técnica de lixiviagdo é considerada simples e direta, sem a necessidade de
equipamentos especificos e caros (SOLA et al., 2019). O maior desafio na técnica de
lixiviagdo com agente porogénico €, geralmente, o controle de tamanho de poros, e
conforme mostra a literatura a melhor forma de reverter esse problema esta no
controle do tamanho dos graos do agente porogénico (SAVARIS et al., 2019; SOLA
et al., 2019; TURNBULL et al., 2018).

Independentemente da matriz polimérica, a concentracdo do agente
porogénico deve ser alta para criar uma rede bem definida e poros interconectados,
contudo o excesso do agente porogénico provoca perda estrutural, pois a solucao
polimérica ndo € suficiente para preencher os espacos entre as particulas de sal
(BOSE et al., 2012; SOLA et al., 2019; TURNBULL et al., 2018).

Os sais em geral costumam higroscépico e devido a umidade se aglomeram,
o tratamento térmico, secagem em estufa e peneiramento é de suma importancia
para um controle maior de poro no scaffold (SAVARIS et al., 2019; TURNBULL et al.,
2018). O peneiramento depende do tamanho do poro desejavel, porém os cuidados
com a umidade devem ser considerados (SOLA et al.,, 2019; TURNBULL et al.,
2018).

A avaliacdo da morfologia e tamanho das particulas de diferentes sais foram
estudados por Sola e colaboradores (2019) como estudo prévio na obtencdo de
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scaffold de PU e PMMA, cloreto de soédio, carbonato de sddio e cloreto de sodio

marinho, todos foram secos e termicamente tratados.

O cloreto de sédio comercial apresenta tamanho do gréo de 146 a 446 um e
formato de particula cubicas, o sal carbonato de sodio é o sal de menor tamanho de
grdo 80 a 157 um e graos com formato irregular e alongado, ja o cloreto de sodio
marinho apresenta tamanho de grdo entre 797-2000 um e formato do gréo irregular,
porém mais esférico quando comparado ao cloreto de sodio comercial, como
apresentado na Figura 3.10 (SOLA et al., 2019)

Com este estudo é possivel constatar a importancia da escolha do sal quanto
ao tamanho e formato do grdo, a fim de promover tamanho de poros para a

aplicacao especifica do scaffold na engenharia de tecidos (SOLA et al., 2019).

Figura 3.10. Micrografias das particulas de sal: a) cloreto de sddio comercial; b) carbonato de sddio e
c) sal marinho (SOLA et al., 2019).

Segundo a literatura, para estudo ex vivo (cultura e proliferacdo celular) os
scaffolds devem apresentar na sua estrutura alguns poros com aproximadamente
100 um de diametro a fim de facilitar a difusdo de nutrientes e permeabilidade do
oxigénio para células (BOSE et al.,, 2012; SOLA et al.,, 2019; TURNBULL et al.,
2018).
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3.3.2. Inverséo de fase assistida com diéxido de carbono supercritico
—-scCO;

Nas ultimas décadas, os fluidos supercriticos tém sido aplicados com sucesso
na sintese e processamento de biomateriais (BARROSO et al.,, 2014; YE et al.,
2018). Uma substancia pura entra no estado supercritico quando a temperatura e a
presséo estdo acima de valores criticos de pressao e temperatura (BARROSO et al.,
2014; TEMTEM et al., 2009). Nesta regido, o fluido supercritico existe em uma fase
intermediaria entre as fases liquida e gasosa (BARROSO et al., 2014; CASIMIRO et
al.,, 2005). A aparéncia macroscopica do fluido supercritico é homogénea e
apresenta sistema opalescente sem separacdo de fase (monofasica), uma vez que,
neste ponto, a densidade do gas e liquido € o mesmo (BARROSO et al., 2014;
COOPER, 2000; YE et al., 2018).

Os fluidos supercriticos apresentam uma combinacdo particular de
propriedades de liquido e gas, que sdo a densidade e o poder de solubilizacdo de
liguidos e com propriedades de transporte e compressdo de gases (BARROSO et
al.,, 2014; SOARES DA SILVA et al.,, 2012; TEMTEM et al., 2009). O fluido
supercritico € denso, mas altamente compressivel, particularmente perto da regido
supercritica (BARROSO et al.,, 2014; SOARES DA SILVA et al.,, 2012). Assim,
qualquer mudanca de pressao altera sua densidade e, consequentemente, o poder
de solvente, no entanto essas propriedades podem ser ajustadas com variacédo de
pressao e temperatura (BARROSO et al., 2014; GONZALEZ TORRES, 2019).

O dioxido de carbono (CO,) é o solvente mais utilizado em condic¢des criticas,
pois possui um ponto critico relativamente moderado (31,1 °C e 7,38 MPa), € inerte,
0 que o torna uma alternativa ecologicamente correta aos solventes convencionais e
prontamente disponivel em alta pureza, pode ser usado, no estado supercritico, para
preparar materiais com alto grau de pureza e proporciona controle formacao de
poros (KEMMERE; MEYER, 2005; TEMTEM et al., 2009).

A Figura 3.11 mostra o diagrama de fases para o CO,. Para uma substancia

pura, o ponto critico marca o fim da curva de coexisténcia liquido-vapor.
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A producdo de scaffolds por inversdo de fase usando dioxido de carbono
supercritico (scCO;) € uma das técnicas mais atuais empregadas para produzir
scaffolds (MORGADO et al., 2015; YE et al.,, 2018; SAVARIS et al., 2019). Esta
técnica permite a producao de poros com uma distribuicdo de tamanho estreita, alta
difusividade do gas em um processo limpo e com o minimo de solvente (SAVARIS et
al., 2019).
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Figura 3.11. Diagrama de fases para o CO.,.

Por exposicao ao fluido supercritico, a solugdo polimérica fica saturada com
CO,, dissolvido e quando submetido a presséo reduzida, uma estrutura de morfologia
porosa é formada. Essa estrutura € formada como resultado da reducéo da pressao
gue diminui a solubilidade do CO, no polimero, o CO; saturado cresce como bolhas

na matriz polimérica formando uma rede porosa (SAUCEAU et al., 2011).

Diferentes processos com fluido supercritico, especialmente envolvendo CO»,
foram relatados na obtencdo de scaffolds: formacdo de blendas e compdsitos
(BAKER et al., 2015), impregnacao de farmacos em polimeros (SILVA et al., 2016),
formacdo de espuma e aerogel (GOIMIL et al., 2019) e inversdo de fases
(MORGADO et al., 2015). Basicamente, em cada processo, 0 scCO, assume papeis

diferentes (por exemplo, como solvente, anti-solvente ou agente porogénico) e age
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em diferentes estdgios dos processos (no inicio ou no meio da formacdo de
processos de estrutura porosa) (BARROSO et al., 2014).

Além disso, ainversdo de fase assistida por scCO, permite a producao de
scaffolds secos, limpos e prontos para uso, com morfologia altamente controlada
(alterando a pressao, temperatura e/ou tempo de despressurizagao) e reducdo de
custos de recuperacdo de solvente (MORGADO et al.,, 2015). O processo néo
requer poés-tratamentos adicionais e qualquer solvente organico potencial usado
pode ser facilmente removido (TEMTEM et al., 2009).

Morgado e colaboradores (2014) aplicaram o método de inversdo de fase
assistida por dioxido de carbono supercritico (scCO;) para preparar scaffolds
assimétricos de poli (alcool vinilico) (PVA)/quitosana com potencial aplicacdo como
ataduras em ferimentos. O uso de parametros adequados, tais como, concentracao
da solucéo, tempo de despressurizacao, relacdo massica entre os polimeros, levou a

obtencéo de scaffolds assimétricos (tal como as caracteristicas da pele) (Fig. 3.12).

Poroso

Membrana PVA/ quitosana, morfologia assimétrica

Figura 3.12. Micrografia do scaffold (membrana) produzida pela técnica de inversao de fase assistida

por scCO,, que apresenta morfologia assimétrica (MORGADO et al., 2014).

Os scaffolds obtidos apresentaram as caracteristicas exigidas para aplicacao
como um curativo ideal (MORGADO et al., 2014). Os scaffolds assimétricos
revelaram ser altamente biocompativeis, capazes de proteger a ferida contra danos
fisicos, fornecer uma umidade adequada (minimizando o risco de desidratacdo da
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ferida) eram flexiveis e fortes o suficiente para serem manuseados durante a
cobertura da ferida. Porém, o estudo mostrou que esta estrutura apresentou rapida
liberacdo do farmaco anti-inflamatério impregnado (MORGADO et al.,, 2014). A
citocompatibilidade e viabilidade das membranas foi avaliada através de estudos in
vitro com células de fibroblastos humanas em contato com a membrana por 24 e 72
horas. Como mostra o grafico de atividade metabdlica (Figura 3.13), observou-se
uma significativa proliferacéo de fibroblastos nas membranas indicando claramente
gue sao biocompativeis (MORGADO et al., 2014).
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Figura 3.13. Atividade celular medida pelo ensaio de resazurina apés 24 e 72h. K+ células mortas; k-
células vivas; 10min e 4 min de despressurizacdo de CO, respectivamente (MORGADO rt al., 2015).

Recentemente, Goimil e colaboradores (2019) prepararam um scaffold de
policaprolactona (PCL) e fibroina da seda com dexametasona através da
combinacdo de aerogel e espuma por técnica de inversdo de fase assistida por
scCO,. A técnica de scCO, permitiu a formacdo da estrutura porosa com
dexametasona impregnada (Figura 3.14), sem alterar a atividade da fibroina e da
dexametasona. As microparticulas de fibroina melhoraram a estrutura porosa
facilitando a permeacéo celular e o perfil de liberagédo de dexametasona, mostrando-

se adequada para o tratamento na regeneracao 6ssea (GOIMIL et al., 2019).
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Figura 3.14. Micrografias do scaffold de PCL por scCO, com fibroina da seda e dexametasona, Seta
branca indica a aproximagéo apresentada na figura com seta preta que mostra a rugosidade, o

asterisco indica a interconectividade dos poros (GOIMIL et al., 2019).

A compatibilidade do scaffold como enxerto e a capacidade de promover a
proliferacéo e formacédo de células e tecido 6sseo foi avaliada em teste com ratos, as
imagens dos resultados histolégicos em 7 e 14 semanas sao apresentados na
Figura 3.15 (GOIMIL et al., 2019). E possivel observar boa compatibilidade do
material com as células do osso, foco de ossificagcdo na estrutura do scaffold
indicados pela sigla OF, enquanto que a letra M indica a estrutura do scaffold ainda
nao permeada na Figura 3.14 (GOIMIL et al., 2019).
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Figura 3.15. Analise histologica dos scaffold de PCL com fibroina da seda e dexametasona
implantada em osso de rato, em 7 e 14 semanas, respectivamente. OF indica 6sseo formacao e M
indica a matriz polimérica (GOIMIL et al., 2019)

Outro estudo que mostra a eficiéncia da técnica de producéo de scaffold por
scCO, é relatado por Kravanja e colaboradores (2019). Este estudo avaliou o perfil
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de liberacéo de proteina de soro bovino (BSA) retida em scaffold de policaprolactona
(PCL) e quitosana produzida pela técnica de scCO, (KRAVANJA et al., 2019). Os
resultados mostraram que a técnica usada para a preparacdo do scaffold permitiu
maior miscibilidade da mistura PCL/Quitosana com o BSA e, também a incorporacao
encapsulada de BSA nas paredes do scaffold poroso favoreceu perfil de liberacdo
controlado da proteina. O scaffold apresentou tamanho de poros entre 50 a 140 um
(Fig 3.16), esta faixa favorece a vascularizagdo e o0 crescimento do tecido
(KRAVANJA et al., 2019)

Figura 3.16. Micrografia do scaffold de PCL/quitosana com BSA impregnado (KRAVANJA et al., 2019)

*0s nimeros em verdes séo referentes aos tamanhos dos poros ja descritos no texto.

Diante do cenario atual no campo da engenharia de tecidos e obtencéo de
scaffolds, destaca-se a necessidade de pesquisas e estudos com biopolimeros e
diferentes métodos de producédo de poros. As pesquisas na obtencdo de scaffolds
mostram uma grande gama de técnicas para formacdo de poros em estrutura
poliméricas. Contudo, destaca-se a necessidade de producdo de scaffolds através
de técnicas simples com minimo impacto ambiental e com baixo custo, associada ao
uso de biopolimeros resistentes e biocompativeis, nesse contexto encontra-se a

motivagédo do desenvolvimento de scaffolds poliméricos descritos nesse trabalho.
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4. MATERIAIS E METODOS

A sintese do poliuretano e a obtencdo do scaffold por lixiviagdo foram
realizadas no Laboratério de Organometalicos e Resinas (LOR) da Escola
Politécnica da PUCRS. A obtencéo do scaffold por inversdo de fase assistida por
diéxido de carbono supercritico (scCO,) foi realizada no Laboratoério Associado para
Quimica Verde (LAQV) da Rede de Quimica e Tecnologia da Europa (REQUIMTE)
da Universidade Nova de Lisboa (UNL).

Este trabalho foi desenvolvido em duas etapas: 1°) foi sintetizado o
biopolimero poliuretano (PU) a partir do diciclohexilmetileno diisocianato, poliol
policarbonato e hexanodiol e a partir dele foram preparados os scaffolds por duas
técnicas diferentes, por lixiviacdo (PU_L) e por inversdo de fase assistida por diéxido
de carbono supercritico (PU_S); 2°) foram avaliadas caracteristicas estruturais e
morfologicas, propriedades térmicas e mecanicas, hidrofilicidade/hidrofobicidade,

além de ensaios in vitro com os scaffolds obtidos.

A seguir sao descritos os materiais e métodos utilizados na preparacéo dos
scaffolds de PU, bem como, as técnicas de caracterizacdo dos mesmos e 0S ensaios

in vitro.
4.1. Materiais
Os reagentes e solventes comerciais (solventes foram submetidos a

secagem) utilizados nas diversas etapas deste trabalho estdo listados no Quadro
4.1.



Quadro 4.1. Especificacdes dos reagentes e solventes utilizados.

Reagente / solucédo Origem Secagem
. . A vécuo por

1,6-Hexanodiol Sigma 10 horas

Alamar blue Sigma -

Cloreto de sddio (NaCl) Vetec 125 °C 48h - estufa

P . Vacuo e peneira

Cloroférmio deuterado (CDCly) Sigma molecular 3A
Agente secante -

Cloroférmio Sigma pentéxido de fésforo
(P20s)

Células de fibroblastos (hFB) Cell systems -

Diciclohexilmetileno diisocianato (H,,MDI) Bayer -

Dihidrocloreto de 4',6 — diamidino — 2 — Sigma i

fenilindole (DAPI) 9

Dilaurato de dibutil-estanho (DBTDL) Sigma -
Agente secante

Etanol Sigma Oxido de célcio
(CaO)

Estreptomicina / penicilina LGC bhiotecnologia -

Kit células vivas e mortas Thermofisher -

Meio Dulbecco MEM (DMEM) Sigma -

Meio Eagle Modificado por dulbeco Sigma -

Metil-etil-cetona (MEC) Sigma Agente secante
P205

Phalloidin FITC Sigma -

Policarbonato diol (PC)

UBE Eternacool PH 100*

A vécuo por 10
horas

Solugédo Tampéo fosfato (PBS) pH 6.4

Sigma e LGCBio

Solugédo Tampéo fosfato (PBS) pH 7.4

Sigma e LGCBio

Soro fetal bovino (SBF)

Sigma

Triton™ — X 100

Sigma

4.2. Sintese do PU
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A sintese do poliuretano (PU) utilizado neste trabalho foi realizada conforme

meétodo ja descrito pelo nosso grupo de pesquisa (GRACIOLI et al.,, 2013;

GRACIOLI, 2016). Em uma sintese tipica, uma mistura do poliél PC e do 1,6-


http://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/46-Diamidino-2-phenylindole-dihydrochloride-DAPI,MDA_CHEM-124653
http://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/46-Diamidino-2-phenylindole-dihydrochloride-DAPI,MDA_CHEM-124653
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hexanodiol (razdo molar PC/1,6-hexanodiol = 2:1) foi adicionado em um baldo de
500 mL, sob atmosfera de nitrogénio, mantendo-se a temperatura do sistema em
75°C Apoés estabilizagdo da temperatura, foi adicionado diisocianato H1,MDI numa
relacdo molar NCO/OH=1,15 e 0,1% m/m de dibutil dilaureato de estanho (DBTDL),
como catalisador. A reacdo foi realizada através da técnica de polimerizacdo em
solugao, onde foi utilizada pequena quantidade (= 80 mL) de metil-etil-cetona (Metil
Etil Ketone - MEK) como solvente, distribuido durante toda a sintese. A converséo do
diisocianato foi monitorada através da diminuicdo do teor de NCO livre quantificado
por titulometria com n-dibutilamina (ASTM D2572, 2010).

A Figura 4.1 apresenta um esquema reacional da obtencdo do PU. O PU
obtido por este método de sintese apresenta Mw de 195.170 g/mol, Mn de

115.109 g/mol e polidispersividade de 1,9.

o)
A " Ho *
HO 0" o7, OH NNy 0=C=N N=C=0

PC - diol 1,6 - Hexanodiol H1,MDI

Catalisador DBTDL
75°C

3h

Atmosfera de nitrogénio

\OMO)?\OWOELE/O/\O\N PN

Poliuretano (PU)

Figura 4.1. Esquema reacional da obtencéo do poliuretano.

4.3. Preparacéo dos scaffolds de poliuretano

O filme de PU denso foi obtido pelo método de evaporacdo de solvente
(método casting) (Fig. 4.2). Uma solucdo do polimero (25% (m/v) em cloroférmio) foi
vertida sobre uma placa de vidro, e colocada em uma camara de evaporagdo de

solvente com passagem de nitrogénio durante 24 horas.
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Evaporacéo
solvente

P N,

- _— e — Filme polimérico

Solucéo
Polimérica

Figura 4.2. Esquema simples das etapas de obtencao do filme denso de PU por evaporacéo de
solvente (método casting) (JANIK et al., 2015).

4.3.1. Solucédo de PU

Para a obtencao dos scaffolds de PU pelas técnicas de lixiviagcdo e inversao
de fase assistida por scCO,, primeiramente, foram preparadas solugcoes de 25% m/v
de PU em cloroférmio. A nhomenclatura adotada para as amostras de scaffolds é

apresentada no quadro 4.2.

Quadro 4.2. Especificacdes dos scaffolds obtidas.

Identificacéo Técnica obtenc¢do do scaffold

PU L Scaffold - Lixiviagcdo
PU_S Scaffold - Fluido scCO,

4.3.2. Scaffold preparado por técnica de lixiviacao (PU_L)

O scaffold preparado pela técnica de lixiviacdo de agente porogénico foi
produzido a partir de uma solucédo 25% m/v de PU a temperatura ambiente. O sal
cloreto de sodio foi utilizado como agente porogénico. Antes de sua utilizacdo, foi
feita uma secagem (100 °‘C por 48 h) das particulas de sal, desta forma pode-se
obter maior controle na porosidade do scaffold (SOLA et al., 2019). Na solucéo
polimérica foi adicionado o agente porogénico (NaCl), previamente peneirado
(particulas com granulometria entre 74-35um), na proporcdo massica 1:4
(polimero/sal). Essa mistura foi vertida sobre uma placa de vidro e colocada dentro
de camara de evaporacdo de solvente, com arraste de gas de nitrogénio (N,) por

48 horas. Apoés este tempo, o filme obtido de poliuretano com a presenca de cloreto
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de sddio foi submetido a lixiviagdo das particulas para retirada do sal e obtencdo de
uma estrutura porosa (scaffold). Nessa etapa, a matriz de PU/sal foi imersa em agua
deionizada e o sistema foi sonificado por um periodo de 2 horas. Apos, a matriz foi
seca, sob pressao reduzida durante 8 horas obtendo-se assim o scaffold de PU_L.
As principais etapas da técnica de preparacao de scaffold por lixiviacdo estédo

representadas na Figura 4.3.

m"‘. Part;\tj:;(l;s de QK Agua/Ultrassom
% c i ¥
i vaporagao R
Mistura soFI)ven?e Lixiviag&o
. . Scaffold PU_L
L ) Secagem a
Vacuo
Soluggo Disperséo —
Polimérica Sal/solugéo
polimérica

Figura 4.3. Esquema simples das etapas de obtencao de scaffolds a partir da técnica de lixiviacdo
(JANIK et al., 2015).

4.3.3. Scaffold preparado por técnica de inversdo de fase assistida

por CO; supercritico (PU_S)

Esta etapa foi realizada no periodo de um ano (05/2015 - 04/2016) do
doutorado sanduiche, realizado no Laboratério Associado para Quimica Verde —
REQUIMTE - do Departamento de Quimica da Universidade Nova de Lisboa (UNL)
sob coordenacao da Prof.2 Dr.2 Ana Isabel Nobre Martins Aguiar de Oliveira Ricardo,

em Portugal.

Esta técnica baseia-se no uso de solucdo polimérica que em contato com um
meio nao solvente (nesse caso CO, supercritico) leva a precipitacdo do polimero na
forma de scaffold nanoestruturado, conforme mostra a Figura 4.4. a. (CASIMIRO et
al., 2005; TEMTEM et al., 2009). A Figura 4.4. b. apresenta um equema do sistema

usado na técnica de inversdo de fase assistida por scCO..
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Figura 4.4. a) sistema no interior da célula de alta presséo para formacao de scaffold por scCO,; b)

Esquema do aparelho de alta presséo: (1) bomba Gilson 305 do pistéo; (2) controlador de

temperatura; (3) célula de alta pressao; (4) o transdutor de presséo; (5) regulador de presséo de

retorno. (CASIMIRO et al., 2005; TEMTEM et al., 2009).

O scaffold de PU_S foi produzido seguindo procedimento ja descrito em
detalhes na literatura (BARROSO et al., 2014; MORGADO et al., 2014; MORGADO,;
AGUIAR-RICARDO; CORREIA, 2015; TEMTEM et al., 2009).

Em um procedimento tipico, a solucdo polimérica foi vertida em uma placa de

aco inoxidavel porosa (com didmetro de 68mm x1,5mm de altura, tamanho de poros

aproximadamente 0,5 um) e colocado dentro da célula de alta pressao (Fig. 4.4 a. e

b-3). A célula foi fechada e imersa em um banho termostatizado e aquecido por meio

de um controlador (Hart Scientific, modelo 2200) que mantém a temperatura dentro

de +£0,01°C (Fig. 4.4. b). O fluxo de CO, foi adicionado usando uma bomba de pistéao
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Gilson (modelos 305 e 306), Figura 4.4. b-1, até a pressao alcancada e a operacao

foi realizada em modo continuo com vazao de 5 mL/min.

Depois de atingida a pressdo operacional de 130 bar, o fluido supercritico
passa por um regulador de presséo de retorno (Jasco 880-81), Figura 4.4. b-5, que
separa 0 CO; do solvente cloroférmio. A pressao foi monitorada com um transdutor
de pressao (Setra Systems Inc. Modelo 204) com uma precisao de = 10 bar (Fig. 4.4
b-4).

As condi¢cdes operacionais do sistema de scCO, foram de 130 bar, 45 °C,
fluxo de CO, de 5 ml/min de por 3 horas. Ao final do processo, o sistema foi
despressurizado de forma rapida (4 min) ou lenta (10 min). A despressurizacao lenta
de 4 min formou bolhas com peliculas finas disperso em todo o scaffold, enquanto a
despressurizacdo lenta de 10min foi possivel obter um scaffold uniforme na
espessura e sem bolhas. Dessa forma, o scaffold obtido pela despressurizagdo em
10 min foi escolhido para ser utilizados nas etapas posteriores deste trabalho e,

como comparativo ao scaffold obtido por lixiviacao.

4.4. Ensaios e Técnicas de Caracterizacao

4.4.1. Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC)

A determinacdo das massas molares numérica média (M,) e ponderal média
(My) (e) e a polidispersividade do PU sintetizado foi determinada pela técnica de
cromatografia de permeacdo em gel (GPC). As analises foram realizadas (em
duplicata) em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia equipado com uma bomba
isocratica -1515, utilizando detector de indice de refracdo Waters Intruments 2414 e
THF como eluente (fluxo: 1 mL/min), com set de colunas Styragel e padrbes de
calibracdo de poliestireno. As amostras foram preparadas através de uma solugéo
do PU em tetrahidrofurano (THF) com uma concentragdo de 5 mg/mL. Esta
caracterizacao foi realizada no Laboratorio de Cromatografia da Escola Politécnica
da PUCRS.



56

4.4.2. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A caracterizacdo da estrutura quimica do poliuretano obtido foi feita com a
técnica de espectroscopia no infravermelho usando um equipamento Perkin Elmer
Spectrum 100, localizado no Laboratoério de Espectroscopia da Escola Politécnica da
PUCRS. As analises foram realizadas no intervalo de numero de onda de 4000 a
650 cm™, com o acessoério de amostras UATR (refletancia total atenuada universal).
A amostra de PU foi analisada sob a forma de filme em quatro leituras de diferentes
partes do filme.

4.4.3. Ressonancia Magnética Nuclear — *H (*H-RMN)

A andlise foi realizada em um espectrometro Bruker Avance Il 300 MHz, com
sonda broadband (BBO 400 S1 BBF-HD-05 Z PLUS), localizado na Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia na Universidade Nova de Lisboa (UNL). Aproximadamente
10 mg de PU foi dissolvido em 500uL de cloroférmio deuterado (CDCls), sendo que a
analise foi feita duplicata.

4.4.4. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A avaliacdo da morfologia superficial e no interior dos scaffolds de PU foi
realizada utilizando a técnica de Microscopia Eletronica de Varredura. As analises
foram realizadas utilizando o microscépio eletrénico da marca PHILIPS, modelo
XL30 com resolucdo de 3,5 nm (no modo elétron secundario) e faixa de aumentos
de 100 a 4000 vezes, tensdo de aceleracdo de 20 kV, localizado no Laboratorio
Central de Microscopia e Microandlise (LabCEMM) da PUCRS, utilizando ouro para
metalizacdo das amostras. Foram submetidas as analises de MEV o lado superior
(lado dos scaffolds sem contato com a placa, com a passagem apenas de gas), do
lado inferior (lado dos scaffolds em contato com a placa) e sec¢édo transversal
(quebra por fratura criogénica) dos scaffolds. As medidas dos diametros dos poros
(180 a 210 medigdes) foram realizadas com o uso do softwere Image J através das

micrografias eletronicas.
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4.4.5. Microscopia de Forgca Atdmica (AFM)

A analise por AFM foi realizada a fim de avaliar a organizacao e interacédo dos
segmentos flexiveis e rigidos do polimero através de imagens de topografia, adeséo
e deformacdo. O equipamento utilizado foi um microscopio de forca atbmica da
Bruker, modelo Dimension Icon PT, no modo Peak Force utilizando uma sonda com
ponta triangular de nitreto de silicio modelo Scanasyst-Air com constante elastica
nominal de 4nN e frequéncia de ressonancia de aproximadamente 70 kHz,
localizado no Laboratério Central de Microscopia e Microanalise (LabCEMM) da
PUCRS. Foram submetidas as analises de AFM o lado superior (lado dos scaffolds
sem contato com a placa, com a passagem apenas de gas), do lado inferior (lado

dos scaffolds em contato com a placa)
4.4.6. Ensaio de Tracao

O ensaio de tracdo dos scaffolds foi realizado em uma méaquina de ensaio de
tracdo (MINIMAT firm-ware v.3.1), localizado na Universidade Nova de Lisboa. As
andlises foram realizadas a temperatura ambiente, conforme norma padronizada
utilizada no laboratério de pesquisa LQV — REQUIMTE (BARROSO et al., 2014;
MORGADO et al., 2014; MORGADO et al., 2015; SOARES DA SILVA et al., 2012;
TEMTEM et al.,, 2009). Os corpos de prova (n = 5) com dimensdes de 15 mm X
5 mm foram preparados com scaffold seco e apds a imersdo por 8 h em solucéo
simulado corpéreo (solucdo tampdo fosfato - PBS). O comprimento entre os
grampos foi definido como 5 mm e a velocidade do teste ajustada para 0,1 mm/min.
Uma carga completa de 20 N e extensdo maxima de 20 mm foram utilizados. Os
dados de extensédo de carga foram obtidos durante o teste e convertidos em curvas
de tensédo x deformacéo, aplicando as equacdes 4.1 e 4.2:

F

Tensdo =0 = " 4.1)

Deformagdo = ¢ = % (4.2)


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/tensile-property
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/tensile-testing
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/tensile-testing
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Onde F é a forca aplicada; A é a area da segéao transversal; Al € a mudancga

de comprimento; e L € o comprimento entre os grampos.

4.4.7. Angulo de contato

O comportamento hidrofilico dos scaffolds foi avaliado através da medida do
angulo de contato produzido entre uma gota de solucdo de meio simulado corpéreo
(PBS) sobre a superficie dos scaffolds (n=3), usando um goniémetro KSV Modelo

CAM 100, localizado no Departamento de Quimica da UNL em Lisboa.

4.4.8. Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica (em triplicata) foi feita para avaliar a estabilidade
térmica dos scaffolds. As curvas de TG e DTG foram obtidas utilizando um
equipamento SDT da TA Instruments, modelo Q600 localizado no Laboratério de
Caracterizacdo de Materiais da Escola Politécnica da PUCRS. As condicdes de
andlise usadas foram aquecimento dada temperatura ambiente até 600 °C, com uma
taxa de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio e utilizando porta
amostra de platina.

4.4.9. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A analise de calorimetria exploratéria diferencial (em triplicata) foi feita para
determinar a temperatura de transigdo vitrea (T4) dos scaffolds poliméricos. As
curvas de DSC foram obtidas utilizando um equipamento de DSC da TA Instruments
modelo Q20, localizado no Laboratorio de Caracterizagdo de Materiais da Escola
Politécnica da PUCRS. As condicbes de analise usadas foram: intervalo de
temperatura de -90 a 200 °C, com uma taxa de 10 °C/min na etapa de aquecimento
e de resfriamento, sob atmosfera de nitrogénio, cerca de 8mg de amostra em porta
amostra de aluminio. Foi realizado ciclo de aquecimento — resfriamento -
aquecimento, a temperatura de transi¢cdo vitrea (Ty) foi obtida através do declinio

observado no segundo ciclo de aguecimento.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/glycerol
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4.4.10. Teste de inchamento

O teste de inchamento (quadruplicata) foi realizado para determinar a
capacidade de absorcdo de agua dos scaffolds de PU. O ensaio foi realizado no
Laboratorio de Quimica Verde da UNL em Lisboa. Para este teste, amostras dos
scaffolds de PU (PU_L e PU_S) com 1 cm? de area foram preparados. Os scaffolds
secos foram pesados e, em seguida, ambos os scaffolds foram imersos em 10 mL
de solucéo tampao fosfato salino (PBS) (pH 7,4) para fins comparativos, simulando o
comportamento de interacdo entre scaffolds e fluido corporal normal. A absorcéo de
agua (28 dias) foi calculada utilizando o peso Umido (ap6s o periodo de imersao)

(W) e peso inicial (antes do periodo de imersao) (Wo), como mostra a Equacéo 4.3:
Absorgio de dgua (%) = (M) x 100 (4.3)
Wo

4.4.11. Teste de degradacao hidrolitica

O ensaio foi realizado no Laboratdrio de Quimica Verde da UNL em Lisboa.
Em um tubo de ensaio, os scaffolds de PU foram imersos em solugéo PBS (pH 7,4).
Em seguida, os tubos foram expostos em banho termostético (37 °C) durante tempo
determinado (5 min a 60 dias). No final de cada periodo, as amostras (quadruplicata)
foram removidas do banho, lavadas com agua destilada e secas por pressao
reduzida (24 h) em dessecador até obterem massa constante. As amostras foram
pesadas no inicio e no final do teste, a partir da diferenca de massa foi realizado o
estudo do perfil de degradagcéo. O ensaio foi realizado conforme a norma ASTM
F1635 (2010). Mediu-se a massa antes da imerséo na solucédo tampao fosfato (m,) e
apO0s o processo de secagem depois de completar o tempo de ensaio (m;) a

porcentagem de perda de massa foi determinada atraveés da Equacao 4.4.

Perda de massa (%) = (%) x 100 (4.4)

1
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4. 5. Ensaios in vitro

Os ensaios in vitro foram realizados no Instituto de Pesquisas Biomédicas
(IPB) da PUCRS.

45.1. Protocolo de cultura celular

A linhagem celular de fibroblastos humanos (hFB), e vero para o ensaio de
alamar blue, foram utilizadas para a realizacdo dos experimentos. As células foram
mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF),
contendo fungizona (0,025 g/L) e penicilina/estreptomicina (0,1 g/L), mantido em
temperatura de 37 °C, com umidade relativa do ar de 95% e atmosfera de 5% CO..
As membranas de PU (PU_L e PU_S) foram cortadas em discos de 32 mm? e
esterilizados com etanol 70% por 5 minutos, lavados com solugéao salina de fosfato
(PBS) e exposto em luz UV (entre 320 a 210 nm) por 15 minutos cada lado. As
células foram plaqueadas na parte superior de cada scaffold de PU.

Dentre os métodos de esterilizacdo, estabelecidos para dispositivos médicos
implantaveis, esterilizacdo por UV é comumente utilizada (Tipnis et al., 2018). A
esterilizacéo por luz UV utiliza raios ultravioletas com comprimento de onda variando
de 328 a 210 nm para esterilizacdo de microrganismos e para efeito bactericida
utilizam-se os comprimentos de onda de 240 e 280nm (Tipnis et al., 2018). A
esterilizacdo por UV para poliuretano com aplicagcdo na medicina regenerativa e
dispositivos médicos tem sido relatada na literatura, o tempo maximo de exposi¢ao
do poliuretano na luz UV é de aproximadamente 30 min, sem degradar o material
(Urbina et al., 2019; Wu et al., 2018). Contudo, para avaliar provavel degradacéo do
poliuretano decorrente da exposi¢céo por luz UV (210 - 320 nm), os scaffolds de PU
apos a esterilizagdo foram submetidos a analise de infravermelho sendo constatado
que o material apresentou espectro de 1V idéntico ao obtido antes da exposi¢cao por
UV. Além disso, o material também manteve-se com a coloracdo branca, o que

indica que ndo houve degradacao do polimero durante a esterilizacéo por luz UV.
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4.5.2. Ensaio de viabilidade celular por MTT

A viabilidade celular foi determinada de acordo com a norma ISO 10993-5
ensaio MTT - 3-(4,5-dimetrilazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio — ensaio colorimétrico
quantitativo que mensura a viabilidade mitocondrial pela reducdo do sal de tetrazdlio,
como indicativo de viabilidade celular. O principio deste método consiste em medir a
viabilidade celular pela atividade metabdlica mitocondrial das células vivas, no qual é
quantificada pela reacdo de reducdo do MTT (coloracdo amarela) em cristais de
Formazan (coloracdo roxa). O esquema do ensaio esta apresentado na Figura 4.5,
onde mostra que a reducdo do MTT é diretamente proporcional a atividade
mitocondrial e a viabilidade celular.
ﬂr% \%]&N_N 'C:)ristal de
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Figura 4.5. Viabilidade mitocondrial por MTT — reducéo sal tetrazdlio.

As células hFB foram incubadas com discos estéreis de scaffold PU L e
PU S por 24, 48 e 72horas em placas de cultura, numa densidade de
10x10° células por poco em placas de 96 pocos. Neste ensaio, foi utilizado meio
DMEM como controle negativo e sulfato de cobre (0,1 g/mL) em meio DMEM como

controle positivo (Quadro 4.3).

Quadro 4.3. Tratamento, concentracdes e linhagem celular utilizadas nos ensaios por MTT.

Linhagem Celular Tratamento Tempo

Controle Positivo- Sem scaffold

Controle Negativo- Sulfato de Cobre
hBF 24,48,72h
Disco — PU_L scaffold

Disco — PU_S scaffold
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Os resultados foram determinados em porcentagem da absorbancia dos

scaffolds em relacdo ao grupo que néo recebeu scaffolds (controle positivo).
4.5.3. Ensaio de viabilidade celular por alamar blue

A citotoxicidade dos scaffolds de PU (PU_L e PU_S) foi reavaliada por um
segundo teste, 0 ensaio de alamar blue (Figura 4.6) durante 72 horas. Neste ensaio,
o sal de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-O0xido) é usado como
indicador de oxirredugéo e da fungdo mitocondrial, onde as células viaveis reduzem

a resazurina (azul nao-fluorescente) a resorufina (rosa fluorescente).
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Figura 4.6. Viabilidade celular por Alamar Blue — reduc¢éo resazurina.

Para este ensaio, ja relatado na literatura (Gabriel et al., 2017; Luo et al.,
2019), foram utilizadas as células Vero. Previamente ao plagueamento das células,
discos dos scaffolds lixiviado e scCO, (32 mm?) foram esterilizados (&lcool 70% +
UV por 20 min) e adicionados no fundo dos pocos em placas de 96 poc¢os (Quadro
4.4). Ap6s este procedimento, as células foram plaqueadas na densidade de 5 x 10°
células por poco sob os discos de scaffolds contendo 100 pL de meio de meio de
cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), contendo 0,5
U/mL dos antibiéticos penicilina/estreptomicina, suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e mantida em temperatura de 37°C, com umidade relativa do ar
de 95% e atmosfera de 5% CO; por 72 horas. Apos incubacao de 72h a 37°C, 5%
de CO,, adicionou-se 10 pL de solucdo 10% de azul de alamar em cada pog¢o. Apos
4 h procedeu-se a leitura de absorbancia em 540 nm (estado oxidado) e 630 nm
(estado reduzido) em leitor de microplaca. Células em meio de cultura foram usadas

como controle negativo.
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Quadro 4.4. Linhagem celular, tratamento e tempo utilizadas nos ensaios por Alamar Blue.

Linhagem Celular Tratamento Tempo

Controle - Sem scaffold

vero Disco — PU_L scaffold 72 h

Disco — PU_S scaffold

4.5.4. Avaliacao de vida/morte celular

Determinacéo da viabilidade celular in vitro pelo ensaio de células vivas/mortas
foi utilizada para avaliar a viabilidade celular e a citotoxicidade dos scaffolds PU
lixiviado (PU_L) e scCO, (PU_S) (Figura 4.7).

Kitreagente células vivas/mortas

® cCélulas mortas
0 célulasvivas

Figura 4.7. Ensaio de determinacao de células vivas/mortas.

As células hFB, na densidade de 1,5x10° células por poco, foram plaqueadas
sob os scaffolds adicionados previamente nas placas de 24 pogos e mantidas por
24, 48 e 72 horas (Quadro 4.5).

Quadro 4.5. Linhagem celular, tratamento e tempo utilizadas nos ensaios de células vivas/mortas.

Linhagem Celular Tratamento Tempo

Controle - Sem scaffold
hFB Disco — PU_L scaffold 24,48,72h
Disco — PU_S scaffold
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Apos a utilizacdo do kit de reagente células vivas/mortas e ap0s os tempos
especificos as células foram lavadas com PBS e coradas com calceina. A analise da
viabilidade celular foi avaliada por microscépio invertido fluorescéncia com ensaio de
viabilidade celular (Thermo Fischer Scientic). Esse procedimento também
empregado por Gabriel e colaboradores (2017).

4.5.5. Morfologia celular

As células hFB foram plaqueadas, com densidade de 1,5x10° células por
poco, no meio dos discos de scaffolds adicionadas previamente em placas de

24 pocos e incubadas por 14 dias (Quadro 4.6).

Quadro 4.6. Linhagem celular, tratamento e tempo utilizadas nos ensaios de morfologia celular.

Linhagem Celular Tratamento Tempo

Controle - Sem scaffold

hFB Disco — PU_L scaffold 14 dias

Disco — PU_S scaffold

Depois deste periodo (14 dias), as células foram lavadas com PBS e fixadas
por 30 minutos com formaldeido 4%, para em seguida serem permeabilizadas com
0,1% de Triton™-X-100 por 10 minutos. Na sequéncia, as células foram coradas
com solucdo contendo 5 pg/mL Phalloidin-FITC (Sigma-Aldrich®) e 10 ug/mL de
solucdo de 4,6 -diamidino-2-fenilindol dihidrocloreto (DAPI, Sigma-Aldrich). As
analises da morfologia celular foram realizadas em microscépio de fluorescéncia
Olympus BX43.

4.5.6. Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos como media + erro
padrdo da média e as analises estatisticas dos ensaios in vitro foram realizadas
através do teste t de Student ou por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma

via, seguido pelo post-hoc de Tukey (Prims GraphPAD® 7.0) este ultimo também
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utilizado nos dados de ensaio mecanico. Valores de p menores que 0,05 foram

considerados como indicativos de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo estdo apresentados os resultados de caracterizagdo do
poliuretano sintetizado a partir de policarbonato diol e do diisocianato H1,MDI, bem
como caracterizacbes e ensaios in vitro dos scaffolds obtidos pela técnica de

lixiviacdo (PU_L) e por inversao de fase de CO; supercritico (PU_S).

5.1. Caracterizacao do poliuretano sintetizado

O poliuretano sintetizado apresentou M= 195.170 g/mol e Mn=115.109 g/mol
e polidispersividade de 1.9. O PU foi inicialmente caracterizado pela técnica de
espectroscopia de infravermelho, a qual possibilitou a identificacdo e determinacéo
dos grupos funcionais confirmando a sintese do poliuretano. A Figura 5.1 apresenta
um espectro tipico do PU, onde observa-se as bandas de absorcao vibracional
caracteristicas dos PU. A Tabela 5.1 apresenta as atribuicdes correspondentes a

estas bandas caracteristicas.

Tabela 5.1. Atribuicdes das bandas referentes ao espectro do poliuretano sintetizado.

N° onda (cm™) Atribuicdes
3373 vs N-H Uretano
% 2936-2859 vs,as C-H CH,
g 1716-1738 v C=0 Uret./Poliol
S 1403-1520 vCo-0 | Poliol
1100-1035 vC-O Poliol

Legenda: v- deformagéo axial, as- assimétrico,
s- simétrico, 6- deformacé&o angular no plano.
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Figura 5.1. Espectros de infravermelho da amostra de PU e suas atribui¢cdes respectivamente.

As bandas de absorcdo observadas em torno de 3373-3470 cm™ s&o
atribuidas ao grupo NH. As ligacGes de hidrogénio pertencentes ao grupo uretano
foram observadas bandas entre 2936-2859 cm™, caracteristica, respectivamente, do
estiramento assimétrico e simétrico do grupo CH, do policarbonato diol e do
hexanodiol (ZHU et al., 2016). E possivel notar uma forte banda em torno de 1716-
1738 cm™ atribuida ao grupo carbonila (C=0) presente no grupo uretano do PU
formado (NHCOO) e no grupo carbonato do poliol, conforme j& descrito na literatura
(GUBANSKA; SKWARSKA, 2017). A banda entre 1403-1520 cm™ é caracteristica da
deformacdo assimétrica da ligacdo CH,, a banda em torno de 1240-1246 cm™
corresponde ao estiramento assimétrico do grupo CO-O observada na estrutura do
policarbonato, como também, a banda entre 1100-1035cm™ caracteristica da
ligacdo C-OH (GRACIOLI, 2016; JAVAID et al., 2019).

O estudo do espectro de infravermelho foi realizado por Javaid e
colaboradores (2019) a fim de identificar os sinais correspondentes a formagéo de
poliuretano sintetizado a partir de diferentes diisocianatos e butanodiol, revestido
com quitosana para possivel aplicagdo em engenharia de tecidos, o trabalho
destaca que a regido de 3356 cm™ no espectro de infravermelho do poliuretano é
atribuida a formacédo da ligacdo uretanica, enquanto que o pico em torno de
1730 cm™ indica o grupo carbonila da regido uretanica (JAVAID et al., 2019), no
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espectro apresentado na Figura 5.1 o pico referente & carbonila é mais acentuado
devido a sobreposicdo da carbonila derivada do policarbonato diol.

Zhu e colaboradores 2016 sintetizaram scaffold de poliuretano sintetizado a
partir do poliol policarbonato combinado com outros didis, os resultados de
infravermelho do PU com policarbonato diol apresentaram bandas semelhantes aos
apresentados na Figura 5.1 (ZHU et al., 2016).

Vale a pena ressaltar que, durante a sintese foram realizadas analise de 1V, a
fim de acompanhar a banda em torno de 2260 cm™ correspondente ao NCO livre
(diisocianato), Javaid e colaboradores (2019), mostraram claramente o
desaparecimento da banda em torno de 2250 cm™ referente ao NCO livre do
isocianato e o aparecimento do pico na regido de 3340 cm™ atribuido & ligacdo
uretanica (JAVAID et al., 2019). No espectro final do poliuretano sintetizado neste
trabalho, este pico correspondente ao NCO livre ndo € mais observado confirmando

claramente a completude da reacao de polimerizacéo.

O espectro de RMN-'H do poliuretano sintetizado esta representado na Figura
5.2.

O espectro de RMN-"H do PU representado na Figura 5.2 apresenta com os
sinais caracteristicos do polimero. Isto indica que o polimero foi obtido com
significativo grau de pureza, pois nao sao observados sinais relativos aos

mondmeros de partida ou contaminantes.
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Figura 5.2. Espectro de RMN "H do poliuretano dissolvido em cloroférmio deuterado (CDCls).

A estrutura quimica do polimero apresenta grupos metilenos, -CH,. (indicado
pelas letras b, ¢, ¢’ e d no espectro da Fig. 5.2.) do diisocianato, poliol e do extensor
de cadeia (hexanodiol), cujo os hidrogénios geram sinais entre 1.24 e 1.49 ppm. O
hidrogénio do grupo metino, -CH- (letra f do espectro da Fig. 5.2.) apresenta um sinal
em 3.54 ppm referente ao diisocianato, como descrito na literatura (CHAN-CHAN et
al., 2010; GRACIOLI, 2016; HU et al., 2009). Além disso, o hidrogénio do grupo
uretano, -NHCO- (letra e no espectro da Fig. 5.2) apresenta um sinal em 4.55 ppm,

também evidenciado por Chan-Chan e colaboradores (2010).

As atribuicOes descritas para o PU sintetizado neste trabalho estdo de acordo
com outros trabalhos descritos na literatura. Oh e colaboradores (2015) sintetizaram
um poliuretano de baixa massa molar partindo de hexametileno diisocianato (HDI) e

combinacdo de policarbonato diol e isossorbida, os deslocamentos quimicos dos
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hidrogénios dos grupos metilenos( -CH,-) da estrutura do policarbonato diol foram
observadas a 1.65, 1.55, 4.70 ppm (OH et al., 2015). No espectro da Figura 5.2
observa-se o deslocamento quimicos dos grupos metilenos (da estrutura do
policarbonato diol e hexano diol no PU) destraca-se o hidrogénio da ligacdo O-CH,

(policarbonato diol) indicado na letra “” com deslocamento quimico 4.70 ppm,

semelhante ao relatado por OH e colaboradores (2015).

Os hidrogénios do grupo H,C-O- (letras “h” e “a” do espectro da Fig. 5.2),
vizinhos aos grupamentos uretanicos foram observados em 4.05 e 4.15 ppm, o que
confirma a formacdo de ligacbes de uretano conforme ja relatado na literatura
(BASTERRETXEA et al., 2016; GRACIOLI, 2016; JAVAID et al., 2019).

5.2. Caracterizagcdo dos scaffolds de poliuretano (PU)

5.2.1. Morfologia e tamanho de poros

As caracteristicas morfologicas do filme de PU denso e dos scaffolds de PU
preparados pelos processos de lixiviacdo (PU_L) e por scCO, (PU_S) foram
comparados, bem como a avaliacdo das propriedades mecanicas, térmicas, e de

biocompatibilidade dos scaffolds.

O filme denso de PU, é um filme transparente e ndo apresenta poros como €&
possivel observar nas imagens obtidas por microscopia eletrénica na Figura 5.3. O
filme de PU denso foi utilizado apenas para fins comparativos com os scaffolds
obtidos por lixiviagdo (PU_L) e por scCO, (PU_S) quanto a aparéncia. Como mostra
a Figura 5.4, os scaffolds PU_L e PU_S possuem aparéncias bem diferentes, no
scaffold PU_L, os poros na superficie estdo mais visiveis quando comparado ao
scaffold no PU_L mostrando um perfil esponjoso, enquanto o PU_S apresenta-se
como uma membrana com superficie mais uniforme. Estas diferencas estao
associadas ao tipo de técnica utilizada para obtencao scaffold mesmo partindo-se do

mesmo polimero.
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Figura 5.3. Micrografias do filme de PU denso e dos scaffolds de PU_L (a) parte superior; b) parte

inferior.

Os fatores que influenciam diretamente a formagédo de poros na técnica de
lixiviacdo para obtencdo de scaffold sdo a secagem e tratamento térmico (quando
feito), tamanho e formato do grdo do agente porogénico (SOLA et al.,, 2019;
TURNBULL et al., 2018). Contudo, mesmo com a secagem, tratamento térmico e
peneiramento das particulas do sal, a formagcédo de aglomerados dos graos resulta
na formacdo de poros com tamanhos maiores do que aqueles, caracteristicos do
grdo do sal (SAVARIS et al.,, 2019; SOLA et al., 2019). Como mostram Sola e
colaboradores (2019) para obtencdo de scaffolds de PU e PMMA que imitam o
microambiente da medula 6ssea, foi utilizado o sal NaCl depois de secos e com
tamanho de grdo abaixo de 1000 pum, como resultado o tamanho dos poros dos
scaffolds variou de 354 a 1250 um, os poros maiores que 1000 um séo atribuidos a

provavel aglomeracao de gréaos do sal (SOLA et al., 2019).

Enquanto que na técnica de inversdo de fase por didxido de carbono
supercritico (scCO,) o tempo de despressurizagédo da célula de alta presséo exerce
influéncia direta no tamanho e producéao dos poros. A despressurizagcdo mais lenta
(acima de 10 min) produz scaffolds com poros mais ordenados e de tamanho
uniforme. O tempo e tamanho do poro dependem diretamente do tipo de matriz
polimérica utilizada na obtencdo do scaffold (GOIMIL et al., 2019; MORGADO et al.,
2014; TEMTEM et al., 2009).
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Figura 5.4. Imagens do filme de PU denso e dos scaffolds de PU_L (a) parte superior; b) parte

inferior; c) transversal) e PU_S (d) parte superior; e) parte inferior; f) transversal).

As micrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura das
superficies superior e inferior dos scaffolds PU L e PU_S sdo apresentadas na
Figura 5.5. Os scaffolds sofreram fraturas criogénicas para analise da regido interna,

poros e interconexdes dos scaffolds (Figura 5.6).
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Figura 5.5. Micrografias da parte superior e inferior dos scaffolds de PU_L: a) superior 100x e c)

1000x — b) inferior 100x e de PU__S: d) superior 100x e f) 1000x — e) inferior 100x.

73



74

O tamanho dos poros na superficie superior dos scaffolds ficou entre 9 —
58 um para o PU_L e entre 20 — 44 um para o scaffold PU_S. Enquanto na
superficie inferior dos scaffolds o tamanho dos poros ficou entre de 20 — 276 um
para PU_L e entre 10 -70 um para PU_S. Os poros obtidos na parte superior dos
scaffolds foram menores daqueles obtidos na parte inferior para ambos scaffolds,
devido ao pouco contato de passagem de gas nessa superficie que fica em contato
com a placa. Na Figura 5.5. bee. & possivel observar esse perfil com maior
porosidade e poros maiores na face inferior dos scaffold, devido a forte aderéncia da
mistura seca da matriz polimérica com o sal na placa de Petri durante a técnica de
lixiviacdo e pela passagem do fluido supercritico através da placa porosa no
processo de scCO,. Ambos scaffolds, PU_L e PU_S, apresentaram na superficie

superior (parte sem contato com a placa) porosidade reduzida (Fig. 5.5 a; c. e d; f.).

Nas Figuras 5.5d.e 5.5.e observa-se 0s poros maiores produzidos na
lixiviagdo do sal no scaffold PU_L, este comportamento ocorre possivelmente devido
ao empilhamento dos cristais de sal, caracteristica ja relatada na literatura no
processo de lixiviagdo com uso de NaCl (BARBANTI et al., 2008; JANIK et al., 2015;
MI et al., 2015). Este aspecto também €& observado na Figura 5.6 onde o scaffold

apresenta uma aparéncia altamente porosa similar a formacao de espuma.

As micrografias do corte transversal dos scaffolds estdo apresentadas na
Figura 5.6, onde é possivel observar que ha maior concentracdo de poros
interconectados ao longo da cavidade interna do scaffold PU_S, enquanto no PU_L

0s poros estéo dispersos por todo o scaffold.

A interconectividade e disperséo de poros obtidos nos scaffolds PU L e PU_S
sdo fundamentais para que ocorra uma efetiva e eficiente interacdo celular e
passagem de fluidos e nutrientes no processo de adesdo e crescimento celular. A
estrutura dos scaffolds poliméricos para engenharia de tecidos deve ser dotada de
uma arquitetura interna complexa e com porosidade, o que favorece locais para
fixacdo das células e a diferenciacdo, sem impedir a proliferacdo (HOSSEINKHANI
et al., 2014).
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Corte transversal dos scaffolds

PU L

PU S

x 100 500um X200 250 ym

Figura 5.6. Micrografias da seccao transversal dos scaffolds de: PU_L: a) 100x; b) 200x e PU_ S:
€)100x; d) 200x.

O scaffold PU_L possui uma espessura média de 1,11 mm e poros interno
com tamanho entre 10-276 um dispersos de forma heterogénea em todo o interior
da matriz (Figura 5.6 a e b). Enquanto, o scaffold PU_S apresentou uma espessura
média de 1,09 mm, similar ao apresentado PU_L e, poros na regido interna do
scaffold dispersos de maneira assimétrica, uma regido com poros de menor tamanho
(entre 9-48 um) que estdo mais aglomerados acima de uma regido com poros
maiores (101-151 um) e dispersos (Figura 5.6 ¢ e d). Essa organizacdo dos poros no
interior da matriz (poros menores na parte superior e maiores na parte inferior)
observada no scaffold PU_S obtido por inversdo de fase assistida por CO,
supercritico. Morgado e colaboradores (2014) também observaram esse mesmo
comportamento na preparacdo de membranas a partir de poli(alcool vinilico), PVA,
com a técnica de scCO;, para uso como curativos de pele (LOH e CHOONG, 2013;
MORGADO et al., 2014).
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A Figura 5.7 apresenta a distribuicdo de tamanho dos poros da secc¢ao
transversal (Fig. 5.6) dos scaffolds produzidos por lixiviagdo e por scCO,.

Distribuicdo de tamanho de poros
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Figura 5.7. Distribuicdo do tamanho dos poros dos scaffolds PU_L e PU_S.

E possivel observar que para ambos scaffolds (PU_L e PU_S) o maior
percentual de poros encontra-se na faixa de 16 — 60 um. Esta faixa € citada na
literatura como étima para o crescimento de fibroblastos e osteoblastos em estagio
inicial (CUNNINGHAM; DUNNE, 2012; TRAUTMANN et al., 2018; ZULKIFLI et al.,
2019). Zulkifli e colaboradores (2019) prepararam scaffolds a partir de compoésito de
celulose e PVA com tamanho de poros entre 20 a 40 um para uso na proliferacédo
celular de fibroblastos, os resultados do estudo in vitro mostraram significativa

interacéo celular e excelente proliferagdo (ZULKIFLI et al., 2019).

A Tabela 5.2 apresenta as faixas de tamanho de poros ideais em relacao a

diferentes tipos de células ou tecidos.
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Tabela 4.2. Faixas de amanho de poros ideais e respectivos tipos de células ou tecidos.

Faixa de tamanho de poros

Referéncias
(km)

Células ou tecidos

(CUNNINGHAM; DUNNE, 2012;
ZULKIFLI et al., 2019)

Regeneragdo celular 40 - 200 (SAVARIS et al., 2019)

(BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK,
2006; CUNNINGHAM; DUNNE,

Fibroblastos 5-15/10-60/ 20- 125

5 -50 (em crescimento
Osteoblastos ( )

100-350 2012)
- _ (BARBANTI:; ZAVAGLIA; DUEK,
Neovascularizagao 5-50 2006; SAVARIS et al., 2019)
. BARBANTI: ZAVAGLIA: DUEK,
Capilar 200-300 2006: SAVARIS et al., 2019)
Hepatocitos Aprox, 20 BARBANTI: ZAVAGLIA: DUEK,

2006; SAVARIS et al., 2019)

O tamanho médio dos poros foi de 64 um para o scaffolds PU_L e 42 ym para
o PU_S, indicando que ambos scaffolds podem ser empregados como suporte de
proliferacdo de fibroblastos, regeneracdo celular, e o inicio do estagio de
crescimento de osteoblastos (Tab. 5.2). No entanto, ambos scaffolds também
possuem poros acima de 100 um o que permite a utilizacdo para proliferacdo de

osteblastos e células capilares (Tab. 5.2).

No trabalho desenvolvido por Sin e colaboradores (2010) foi obtido scaffold de
poliuretano (PU), advindo de fonte comercial ndo informada, a partir de evaporacao
de solvente e lixiviagdo de particulas. As matrizes lixiviadas apresentaram uma
morfologia porosa, com maior tamanho de poros (7 — 30 um). Segundo os autores
essa €é uma caracteristica adequada para fixagdo celular e para matrizes
extracelulares, promovendo o crescimento celular de forma orientada (SIN et al.,
2010). Similarmente, é possivel sugerir que ambos scaffolds obtidos PU_L e PU_S
apresentaram porosidade e tamanho de poros adequados para aplicacdo em
engenharia de tecidos.

A microscopia de forca atbmica (AFM) foi utilizada para estudar as
caracteristicas topograficas da superficie, bem como a rugosidade dos scaffolds de

PU desenvolvidos neste trabalho, investigando a influéncia das técnicas de lixiviagao
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e por dioxido de carbono supercritico (scCO,) nas nessas caracteristicas. As
micrografias de AFM estdo apresentadas na Figura 5.8.

3.7nm
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1.70m . = : " 7.4nm
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Figura 5.8. Imagens obtidas por AFM dos scaffolds PU_L e PU_S.

As imagens obtidas por AFM (Figura 5.8) indicam menor porosidade em
ambos scaffolds na parte superior (sem contato com a placa durante a preparacéo)
guando comparado com a parte inferior. No entanto, a parte inferior dos scaffolds
apresentam caracteristicas diferentes, enquanto a PU_L apresenta rugosidade e
distribuicdo de poros heterogéneos, a ponto de ndo haver imagens nitidas e o PU_S

apresenta morfologia mais homogénea.

A rugosidade do PU_L foi consideravelmente maior do que a rugosidade do
PU_S. Para o scaffolds PU_L a rugosidade da parte superior foi de 5,26 um (o: 0,65)
e da parte inferior 7,81 um (o: 0,65). Ja para o PU_S, ambas as partes superior e
inferior, apresentaram rugosidades semelhantes (superior 0,37 um (o: 0,02); inferior
0,45 um (o: 0,08)).
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No trabalho de Toloue e colaboradores (2019), scaffolds produzidos a partir
de poli(hidroxibutirato), PHB, pela técnica de eletrofiacdo, apresentaram rugosidade
média acima de 346 nm. Estudos anteriores revelaram que osteoblastos,
fibroblastos, células musculares lisas e endoteliais parecem responder melhor a
rugosidade superficial em escala nanométrica (PRICE; HABERSTROH; WEBSTER,
2003; TOLOUE et al., 2019).

Torres e colaboradores (2014) preparam membranas com policaprolactona
(por lixiviagdo/jateamento de areia) e estudaram o efeito da rugosidade na
diferenciacdo e proliferacdo de células tronco mesenquimais osteogénica. As
membranas que apresentaram boa compatibilidade e proliferacdo, bem como
diferenciacdo celular, tiveram rugosidades superficiais entre 2,1 a 5 um (FAIA-
TORRES et al., 2014).

Segundo Zhu e colaboradores (2016) as propriedades das superficies dos
scaffolds, em especial a rugosidade, influenciam diretamente a interacdo entre o
scaffold e fluido corporeo (ZHU et al., 2016). Os scaffolds PU_L e PU_S apresentam
rugosidades adequadas para aplicagcdo na engenharia de tecidos, no qual o perfil de
rugosidade do PU_L mostrou-se préprio para cultivo de células tronco
mesenquimais, enquanto scaffold PU-S mostrou-se interessante para o cultivo de

células de tecidos macios.

5.2.2. Propriedades térmicas e mecanicas

A estabilidade térmica dos scaffolds e a determinacdo do valor da
temperatura de transi¢do vitrea (T4) foram avaliadas pelas técnicas de TGA e DSC
(Figura 5.9 e Tabela 5.3). Para identificar possiveis influéncias das técnicas
empregadas para obtencdo dos scaffolds (lixiviacdo e scCO,) foi realizado a analise
do filme de PU denso (PU) para comparacao dos eventos térmicos com os scaffolds
de PU_L e PU_S.
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Figura 5.9. Perfil do comportamento térmico dos scaffolds. a) TGA; b) DTG.

Tabela 5.3. Temperatura inicial (T;) e final de decomposicéo (T;) das 12 e 22 etapas, temperatura de

pico (Tyico),% de perda de massa e temperatura de transicéo vitrea (Ty) para os scaffolds e PU denso.

Material 12 etapa 2° etapa Perda de T, (C)
Ti(C)| Tueo(C)| T((CC)| Ti(C)| Tpeo(C) | TycC) MaSsa (%)
PU denso 324 390 437 - - - 96,5 3,9
PU_L 277 307 355 355 451 480 95,3 -4.,8
PU_S 315 341 390 390 443 477 97,7 -1,9

Os poliuretanos apresentam, em geral, degradacéo térmica, em duas etapas
onde o primeiro evento estd relacionado aos segmentos rigidos derivados dos
grupos uretano e o segundo evento resultante da decomposicdo dos segmentos
flexiveis atribuidos ao polidl, que exibe maior estabilidade térmica (KROL et al.,
2018; SAVARIS et al., 2019). Pela analise dos resultados da Figura 5.9 verificou-se
que para o filme de PU (PU denso) a degradacdo apresentou um mecanismo em
uma etapa, com temperatura inicial de 324 °C e final de 437 °C. Enquanto que para
os scaffolds PU_L e PU_S, a degradacdo ocorreu basicamente em duas etapas
verificadas na curva termogravimétrica derivada (DTG), em que a primeira etapa
ocorreu entre 277 - 355 °C e, a segunda entre 355 - 380 °C para o PU_L e, para
PU_S o primeiro evento ocorreu entre 315 - 390 °C e a segunda entre 390 477 °C.
Esses eventos correspondem a decomposi¢cdo dos segmentos rigidos e flexiveis,
respectivamente (GRACIOLI et al., 2013; KROL et al., 2018; SAVARIS et al., 2019).

O perfil de decomposicédo do PU_L mostra uma pequena divisdo no primeiro pico da
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DTG, resultando em 3 picos na curva, segundo a literatura quando a taxa de
aquecimento € baixa, podem ser observados mais de dois picos na curva de DTG,

indicativo da complexidade da degradacéo do polimero (SAVARIS et al., 2019).

O perfil das temperaturas dos eventos térmicos dos scaffolds PU_L e PU_S
esta de acordo com a literatura (GRACIOLI, 2016; JIANG et al., 2019; SAVARIS et
al., 2019). A analise dos eventos térmicos do scaffold de PU/PDLLA desenvolvido
por Savaris e colaboradores (2019) apresentaram trés eventos térmicos entre 332 -
406 °C, representando 95% de massa total (SAVARIS et al., 2019). Gracioli (2016)
sintetizou um PU (baseado em policaprolactona diol e mistura de H1,MDI/HDI) que
apresentou eventos térmicos de decomposicdo em duas etapas entre 221 — 374 °C
com perda de massa de 93% (GRACIOLI, 2016).

Esse comportamento de decomposi¢cdo em mais de uma etapa, indica que os
segmentos rigidos sdo mais suscetiveis a clivagem via térmica do que as ligacdes

éster nos segmentos flexiveis (JIANG et al., 2019).

Quando comparados com PU denso, ambos os scaffolds, PU L e PU_S,
apresentaram bons resultados, ambos apresentam temperatura inicial de
degradacdo menor que o PU denso. Além disso, o PU_L apresenta a temperatura
inicial de degradacédo mais baixa. A diferenca de temperaturas de degradacéo inicial
pode estar relacionada a dispersdo dos poros na matriz. No scaffold PU_S os poros
maiores estdo concentrados na parte inferior e os menores aglomerados na parte
superior, enquanto no scaffold PU_L os poros estio dispersos por toda a matriz. E
possivel sugerir que a conducdo da energia térmica € facilitada nos scaffolds com

poros maiores e distribuidos por toda matriz.

Gabriel e colaboradores (2017) desenvolveram scaffold de poliuretano
(comercial), geralmente utilizado para engenharia de tecidos (preparado a partir de
poli(tetrametilenoglicol, hexametileno diisocianato e butanodiol), a analise de
TGA/DTG do poliuretano mostram duas etapas de perda de massa, onde o primeiro
evento ocorreu de 254 a 403 °C e o segundo de 403 a 487 °C, os autores destacam
que a faixa de temperatura de degradacdo é ideal para processos como a

esterilizacdo (GABRIEL et al., 2017a). Nesse contexto, é possivel afirmar que os
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scaffolds PU_L e PU_S, ainda com perfis diferentes de temperaturas, estdo dentro

do ideal para processos de esterilizagédo sob altas temperaturas.

O polimero PU utilizado neste trabalho € amorfo, possuindo apenas a
temperatura da transicdo vitrea (Tg) (Tabela 5.3). Um poliuretano com estrutura
amorfa apresenta melhor perfil de degradacdo, sdo mais suscetiveis ao fluido
corpOreo, para aplicacbes em engenharia de tecidos do que um poliuretano
semicristalino. (GUBANSKA; SKWARSKA, 2017; RUIZ et al., 2014).

Mesmo que os scaffolds ndo sejam destinados a suportar grandes cargas,
suas propriedades mecanicas sao relevantes, porque os scaffolds devem ser faceis
de manusear. Além disso, a literatura destaca que as propriedades mecanicas
influenciam a interag&o inter e intracelular, o crescimento e a mobilidade celular e a
resposta a estimulos ou inibidores (RIJAL; LI, 2016; SOLA et al., 2019). Os scaffolds
foram submetidos ao ensaio de tracdo quando secos e depois de 8 horas imersos

em solucéo tampao fosfato pH 7.4 (Figura 5.10 e Tabela 5.4).
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Figura 5.10. Propriedades mecénicas dos scaffolds PU_L e PU_S em diferentes condi¢cdes

ambientais (seco e imido com PBS (pH 7.4).
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Tabela 5.4. Valores de Mddulo de Young (MPa), Tenséo na ruptura (MPa) e Deformacéo na ruptura

(%) obtidos no ensaio de tragdo dos scaffolds PU_L e PU_S, em diferentes condig6es ambientais:

Modulo de Young (MPa)

Tensao na Ruptura (MPa)

Deformacédo na Ruptura (%)

Scaffold 1
Seco pH7.4 Seco pH7.4 Seco pH7.4
PU_L 0,42 0,31 1,53 0,95 687 612
PU_S 0,75 1,13 2,54 1,29 715 515

Observou-se que, em condi¢bes de seco, o scaffold PU_S (médulo de Young
de 0,75 = 0,06 MPa) apresentou melhor resisténcia mecanica comparado ao PU_L
(0,42 + 0,04 MPa). Apés 8h em contato com PBS, os mesmos tiveram
comportamento distinto dos médulos de Young, houve um aumento no modulo para
o PU_S (1,13 £ 0,09 MPa), enquanto que para o PU_L ocorreu uma pequena
diminuicao (0,31 £ 0,03 MPa). Contudo o médulo de Young do scaffold PU_S mostra
um aumento, na condicdo de Umido, em relacdo ao ensaio quando seco. N&do ha
relatos sobre esse comportamento na literatura, porém uma provavel explicacdo é
gue a amostra selecionada para esse ensaio poderia conter menos poros
distribuidos na matriz do que a amostra usada no ensaio a seco, uma vez que 0
modulo de Young é inversamente proporcional a porosidade, além disso a diferenca

entre os médulos é de 0,38 MPa considerada pequena.

A tensdo na ruptura dos scaffolds, quando secos, foi maior para o PU_S
(2,54 Mpa) comparado ao PU_L (1,53 MPa), entretanto quando umidos, os scaffolds
apresentaram tensdes préximas (1,19 MPa para o PU_S e 1,01 MPa para o PU_L).
A deformacdo na ruptura foi semelhante para ambos scaffolds quando secos (715 +
2% e 687 £ 9% para PU_S e PU_L, respectivamente). Quando umidos, o scaffold

PU_L apresentou maior deformacéo (612 + 2%) comparado ao PU_S (515 + 4%).

Os resultados do ensaio de tracdo mostraram que ambos os scaffolds tem
potencial de uso para diferentes aplicacées na regeneragao celular, como relatado
por Mi e colaboradores (2018). Os autores descreveram a preparacdo de um
scaffold, por lixiviagcdo de sal, de PU (a partir de policaprolactona diol e hexametileno

diisocianato — NCO/OH= 1,2) para regeneragcdo de tecidos que sofram cargas e



84

tensdes como vasos sanguineos. O PU com propriedades de maior semelhanca e
melhor que 0s vasos sanguineos nativos, apresentou modulo de Young de
0,350 MPa, tenséo na ruptura de 0,290 MPa e deformacédo na ruptura de 79 % (Ml et
al., 2018). Os resultados dos scaffolds PU_S e, em especial, PU_L (obtido pela
mesma técnica de lixiviagdo de Mi et al.,2018) apresentam maior resisténcia estando
de acordo para um possivel uso regeneracdo vascular. Wu e colaboradores (2019)
produziram scaffold de policaprolactona e Pluronic (F17) para semear células
fibroblasticas do tecido do es6fago humano, no qual apresentou valor de modulo de
Young entre 1,31 — 2,30 MPa e tensao na ruptura de 1,08 — 2,9 MPa (WU et al.,
2019). Estes valores sao semelhantes aos obtidos pelos scaffolds de PU_L e PU_S,
em ambas condicbes ambientais seco e Umido, o que indica que os scaffolds

apresentam propriedades mecanicas adequadas para proliferacao de fibroblastos.

Os scaffolds ndo apresentaram diferenca consideravel em suas propriedades
mecanicas quando em meio pH=7.4. A resisténcia a tracdo dos scaffolds tendeu a
diminuir quando em contato com solucdo PBS, ao passo que a elasticidade
aumentou para PU_S, enquanto que para PU_L a variagao néo foi significativa. Este
comportamento pode ser atribuido as diferencas no processamento e capacidade de
inchamento (valores elevados para o PU_L) que pode causar aumento da perda na
integridade estrutural e, consequentemente, diminuicdo da resisténcia mecanica
(CHAPEKAR, 2000; LI et al., 2016).

Zhang (2006) sintetizou poliuretano a partir de policaprolactona (PCL) e
difenilmetano diisocianato (MDI) para avaliar a capacidade do poliuretano como
biomaterial na engenharia de tecidos nas condic6es seco e umido em meio simulado
corpéreo. O PU apresentou 500% de alongamento, em ambas condi¢8es, indicando
gue a alta elasticidade é importante para o uso do material na medicina regenerativa
de, tanto para o crescimento celular como também para implantes e enxertos
(ZHANG, 2006).

Os resultados de deformacgao na ruptura obtidos para ambos scaffolds, PU_L
e PU_S, foram maiores (secos) ou semelhantes (Umidos) quando comparados ao
trabalho de Zhang (2006), mostrando que estes scaffolds tem caracteristicas

mecanicas adequadas para uso como suportes na engenharia de tecidos.
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A capacidade de inchamento e perfil de degradacé&o hidrolitica dos scaffolds

foi realizada por imersdo em meio simulado corpéreo PBS (pH 7,4), como mostrado

na Figura 5.11.
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Figura 5.11. Ensaios de inchamento e degradacao hidrolitica dos scaffolds PU_L e PU_S: a) Perfil de

inchamento durante 500 h e b) Ampliacéo das primeiras 8h; c) perfil de perda de massa durante 500 h

e d) Ampliacdo das primeiras 8 h.

O perfil de inchamento (Figura 5.11. a e b) foi constante no inicio do ensaio

(até 8 h) para ambos os scaffolds. Porém o scaffold PU_L alcangcou um inchamento

de aproximadamente 50% neste tempo, enquanto o scaffold PU_S apresentou um

inchamento de até 10% neste mesmo tempo (Figura 5.11. b). Por outro lado, o perfil

de degradacao, nas primeiras horas (Figura 5.11. d), foi semelhante em ambos os

scaffolds, com pequena perda de massa (1 — 4%).
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Estes resultados indicam que a técnica de obtencao dos scaffolds influéncia
significativamente no perfil de inchamento e degradacao. Inicialmente, o scaffold de
PU_L apresentou maior inchamento em comparacdo ao perfil de inchamento do
scaffold do PU_S (Figura 5.11. b). Segundo a literatura, o perfil de inchamento de
scaffolds poliméricos pode ser influenciado pela propriedade hidrofilica e pelo
tamanho dos poros do material (HUYNH et al., 2019; MORONI, et al., 2005). Zulkifli
e colaboradores (2019) realizaram ensaio de inchamento em scaffolds de
hidroxietilcelulose e PVA para proliferacdo de fibroblastos. As amostras que
apresentaram forma irregular e com maior grau de interconectividade de poros
absorveram &gua mais rapidamente quando comparado aos outros scaffolds
(ZULKIFLI et al., 2019).

Além disso, o PU_S exibiu um valor maximo de inchamento em torno de 25%
(250 h), enquanto que o PU_L atingiu valor maximo de inchamento (59 %) nas
primeiras 8 horas. Ao observar ao longo das 500 horas o poder de inchamento do
PU L é nitidamente maior que o PU_S provavelmente associado a sua rica
morfologia em poros e galerias, uma vez que PU_L apresenta maiores
interconexdes que PU_S. No entanto, ao longo do tempo, observa-se que o fluxo do
fluido simulado corpéreo para o interior dos scaffolds leva a um inchamento
semelhante. O fluxo de fluidos pode causar alteracbes na estrutura do scaffold,
indicando que o decaimento percentual de inchamento sugere que o material atingiu
a capacidade maxima de inchamento, ocorrendo apenas degradacdo do material
(CORREIA et al., 2015; LEBARON; ATHANASIOU, 2000; LI et al., 2016; OLIVEIRA
et al., 2017).

O perfil de degradacao, representado em percentual de perda de massa
(Figura 5.11. c e d), mostrou que o scaffold obtido pelo método supercritico (PU_S)
apresentou maior perda de massa (= 15%) quando comparada ao scaffold obtido
pelo método de lixiviagdo (PU_L) (z 7%). Em 3 dias, o PU_L apresentou maxima
degradacédo de 4% e PU_S de 11%. Apdés 5 dias, a degradacao hidrolitica maxima
foi de 7% para o PU_L e 15% para o PU_S. Nas primeiras horas de degradacéo o
scaffold PU_S manteve-se mais estavel quando comparado ao PU_L,
comportamento que pode ser relacionado ao tamanho dos poros e dispersdo dos

poros na matriz, o PU_L mostra ter maior porosidade e interconectividade e assim a
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taxa de difusdo da agua é facilitada. Por outro lado, o baixo percentual inicial de
degradacdo do PU_S esté relacionado ao perfil de inchamento que no mesmo
periodo manteve-se com percentual abaixo de 5%. A estrutura porosa do scaffold
PU_L ajudou na permanéncia da solucdo de PBS em sua superficie devido maior
rugosidade e poros na superficie, fazendo com que o fluido simulado corpéreo
permeasse através dos poros, 0 que explica o maior inchamento e degradacao
hidrolitica do PU_L. Por outro lado, o scaffold PU_S apresenta menos poros e menor
rugosidade na superficie levando a um percentual de inchamento baixo. No entanto,
a sorcdo do fluido simulado corpo6reo por toda a estrutura é observada em ambos
scaffolds (inchamento mais rapido para o PU_L e lento para PU_S), o que indica a
permeacdo do meio celular nos scaffolds (ASSIS, 2005; SANTOS, 2010; WU et al.,
2019).

Este comportamento dos perfis da degradacdo hidrolitica e inchamento ja
foram relatados na literatura de forma semelhante, as membranas e scaffolds de
poliuretano tiveram uma rapida perda de peso inicial nos primeiros dias (GRACIOLI,
2016; WEN et al., 2019).

Gracioli (2016) preparou duas membranas de poliuretano (a partir de PCL diol
e mistura de H;;MDI/HDI) impregnada com rapamicina para aplicagdo como
enxertos na &rea cardiovascular. Uma membrana porosa (MP-1) por método casting
em camara de evaporacdo de solvente e outra membrana porosa obtida pelo
processo de lixiviagdo com cloreto de sédio (NaCl) (MP-2). No ensaio de inchamento
em 30 dias, a membrana lixiviada (MP-2) apresentou maior inchamento de 65% nos
primeiros 3 dias atingindo o ponto maximo de 75% em 20 dias. Enquanto que a
membrana porosa MP-1 atingiu 0 méximo de inchamento de 6% em 15 dias, o alto
grau de inchamento da MP-2 foi atribuido a alta rugosidade e a presenca dos poros
na superficie (GRACIOLI, 2016).

Wen e colaboradores (2019) produziram scaffold por impressao 3D de PU (a
partir de PCL diol e isoforona diisocianato, IPDI) impregnado com quimiocina, para
aplicacdo em engenharia de tecidos e acdo terapéutica em doencas ortopédicas.
Nos ensaios in vitro, por imersdo em PBS por 28 dias, os scaffolds apresentaram

rapida perda de massa inicial nos primeiros 3 dias em torno de 20%, porém o perfil
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de degradacao hidrolitica foi mais lento apés 7 dias (25% degradacdo méaxima),
segundo os autores esse perfil de degradacdo hidrolitica apresenta um tempo
adequado de degradacdo para aplicagdo em engenharia de tecidos (WEN et al.,
2019).

O perfil ideal de inchamento e de degradacao hidrolitica de um scaffold como
suporte de ensaios in vitro e ex vivo depende do tempo necessario para adesao,
interacdo e proliferagdo celular., Geralmente os ensaios in vitro relatados na
literatura sdo de no minimo 8 a aproximadamente 40 dias, sem a total degradacéo
dos scaffolds, bem como observado nos scaffolds de PU L e PU_S (GRACIOLLI,
2016; MORGADO et al., 2014; WEN; DAI; HSU, 2019; WU et al., 2019).

5.2.4. Propriedade de molhabilidade

Um biomaterial podera ser considerado hidrofilico com um angulo de contato
de 10° hidrofébico com um angulo de contato entre 90° e 150° e altamente
hidrofébico quando o angulo de contato for maior que 150° (GRACIOLI, 2016;
KHODABAKHSHI et al., 2019; PEGORETTI et al., 2008).

Andlises de angulo de contato foram realizadas com solu¢cdes de pH
diferentes (pH= 6,4, simulando o meio &cido do fluido corp6reo quando h& algum tipo
de infeccdo ou outra patologia, pH= 7,4 simulando fluido corp6reo em condi¢cdes
normais). Avaliou-se a sensibilidade ao meio e a influéncia do tempo no
comportamento de molhabilidade nas duas faces dos scaffolds (superior e inferior), o

perfil do comportamento do ensaio do angulo de contato é mostrado na Figura 5.12.

De acordo com a Figura 5.12, pode-se observar que todos os scaffolds
apresentaram angulos de contato menores que 95° sendo consideradas
predominantemente molhantes, ou seja, propensas a hidrofilicidade (GRACIOLI,
2016; PEGORETTI et al., 2008).
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Figura 5.12. Comportamento do angulo de contato, das superficies dos scaffolds : com pH 6.4 e

pH 7.4. a) parte superior; b) parte inferior, usando PBS com diferentes pHs.

De forma geral, para ambos os scaffolds, com solu¢cées com diferentes pH,
em ambas as superficies houve uma diminuicdo do angulo de contato com tempo.
No primeiro contato da gota na superficie superior dos scaffolds (Figura 5.12. a), os
valores de angulo de contato para o PU_L foram 94° (pH= 6,4) e 89°(pH= 7,4);
enquanto para o PU_S em pH 6.4 e 7.4 foram 95° (pH= 6,4) e 92° (pH= 7,4). Ambos
os scaffolds apresentam comportamento similar no instante em que a gota toca na
superficie. Quando foi avaliada a superficie inferior (Figura 5.12. b) dos scaffolds,
observou-se uma diminuicdo dos angulos de contato, para o PU_L foi de 86° (pH=
6,4) e 89° (pH= 7,4), enquanto que para o PU_S o valor foi de 84° para ambos as
solugdes. Esta diminuicdo do angulo de contato indica um aumento na molhabilidade
da superficie pelos fluidos corpéreos simulados. Com o passar do tempo de contato
com a gota, observou-se uma diminuicdo no angulo nos scaffolds associado a
presenca de poros. Como a dispersédo dos poros na superficie inferior (Figura 5.12.
b) dos scaffolds é maior que na superficie superior (como visto nos resultados do
MEV, Figura 5.5. b), é visivel a diminuigdo no angulo de contato em ambos scaffolds,

gue apresentam maior tamanho de poros nas faces inferior.

Segundo a literatura, 0s grupos amina e carboxila possuem afinidade ao CO,,
dessa forma, provavelmente, esses grupamentos presentes na estrutura quimica do
poliuretano podem estar direcionados nas faces do scaffold PU_S devido a
passagem do fluido supercritico CO, durante a obtencdo do scaffold e esses

grupamentos dao carater hidrofilico ao material (ASSIS et al., 2005; TAO et al.,
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2019; ZOU et al., 2019). Este comportamento pode ser uma explicagcado para a maior

molhabilidade do PU_S quando comparado ao PU_L.

Para o PU_L, a alta porosidade apresenta irregularidade na face inferior do
scaffold, esta caracteristica impossibilitou manter a linha de base durante a leitura do

angulo de contato em funcéo do tempo.

5.2.5. Viabilidade celular

A funcionalidade mitocondrial das células de fibroblastos e o efeito citotdxico
dos scaffolds foram avaliados com o teste de MTT, conforme apresentado na Figura

5.13.
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Figura 5.13. Efeito na atividade mitocondrial de fibroblastos nos scaffolds a) PU_L e b) PU_S,
cultivados por 24, 48 e 72 horas durante ensaio MTT. Os dados foram tratados estatisticamente por
ANOVA. *** pn <0.001, ** p <0.01, * p <0.05.

De acordo com os graficos do ensaio de MTT (Fig. 5.13. a e b) a viabilidade
celular em ambos scaffolds apresentaram valores acima de 70%. Segundo a
literatura, esse resultado indica efeito ndo citotoxico e que ndo houve influéncia na
funcionalidade mitocondrial (USP 23, 1995; GRACIOLI, 2016).
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Além disso, a Figura 5.13 a e b. mostram a porcentagem de viabilidade
celular versus tempo, em relagdo ao controle positivo e negativo. Os resultados
obtidos (Figura 5.13. a) mostram um decréscimo progressivo da porcentagem de
viabilidade de fibroblastos em contato com o scaffold PU_L nos diferentes tempos
testados. Por outro lado, a porcentagem de células viaveis aumenta em 72 horas em
contato com o scaffold PU_S (Figura 5.13 b).

De forma geral, a analise de viabilidade mostrou que os scaffolds PU_S e
PU_L ndo exibiram um efeito citotoxico estatisticamente significativo, indicando um

perfil de biocompatibilidade de ambos os scaffolds de PU avaliados neste estudo.

Os resultados do ensaio de MTT dos scaffolds PU_L e PU_S reproduzem
uma das caracteristicas principais do poliuretano, a biocompatibilidade como
relatado na literatura (BASTERRETXEA et al., 2016; GABRIEL et al., 2017a;
GRACIOLI, 2016). Este perfil ndo toxico € de suma importancia para indicar os
scaffolds para aplicacdo em engenharia de tecidos (KUCINSKA-LIPKA et al., 2015,
MARZEC et al., 2017).

A citotoxicidade dos scaffolds PU_L e PU_S foi avaliada por um segundo

teste, o ensaio de alamar blue (Figura 5.14) durante 72 horas.

150+

100+

Viabilidade Celular (%)
2

Conirole Lixiviado SCCO,

Figura 5.14. Avalia¢do da citotoxicidade dos scaffolds de PU (scCO2 e lixiviado) por 72 horas

pelo ensaio de Alamar Blue.
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De acordo com a Figura 5.14 foi possivel observar que os scaffolds
apresentaram perfil de resposta semelhante ao perfil exibido no ensaio de MTT no
mesmo tempo avaliado. O scaffold PU_L apresentou mesmo perfil de resposta ao
controle neste experimento, indicando que este scaffold ndo promoveu reducao da
viabilidade celular, como também exibiu perfil de biocompatibilidade apds 72 horas.
Este mesmo perfil foi apresentado pelo scaffold PU_S, contudo foi possivel observar
um aumento da viabilidade celular quando comparado ao grupo controle. Estes
resultados corroboram com a biocompatibilidade do PU descrito na literatura
(GABRIEL et al., 2017a), além de reiterar o perfil atéxico dos scaffolds de PU como
caracteristica chave para o sucesso da engenharia tecidual (KUCINSKA-LIPKA et
al., 2015; MARZEC et al., 2017).

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de vida/morte de células de
fibroblastos (Fig. 5.15). Os resultados mostraram que células predominantemente
vivas foram encontradas dentro dos scaffolds de PU L e PU_S. As células de
fibroblastos (hFB) aderiram adequadamente sobre os dois scaffolds de PU indicando

uma boa citocompatibilidade, quando comparadas ao grupo controle (sem scaffold).

Na Figura 5.15 é possivel observar a distribuicdo uniforme das células em
ambos scaffolds, onde as células hFB vivas (verde-claro) nos scaffolds PU L e

PU_S apresentaram a mesma distribuicdo em relacéo ao grupo controle.

O grande numero de células viaveis nas 24, 48 e 72 horas sugere que 0S
scaffolds ndo comprometem a viabilidade celular e o transporte de nutrientes e
oxigénio para as células. Apés 72 horas, o numero de células mortas (pontos em
vermelho) nos scaffolds mostrou-se abaixo do nimero de células mortas obtidas por
outros estudos de scaffold de PU (GABRIEL et al., 2017).
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Figura 5.15. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia do ensaio de avaliacao de células
mortas e vivas nos scaffolds PU_L e PU_S em 24, 48 e 72h, respectivamente.

O comportamento das células de fibroblastos também foi avaliado por Silva e
colaboradores (2013). Os scaffolds a base de Aloe Vera e quitosana foram
semeados com fibroblastos. Entre os 1° e 7° dia, as células distribuiram-se
uniformemente na superficie, no 7° dia as células proliferaram de forma aglomerada
e exibiram uma morfologia circular, indicando a permeabilidade dessas células ao
longo das interconexdes porosas o0 que sugere boa adesao e compatibilidade com a
matriz porosa (SILVA et al., 2013).

Gabriel e colaboradores (2017) desenvolveram scaffold de poliuretano
(comercial), geralmente utilizado para engenharia de tecidos (preparado a partir de
poli(tetrametilenoglicol, hexametileno diisocianato e butanodiol) com a técnica de

eletrofiacdo para uso como dispositivo de regeneracdo tecidual. Foi realizado o
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ensaio da viabilidade de células vivas (verdes) e mortas (vermelhas) celular de
fibroblastos de rim de macaco em 24, 48 e 72 horas de ensaio. As células
mantiveram em sua maioria vivas dentro do scaffold e aderiram nas interconexdes
porosas apresentando citocompatibilidade. Segundo os autores, esses resultados
sugerem que scaffold ndo compromete a viabilidade celular e o transporte de
nutrientes e oxigénio para células. Em 48 e 72 horas € possivel identificar um
aumento de células vermelhas (mortas) decorrente de efeito toxico do poliuretano
(GABRIEL et al., 2017a).

O perfil de viabilidade de células vivas e mortas apresentada na Figura 5.15
para ambos scaffolds proposto neste trabalho mostraram maior densidade de células
vivas (verdes) quando comparado a literatura em 48 e 72 horas, indicando
citocompatibilidade e sem efeito toxico consideravel proveniente da degradacédo dos

scaffolds de poliuretano estudados.

A morfologia das células de fibroblastos foi avaliada apds 14 dias de cultura
das células nos scaffolds (Figura 5.16), o que permitiu observar uma diferenca
morfolégica das células entre os scaffolds. As células foram coradas com uma
solucdo de corante contendo Phalloidin e dihidrocloreto de 4',6 — diamidino — 2 —
fenilindole (DAPI).

Uma caracteristica interessante observada no comportamento das células nos
scaffolds de PU é que h& uma permeabilidade celular, preenchendo os espacos
interconectados nos scaffolds e sdo moldadas de acordo com suas estruturas. Além
disso, as células de fibroblastos aderiram a superficie de ambos scaffolds ap6s 14
dias (Fig. 5.16).


http://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/46-Diamidino-2-phenylindole-dihydrochloride-DAPI,MDA_CHEM-124653
http://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/46-Diamidino-2-phenylindole-dihydrochloride-DAPI,MDA_CHEM-124653
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c) m

Figura 5.16. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia da morfologia celular (fibroblastos) nos

scaffolds PU_L e PU_S. As imagens b e d) sdo aproximacdes de 20 x.

A morfologia dos fibroblastos mostrou diferengcas aparentes em relacdo aos
scaffolds de PU L e PU_S. As células de fibroblastos no scaffold PU L
apresentaram um citoesqueleto mais fino (Fig. 5.16. a), enquanto as células no
scaffold PU_S sao arredondadas (Fig. 5.16. c). Observou-se que no scaffold PU_L
as células crescem no contorno dos poros proporcionando essa fina morfologia que
as circunda (Fig. 5.16. b). A morfologia esticada e fina de fibroblastos de ratos em
scaffold de policarbonato e polietilenoglicol foi relatada por Sit e Kohn (2009), o qual
estudaram a integridade estrutural celular em superficies poliméricas. Segundo os
autores as células apresentaram aderéncia no contorno dos poros, permearam e
proliferaram para o interior do scaffold (SIT; KOHN, 2009). Por outro lado, as células
de fibroblastos no scaffold PU_S apresentam uma morfologia arredondada, nao
tipica dos fibroblastos, parecendo aglomeradas na superficie do scaffold (Fig. 5.16.
d). Silva e colaboradores (2013) prepararam scaffold a base de Aloe Vera e

quitosana semeados com células de fibroblastos para ensaios in vitro (Fig. 3.2 —
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capitulo revisdo bibliografica), a proliferacdo de fibroblastos nos scaffolds mostrou
morfologia circular e uniforme por toda a superficie, semelhante a morfologia celular

observada no scaffold PU_S.

Os resultados apresentados neste trabalho com os scaffolds PU L e PU_S
indicaram que 0s mesmos apresentam propriedades mecanicas e térmicas
adequadas para o0 uso na engenharia de tecidos. O ensaio de inchamento mostrou
que ha permeacédo do fluido simulado corpdreo no interior dos scaffolds, o que indica
a facilidade da passagem de nutrientes do meio para as células. os scaffolds
promoveram a adesao celular, bem como a proliferacdo, o que sugere fortemente
que os scaffolds ndo comprometem a viabilidade celular indicando uma
biocompatibilidade das estruturas porosas que se mostraram eficientes no transporte
de nutrientes e oxigénio para as células (GABRIEL et al., 2017a; SAVARIS et al.,
2019).
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6. CONCLUSOES

A partir dos objetivos proposto neste trabalho conclui-se que a sintese de
poliuretano a base de policarbonato diol com propriedades atrativas para o
desenvolvimento de suportes tridimensionais para o uso em engenharia de tecidos
foi alcancada. Em especial, destaca-se a eficiéncia das técnicas de lixiviacdo e
inversdo de fase assistida por CO, supercritico (scCO,) na formacao de scaffolds de
PU com poros dispersos de formas diferentes em cada scaffolds. O processo de
lixiviagdo produziu poros aleatérios com maior grau de interconectividade entre a
superficie do scaffold e a matriz interna, enquanto o scaffold obtido por CO;
supercritico apresentou poros organizados de forma assimétrica com poros maiores

na parte inferior e poros menores na parte superior do scaffold.

As interfaces do scaffold de PU_L séo diferentes, devido a interacdo da placa
e da passagem do gas (N,) na evaporacao de solvente na face superior e o contato
da matriz polimero/sal na placa resultado na estrutura esponjosa da face inferior. Por
outro lado, as interfaces do scaffold PU_S sdo semelhantes, pois durante o processo
a passagem do fluido permeia por ambos lados da placa. Nesse caso € possivel
obter estruturas tridimensionais diferentes a partir do mesmo PU, essa caracteristica
versatil é importante para aplicagdo na medicina regenerativa, pois existem
necessidades de regeneracdo teciduais com diferentes perfis e morfologias

(disperséo dos poros e rugosidade).

Em relacdo aos ensaios de molhabilidade, degradacdo hidrolitica e
inchamento, o scaffold PU_L mostrou maior molhabilidade capacidade de
inchamento e, portanto, degradacéo hidrolitica mais rapida devido a dispersdo dos
poros na matriz e alta conectividade com a superficie do scaffold, permitindo maior
permeacdo da agua. Ambos scaffolds sdo considerados hidrofilicos, as células
apresentam maior afinidade com materiais hidrofilicos contribuindo para a
proliferacdo e adesdo celular, uma caracteristica importante para a engenharia de

tecidos.
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O comportamento mecéanico de ambos scaffolds mostrou-se tipico de um
material elastbmero, e mesmo com poros dispersos nos scaffolds PU_L apresentou

elasticidade e resisténcia mecéanica.

O estudo de citotoxidade e viabilidade in vitro dos scaffolds com células
fibroblasticas indicaram que os scaffolds ndo apresentam citotoxidade com uma
atividade mitocondrial maior que 70%, esses resultados indicam que os scaffolds
podem ser utilizados como suporte para crescimento celular. A morfologia celular
ficou bem definida em ambos scaffolds, em especial PU_L no qual as células de

fibroblastos mantiveram uniformes e permearam para dentro do scaffold.

Por fim, & possivel sugerir que ambos scaffolds PU_L e PU_S apresentam
potencialidade de utilizacdo como suporte para proliferacdo celular ex-vivo,
sobretudo por apresentar rugosidade e poros necessarios para engenharia de
tecidos, e por ndo apresentarem citotoxidade. As aplicacdes desses scaffolds podem
ser, de forma mais especifica, de acordo com a morfologia uma vez que a estrutura
desses scaffolds é diferente. O PU_L pode ser indicado para ensaios com células de
neurdnios, de tecido adiposo e com possivel aplicacdo como enxerto e implantes
para tecidos cartilaginoso e 6sseo, pois apresenta poros dispersos aleatoriamente e
com uma das superficies com caracteristica de espuma, por outro lado o PU_S com
morfologia assimétrica possui potencialidade para proliferacdo de células epiteliais e

de como enxerto e curativos de ferimentos de pele.
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7. PROPOSTA PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar como a caracteristica (sistema e processo) de cada técnica interfere
na formacé&o dos poros;

e Avaliar a eficiéncia de proliferacao celular durente um periodo mais longos e
com diferentes células;

e Avaliar a incorporacdo de farmacos padrdo para testes (dexametasona,
ibuprofeno, ciprofloxacino) e perfil de liberacdo para estudos com células
patogénicas;

e Avaliar a eficiencia da biocompatibilidade e biodegrabilidade com outros
ensaios in vitro;

e Avaliar o comportamento dos scaffolds em estudos in vivo (pré — clinicos).
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