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INTRODUCAO

enxertos autoélogos, tem sido amplamente estudada pelo

campo da engenharia de tecidos, que utiliza como ferramen-
tas as tecnologias de eletrofiacdo e de bioimpressao 3D. O objetivo
desta pesquisa é fabricar e caracterizar estruturas tubulares ele-
trofiadas, visando a aplicacdo futura como enxertos vasculares
celularizados associando a técnica de bioimpressao 3D.

As matrizes eletrofiadas com diferentes caracteristicas estrutu-
rais, como diametro de filamento, espessura e grau de ordenamento
das fibras, estdo sendo utilizadas como base mecanica e estrutural
receptora de células carregadas em biotintas e/ou meio de cultura,
e depositadas a partir da tecnologia de bioimpressdo 3D. Esse sis-
tema hibrido associa dois equipamentos: o Electrospining Starter™ e
a bioimpressora Génesis™ - ambos desenvolvidos pela 3DBS. Os dois
compartilham um mesmo eixo rotativo intercambidvel.

Em relacdo as estruturas tubulares celularizadas, um dos maiores
desafios é ainfiltracdo e a proliferacao celular nos scaffolds, sendo o
didametro dos filamentos e o tamanho de poros, determinantes (Han
etal, 2019). As malhas confeccionadas precisam ser compativeis com
os diferentes tipos celulares, comportamento, funcdo e fisiologia
celular (Millds, 2016, Xingmao et al., 2019). As estruturas tubulares
bicamada (bilayers), com nanofibras aleatérias na camada interna
(ltmen) e microfibras ordenadas/alinhadas na camada externa, tem
sido uma abordagem interessante na fabricacdo de enxertos vascu-
lares (Ju et al, 2017; Han et al., 2019). No campo da biomimética é
interessante que a morfologia das camadas reconstruidas se asseme-
lhe a morfologia in vivo dos vasos nativos, chegando mais préximo
das suas funcoes e estética.

Muitos polimeros sintéticos, como a policaprolactona (PCL) e
o poli(dcido Lactico-L- lactico) PLLA, possuem caracteristicas hidro-
fébicas (PIRES et al., 2015), o que dificulta a infiltracdo celular e a
biointegracdo das biotintas aos scaffold fibrosos. Liu e colaboradores
(2020) utilizaram fibras de PLLA funcionalizadas com gelatina, sobre
as quais cultivavam EC’'s e SMC's para reconstrucao uretral. O traba-
lho comparou a infiltracdo e a proliferacdo celulares em diferentes

e biofabricacdo de estruturas tubulares, como alternativa aos
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concentracoes de PLLA e gelatina. O melhor resultado foi obtido
com a concentracao de 3:1 (PLLA/gelatina).

Sendo assim o objetivo é fabricar um scaffold bilayer de PLLA/
Gelatina (3:1), com uma camada interna de nanofibras aleatdrias para
o cultivo de células endoteliais (ECs), mimetizando a tinica intima, e
uma camada externa de microfibras alinhadas para o crescimento de
células musculares lisas (SMCs), mimetizando a tdnica média.

No entanto, a fabricacdo de scaffolds bilayer tubulares com dia-
metros abaixo de 6 mm ainda é um desafio, tanto do ponto de vista
dos parametros usados na tecnologia de eletrofiacdo, quanto da
semeadura de células nessas estruturas.

METODOLOGIA

Materiais. Poli(dcido-L-lactico) (PLLA) (Purac/Corbion), Gelatin
from bovin skin (Sigma-Aldrich - G9391) e Hexafluoroisopropanol
(HFIP) (Sigma-Aldrich—101991570).

Eletrofiacdo dos grupos amostrais. O experimento foi dividido
em 4 grupos, sendo: (3) Membranas monocamada; (b) Membrana
bicamada; (c) Tubos monocamada; e (d) Tubos bicamada.

Grupo (a). foram eletrofiadas quatro fibras, sendo: controles,
PLLA 10% (p/p) (P10) e PLLA 20% (p/p) (P20) dissolvidos em HFIP;
e funcionalizadas, PLLA/Gelatina (3:1) 10% (p/p) (P/G10) e PLLA/
Gelatina(3:1) 20% (p/p) (P/G20) dissolvidos em HFIP. A tensdo apli-
cada foi, respectivamente, de 16 kV, 18 kV, 13 kV e 22 kV. Todas as
amostras foram fabricadas utilizando uma agulha 22G, a 14 cm do
coletor, com um avanco de 5mm/h, em um coletor de 90mm de dia-
metro, a 2K RPM. As solucdes das amostras P/G10 e P/G20 foram
mantidas a 50°C durante o processo de eletrofiacao.

Grupo (b). Fibra bicamada de PLLA/Gelatina (3:1) (7,5% e 15%)
HFIP. A camada interna foi fabricada utilizando uma agulha 25G, a 18
c¢m do coletor, com um avanco de Tmm/h, a 600 RPM, com uma ten-
sao de 12,5 kV. J4 na camada externa foi utilizada uma agulha 21G,
a 16 cm do coletor, com um avanco de 2mm/h, a 2K RPM, com uma
tensdo de 13,8 kV. A fibra foi eletrofiada em um coletor de 90mm de
didmetro e as solucdes para as camadas internas e externas foram
mantidas durante o processo a, respectivamente, 50°C e 45°C.
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Grupo (c). Foram eletrofiadas 3 fibras de PLLA/Gelatina(3:1)
7,5% HFIP (p/p) e 3 fibras de PLLA/Gelatina(3:1) 15% HFIP (p/p), que
permaneceram em um agitador magnético, a 50°C, durante 3 dias.
Para as fibras geradas da solucdo de 7,5% foi utilizado uma agulha
22G, a 18 cm do coletor e uma rotacao de 1K RPM, enquanto que as
fibras de 15% foram eletrofiadas com uma agulha 18G, a 16 cm do
coletor e rotacao de 5K RPM. Todas as fibras foram fabricadas em um
coletor com 6 mm de didmetro, com um avanco de 20mm/h, tensdo
de 13,3 kV e temperatura de 50°C durante o processo.

Grupo (d). Foram eletrofiadas 3 fibras bicamada de PLLA (7,5%
e 15%) HFIP e 3 fibras bicamada de PLLA/Gelatina (3:1) (7,5% e 15%)
HFIP. A camada interna dessas fibras (solucdes de 7,5%) foi fabricada
utilizando uma agulha 25G, a 18 cm do coletor, com um avanco de
3mm/h, a 1K RPM, com uma tensao de 12,5 kV. J4d na camada externa
(solucoes de 15%) foi utilizada uma agulha 22G, a 16 cm do coletor,
comum avancode 6mm/h, a 6K RPM, com uma tensdo de 13 kV. Todas
as fibras foram fabricadas em um coletor com 6mm de diametro.

Caracterizacdo morfolégica das fibras. As amostras foram
enviadas para andlise em MEV no LRAC/UNICAMP (Laboratério de
Recursos Analiticos e de Calibracdo). Os diametros das fibras e os
didmetros dos poros foram analisados utilizando o software ImageJ,
selecionando 40 pontos (didmetro ou poro) e duas fotos por amostra.
A orientacao das fibras foi analisada no mesmo software utilizando o
plugin Orientation J(Connor, Cahill, & Mcguinness, 2021).

Caracterizagao Histoldgica. Foram semeadas EC's e SMC's nas
amostras dos grupos (a) e (c) e, posteriormente, caracterizadas histo-
logicamente com coloracao e corte H&E. Na amostra (a) também foi
realizada a técnica de imunoflorescéncia com DAPI.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo das fibras eletrofiadas indicou, ndo sé a relacao
entre diametro de fibra e tamanho de poro, como também o quanto
estas caracteristicas sdo afetadas pela alteracdo de pardmetros de
processo e solucdo, tanto em membranas quanto em estruturas
tubulares, o que corrobora com os resultados obtidos na tese da pes-
quisadora Millds (2016).
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Em relacdo ao didmetro das fibras e tamanho dos poros, os sca-
ffolds de PLLA/Gelatina com maior concentracdo de polimero (15%
p/p e 20% p/p) obtiveram um desvio padrdo significativamente maior
em relacdo aos scaffolds com menor concentracao (7,5% p/p e 10%
p/p) . Além disso, scaffolds fFabricados com diferentes agulhas (18G,
21G e 22G) e com maior concentracdo de PLLA/Gelatina apresen-
taram valores préoximos da média de diametro de fibra (13,18 pm,
11,93 ym e 13,96 um). No entanto, a média do didmetro das fibras
na camada externa PLLA 15% p/p dos tubos bicamada foi de 1,03
um, enguanto a mesma camada em tubos de PLLA/Gelatina 15% p/p
obteve uma média de didametro de fibra de 13,96 um. Os scaffolds de
PLLA com menor concentracao de polimero, fabricados com baixas
velocidades de infusdo (5mm/h (a) e Tmm/h (d)) tiveram a média do
didametro da fibra abaixode 1 um (P10=0,7 pm; P20=0,33 upm (a); e
tubo bicamada = 0,68 pm (d)) independente da agulha utilizada (22G
ou 25G, respectivamente). No entanto, a fibra de PLLA/Gelatina do
grupo (b) (25G a 1Tmm/h) teve uma média de didmetro de 1,02 um. A
incorporacao de gelatina parece ter influéncia ndo sé na variacdo do
didmetro das fibras, como também no didmetro médio delas.

A andlise de orientacdo revelou coeréncia acima de 50% para
membranas fabricadas com velocidade de 2000 RPM (exceto para
P/G20(a)) e para tubos fabricados com velocidade de 5000 RPM. Os
tubos fabricados com velocidade de 6000 RPM apresentaram baixa
coeréncia.

Foram realizados testes in vitro de citocompatibilidade com
as fibras do grupo (a) e com os tubos do grupo (c), utilizando célu-
las endoteliais (EC's) e células musculares lisas (SMC's). As imagens
panoramicas com coloracdo de hematoxilina/eosina (HE) mostram
a morfologia das células endoteliais e das células musculares lisas.
Nota-se uma grande densidade de proliferacdo de EC's, tanto na
fibra de PLLA, quanto na fibra funcionalizada (PLLA/Gelatina). Por
outro lado, observa-se mais densidade de SMC'’s na fibra controle do
que na fibra funcionalizada.

O ensaio de imunofluorescéncia com DAPI mostrou maior
densidade celular nas duas fibras controle e menor, nas fibras fun-
cionalizadas. Nos cortes histoldgicos, as fibras controle ndo foram
coradas e suas células alojaram-se superficialmente; enquanto que
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as fibras funcionalizadas foram coradas e as células tiveram infiltra-
cdo na matriz, o que indica o sucesso na funcionalizacdo da fibra.

Tratando-se dos tubos eletrofiados, a coloracdo panoramica
revelou células nas superficies de duas das trés amostras de 7,5%
p/p, enquanto que os cortes HE indicaram auséncia de células infil-
tradas em todos os tubos. Todavia, observou-se células nas biotintas,
0 que evidencia a sua permanéncia no hidrogel e ndo infiltracao celu-
lar nas matrizes fibrosas.

CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de eletrofiacdo é poderosa e possibilita criar mem-
branas e tubos com diferentes arquiteturas para serem aplicadas
na engenharia de tecidos. Pra isso é necessario tempo e dedicacao
para entender a influéncia de cada parametro de processo, solucao
e ambiente no resultado final. Fabricar um tubo bicamada, com a
camada interna nano e aleatéria e a externa micro e alinhada, em
um coletor de 6 mm de didmetro e com replicabilidade, ainda é um
desafio.

Isto posto e considerando o objetivo exposto, relacionado a ade-
sao de EC’s na superficie do lGmen e a infiltracao de SMC' s a partir
da superficie externa das estruturas tubulares, os objetivos foram
parcialmente atingidos. De acordo com Han (2019) e colaboradores
a infiltracdo celular é proporcional ao didametro da fibra, enquanto
a proliferacao é inversamente proporcional. Segundo esses autores,
fibras com didmetro entre 7 e 10 um possibilitam boa infiltracdo e
proliferacao. Suspeitamos que as fibras do grupo (c), com diametro
médio acima de 13 pm, possivelmente impediram a proliferacdo de
SMC's, enquanto que as fibras do grupo (a), com diametros abaixo
de 2 um impossibilitaram uma boa infiltracdo. Além disso, a perma-
néncia de SMC's nas biotintas, nos leva a suspeitar que o sentido da
infiltracdo perpendicular ao sentido de decantacdo, influenciou a
nao infiltracdo celular nas matrizes.

Os resultados dos grupos (a) mostraram que é possivel fabricar
fibras com diametros abaixo de 0,5 pm, enquanto que os resultados
do grupo (c) mostraram que é possivel alinhar fibras em coleto-
res com 6mm de didmetro . Sendo esses os dois maiores desafios
relacionados a morfologia da fibra, fabricar fibras nano e fibras
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alinhadas em coletores de baixo didmetro, a préxima etapa é refazer
as membranas e tubos bicamada utilizando os pardmetros otimiza-
dos resultantes dessa pesquisa, mirando em fibras com didmetro
abaixo de 0,5 pm para a camada interna e entre 7 e 10 ym para a
camada externa. Processos funcionalizados com Gelatina ainda sao
incertos e demandam maior aprofundamento na literatura.
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