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Resumo: Biopolimeros podem ser usados na producdo de matrizes como suporte mecanico no crescimento celular na
medicina regenerativa. Dois exemplos sdo a policaprolactona (PCL) e o poli(acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA)
usados no presente estudo para avaliar as células-tronco mesenquimais em matrizes de PCL produzidos por impressdo
3D e cobertos com fibras de PLGA obtidas por eletrofiacdo. Por microscopia eletrénica de varredura foi possivel
observar as fibras de PLGA integradas nas matrizes 3D. A presenca de células aderidas foi confirmada por microscopia
confocal e eletrdnica e a andlise da liberagdo da desidrogenase lactica mostrou que as matrizes ndo foram citotdxicas. A
combinacgdo dos dois polimeros permitiu a producéo de um suporte com maior estabilidade mecénica devido a presenca
de PCL depositado em filamentos e a adesdo celular devido as fibras de PLGA. As matrizes sdo adequadas para
utilizacdo em terapia celular e podem ser utilizadas na regeneracdo de tecidos.

Palavras-chave: poli(e-caprolactona), poli(acido lactico-co-acido glicolico), impressdo 3D, eletrofiacdo, engenharia
de tecidos.

3D printed PCL scaffolds covered by PLGA nanofibers for tissue engineering

Abstract: Biopolymers, can be applied to produce scaffolds as mechanical support for cell growth in regenerative
medicine. Two examples are polycaprolactone (PCL) and poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) both used in this study
to evaluate mesenchymal stem cells on PCL scaffolds produced by 3D printing and covered with fibers made from
PLGA obtained by electrospinning. With scanning electron microscopy, it was observed that the electrospun fibers were
integrated into the 3D matrices. Confocal laser scanning microscopy and scanning electron microscopy confirmed the
presence of attached cells and the lactate dehydrogenase released test showed the scaffolds were not cytotoxic. The
combination of the two polymers facilitated the production of a support with greater mechanical stability due to the
presence of PCL deposited in the filament and cell adhesion due to the PLGA fibers. The scaffolds are suitable for use
in cell therapy and also for tissue regeneration purposes.
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Introducao

A engenharia de tecidos requer biomateriais adequados para servir como suportes tridimensionais
de células e tecidos [1]. Poliésteres alifaticos, tais como a policaprolactona (PCL) e o poli(acido
lactico-co-&cido glicdlico) (PLGA), pertencem a uma familia de polimeros sintéticos
biodegradaveis, 0s quais sdo utilizados na medicina. Esses polimeros tém excelente compatibilidade
com os tecidos e degradabilidade que séo aspectos criticos para a sua utilizacdo bem sucedida no
corpo humano. Além disso, esses polimeros foram aprovados para aplica¢fes biomédicas pela Food
and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e pela Agéncia Europeia de Medicamentos
(EMA) [2].

A PCL é amplamente utilizada na engenharia de tecidos como um material elastico para a
preparacdo de dispositivos implantaveis de longa duracdo com propriedades mecéanicas e
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estabilidade estrutural. A PCL é um exemplo de um material polimérico sintético que é utilizado
habitualmente na biofabricacdo, como a impressédo 3D. A impressdo 3D (também conhecida como
prototipagem rapida) é uma tecnologia que pode ser utilizada para a producgdo de tecidos e 6rgaos
[3].

O PLGA é um polimero geralmente usado na engenharia de tecidos devido as suas excelentes
propriedades de adesdo celular, proliferacdo e degradacao [2]. A técnica de eletrofiacdo facilita a
fabricacdo de fibras nanoestruturadas com dimensdes semelhantes aos componentes da matriz
extracelular e mimetiza a sua estrutura fibrilar, fornecendo sinais essenciais para a organizacéo,
sobrevivéncia e funcdes celulares [4].

Células-tronco mesenquimais (CTMs) constituem uma parte fundamental da engenharia de tecidos,
com aplicacOes terapéuticas promissoras para a regeneracdo do tecido, auto-imunidade, inflamacao
e doenca degenerativa [5]. Essas células sdo muitas vezes utilizadas em combinacdo com 0s
biomateriais em engenharia de tecidos, com o objetivo de reparar ou reconstruir tecidos e 6rgdos.

O presente estudo investigou a interacdo entre os biomateriais e as CTMs. Os suportes foram
produzidos com a utilizacdo de impressdao 3D para fabricar matrizes de PCL com propriedades
mecanicas, coberta por fibras de PLGA obtidas por eletrofiagdo para melhorar a fixagéo celular.

Experimental

Matrizes de PCL produzidas por impressdo 3D

Os suportes de PCL (estruturas porosas no formato de estacas de madeira, Fig. 1B) foram
fabricados por impressdo 3D utilizando a impressora chamada Fab@CTI [6] por um processo de
extrusdo de filamentos fundidos. A impressora Fab@CT] foi construida e adaptada pelo Centro de
Tecnologia da Informacdo Renato Archer (CTI), com o objetivo de colaborar em iniciativas de
pesquisa nas areas de bioengenharia e biomateriais, com parceiros em diferentes instituicbes de
pesquisa. A Fab@CT]I pode usar materiais em diferentes condi¢cBes como filamento, po e estado
fluido. Os suportes foram impressos com 2 camadas de 0,4 milimetros e cortados em formas
circulares com didmetros de aproximadamente 6 mm. As hastes foram produzidas com 1 mm de
separacao, que se refere ao espago encontrado entre as camadas da estrutura.

Nanofibras de PLGA desenvolvidas por eletrofiagdo como cobertura de matrizes 3D

O PLGA foi utilizado para a eletrofiagdo conforme usado rotineiramente pelo presente grupo [7].
Em resumo, 12% de PLGA (75/25) foram dissolvidos em 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol. A
solucéo do polimero foi colocada entre os eletrodos que foram ligados a uma alta tensdo. As tensdes
aplicadas para a producdo das nanofibras foram de 11kV e 1kV correspondente aos eletrodos
positivo e negativo, respectivamente. A solucdo de polimero foi colocada em uma seringa equipada
com uma agulha de aco 21G x 1” (0,8 mm x 25 mm), a 15 cm de distancia da placa coletora, com
um fluxo de 0,019 mL/min. As fibras foram formadas aleatoriamente sobre a placa coletora
contendo matrizes 3D de PCL de 6 mm de diametro. Utilizou-se 0,45 mL da solucdo de polimero de
PLGA sobre a placa coletora de 28,27 cm? de érea, totalizando 4,5 uL de solucdo polimérica em
cada lado dos suportes 3D, formado as estruturas de PCL cobertas com nanofibras de PLGA em
ambos os lados. Subsequentemente, as matrizes foram colocadas sob luz ultravioleta durante
1h30min em uma camara de fluxo laminar vertical (45 minutos para cada lado) para esterilizacao e,
em seguida, em placas de cultura de 96 pocos.

Estabelecimento, caracterizacéo e cultura das células nas matrizes

As células-tronco mesenquimais foram coletadas, cultivadas e caracterizadas de acordo com 0s
procedimentos padrfes rotineiramente utilizados pelo presente grupo de pesquisa [8]. As células
foram isoladas a partir de corddo umbilical humano (Registro na comissdo de ética na Plataforma
Brasil N° 36211214.3.0000.5347) e foram mantidas em meio DMEM, pH 7,4 suplementado com
10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina em uma
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atmosfera saturada de agua com 5% de CO, a 37°C. O meio de cultura foi trocado a cada trés ou
quatro dias e as células foram sub-cultivadas quando atingiam a confluéncia utilizando 0,05% de
tripsina/EDTA. As CTMs foram caracterizadas por citometria de fluxo e pela capacidade de
diferenciacdo em osteoblastos, condrocitos e adipdcitos in vitro e utilizadas nos experimentos
descritos abaixo. As células (51 x 10%) foram semeadas em uma das superficies da estrutura de
PCL+PLGA. Os pocos de placas de cultura de 96 pocos sem matrizes foram utilizados como
controle. ApoGs 48 horas, as matrizes foram viradas e 0 mesmo nimero de CTMs foi semeado na
outra face das estruturas, totalizando 102 x 103 células semeadas nas matrizes ou nos pPogos
utilizados como controles. Apos 48 horas, os testes foram realizados.

Microscopia de contraste de fase
O diametro do suporte 3D foi analisado nas imagens obtidas por microscopia de fase (microscépio
Nikon Eclipse Ti) e determinado utilizando o programa ImageJ (Nationallnstitutesof Health).

Microscopia eletronica de varredura

A morfologia e o didmetro das fibras, bem como a presenca de células foram observadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) (microscépio Zeiss Evo 50, Carl-Zeiss, Oberkochen,
Alemanha) e determinados utilizando-se o programa ImageJ. As matrizes contendo células foram
lavadas em solucdo de tampdo fosfato (PBS, pH 7,4), fixadas com 3% de glutaraldeido em PBS
durante 30 minutos, lavadas com PBS, desidratadas em uma série crescente de etanol (até 100%) e
secas em dessecador. As amostras foram metalizadas com uma fina camada de platina e as imagens
foram obtidas usando-se aceleracdo de voltagem de 10 kV e ampliacdo de 1.000-20.000x.

Microscopia confocal de varredura a laser

A presenca de células aderidas as matrizes foi analisada por microscopia confocal de varredura a
laser. As amostras foram lavadas em tampéo fosfato (pH 7,4), fixadas em tampdo paraformaldeido a
4% durante 20 minutos e lavadas em tampdo PBS. As células-tronco foram permeabilizadas com
Triton-X e a actina dos citoplasmas foi corada de vermelho com 50 pg/mL de faloidina conjugada
com rodamina (40 minutos). As matrizes foram lavadas com PBS. Os nucleos celulares foram
corados de azul com 0,5 pug/mL de 4,6- diamidino-2-fenilindole, DAPI (1 minuto). As fotografias
foram obtidas em microscépio confocal de varredura a laser (Zeiss Modelo LSM 700) e objetiva EC
Plan-Neofluar 10x/0.30.

Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada por medicéo da liberagdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) no
sobrenadante da cultura. A LDH é uma enzima intracelular e a sua presenca no ambiente
extracelular é indicativo de danos celulares. A concentracdo mais elevada dessa enzima no meio
extracelular é relacionada com a ruptura de membrana plasmaética e consequente maior a morte
celular. O ensaio (kit Labtest) foi realizado 48 horas apds a segunda semeadura celular. Como
controle negativo, foram utilizadas as células cultivadas diretamente nos pocos das placas e como
controle positivo foram utilizadas as células cultivadas nas placas tratadas com 1% (v/v) de Triton
X-100 (Sigma-Aldrich), durante 20 minutos. Triton X-100 provoca a morte celular permitindo a
libertagdo total de LDH. As medicGes foram realizadas no equipamento LabMax 560 (Labtest
Diagnostica SA).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo e avaliados utilizando ANOVA de
duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas estatisticas significativas foram
estabelecidas com p<0,05. Os dados foram analisados com o software SPSS (IBM SPSS Statistics
21; SPSS Inc, Chicago, EUA).
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Resultados e Discusséo

Suportes de PCL cobertos por PLGA (PCL+PLGA)

A Fig. 1A mostra 0 aspecto macroscépico da matriz produzida, constituida de um suporte de PCL
coberto por nanofibras de PLGA dos dois lados. O aspecto dos suportes 3D é mostrado na Fig. 1B
por microscopia de contraste de fase. Os suportes de PCL foram construidos em duas camadas com
didmetros diferentes: o didmetro da camada inferior foi 797,5 um com desvio padréo de 61,0 mm e
o superior foi 581,2 + 13,9 um, medido no centro da haste. O didmetro médio das fibras de PLGA,
avaliadas por microscopia eletrénica de varredura foi de 610,0 £ 323,8 nm, sem a presenca de
granulos nas nanofibras (Fig. 1C). Na Fig. 1D é possivel visualizar a interacdo do suporte 3D de
PCL com as nanofibras de PLGA.

100 pm

Figura 1 — Aspecto de (A) matrizes de PCL+PLGA, macroscopicamente, (B) suportes de PCL obtidos por
impressdo 3D, (C) fibras de PLGA obtidas por eletrofiacdo e (D) interacdo da matriz 3D de PCL com
nanofibras de PLGA.

Interacdo das células com as matrizes de PCL+PLGA

A presenca das células aderidas nas matrizes foi confirmada por microscopia confocal de varredura
a laser e microscopia eletronica de varredura. A Fig. 2 mostra as células com o corante nuclear
DAPI em azul (Fig. 2A), os filamentos de actina do citoesqueleto em vermelho corados com
faloidina (Fig. 2B), a sobreposicédo digital de DAPI e faloidina (Fig. 2C) e o aspecto das células e
das fibras de PLGA por microscopia eletrénica de varredura (Fig. 2D).
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Figura 2 — CTMs aderidas nas matrizes. Microscopia confocal de varredura a laser com coloragdo com (A)
DAPI (nGcleos azuis), (B) faloidina (citoesqueletos vermelhos), (C) fusdo de DAPI e faloidina. (D)
Microscopia eletronica de varredura mostrando o aspecto das fibras e as células. Em A, B e C, ampliagéo de
100x.
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Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade dos suportes de PCL revestidos por nanofibras de PLGA foi avaliada pela
concentracdo de LDH medida no sobrenadante de cultura de células. O ensaio de libertacdo de LDH
mostrou que as matrizes ndo foram citotoxicas. A Tabela 1 mostra as médias e desvios-padrdo de
liberacdo de LDH (U/L). Ndo houve diferenca estatistica significativa entre o grupo controle
(células cultivadas na placa) e as matrizes de PCL+PLGA. O controle de morte celular (células
tratadas com Triton) foi utilizado como o controle positivo para a morte celular e liberou
estatisticamente mais LDH do que as células cultivadas na placa e nas matrizes, com p=0,000.

Tabela 1 — Teste de citotoxicidade das matrizes (liberacdo de LDH).

Controle Matrizes Controle de morte

LDH (U/L) 1925+375 223,3+9,2 1.039,7 + 46,2***
*** n=0,000
Conclusoes

A estrutura polimeérica combinada estudada no presente trabalho permitiu a producédo de um suporte
com uma maior estabilidade mecénica devido a presenca de PCL (e também devido ao desenho de
impressdo controlada) construido com impressora 3D e, além disso, a adesdo celular aumentada
devido as fibras de PLGA nanoestruturadas que mimetizam a matriz extracelular. As matrizes ndo
apresentaram efeito citotoxico sobre as células-tronco mesenquimais. Esse suporte produzido por
impressédo 3D de PCL e coberto por nanofibras de PLGA, obtidas por eletrofiacdo,e revestido com
células-tronco pode ser utilizado na terapia celular e na medicina regenerativa.
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