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INTRODUCAO

A Engenharia de Tecidos é um campo multidisciplinar entre as a
reas de ciéncia e engenharia de materiais, biofisica, bioquimica,
ciéncias biomédicas e medicina que tem como objetivo
desenvolver conhecimentos e técnicas para o reparo de funcées e a
reconstrucao de o6rgaos e tecidos lesionados a partir da cultura e
expansdao in vitro de células sobre suportes sintéticos
tridimensionais  (scaffolds) de materiais biorreabsorviveis
(BARBANTI, et al., 2005; MA, 2008; AWAD, et al., 2004).

Doencas cronico-degenerativas sdo responsaveis por dois tercos de
todas as mortes no mundo. Essas patologias alteram o
funcionamento do corpo humano desde células e tecidos, até
sistemas inteiros, causando necrose, lesoes graves e perda de fung
Oes. As intervencdes terapéuticas atuais envolvem o uso de fa
rmacos e em muitos casos cirurgias. Dentro desse contexto, a
Engenharia de Tecidos abre perspectivas para a pesquisa e
desenvolvimento de métodos eficazes no tratamento de diversas
dessas patologias cronico-degenerativas (McGEER, 2004; SANTOS,
et al., 2004; WHO, 2014).

A adesdao e proliferacao de células em matrizes artificiais
dependem dos métodos utilizados na producdo desses materiais.
Algumas caracteristicas tém sido estudadas, como a
biocompatibilidade dos suportes, a biodegradacao controlada para
que haja uma recuperacao adequada do tecido, e o
dimensionamento dos poros. Sendo esta Ultima caracteristica de
importancia relevante ja que a porosidade interfere diretamente
na adesao, desenvolvimento e morfologia das células, além de
determinar o nivel do fluxo de substancias essenciais para o
crescimento celular. Materiais porosos facilitam estes processos,
além de proporcionarem uma melhor neovascularizacao da area do
tecido que esta sendo reparada (HUTMACHER, 2000; SITTINGER et
al., 1995; BHAT et al. 2010; SANCHEZ-SALCEDO et al. 2008).

Os polimeros naturais obtidos por processos industriais escalonados
como a agarose e o colageno tem um menor custo associado a
matéria-prima (YANG et al., 2004) diminuindo consequentemente o
custo de producao de dispositivos e se apresenta como alternativas
clinicas para o tratamento e regeneracao de 6rgaos e tecidos.
Ademais, utilizacao de polimeros de origem natural como a agarose
e o colageno na sintese de scaffolds tem demonstrado bons
resultados devido a biocompatibilidade apresentada por esses
materiais e suas caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as da
ECM. Estas caracteristicas podem garantir o estabelecimento
celular e o consequente desenvolvimento de uma nova matriz
gerada pela producdo de proteoglicanos e colageno pelas células
recém-estabelecidas.

0 uso de agarose, um polissacarideo derivado de algas marinhas, ja
¢ bastante difundido no campo biomédico, tendo aplicacdes també
m na liberacdo controlada de farmacos. Entre suas propriedades
estdo as caracteristicas mecanicas desejadas. O colageno
processado apresenta propriedades semelhantes as do polimero
analogos ao encontrado no organismo humano, e tem um tem sido
frequentemente utilizado producao de scaffolds. (MALAFAYA, et
al., 2007; CEN et al., 2008; DANG, LEONG, 2006; SAKAI et al.,
2006).

Logo, o presente estudo tem como objetivo o desenvolvimento de
scaffolds porosos que favorecam a adesao e o crescimento celular
baseados em agarose e colageno.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biofisica Qui
mica do Departamento de Biofisica e Radiobiologia (LBQ) como
parte das atividades obrigatorias da disciplina de Engenharia de
Tecidos (BIO 0008) do curso de Engenharia Biomédica no periodo
2017.2.

Foram realizados dois procedimentos, sendo o primeiro a sintese
de scaffold poroso pelo procedimento descrito por Bhat et al.
(2012) modificado. Foram utilizados como materiais agarose (3%
w/v), colageno (1%), glutaraldeido (0,2%). Neste procedimento
foram diluidos em agua destilada a agarose e o colageno (40°C-70°
C), apods a diluicdo a solucao foi levada ao vortex. Em seguida foi
adicionada a solugdo de 0,5 mL de glutaraldeido a 0,2% de 25% da
solucdo de estoque. A solucdo foi agitada num béquer de 3L até
formar uma espuma densa. Foram transferidos 5 mL da espuma de
agarose, colageno e glutaraldeido para um tubo Falcon de 15 mL e
incubados a -12°C no freezer durante um periodo de 16h. Apos as
16h, a solucao foi retirada e enxaguada em agua destilada durante
a noite inteira utilizando a mesa agitadora para retirar o
glutaraldeido que nao reagiu.

0 segundo procedimento foi a sintese de scaffold poroso por erosao
de sal onde foram utilizados agarose (3% w/v), colageno (1%) e
NaCl (600 mg). Neste segundo experimento, foram diluidos em a
gua destilada a agarose e o colageno (40°C-70°C), apds a diluicao a
solucdo foi levada ao vdrtex. Foram transferidos 5 mL da solucdo
para uma forma de silicone de 7 mL. Em seguida adicionou-se 600
mg de sal. Também foi feita a confeccao de uma peca de controle
transferindo 5 mL da mesma solucdo para uma forma de silicone
com o mesmo tamanho (7 mL), porém, sem adicdo de NaCl. O
material foi incubado em uma estufa 45°C para secagem. Por fim,
houve a lavagem com agua destilada para erosao do sal por um peri
odo de 4h.
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Para o segundo procedimento apo6s a lixiviacdo do sal, foram feitos
cortes com uma lamina de aco inoxidavel para visualizacdo do
material. O material foi corado numa solucao de Cristal Violeta
(Hexamethylenepararosaniline chloride), sendo lavado novamente
para retirada do excesso do corante e visualizado em microscopio 6
ptico em objetiva de 40X.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dois meétodos diferentes foram testados para a sintese dos
scaffolds, no primeiro método, sintese de scaffold poroso
utilizando o procedimento de Bhat et al. (2012) modificado, houve
formacao de espuma que em teoria induziria a formagao de poros,
porém foi observada que a espuma nao estava uniformemente
distribuida no material (figura 1A).

Apb6s a producdo da espuma o material foi congelado e em seguida
descongelado em temperatura ambiente. Foi observado que apos
este procedimento a espuma se desfez e o material colapsou
(figura 1B), o que tornou suas caracteristicas insatisfatorias para
utilizagao como scaffold.

Figura 1. Scaffold sintetizado pela técnica de sintese descrita por Bhat et al. (2012
modificada) (A) Antes do congelamento é possivel observar poros formados no material
pela espuma distribuindo-se pela superficie do material. (B) apos descongelamento em
temperatura ambiente, ja ndo é mais possivel observar poros no material. Houve a
degradacao da espuma no decorrer do descongelamento e a consequente degradagao dos
poros antes formados.

No segundo método, sintese de scaffold poroso por erosao de sal,
foi verificado que apds a lavagem com agua destilada o material
apresentou a formacao de poros uniformes (figura 2).

Figura 2 Scaffold obtido por erosao de sal apos lavagem. Pode-se observar poros
macroscopicos na estrutura obtidas

O material produzido utilizando o método por erosdo de sal,
apresentou a formacdo de poros que se mantiveram estaveis
mesmo apos o periodo de secagem na estufa e lavagem, o que
indica que ha possibilidade de utilizacdao deste material como
scaffold.
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Para o segundo procedimento apds a retirada do sal, foram
realizados cortes histolégicos a mao utilizando laminas de aco
inoxidavel seguido de coloracao por Cristal Violeta. Observa-se que
no material onde ndo houve a inclusdo de sal a superficies se
apresentava uniforme (figura 3A). Enquanto o material sofre o
processo de inclusido e posterior erosao a superficie torna-se
irregular, podendo ser observados diversos poros quando o material
é examinado no aumento de 40x (figura 3B).

Figura 3. Micrografia de material polimérico composto de agarose e colageno aumento
x40 (A) controle material ndo submetido ao processo de erosao de sal. observa-se uma
superficie regular sem porosidade. (B) Micrografia do material sintetizado por erosdo de
sal, observa-se poros de diversos tamanhos.

Leor e colaboradores (2005) observou que os polimeros naturais
tiveram capacidade de conduzir o processo de adesao e proliferaca
o de cardiomiocitos. Gros e colaboradores (2010) indica a
necessidade da continuidade dos estudos para de sintese de
scaffolds de agarose e colageno para reduzir as barreiras até o
sucesso do desenvolvimento de novos métodos terapéuticos para o
tratamento e a cura de lesdes em tecidos. Também foi observado
por Van Vlierberghe e colaboradores (2011) que os scaffolds de
agarose e colageno podem ser utilizados na regeneracao de tecidos
do pancreas e de cartilagens. Ulrich e colaboradores (2010)
demostrou em seus estudos que além da utilizacdo no reparo de
funcdes em tecidos lesionados, colageno e agarose também podem
servir como base para a modelagem do comportamento de células
tumorais.

CONCLUSOES

O material produzido por meio de producdo de espuma nao
apresentou as caracteristicas necessarias para sua utilizacdo como
scaffold, ja que os poros e as estruturas obtidas ndo foram esta
veis. Por outro lado, o material produzido pelo método de lixiviaca
o de sais apresentou a formacdo de poros estaveis que
teoricamente podem favorecer a adesao e a proliferacao celular.
Estudos futuros com cultivo celular sdo necessarios para
demonstrar a eficacia do material como scaffold.
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