CAPITULO 7

FIBRAS ELETROFIADAS PARA ENGENHARIA DE
TECIDOS

Patricia Pranke

Laboratorio de Hematologia e Células-
tronco, Faculdade de Farmécia;
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), Porto Alegre — RS
Laboratorio de Células-tronco, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude; Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
Porto Alegre — RS

Instituto de Pesquisa com Células-tronco
(IPCT), Porto Alegre — RS

Fernanda Stapenhorst Franca
Laboratorio de Hematologia e Células-
tronco, Faculdade de Farmécia;
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), Porto Alegre — RS
Laboratorio de Células-tronco, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude; Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
Porto Alegre — RS

Bruna B. J. Leal

Laboratério de Hematologia e Células-
tronco, Faculdade de Farmacia;
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), Porto Alegre — RS
Laboratorio de Células-tronco, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude; Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
Porto Alegre — RS

DOI: 10.22533/at.ed.5282313127

Marcelo Garrido dos Santos

Laboratorio de Hematologia e Células-
tronco, Faculdade de Farmécia;
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), Porto Alegre — RS
Laboratorio de Células-tronco, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude; Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
Porto Alegre — RS

Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre; Porto Alegre — RS.

7.1 INTRODUGAO A ENGENHARIA
DE TECIDOS

No inicio da década de 1990, os
pesquisadores Robert Langer e Joseph
Vacanti descreveram uma nova area
da ciéncia definida como “um campo
multidisciplinar que aplica os principios
da engenharia e ciéncias da vida com
0 objetivo de desenvolver substitutos

biol6gicos para restaurar, manter ou
melhorar a funcao tecidual” e a chamaram
de engenharia de tecidos." Para atingir
tal objetivo, materiais biocompativeis que
podem ser associados com células vivas e

moléculas bioativas (tais como fatores de
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crescimento) sdo empregados para producdo destes substitutos, que devem apresentar
similaridades com o tecido. Os estudos iniciais nessa area foram motivados pela crescente
demanda por érgédos para transplante em seres humanos, sendo 0s primeiros testes
realizados utilizando construtos produzidos com polimeros biodegradaveis e células
hepaticas, intestinais e pancreaticas." Apesar de a maioria dos estudos publicados que
abordam a engenharia de tecidos estarem focados na regeneracgéo estrutural e/ou funcional
de orgéos e tecidos lesados, ela também pode ser empregada para a producéo de suportes
de vida extracorpéreo, construtos com fins diagnésticos e modelos teciduais de estudo.'?
Devido a grande versatilidade dos biomateriais produzidos pelas técnicas de engenharia
de tecidos, eles sao estudados como alternativa para a regeneracéo de praticamente todos
os tecidos humanos.'?Um exemplo de aplicagcéo de biomateriais na engenharia de tecidos
estd ilustrado na Figura 7.1.

Figura 7.1. Representacdo do processo de produgéo e utilizagéo de biomaterial na engenharia de
tecidos. A combinagéo de (A) células e (B) fatores de crescimento com um (C) arcabougo biocompativel
e sua implantacéo em um (D) tecido danificado leva a (E) regeneracdo do mesmo. Imagem puramente
ilustrativa e fora de escala.

Embora as estratégias dentro da engenharia de tecidos sejam classicamente
descritas pela uniao da triade biomateriais, células e moléculas bioativas, ndo é necessario
a utilizacao destes trés elementos em conjunto. Um exemplo disto s@o abordagens que
nao utilizam biomateriais, onde células sdo administradas localmente ou sistemicamente
sem um arcabouco de suporte.® Neste tipo de abordagem, os melhores resultados séo
obtidos com a administracdo concomitante de moléculas bioativas, tais como os fatores
de crescimento, capazes de ativar mecanismos intrinsecos de reparo tecidual. Existem
também as abordagens que se baseiam no uso de biomateriais como arcabougos de suporte
para células ou para liberagdo local e controlada de farmacos e outros compostos.®# Os
biomateriais utilizados podem ser de origem natural ou sintética, podendo também ocorrer
a combinacéo de materiais de naturezas diferentes. Dentre os biomateriais naturais, pode-
se citar o acido hialurénico, alginato, gelatina, colageno, quitosana, celulose, dextran,
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matriz extracelular (MEC) proveniente de um tecido descelularizado, entre outros. Os
materiais sintéticos mais utilizados séo: poli(acido latico) (PLA), policaprolactona (PCL),
acido poliglicélico (PGA), acido poli(latico-co-glicolico) (PLGA), entre outros. Cada classe
de biomaterial apresenta caracteristicas proprias, tornando-os aplicaveis em diferentes
contextos. Os materiais naturais apresentam alta biocompatibilidade, estimulando a adeséo
e proliferagédo celular, rapida degradabilidade, com rigidez e forca mecéanica reduzida.
Por outro lado, os materiais sintéticos usualmente apresentam melhores propriedades
mecénicas (incluindo rigidez), com taxa de degradacédo lenta, porém podem ter uma
biocompatibilidade menor em relacéo aos naturais.®#

Os biomateriais utilizados para engenharia de tecidos podem ser produzidos por
meio de diferentes tecnologias, sendo os arcabougos considerados os melhores materiais
para restaurar, manter e otimizar a fung¢éo tecidual.® Os principais tipos de arcabougos
utilizados sé@o arcaboucgos porosos, hidrogéis, arcabougos formados por nanoesferas,
tecidos descelularizados, arcabougos compostos de polimeros e bioceramicas e arcaboucos
fibrosos.?

Os arcabougos fibrosos sao estruturas poliméricas porosas formadas por nanofibras
com alta capacidade de mimetizar o ambiente natural dos tecidos humanos, sendo
utilizados para a engenharia de tecidos moles e tecidos com alta rigidez, como o tecido
0sseo. Estas estruturas apresentam 6timas propriedades biologicas, fornecendo um nicho
para as células que promove a adeséo, proliferacdo e diferenciacéo celular. Além de
atuarem como suportes celulares, as nanofibras podem ser utilizadas como veiculos de
liberacdo controlada de farmacos e outras moléculas bioativas, como proteinas e fatores
de crescimento. Uma técnica amplamente utilizada para a produgéo destes arcaboucos
€ a eletrofiagdo, que permite a producado de fibras alinhadas ou randdémicas produzidas
através de diversos polimeros. A fim de aumentar sua atividade, é possivel funcionalizar
essas fibras, por meio da mistura de mais de um polimero na composi¢éo utilizada na sua
producdo ou através da modificacdo da superficie das mesmas.’A grande versatilidade
dos materiais eletrofiados permite sua aplicagcédo na regenerac¢do de diversos tecidos e
sistemas. Neste capitulo iremos abordar as particularidades destes materiais aplicados em
diferentes, bem como diferentes formas de aplicacéo das fibras.

7.2 SISTEMA NERVOSO

Lesbes no sistema nervoso podem levar a sérias consequéncias para o paciente
e, portanto, apresentam-se como importantes alvos de estudo no campo da medicina
regenerativa. O sistema nervoso central (SNC), composto pelo encéfalo e medula espinal,
possui uma capacidade de regeneracdo muito limitada, enquanto o sistema nervoso
periférico (SNP), composto por nervos, é capaz de se regenerar apoés uma leséo.® Diversos

mecanismos estdo envolvidos na limitacao da regeneragcdo do SNC, principalmente a
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presenca de moléculas inibitérias na matriz extracelular (MEC) e na mielina, astrocitose
reativa e a necessidade de fatores de crescimento para que a regeneragdo seja
possibilitada.” Por outro lado, no caso de lesbes do SNP, ap6s uma lesdao em um nervo,
h& a producdo de uma MEC permissiva e fatores neurotroficos pelas células de Schwann,
facilitando a regeneracéo axonal.®

Nesse sentido, a técnica de eletrofiagdo vem sendo amplamente explorada como
uma ferramenta na engenharia de tecidos para a regenerac¢do do sistema nervoso. Uma
das vantagens desta técnica para o SN é a possibilidade de produzir fibras alinhadas, de
forma a guiar a orientagdo da regeneragéo axonal.®

A densidade de fibras utilizadas em um biomaterial € um importante fator que
influencia na regeneracdo axonal. Arcaboucos com diferentes densidades de fibras
foram implantados em um modelo animal de lesdo da medula espinal (LME) e o nivel de
regeneracgao foi avaliado.® Foi observado que materiais com maior densidade de fibras e,
portanto, menores espacgos entre as fibras, levou a um maior crescimento axonal e uma
melhor integragéo do implante. Ainda, ndao foram observadas diferengas na infiltragcdo de
células do hospedeiro e na vascularizagéo entre as diferentes densidades. Dessa forma,
a producgéo de arcabougos com maior densidade de fibras parece ser mais favoravel na
regeneracdo axonal apés LME.

Outra caracteristica importante de biomateriais eletrofiados € o alinhamento das
fibras. Um estudo com células-tronco embrionarias de camundongo comparou a adeséo e a
diferenciacao celular em fibras de PLGA alinhadas ou randomizadas.® Observou-se que nao
houve diferencas em termos de adeséo e viabilidade, mas as células cultivadas nas fibras
alinhadas apresentaram maior expressdo de marcadores neuronais apos a diferenciacgéo,
bem como uma morfologia mais alongada. Esse efeito pode ser explicado pelo fato de que
a medula espinal possui tratos axonais alinhados, de forma que um biomaterial alinhado
melhor mimetize 0 ambiente neuronal.

Além disso, fibras podem ser produzidas com alteracbes em suas composicoes
com o objetivo de otimizar a diferenciacdo de células-tronco em células neuronais. A
funcionalizacdo de fibras de PCL com laminina e peptideo RGD, que s&o moléculas de
adeséo celular, foi avaliada em uma cultura de células-tronco neurais (CTN)." Observou-
se uma distribuicdo alinhada das CTNs na presenca de fibras alinhadas e, principalmente,
em fibras contendo laminina ou peptideo RGD. Entretanto, apesar de ambas as moléculas
melhorarem a adeséo e proliferagéo celular, as fibras contendo laminina levaram a maior
expressao de marcador neuronal e maior desenvolvimento de neuritos apds a diferenciacéo
em comparag¢ao com os demais grupos.

Um dos materiais muito utilizado na producdo de fibras para engenharia de
tecidos é o PLGA. Esse polimero é biocompativel, biodegradavel e aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA) para uso humano. Entretanto, ele apresenta consideravel
hidrofobicidade que dificulta sua interagdo com diferentes tipos celulares. Assim, um estudo
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avaliou a combinagédo de PLGA com polietileno glicol (PEG), um polimero hidrofilico e de
baixa toxicidade, para a produgédo de fibras por eletrofiagdo.'”? Quando células neurais
humanas foram cultivadas no biomaterial de PLGA/PEG, observou-se um aumento da
viabilidade celular, tanto em comparag¢é@o com o grupo controle como com células cultivadas
em um biomaterial contendo apenas fibras de PLGA. Além disso, a combina¢do com PEG
levou a presenga de neuritos mais longos e maiores conectividades sinapticas quando
comparado a células cultivadas apenas em fibras de PLGA. Esse resultado também
pode ser obtido pela funcionalizagdo das fibras de PLGA com N-desacilase-hidrolisada
monosialotetrahexosilgangliosideo (LysoGM1)."® Essa funcionalizagdo também levou a
uma melhora in vivo apds uma leséo cerebral. Assim, demonstra-se que a combinagéo de
polimeros com diferentes propriedades pode levar a melhora de resultados na regeneragéo
do sistema nervoso.

Outro uso de biomateriais eletrofiados na engenharia de tecidos do sistema nervoso
€ via a incorporacéo de farmacos nas fibras visando a obtencéo de um sistema de liberacéo
controlada. Nesse sentido, um farmaco que pode ser utilizado é o antagonista de célcio
nimopidina, devido as suas propriedades neuroprotetoras. Em um estudo onde fibras de
PLGA foram produzidas contendo esse farmaco, observou-se uma liberagdo sustentada
da nimopidina por 4 a 8 dias." Quando células de Schwann, neurdnios e astrécitos foram
cultivados nesse biomaterial, houve uma diminuicdo da morte celular apds diferentes
estimulos estressantes, como estresse osmotico, oxidativo e de calor. Apesar de ter sido
testado apenas in vitro, esse biomaterial apresentou potencial para o tratamento de lesGes
cerebrais.

Outro estudo utilizou a eletrofiacdo coaxial para o desenvolvimento de um material
de PLGA contendo o fator de crescimento de fibroblastos basico (FGF-2) para ser utilizado
apés LME." In vitro, as fibras levaram a uma boa adesao e proliferagéo celular. Quando
aplicado em um modelo animal de LME, houve melhora na fun¢do locomotora e observou-
se uma infiltracdo dos astrocitos locais, bem como a presenca de fibras neuronais pelo
biomaterial.

Biomateriais eletrofiados também s&o muito utilizados na regeneragédo apoés lesao
de nervo periférico. Um estudo comparou materiais desenvolvidos com fibras alinhadas
e randomizadas de PCL, através do cultivo de ganglio da raiz dorsal (GRD), em um
biomaterial composto de duas camadas, sendo a de cima de fibras alinhadas e a de baixo
de fibras randomizadas.'® Esse material de camada dupla foi comparado com construtos de
camada simples, composto apenas de fibras alinhadas ou apenas de fibras randomizadas.
Observou-se que as fibras randomizadas prejudicaram a extenséo dos neuritos do GRD
em comparacdo ao biomaterial produzido apenas com fibras alinhadas. Entretanto,
quando o biomaterial de camada dupla foi pré-tratado com células de Schwann, este efeito
negativo foi mitigado. A partir disso, foi produzido um conduite com o material de camada

dupla e células de Schwann, e foi observada uma boa regeneracéo ap6s transeccéo do
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nervo isquiatico. Este efeito positivo do pré-tratamento com células de Schwann deve-se
ao fato de que estas células adquiriram a morfologia das nanofibras da camada de cima
do biomaterial. Assim, o pré-tratamento faz com que elas guiem a extensdo de neuritos
durante o processo regenerativo.

Em outro trabalho, nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (do
inglés, superparamagnetic iron oxide nanoparticles - SPIONs) funcionalizadas com &cido
oleico foram incorporadas em fibras de PLLA misturando-as na solugcéo a ser eletrofiada,
tornando-as responsivas magneticamente para serem alinhadas e posicionadas in situ
através da aplicagdo de um campo magnético.” Um esquema do desenho experimental
pode ser observado na Figura 7.2. Observou-se um aumento do crescimento de neuritos de
neurdnios do GRD em fibras contendo SPIONs em comparacgéo com fibras controle. Em um
modelo de cultivo 3D, um explante de GRD suspenso em hidrogel foi utilizado e as fibras de
PLLA contendo SPIONs funcionalizadas por laminina foram injetadas e orientadas utilizando
imas, de forma que uma das extremidades das fibras ficasse em contato com o corpo do
GRD. Apés a incubacgéo, observou-se que os neuritos em contato com as fibras seguiram
sua orientacdo e mantiveram-se alinhados mesmo na auséncia do campo magnético, ao
passo que neuritos que ndo estavam em contato com as fibras estenderam-se em um
padrdo radial. Ainda, houve um aumento no comprimento dos neuritos na presenca das

fibras.
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Figura 7.2. Esquema do uso de nanofibras de PLLA contendo SPIONs para a regeneracgéo do sistema
nervoso: (A) Nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas revestidas com acido oleico séo
misturadas na solucéo de eletrofiagdo contendo PLLA e cloroférmio por agitagdo constante. Uma vez
dissolvida, a solugéo ¢ eletrofiada levando a formacgédo de manta com fibras alinhadas. (B) A manta
€ removida do coletor e cortada em segmentos de aproximadamente 3 x 5 mm. Com auxilio de um
forceps, as mantas sédo cuidadosamente enroladas em um pequeno conduite que se encaixa no orificio
interno da agulha. (C) Conduite e hidrogel séo injetados em uma camara. (D) Campo magnético é
aplicado para orientar as fibras dentro do hidrogel até que o hidrogel seja solidificado. (E) O campo
magnético é removido e as fibras permanecem alinhadas para guiar os neuritos de neurdnios do GDR.
Adaptada com permisséo da referéncia 17. Copyright 2019 American Chemical Society.
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Um outro importante trabalho reportou a utilizacdo de varias técnicas combinadas
para a produgéo de um conduite.’™ Foram produzidas fibras alinhadas de gelatina e PEO,
as quais foram enroladas, de modo a formar pequenos cilindros, os quais foram fixados
em um molde cilindrico. Em seguida, o molde cilindrico foi preenchido por gelatina,
nanoparticulas de gelatina contendo fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e um
gradiente de fator de crescimento neuronal (NGF), conforme mostrado na Figura 7.2.
Observou-se uma liberacdo mais rapida de NGF do que de BDNF, devido ao fato deste
Gltimo estar encapsulada nas nanoparticulas de gelatina. Quando as CTN diferenciadas
(dCTNs) foram cultivadas em diferentes partes desse biomaterial, houve o crescimento
axonal alinhado paralelamente as fibras alinhadas. Ja o cultivo no gradiente de NGF
demonstrou um aumento na densidade celular e na extensdo axonal com o aumento da
concentragéo do fator. Além disso, o co-cultivo de dCTNs e células de Schwann no scaffold,
contendo o gradiente de NGF e as particulas de BDNF, levou a um aumento na expressao
de MBP, um marcador de mielina. In vivo, o biomaterial levou a uma boa regeneragéo do
nervo isquiatico apos transeccgdo, apresentando niveis de didmetro axonal, espessura da
bainha de mielina e didmetro de fibras mielinizadas, bem como niveis de atrofia muscular,

comparaveis ao grupo de enxerto autologo.

oo Particulas de
gelatina
° contendo BDNF
®

Gelatina com
—_— —_— gradiente de NGF

Figura 7.3. (A) Fibras alinhadas de gelatina e PEO foram enroladas para formar (B) um cilindro. (C) Um
conjunto de cilindros foi fixado em um molde cilindrico que foi preenchido por gelatina contendo um
gradiente de NGF, onde foram adicionadas particulas de gelatina contendo BDNF.

7.3 0SSO

Quando a engenharia de tecidos e desenvolvimento de biomateriais tem como foco
a regeneracao Ossea, deve-se ter em mente a composicéo deste tecido. A MEC do tecido
6sseo é composta de uma parte organica e uma parte inorganica, onde a primeira constitui-
se principalmente por fibras de colageno e glicosaminoglicanos (GAGs), conferindo ao tecido
a capacidade de suportar forcas de tragéo e compresséo. Ja a parte inorganica € constituida
de minerais, como hidroxiapatita de calcio e fosfato, que também estdo relacionados com a
resisténcia mecanica do tecido. Além disso, 0 0sso € composto por diversos tipos celulares,
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como osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. Assim, um biomaterial para ser usado na
regeneracado 6ssea deve ser biocompativel e possuir propriedades mecéanicas similares as
do osso. Ainda, deve apresentar uma porosidade que permita a adesao celular e a difuséo
de nutrientes, mas ndo poroso o bastante para prejudicar a resisténcia mecanica.'®

Os polimeros mais utilizados para eletrofiacdo na engenharia de tecidos 6sseos
podem ser tanto naturais como sintéticos. Dentre os naturais, 0s mais comuns séo quitosana,
colageno, gelatina, seda, alginato e celulose, ao passo que os polimeros sintéticos incluem
poli(vinil alcool) (PVA), PEO, PCL, PLGA e PLA." Em geral, € utilizada uma combinagéo de
polimeros sintéticos e naturais com outros materiais. Devido ao fato do PLLA ser hidrofobico
e pouco osteocondutor (propriedade relativa a capacidade do crescimento 6sseo em uma
superficie), este polimero foi usado juntamente com gelatina metacrilada (GelMA) e nano-
hidroxiapatita (nHA) na produgéo de fibras pela técnica de eletrofiagdo.?® Essa combinagao
demonstrou ser mais adequada em termos de resisténcia a tracdo, hidrofilicidade e
degradacdo em comparacgéo com biomateriais de PLLA e PLLA/GelMA apenas. Além disso,
as fibras de PLLA/GelMA/nHA apresentaram melhor citocompatibilidade e adeséo celular,
bem como maior diferenciacdo osteogénica de células-tronco da medula 6ssea. In vivo, o
material também levou a maior regeneracao osteogénica apos defeito da calvaria em ratos.

A MEC de érgéos ou tecidos também pode ser usada como material potencial para
agregar poder regenerativo quando combinada com polimeros para a produgéo de fibras.
A MEC possui diversas proteinas que regulam a adeséo e proliferagdo celular, e pode ser
obtida a partir da descelularizagcao de um tecido ou até mesmo de uma cultura de células.?'
No estudo de Junka e colaboradores,?® a MEC descelularizada (dMEC) de osteoblastos
e de células endoteliais cultivadas em fibras de PCL foi usada para a produgdo de um
biomaterial de camada dupla, sendo uma das camadas compostas por fibras de PCL e
a outra por dMEC das células endoteliais ou de dMEC de osteoblastos, ou ainda uma
camada de dMEC de células endoteliais e outra camada de dMEC de osteoblastos (Fig.
7.3). In vitro, o material composto de dMEC de osteoblastos e fibras de PCL apresentou
maior proliferagé@o de osteoblastos e deposicao mineral. No entanto, in vivo, o material com
ambas dMECs levou a um maior crescimento e regeneracao 6ssea em comparagao com
arcaboucos feitos com apenas uma das dMECs.
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Colageno

Figura 7.4. AdMEC de osteoblastos e de células endoteliais cultivadas em fibras de PCL foi utilizada
para eletrofiacéo, e os materiais eletrofiados foram combinados de diferentes formas para serem
testados como arcabougos para a regeneragao 6ssea.

Outra forma de otimizar as propriedades de fibras eletrofiadas é através da
associagdo com materiais obtidos por outras técnicas para a produgdo de biomateriais
hibridos. Um estudo incorporou fibras eletrofiadas de acetato de celulose e PCL em um
aerogel de quitosana.?? Aerogéis sdo materiais derivados de géis, onde a parte liquida &
substituida por gases, formando um material extremamente leve. Eles apresentam boa
morfologia e biocompatibilidade, com uma grande area de superficie e porosidade. O
material apresentou boa biocompatibilidade e adeséo celular. Além disso, houve uma maior
expressdo de marcadores de diferenciacdo celular osteogénica e producao de colageno
tipo I. Apesar de ter sido testado apenas in vitro, o estudo traz uma abordagem inovadora
na engenharia de tecidos 0sseos.

Variagcdes da técnica de eletrofiacdo também podem trazer beneficios para a
producdo de biomateriais para regeneragédo 6ssea. A eletrofiagdo de polimeros fundidos
(melt electrospinning), por exemplo, traz vantagens pois dispensa o uso de solventes
organicos que muitas vezes sdo toxicos para as células. PCL fundido foi eletrofiado em
coletores de malha de fios em formato de redomas, os quais estavam em uma placa movel.
Esse sistema proporcionou a fabricacdo de um biomaterial tridimensional poroso, e que
apresentou boa citocompatibilidade, adeséo e proliferacdo de osteoblastos.?®

7.4 CARTILAGEM

A cartilagem humana é um tecido avascular, ndo inervado e sem a presenca de
vasos linfaticos e, por isso, apresenta baixa capacidade de regeneracdo endodgena.
O tecido cartilaginoso é formado por condrocitos compactados em uma MEC rica em
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proteoglicanos e colageno, que formam diversas fibras tridimensionais.?* Sua funcéo
€ atuar como um amortecedor no local de unido de dois ou mais o0ssos, articulando o
movimento desta regido. Lesdes neste tecido induzem um processo inflamatério que causa
a degradacao tecidual e osteoartrite, podendo culminar em reducdo da mobilidade e dor
local.?#?® Os tratamentos clinicos utilizados, como as microfraturas e implantacao aut6loga
de condrécitos, ndo levam a regeneracao tecidual completa, além de necessitarem de
cirurgias complexas.?® Nesse contexto, o uso da técnica de eletrofiacdo € uma estratégia
promissora para obtencdo de biomateriais para o tratamento de defeitos na cartilagem
devido a sua capacidade de produzir arcabougos funcionalizados com diversos tamanhos
de fibra, porosidade, alinhamento e com propriedades mecénicas ideais para estimular a
regeneragao da cartilagem.262”

As células-tronco, por sua grande capacidade de gerarem diferentes linhagens
celulares maduras e funcionais, sdo amplamente exploradas na engenharia de tecidos.
A diferenciacdo de células-tronco mesenquimais é fortemente influenciada pela rigidez e
elasticidade de um biomaterial e por isso estes fatores séo determinantes no destino das
células-tronco.?” A utilizagdo de nanofibras eletrofiadas compostas por poliuretano (PU)
e PCL, por exemplo, foi capaz de produzir um arcaboucgo elastico e com baixa rigidez,
compativeis com as propriedades mecénicas da cartilagem natural.?” Essa similaridade &
fundamental para que, em futuros estudos, células-tronco cultivadas neste material possam
se diferenciar em condrécitos funcionais. A incorporacdo de colageno tipo | e sulfato de
condroitina na composicdo deste biomaterial aumentou sua capacidade de mimetizar o
tecido cartilaginoso e, por isso, a capacidade de regeneracédo in vivo de uma cartilagem
danificada.

Um dos obstaculos da utilizacao de biomateriais com alta concentrag¢do de nanofibras
€ a baixa porosidade do material, 0 que impede a infiltragdo das células e compromete o
processo de diferenciacéo e regeneragéo.? A tridimensionalidade do material também deve
ser considerada durante sua producgdo, devido a importancia da mimetizagdo da matriz
pelo biomaterial. Diferentes abordagens séo utilizadas para superar estes problemas. Por
exemplo, Li e colaboradores® realizaram a homogeneizagéo com terc-butanol e posterior
liofilizagdo de membranas produzidas com nanofibras de PCL e gelatina, produzindo
materiais 3D porosos. Os biomateriais obtidos foram capazes de mimetizar a estrutura
de uma cartilagem natural e mantiveram a integridade de sua estrutura apds imersdo em
agua. Esse arcabouco estimulou ndo somente a proliferacao de condrocitos, mas também
a producéo de colageno e GAGs, atividade fundamental para a regeneracéo da cartilagem.

Outra maneira de produzir materiais tridimensionais altamente porosos é através
da utilizagdo de fibras de diferentes didmetros para fabricacdo do biomaterial. Dados da
literatura demonstram que o diametro da fibra influencia o desenvolvimento do tecido,
sendo as fibras na nanoescala mais utilizadas por apresentarem maior similaridade com

o tecido.?® A utilizacdo de um sistema de extrusdo dual capaz de depositar dois tipos de
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fibras em um rotor pode ser utilizado para produzir um arcabougo com micro- e nanofibras
misturadas, podendo também ser compostas por materiais diferentes. Essa técnica foi
utilizada para a producgdo de arcaboucos utilizando apenas PCL ou combinando PCL e
fibrina.?® Ambos os arcabougos apresentam alta porosidade e estimulam a producédo de
GAGs, sendo promissores para a regeneracao de cartilagem.

Conforme discutido anteriormente, a tridimensionalidade e propriedades mecanicas
de um arcabouco polimérico tem um papel central no sucesso deste material na
regeneracdo de um tecido. A liofilizagdo de um material eletrofiado permite a producéo de
um arcabougo com compressibilidade, rigidez e elasticidade ideais para a regeneragéo do
tecido cartilaginoso, porém este processo compromete a biocompatibilidade do material.
A modificacdo da superficie destes biomateriais utilizando componentes da MEC nativa
promove a estimula¢cdo mecéanica das células e aumenta a interagédo entre as células e das
células com a prépria MEC. Dessa forma, essa modificagdo cria um microambiente estavel
capaz de guiar a regeneragéo tecidual. O sulfato de condroitina, um membro da familia
das GAGs e um dos principais componentes da matriz cartilaginosa, apresenta atividade
condrogénica, antiinflamatéria e regula a formagéo da cartilagem.? A funcionalizagédo de
nanofibras de PLA e gelatina com sulfato de condroitina ndo comprometeu as propriedades
mecanicas deste material e manteve uma alta biocompatibilidade em células-tronco
cultivadas neste arcabougo.??Além disso, também diminuiu a expressao de 6xido nitrico e
promoveu a proliferagdo e diferenciacéo de células-tronco em comparacao as fibras nédo
funcionalizadas. Por esses fatores, a funcionalizagéo das fibras com sulfato de condroitina
permitiu a criacao de um arcabouco capaz de estimular a regeneracéo da cartilagem.

Os hidrogéis (maiores detalhes no Capitulo 6) sdo amplamente estudados na
engenharia de tecidos da cartilagem pela similaridade de sua estrutura hidratada com
0 ambiente da cartilagem. A utilizagdo de polimeros naturais, como a quitosana e a
seda, na producdo de hidrogéis permite a fabricacdo de biomateriais biodegradaveis e
biocompativeis. Contudo, os hidrogéis apresentam propriedades mecéanicas deficientes,
limitando a capacidade de regeneracéo destes materiais. Uma estratégia para solucionar
esses problemas é a utilizagdo de nanofibras eletrofiadas para reforcar o hidrogel,
melhorando as propriedades mecénicas e conservando as 6timas propriedades biologicas
deste arcabouco. Um arcabouco formado por um hidrogel de quitosana e fibras de seda
reforcado com fibras eletrofiadas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV)
apresentou uma estrutura porosa e hidratada similar a estrutura do tecido cartilaginoso.
O reforgco do hidrogel utilizando as nanofibras também garantiu melhores resultados em
termos de estabilidade térmica, resisténcia a compressao e diferenciagcdo condrogénica
quando comparado ao hidrogel sozinho.%°

Polimeros sintéticos apresentam grande flexibilidade em sua estrutura molecular
e propriedades fisico-quimicas, caracteristicas fundamentais para a aplicacdo na area
biomédica, conforme citado anteriormente neste capitulo. Porém, esses materiais nédo
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apresentam dominios funcionais na sua estrutura, limitando a interagédo destes polimeros,
em grande parte hidrofébico, com as células e sua biocompatibilidade. A utilizacdo de
fibras compostas formadas por polimeros sintéticos e naturais combina as caracteristicas
desejaveis dos materiais sintéticos e a biocompatibilidade dos materiais naturais,
fornecendo sitios de ligacéo para as células. A escolha dos materiais que irdo compor a
fibra e a razdo entre polimero natural/polimero sintético irdo determinar as propriedades
mecanicas e biolégicas do arcaboucgo formado e, portanto, a sua capacidade de regeneracao
do tecido.®" A andlise de nanofibras de gelatina/PCL com diferentes razdes entre estes
polimeros demonstrou que o angulo de contato, a resisténcia mecanica e o moédulo de
Young aumentaram com o aumento da concentragdo de PCL. Embora diferengas na razéo
de gelatina/PCL néo tenham exercido influéncia na biocompatibilidade do material in vitro,
concentra¢cdes mais altas de PCL foram desfavoraveis para a regeneragéo tridimensional
da cartilagem. Devido a baixa degradabilidade do polimero sintético, a deposi¢cdo de MEC
pelas células cultivadas nao foi continua e homogénea, prejudicando especialmente a

regeneracgao de tecidos complexos, como a cartilagem auricular.®'32

7.5 MUSCULO

O musculo esquelético € um tecido formado por midcitos, células polinucleadas com
formato de fibras envoltos por membranas de colageno. Os mibcitos sdo agrupados por
essas membranas em estruturas fibrosas alinhadas de alta complexidade que permitem
o movimento coordenado do tecido, com baixa rigidez e alta elasticidade.®* As principais
funcdes do musculo sédo o suporte do corpo, suporte de cargas, permitir o movimento
e gerar calor. O tecido muscular apresenta uma capacidade de regeneracao endégena
superior a de outros tecidos (como a cartilagem e o tecido neural), principalmente devido a
ativacao de células satélites musculares e células-tronco circulantes em resposta ao dano.
Contudo, quando ocorre um dano muito extenso, ocorrendo perda volumétrica do masculo
ou um processo danoso cronico, esse mecanismo enddgeno ndo € capaz de promover
uma regeneragéo completa do musculo, causando perdas funcionais no individuo afetado.
As estratégias utilizadas atualmente para o reparo do musculo danificado incluem o
transplante de tecido de um doador, transplante autélogo, reconstrucdo cirurgica, entre
outros. Porém, essas abordagens também ndo promovem a regeneracdo completa do
tecido, além de apresentarem problemas como a baixa disponibilidade de doadores, a
necessidade de biocompatibilidade, a morbidade local em casos de transplante autologo e
a necessidade de uma equipe cirurgica altamente treinada e especializada. Nesse contexto,
o desenvolvimento de biomateriais capazes de dar suporte para uma regeneracéo funcional
deste tecido é fundamental para o avango da engenharia de tecidos do musculo.-2®

Para que um substituto tecidual cumpra sua funcéo de regenerar o musculo &
indispensavel que ele apresente similaridade com a estrutura de suporte dos midcitos, ou
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seja, a MEC e moléculas de sinalizacdo. E importante que esse arcabougo permita néo
somente a interacdo do material com as células e o crescimento destas células, mas também
a difusdo gasosa e de nutrientes por toda a sua estrutura. Esse biomaterial precisa ainda
ter uma taxa de degradacé&o compativel com a taxa de regeneragao do tecido. Polimeros
naturais, como a gelatina e o fibrinogénio, apresentam sitios de ligacéo e adeséo celular,
estimulando o crescimento e proliferacéo celular. Além disso, sua hidrofilicidade permite a
difus@o de nutrientes através de sua estrutura permitindo a migragéo celular. Esses dois
biopolimeros podem ser eletrofiados para a produgcédo de um arcabouco fibroso capaz de
estimular o crescimento e migragdo de células musculares cultivadas nele.®® Conforme
descrito na secdo anterior, a razdo entre os polimeros que compdem a fibra influencia
a interacao do arcabouco com as células. Os autores compararam fibras compostas por
gelatina/fibrinogénio em uma razdo 4:1 com fibras compostas por essa mistura na razéo
1:1 e também com fibras apenas de gelatina. Foi observado que a composicdo em 4:1
estimulou maior proliferagcao e migragéo celular em compara¢ao com os outros dois grupos.
Isso pode ser justificado pelo fato de a gelatina permitir a adeséo celular ao passo que o
fibrinogénio promove a proliferacéo celular.

As propriedades biolégicas da MEC s@o um dos fatores mais importantes e
dificeis de serem mimetizados durante a producéo de um biomaterial para a engenharia
tecidual. Os componentes da matriz, como os GAGs, colageno, peptideos e fatores de
crescimento modulam a atividade celular, em condi¢des fisiolégicas ou durante o processo
de regeneracao tecidual, em resposta a um insulto. A descelularizacdo da MEC permite
a producdo de biomateriais que apresentam essas propriedades, uma vez que sdo
formados pelos componentes da matriz natural do tecido. Aliando a descelularizacdo do
tecido muscular com a eletrofiagdo € possivel fabricar arcabougos capazes de direcionar a
atividade celular e com a estrutura tridimensional necessaria para promover a regeneragao
do musculo. Geralmente € necesséario a utilizagdo de um polimero combinado com a dMEC
(ou mesmo com algum de seus componentes) para permitir a formagéo da fibra. Porém, a
homogeneizacgéo do tecido descelularizado e posterior filiracdo para retirada de particulas
com tamanho superior a 300 um possibilita a fabricagdo de um arcaboucgo eletrofiado
composto exclusivamente do material descelularizado. Esse arcabouco apresenta uma
alta porosidade e, quando depositado aleatoriamente no coletor, apresenta propriedades
mecénicas similares as do musculo, fatores fundamentais para o sucesso da regeneracao
do tecido.36%

A utilizacdo de materiais capazes de transformar energia em movimento, como
0os polimeros condutores, permite a fabricagdo de arcabougos com propriedades
eletromecanicas préximas aquelas do tecido muscular.® Embora esses polimeros
apresentem uma boa biocompatibilidade, estes materiais séo frageis e pouco soluveis,
fazendo com que seja dificil de se manipular e, consequentemente, de se produzir um

material que replique a estrutura do musculo. Uma estratégia para solucionar esse
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problema é a combinagéo do polimero condutor com outro biomaterial capaz de produzir
uma estrutura fibrosa e alinhada. A utilizacdo de nanofibras de seda revestidas com os
polimeros condutores polipirrol ou poli(hidroxi-metil-3,4-etilenodioxi tiofeno) permite a
fabricacdo de arcaboucos que apresentam as propriedades eletromecénicas do musculo,
com condutividade elétrica e estrutura formada por fibras altamente alinhadas.®

Outra maneira para a produgéo de um biomaterial capaz de conduzir um impulso
elétrico é a incorporagéo de nanoparticulas na solugéo polimérica previamente ao processo
de eletrofiacé@o. A utilizagéo de PLLA e nanoparticulas de ouro na produg¢édo do arcabouco
permitiu a fabricacdo de um material biocompativel, biodegradavel e com condutividade
elétrica, mas apresentou propriedades mecanicas diferentes das propriedades do musculo.®®
A combinacgéo de PCL, nanotubos de carbono e um hidrogel de acido poliacrilico (PAA)/PVA
também permitiu a produ¢do de um arcabouco fibroso por meio da eletrofiagdo coaxial.*
Apesar de apresentar propriedades mecanicas diferentes daquelas do tecido muscular,
esse material apresentou alta biocompatibilidade e estimulou a presenca de células
multinucleadas. Esse arcabougo também apresentou condutividade elétrica, evidenciando
a possibilidade de utilizacdo dessa tecnologia para a produ¢do de um material capaz de
regenerar o musculo esquelético.

Conforme discutido anteriormente, a engenharia de tecidos € definida pela triade
biomaterial, moléculas bioativas e células. A escolha da linhagem celular utilizada na
producao de um arcabouco para regeneracao de um tecido influencia diretamente o sucesso
da abordagem. As células satélites musculares apresentam uma fonte celular promissora,
pois participam do processo enddgeno de regeneracdo do musculo. Porém, essas células
perdem a capacidade de diferenciagdo se sofrerem muitas passagens durante o cultivo
e por isso ndo podem ser a Unica fonte celular para o transplante.*' Ja as células-tronco
mesenquimais (CTMs) da medula éssea séo altamente disponiveis, podem sofrer diversas
passagens em cultura sem comprometer a capacidade de diferenciagcdo e apresentam
capacidade imunossupressora, sendo uma vantagem contra a rejeicao de tecidos apos
o transplante. Porém, elas apresentam potencial de diferenciagdo miogénico limitado e
também ndo podem ser utilizados como a Unica fonte celular. A co-cultura das CTMs é uma
alternativa para potencializar a diferenciacéo através da liberag¢éo de citocinas relacionadas
com a diferenciagdo miogénica, como o Fator de Crescimento de Hepatocito (HGF) e Fator
de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), pelas proprias células. A co-cultura dessas
linhagens celulares em um arcabouco de fibras alinhadas de PCL e estimuladas por HGF e
Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-1) produziu um biomaterial capaz
de estimular o alinhamento paralelo das células e sua diferenciagdo miogénica.*

Arcaboucos a base de fibras alinhadas de PCL também podem ser utilizados
para a regeneragéo in vivo de tecidos musculares. Por ser um polimero sintético ndo
absorvivel, o PCL apresenta algumas desvantagens, entre elas a incapacidade de crescer

acompanhando o crescimento tecidual do hospedeiro quando o transplante do arcabouco
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ocorre em criangas.*? Para minimizar esse efeito adverso pode ser utilizado um polimero
natural, como o colageno tipo I, que é biodegradavel e gradualmente substituido pela
deposicdo de MEC pelas células. Um arcabougo composto de fibras eletrofiadas alinhadas
de PCL e colageno tipo | induziu a regeneragéo funcional do diafragma, dando suporte para
a troca gasosa. Esse biomaterial biodegradavel apresentou estabilidade biomecéanica e
biolbgica e estimulou a formagéo de tecido muscular novo, o que evidencia a possibilidade

de utilizacdo deste arcabougo no tratamento de defeitos diafragmaticos.*?

7.6 CORACAO

O musculo cardiaco é um tecido formado por musculo estriado cardiaco, o qual nao
possui capacidade regenerativa eficiente para restaurar células danificadas por algumas
doencas. Quando os danos no tecido estdo avancados, em estagio terminal ou em vias de
ocasionar faléncia do coragéo, os transplantes cardiacos podem ser realizados. No entanto,
a falta de 6rgaos disponiveis € um ponto limitante para a realizagao desse procedimento.* A
doenca cardiovascular € considerada a principal causa de mortalidade global, responsavel
por mais de 30% do total de mortes.* Atualmente, ha uma demanda urgente de estratégias/
terapias eficazes para o tratamento das doencgas cardiovasculares. Uma alternativa para
os transplantes cardiacos e para a regeneragéo cardiaca € o uso da engenharia tecidos
através da eletrofiacéo, em casos apo6s infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca, danos
na valvula cardiaca e doencas cardiacas congénitas, a fim de melhorar a qualidade de vida
desses pacientes.*6

Para a regeneragéo cardiaca, algumas propriedades s@o cruciais para 0 sucesso
do biomaterial desenvolvido por eletrofiagado, tais como: dar suporte para a condutividade
elétrica para a contragédo sincrona dos cardiomiécitos; boas propriedades estruturais e
mecanicas; boa biocompatibilidade;*” dar suporte funcional para cardiomiocitos, permitindo
ageracaode umaforcade 2-4 mN/mm?2durante a contracdo muscular; estrutura anisotrépica
do miocardio.*® Kharaziha e colaboradores*® utilizaram uma mistura de poli(sebacato de
glicerol) elastomérico biodegradavel (PGS) e gelatina para a producdo de nanofibras
por eletrofiacdo, as quais demonstraram anisotropia capaz de mimetizar a arquitetura
do miocardio ventricular esquerdo e melhorar a funcionalidade, utilizando-se células de
fibroblastos cardiacos de ratos e de induzir contragcdes sincronas adequadas, sendo um
biomaterial passivel de ser utilizado clinicamente na engenharia de tecidos cardiacos.

Outras técnicas também podem ser associadas a eletrofiagdo, como por exemplo
a ablacéo a laser. Um estudo desenvolveu um patch cardiaco produzido com fibras
eletrofiadas de albumina que passaram pelo processo de ablacédo a laser.*® O biomaterial
foi desenvolvido contendo 3 tipos de camadas com arquiteturas distintas produzidas pela
ablacao a laser, sendo elas: microssulcos (do inglés, microgrooves) para o alinhamento das
fibras cardiacas; microtineis para dar suporte para as células endoteliais e microparticulas

Eletrofiagdo e nanofibras: Fundamentos e aplicacdes Capitulo 7

182



de PLGA contendo VEGF; estruturas semelhantes a microgaiolas para suportar particulas
de PLGA com dexametasona. Um esquema da estrutura pode ser observado na Figura
7.5. O arcaboucgo foi montado com 6 camadas de microssulcos, 6 de microtineis e 2 de
microgaiolas, coladas com um hidrogel de MEC. Esse construto mimetizou as diferentes
orientacdes de fibras de colageno no ventriculo esquerdo. O material apresentou rigidez
e anisotropia semelhantes ao musculo cardiaco, tendo potencial de gerar contracéo
muscular. Ainda, quando implantado em ratos, os construtos que ndo possuiam VEGF em
sua estrutura ndo apresentaram vascularizagédo, ao passo que os construtos com VEGF
exibiram a presenca de vasos sanguineos.
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Figura 7.5. Esquema ilustrativo da producédo do biomaterial com diferentes arquiteturas. Adaptada com
permissao da referéncia 49. Copyright 2017 PNAS.

Conforme discutido anteriormente, o polimero utilizado na técnica pode influenciar
nas caracteristicas do biomaterial. Estudos tém abordado as terapias baseadas em
células para promover a regeneracao cardiaca, principalmente ap6s eventos de infarto
do miocardio.*%° As células utilizadas na engenharia de tecidos cardiacos podem ser
autologas, alogénicas, linhagens celulares, culturas primarias ou células progenitoras.*®
Alguns exemplos sdo o uso de cardiomiécitos derivados de células-tronco pluripotentes,
células endoteliais, células-tronco embrionarias humanas. Por fim, a eletrofiacdo permite o
desenvolvimento de scaffolds que mimetizam as estruturas 3D, propriedades mecénicas e

elétricas dos miocardicos nativos.*” 5!
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7.7 VASOS SANGUINEOS

Os vasos sanguineos sao tecidos que apresentam capacidade regenerativa
inerente, contudo, em algumas situacdes como aterosclerose, complicacdes diabéticas e
traumas teciduais, ocorre perda de tecido. As técnicas mais utilizadas nesses casos sao
0 bypass cirurgico e a colocagéo de stents, através de enxertos autblogos ou materiais
superficiais.5 No caso dos enxertos autélogos, em que sdo utilizados os vasos sanguineos
do proprio paciente, eles sdo 6timas opgdes por conta da biocompatibilidade. Contudo,
a colheita desses vasos depende de quantidade e qualidade para o sucesso do enxerto.
No caso dos materiais superficiais, ndo existem materiais atualmente disponiveis para
aplicacdo em vasos de pequeno didmetro (< 6 mm), principalmente devido a alta taxa
de formacdo de trombos no interior desses enxertos vasculares. Além disso, ocorrem
eventos como trombogenicidade aguda, hiperplasia intimal e infecgdo.®® Portanto, ha uma
necessidade clinica para o desenvolvimento de enxertos vasculares de pequeno diametro
com propriedades anticoagulantes para utilizagdo na revascularizagédo.*?

A eletrofiacdo pode ser utilizada na engenharia de tecidos vasculares para o
desenvolvimento de enxertos sintéticos, principalmente devido a sua capacidade de
mimetizar a MEC. Para o desenvolvimento desses enxertos, algumas caracteristicas sao
essenciais, como: biocompatibilidade, estrutura tridimensional, promocado da adesao e
da proliferacao de células endoteliais, boas propriedades mecéanicas (por conta do fluxo
sanguineo) e propriedades anticoagulantes.>**® Diversos materiais poliméricos, naturais ou
sintéticos, podem ser utilizados com esse propésito. Os polimeros naturais ndo possuem
boas propriedades mecénicas, por esse motivo sdo associados a polimeros sintéticos
incluindo PCL, poli (L-lactideo-co-e-caprolactona) (PLCL), PLA, PU, poli(L-lactideo-co-
carbonato de trimetileno), polipropileno (Moplen 462R PP), polilactideo 4060D, PEO e
PLGA.%

Na engenharia de tecidos vasculares séo utilizados diversos métodos para
aprimorar os enxertos desenvolvidos por eletrofiagdo, como a modificagdo da superficie,
reticulagcdo, promocédo da endotelizacdo e variagdes da técnica de eletrofiacdo. Por
exemplo, a modificacdo da superficie pode ocorrer pela utilizacdo de biomoléculas/
fatores de crescimento associados aos biomateriais, promovendo funcionalidade biologica
adicional, diretamente no local necessitado, como por exemplo, através da incorporagéo
de VEGF e Fator de Transformagédo do Crescimento Beta 2 (TGFB2).5 Ainda, a heparina
pode ser associada para evitar a coagulacdo excessiva no interior do enxerto vascular,
sendo um dos principais desafios dos enxertos de pequeno diametro. Geralmente, a
molécula de heparina é carregada nas superficies dos enxertos.® Um estudo reportou
a funcionalizacdo de biomateriais vasculares produzidos por eletrofiagdo com heparina
e VEGF.*” A heparina impediu a coagulacédo na superficie do biomaterial e a associacéo
de heparina e VEGF favoreceu a adaptagéo de células-tronco mesenquimais e células
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progenitoras endoteliais (EPC), que possuem papel importante na antitrombogenicidade.
Ainda, aumentou a proliferagdo de ECP, favorecendo a camada endotelial e a regeneragéo
de vasos sanguineos danificados.

Outro material que pode ser utilizado para a produgcdo de biomateriais por
eletrofiagédo é a gelatina (maiores detalhes no Capitulo 5). Esse polimero natural apresenta
alta biocompatibilidade, além de estimular a adesé&o e proliferacao e favorecer a resisténcia
mecanica vascular. No entanto, os biomateriais produzidos com a gelatina apresentam
baixa porosidade, prejudicando a infiltragcdo celular. Para contornar esse problema, uma
possivel estratégia é a adicdo de polimeros sintéticos na composi¢cdo do material, como o
PCL. Um estudo desenvolveu um biomaterial por eletrofiagdo composto de PCL e gelatina
associado com TGFB2, utilizando células musculares lisas.*® Os resultados demonstraram
porosidade adequada, onde o0s biomateriais contendo TGFB2 promoveram maior
proliferacéo e densidade celular, quando comparado aos materiais sem a biomolécula. Para
a promogéao da endotelizacao, o endotélio vascular libera éxido nitrico, o qual possui papel
critico no controle do ténus vascular, limitando a proliferacdo de células musculares lisas,
evitando a ativacdo e adeséao plaquetaria, bem como promovendo a proliferacao de células
endoteliais. Essas sdo algumas das vantagens de associar o 6xido nitrico a eletrofiagéo,
por meio de imobilizagéo fisica, prolongando a duragdo da liberagédo.*®

As variacOes da eletrofiagdo podem ser cruciais no desempenho do biomaterial
vascular. Por exemplo, em relagcdo ao formato do biomaterial, podem ser desenvolvidos
scaffolds vasculares com forma tubular, através da utilizacdo de mandris de diferentes
diametros como placa coletora, podendo ser aplicados a uma variedade de vasos
sanguineos.® Ainda, a eletrofiacdo coaxial pode ser utilizada para desenvolver fibras
com estrutura nicleo-casca, podendo ser funcionalizada para apresentar caracteristicas
especificas de acordo com as partes interna e externa do vaso.5® Por fim, o desenvolvimento
de scaffolds vasculares por eletrofiagdo ainda é um grande desafio, havendo a necessidade
de desenvolvimento de novos enxertos vasculares com todas as propriedades necessarias
para o sucesso do enxerto quando aplicado in vivo.

7.8 PELE

A pele humana € o maior 6rgdo do nosso corpo e atua como uma barreira contra
agentes externos, sendo capaz de controlar algumas fungbes do organismo através da
eliminagéo de toxinas, prevencéo de perda de agua, protecéo para outros 6rgaos e estresse
mecanico (maiores detalhes no Capitulo 8). Esse 6rgdo possui caracteristicas especificas,
como anisotropismo, viscoelasticidade, alta taxa de proliferacdo celular e capacidade
de regeneracgéo, especialmente no caso de feridas pequenas. Independente da causa
da leséo, o tratamento deve ser adequado para auxiliar na aceleragdo da cicatrizagéao,

prevenir infeccbes e promover a regeneragao tecidual.®**" Os principais danos teciduais
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séo causados por queimaduras, feridas crénicas, excisao de pele, doencas dermatologicas,
Ulceras em pés diabéticos e cancer de pele.®'62

Igualmente como descritos para outros tipos de tecidos, os enxertos aut6logos,
alogénicos e xenogénicos possuem algumas limitacées, como a indisponibilidade de tecido
disponivel para transplante, rejeicdo imunologica e baixa resisténcia, dificultando o uso
desses tipos de enxertos. Por esses motivos, novos enxertos devem ser desenvolvidos. A
utilizacdo da engenharia de tecidos associada as células-tronco pode acelerar o processo de
cicatrizagdo e regeneracao tecidual da pele.**% Na regeneragéao da pele ou na substituicdo
desse tecido, a mimetizacdo da estrutura da MEC é ainda mais interessante, pois a pele
possui caracteristicas de alta sensibilidade e alta capacidade de resposta ao estresse,
devido a organizacao das fibras de colageno e de elastina desse tecido.

Na regeneracéo tecidual da pele, assim como para outros tecidos, a associa¢ao
da eletrofiagdo com outras etapas pode melhorar as propriedades fisicas, mecéanicas e
biolégicas do biomaterial, podendo ser utilizadas diversas outras técnicas, dependendo de
cada tipo de tecido a ser regenerado. Como exemplo, citam-se as variagdes da eletrofiacéo
ou a funcionalizagdo com fatores de crescimento, outras biomoléculas ou células. Um
estudo usou a técnica de wet electrospinning, uma variagédo da eletrofiagdo convencional,
para desenvolver fibras de PCL associadas a células endoteliais.®* O biomaterial foi
desenvolvido através da associagdo de trés camadas, sendo um scaffold composto de
tecido téxtil na camada intermediaria e, nas camadas externas, fibras eletrofiadas de PCL.
O biomaterial apresentou organizacdo semelhante a MEC nativa, rigidez, proliferacao
celular e capacidade de adesédo apos sete dias de cultivo. Os autores concluiram que o
biomaterial apresentou propriedades fisicas, mecanicas e biolégicas semelhantes as da
pele.

Um estudo desenvolveu fibras de PU/acido hialurénico por eletrofiagcéo coaxial para
formar fibras com morfologia nicleo-casca.®? Os resultados in vitro demonstraram aumento
significativo na adesao celular e, in vivo, foi demonstrado um aumento na cicatrizagéo
e formagdo da camada epitelial, observados pela analise histologica. Ainda, o grupo
controle apresentou maior inflamagéo do que o grupo tratado. Assim, os estudos in vivo
demonstraram ser essa estratégia uma promissora candidata para a cicatrizacao de feridas.

Além disso, outros materiais podem ser utilizados associados a eletrofiagdo. Em
estudo realizado por Lopresti e colaboradores,® fibras de PLA revestidas com kefir foram
utilizadas a fim de modular a inflamacéo e auxiliar na remodelagéo quando aplicado para
a cicatrizacdo da pele. Essa modificacdo aumentou consideravelmente a elasticidade, mas
de forma discreta a forca de tensdo. Quando fibroblastos de camundongo foram cultivados
nas fibras, houve expressdo de colageno tipo |, indicando atividade metabdlica dessas
células.
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7.9 OUTROS TECIDOS

A engenharia de tecidos utilizando biomateriais construidos a partir de fibras
eletrofiadas também tem sido estudada para a regeneracdo de outros tecidos, além dos
anteriormente descritos. Esta estratégia da medicina regenerativa tem sido empregada
visando o reparo de outros tecidos e érgdos, como o rim, figado, cornea e pancreas.5®
Esses tecidos possuem particularidades funcionais e sua reconstru¢ao apresenta desafios
especificos. A estrutura e composicdo da MEC tem um importante papel na regeneracéo
tecidual e no tecido renal esta importancia se faz mais evidente, uma vez que a matriz
participa dos processos de filtracdo, reabsor¢cdo e secregdo que ocorrem no néfron. O
néfron é composto por uma estrutura membranosa composta por moléculas da MEC e
uma monocamada de células epiteliais que atuam como uma barreira permeavel. A
mimetizacdo dessa estrutura é fundamental para produzir um arcabouco funcional para
regeneracao renal. Esse objetivo pode ser atingido utilizando a dMEC do rim e PCL para
a producgao de nanofibras com alto conteudo de coladgeno e GAGs, as quais apresentaram
melhor performance bioldgica para cultivo de células renais, quando comparadas as fibras
produzidas somente com PCL. Esse fato evidencia a possibilidade de utilizacdo dessa
metodologia para produzir membranas filtrantes funcionais para engenharia do tecido
renal.%s

No caso do figado, o microambiente da MEC também apresenta um papel
fundamental no suporte da fun¢do dos hepatécitos. Dessa forma, varios estudos utilizam
dMEC como componente de biomateriais devido a presenca de proteinas importantes
para esse microambiente. Neste sentido, um estudo utilizou comparou nanofibras de
dMEC com fibras produzidas com proteinas especificas da matriz, como colageno tipo I,
laminina e fibronectina, observando-se que essas proteinas também estavam presentes
no material com dMEC.%” Ao cultivar células nesses arcaboucgos, todos os biomateriais
produzidos apresentaram boa biocompatibilidade, mas a presenca de dMEC permitiu maior
sobrevivéncia e prolifera¢éo celular. Além disso, o material com dMEC também apresentou
maior expressdo de albumina ao longo tempo e de genes relacionados ao metabolismo de
farmacos e de componentes tdxicos, demonstrando seu papel na funcado celular hepatica.

Outro estudo utilizou nanofibras de quitosana galactosilada (QG) para mimetizar a
MEC hepética.® Hepatocitos foram cultivados em filmes ou em fibras de QG e observou-
se que, apo6s 1 dia de cultura, as células cultivadas nas fibras formaram agregados de
formatos irregulares, ao passo que as células cultivadas nos filmes se agregaram em
pequenos esferdides. Dessa forma, o cultivo nos filmes levou a uma baixa adeséo celular,
enquanto o cultivo nas nanofibras apresentou uma boa integracdo células-fibras. Além
disso, os hepatécitos cultivados nas nanofibras de QG apresentaram maior bioatividade,

com maior secrecéo de albumina e sintese de ureia.
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Outra estratégia interessante na engenharia de tecidos é o uso de patches para
regeneragdo hepatica. Combinando a eletrofiagdo com impresséo 3D, foi produzido um
patch utilizando células progenitoras hepaticas derivadas de pacientes e células endoteliais
da veia umbilical humana (HUVECs).® Para isso, fibras de PCL foram eletrofiadas e na
borda foi impresso um constructo de PCL. Ap6s, em cada manta de material eletrofiado,
foram semeadas células progenitoras hepaticas ou HUVECs. As mantas de nanofibras
contendo células foram agrupadas em camada Unica, dupla ou tripla, sendo a camada
de progenitores hepéticos a camada do meio ou a de baixo. O construto de camada tripla
apresentou caracteristicas histologicas e morfologicas similares ao tecido hepatico, bem
como funcdes de secrecdo de albumina e atividade enzimética. In vivo, o patch levou
a uma repopulagédo do parénquima hepatico, com restauragédo da fungdo e aumento da
sobrevivéncia dos animais.

Areconstrucdo de defeitos cdrneos € geralmente realizada por meio de transplante de
cornea ou utilizando membrana amniética humana. Porém, essas metodologias apresentam
desvantagens como a falta de doadores, incompatibilidade imunologica e a possibilidade
de transmissdo de doencas infecciosas. Para evitar estes problemas é possivel a utilizacéo
de materiais compostos por hidrogel de colageno comprimido e nanofibras de PLGA.7 Esse
biomaterial apresentou propriedades mecénicas e biolégicas ideais para a regeneragao da
cornea, além de ser suturavel. O arcabouco produzido utilizando esta técnica apresentou
uma estrutura porosa, com propriedades mecanicas similares as encontradas na cérnea,
com alta biocompatibilidade e estimulo a proliferagéo celular tridimensional, sendo uma
possibilidade para a regeneragao cérnea.

A Diabete Mellitus tipo | € uma doenca autoimune em que ocorre a destruicdo
das células produtoras de insulina no pancreas, culminando em um aumento da glicose
sanguinea que pode levar a complicacbes como perda de visdo, neuropatia grave e
destruicdo vascular. A terapia celular utilizando células-tronco é uma promissora alternativa
para restaurar a produgéo de insulina em pacientes com diabetes, devido a sua capacidade
de diferenciacdo em células produtoras de insulina. A utilizagdo de uma estrutura 3D
eletrofiada, utilizando polimeros naturais ou sintéticos, promove uma melhora neste
processo de diferenciagdo. Quando nanofibras de PLLA foram comparadas com nanofibras
de seda, as células cultivadas e diferenciadas no biomaterial sintético apresentaram maior
expressao génica de genes relacionados a diferenciagéo em células produtoras de insulina
e maior producéo e liberacdo de insulina quando estimuladas pela adicdo de glicose no
meio de cultura.”

7.10 CONSIDERAGOES FINAIS

O aumento da expectativa de vida da populagdo mundial acompanha o crescimento
do nimero de pacientes que deverao se beneficiar pelo uso de estratégias inovadoras para
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promover a regeneracao de 6rgaos e tecidos, devido a lesbes decorrentes dessa maior
longevidade, por traumas ou acidentes. Conforme demonstrado no presente capitulo, devido
a grande variedade de biomateriais disponiveis e de variagcbes da técnica, a eletrofiagdo
apresenta-se como uma metodologia versatil e promissora para a engenharia de tecidos.
Atualmente, muitos estudos exploram o potencial dessa técnica para a regeneragéao
de diversos tecidos e 6rgdos com caracteristicas e necessidades distintas. Um desafio
desta area é a produgéo de construtos que combine propriedades mecanicas favoraveis
para regeneracgao tecidual com materiais que mantenham uma boa viabilidade celular. A
eletrofiacdo é uma técnica multifuncional que permite a fabricagéo tanto de constructos
robustos que mimetizam a matriz 6ssea, como constructos delicados para a regeneracao
da cornea, fazendo dela uma excelente alternativa para a construgdo de biomateriais para

a engenharia de tecidos e medicina regenerativa.
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