ESTE EXEMPLAR CORRESH ONDE A REDACAO FINAL DA
TESE DEFENDIDA PR émdw @)%
%@m 2 _E ZPROVADA PELA

COMISSAD JLOAD0RA £m 3 Ry, s'éé’_j
a/u,ﬂx{zv Y 29(/& :

ORIENTADOR

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA MECANICA
COMISSAO DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA MECANICA

Hlﬂ\llll 1Ml

0064328
?IUNICAHF c252m

BAE

e Microfabricagio de Arcaboucos
< Tridimensionais para Engenharia de Tecidos
< pelo Método de Litografia Macia

3

Autor: Clandio Roberto Cutrim Carvalho
Orientadora: Prof® Dr* Cecilia de Carvatho Zavaglia

07/2003



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA MECANICA
COMISSAO DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA MECANICA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE MATERIAIS

Microfabricacio de Arcaboucos
Tridimensionais para Engenharia de Tecidos
pelo Metodo de Litografia Macia

Autor: Claudio Roberto Cutrim Carvalho
Orientadora: Prof® Dr* Cecilia Amélia de Carvalho Zavaglia

Curso: Engenharia Mecénica
Area de Concentragfo: Materiais e Processos de Fabricacio

Dissertagdo de mestrado académico apresentado & comissio de Pés Graduagio da
Faculdade de Engenharia Mecénica, como requisito para a obtencio do titulo de Mestre em
Engenharia Mecanica.

Campinas, 31 de julho de 2003
S.P. - Brasil



= 1’\\

UNIDADE T
No CHA'\ﬂADA _* Ll

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA - BAE - UNICAMP

Carvatho, Clandio Roberto Cutnim

C252m Microfabricacio de arcabougos tridimensionais para
engenharia de tecidos pelo método de litografia macia /
Claudio Roberto Cutrim Carvalho. --Campinas, SP:
{sn.], 2003.

Orientador: Cecilia de Carvalho Zavaglia.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Mecénica.

1. Litografia. 2. Tecidos (Anatomia e fisiclogia) —
Cultura e meios de cultura. 3. Matriz extracelular. L
Zavaglia, Cecilia de Carvalho. 1I. Universidade Estadual
de Campinas. Faculdade de Engenharia Mecamca. I
Titulo.




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA MECANICA

COMISSAO DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA
MECANICA

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE MATERIAIS

DISSERTACAO DE MESTRADO ACADEMICO

Microfabricac¢io de Arcaboucos
Tridimensionais para Engenharia de
Tecidos pelo Método de Litografia Macia

Autor: Claudio Roberto Cutrim Carvalho
Orientadora: Prof* Dr* Cecilia Amélia de Carvalho Zavaglia

ool 2pp il

Prof* Dr*, Cecilia Amélia de (;érva]ho Zavaglia, Presidente
Faculdade de Engenharia Mecénica - UNICAMP

Waolo FRM’?J& ‘A-ru Qn Lo
Prof®, Dr*, Miria %ny Pinto Zakia._/
Centre d nentes Semicondutores - UNICAMP

/
Prof Pr. Carlos Kenichi Suzuki
/ Facpldade de Engenharia Mecinica - UNICAMP

Campinas, 31 de julho de 2003



Agradecimentos

As Profas. Cecilia Zavaglia e Maria Beny, pelas oportunidades

Agradecimento especial a técnica Regina Maria A. G. Florano, que foi imprescindivel para
a realizagdo do trabalho

A Deus e a toda a2 minha familia



Resumo

CARVALHO, Claudio Cutrim, Microfabricacdo de arcabougos tridimensionais para engenharia
de tecidos pelo método de litografia macia, Campinas: Faculdade de Engenharia Mecanica,
Universidade Estadual de Campinas, 2003, 67 p. Dissertagdo (Mestrado).

Litografia macia tem sido usado recentemente para criar micro e nano estruturas bi e
tridimensionais para cuitura de células e engenharia de tecidos usando PDMS (poli dimetil-
siloxano). PDMS ¢ um elastdmero biocompativel, opticamente transparente, nio téxica, e barato
que pode ser moldado com alta fidelidade. Fabricou-se um arranjo de estruturas quadradas com
espagamento regular e secgdo transversal variando 100pumx100pum, 150pumx150um,
200pumx200pm, 250umx250um com 50 pm de altura ¢ uma linha separando cada uma dessas
estruturas de 30um. A proposta deste arranjo foi implementar a técnica de litografia macia para
comstrugdo de dispositivos para aplicacio em engenharia de tecidos, tais como: estudar o
comportamento celular, adesio e espalhamento celular. Fabricaram-se também membranas
porosas com didmetro de 100 um com altura de 35um e espacamento entre os poros de 35um e
alguns canais microfluidicos. Estes arcabougos tridimensionais fornecerdo o suporte fisico para a

fixa¢do celular e reconstrugdo tecidual.

Palavras Chave

Litografia macia, engenharia de tecidos, arcabougcos.



Abstract

CARVALHO, Claudio Cutnim, Microfabrication of tri-dimensionals scaffolds for tissue
engineering by soft lithography Campinas: Faculdade de Engenharia Mecanica, Universidade
Estadual de Campinas, 2003, 67p. Disserta¢do ( Mestrado)

Soft hthography and microtransfer techniques have been used to create two and three
dimensional micro and nanostructures for cells culture and tissue engineering, using PDMS
(polydimethylsiloxane). PDMS is a biocompatible elastomer, optically transparent, non-toxic and
inexpensive that can be molded with high fidelity. We fabricated three dimensional PDMS
structures with regular spaced square arrays with 100um, 150pm, 200pm and 250um a side and
30um line width and 50p hight. The purpose of these structures is implematation of lithography
soft for biomedical research such: study the behavior, adhesion and spreading of the cells. We
also fabricated PDMS porous membrane with diameter of 100um,30pum height, spaced by 35um
and some microfluidic channels. These three dimensional scaffolds will provide the physical

support to cells attachment and tissue reconstruction

Key Words

Soft lithography, tissue engineering, scaffols
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CAPITULO 1 - Justificativas e Objetivos

1.1 Justificativas

Tanto a engenharia de tecidos quanto a micro e gr;@notecnoiogias sdo areas de pesquisa
extremamente empolgantes. Em resumo, a engenharia de tecidos desenvolve métodos para a
construgdo de tecidos ou Orgios para reparacdo ou substituico de partes da anatomia do corpo
humano (ossos, cartilagem, nervos e vasos, por exemplo) usando celulas, biomoleculas e
biomateriais. Por outro lado, a microtecnologia ou nanotecnologia cria dispositivos de pequena
grandeza para desempenhar funcdes diversas: sensores, atuadores, dispositivos microeletronicos.
Esta dissertagBo propde estabelecer um elo entre estas duas areas aplicando a técnica de
microfabrica¢do por litografia macia direcionada para a cultura de tecidos e implantologia. Sendo
assim, as principais justificativas da realizagio deste trabalho sdo:

Microfabricacdo q—p microtecnologia Muito

Nanofabricagio ..y Tnanotecnologia diferentes
1) Como nano e micro-ciéncia tratam de uma ciéncia emergente, o governo tem a esperanga de
que o investimento em nanotecnologia renda bem e o Brasil consiga acompanhar o ritmo de
desenvolvimento dos outros paises. Afinal, comegam todos mais ou menos da mesma marca, sem
as décadas de descompasso que marcam outras areas clentificas. As apostas s@o altas. Ha
previsdes de investimentos entre US$ 200 milhdes e US$ 300 mithdes nos proximos dez anos. E

perfeitamente cabivel que em dez anos, podemos superar a marca de comercializagio de US$ 1



bilhio em produtos brasileiros com nanotecnologia. Portanto, a dissertagdo esta dentro de um

contexto atual do desenvolvimento tecnolégico do pais nesta areal” ',

2) A falta de técnicas capazes de gerar e fabricar micro e nanoestruturas de modo rapido e
econdmico representa um obstaculo para paises menos favorecidos, limitando deste modo, o
acesso destes as areas de nanociéncia e nanotecnologia. A litografia macia é uma alternativa

bastante atraente a partir deste ponto de vista P 0,

3) A pesquisa ¢ motivada também por uma consciéncia crescente na mdustria biomédica e na
comunidade cientifica voltada ao estudo da engenharia de tecidos, que interagdes de superficie e
geometria do substrato sdo importantes sobre a morfologia e fisiologia da célula, sendo portanto
criticas na utilizacio segura de biomateriais. Pensando assim, a litografia macia € capaz de gerar
nas superficies dos biomateriais, padrdes e arranjos de estruturas ou moléculas ou radicais
quimicos capazes de permitir maior ou menor adesfio de um tipo celular, pois a topografia da
superficie e funcionalizagio de moléculas sdo pardmetros chaves que determinam adesdo da

célula, expressdo, crescimento € fenétipom 28,2530, 31,32, 33, 37, 38. 391

1.2 Objetivo geral:

Este trabalho visa desenvolver membranas e arcabougos 3-D para engenharia de tecidos,
com geometria e topografia extremamente controladas, utilizando para isto a técnica de litografia

macia.

1.3 Objetivos especificos:

A téenica de litografia macia utilizada serd a de réplica em micro-moldes de silicio, isto €,
sera fabricado um molde baseado em silicio por técnicas fotolitograficas. Uma vez obtido o
molde de silicio, sera conformado sobre este um elastdmero chamado de PDMS
(polidimetilsiloxano, um tipo de silicone). O PDMS serd descolado do molde e constituira uma
réplica complementar das estruturas desenvolvidas sobre o substrato de silicio. Inicialmente serdo
confeccionadas membranas de poros de tamanho controlado e dispositivo microfluidicos. As
réplicas de PDMS serdo utilizadas em trabalhos futuros para estudo e aplicagéo em engenharia de

tecidos.



CAPITULOQ 2 - Microsistemas Eletro-Mecénicos

2.1 - MEMS e BioMEMS

MEMS, Microsistemas eletro-mecanicos (Micro-Electro-Mechanical Systems), é uma sigla
que significa a integracio de elementos mecédnicos, eletrénicos, sensores e atuadores em um
determinado substrato {silicio, widro, polimeros sintéticos, etc.) através de tecnologias de
microfabricagio (fotolitografia, litografia macia, etc) > %,

A parte eletrOnica geralmente ¢ fabricada usando processos de fabricag@o de circurtos
integrados como CMOS (complementary metal oxide semiconductor) ' % ou BICMOS (bipolar
complementary metal oxide semiconductor) %' Por outro lado, os componentes mecanicos
sio fabricados usando técnicas compativeis com o substrato. No silicio, por exemplo, os
elementos mecinicos sio gravados seletivamente por processos de corrosio quimica ou fisica ou

partes da estrutura sdo adicionadas por processos de deposigdo de novas camadas ™.

Na pratica, os microsistemas (MEMS) envolvem componentes eletrdnicos e nfio eletrdmicos
¢ desenvolvem fungGes tais como aquisigio de sinais, processamento de sinais, atuadores e
controle, podem servir como veiculos para a realizaglo de reagGes de analises quimicas e
bioquimicas. Envolve o conhecimento de leis de escala, diferentes métodos de microfabricacdo e
materiais %3

Além disso, MEMS sdo sistemas, € por 1sso problemas e questes quanto ao seu
dimensionamento vém & tona, tais como: empacotamento do sistema, divisdo do sistema em

componentes, distribui¢io espacial, calibragio, estabilidade, processamento de sinais ¢ ruidos 18,

L



A engenharia de miniaturizagio (MEMS) aplicada 4 biomedicina e biotecnologia sdo
chamadas de BioMEMS (Bio-electro-mechamcal-system). Em BioMEMS ha uma gama maior de
materiais envolvidos, pois suas aplicaces estdo diretamente ligadas a mamipulagdo de
biomoléculas (proteinas, DNAs), células e também como implantes. Portanto, problemas como
biocompatibilidade e toxicidade devem ser levados em conta quando estd sendo dimensionado

. o
um microsistema para aplicagio biomédica %1%

A 4rea de BioMEMS tem impulsionado diversos segmentos da biologia, quimica ¢ da

medicina. Algumas de suas aplicacdes podem ser citadas:

*gendmica, protedmica e medicina forense: chips de DNA e sistemas microfluidicos para PCR e

cromatografia de proteinas!” 7).

. ' 1
*Diagndstico clinico - sensores de glicose!™” 7]

*Dispositivos para liberacio controlada de drogas

* Controle de qualidade: sensores de gases e pH na industria quimica e alunenticia <1

Os fabricantes sempre procuram reduzir custos € melhorar o desempenho de seus sistemas,
portanto a tecnologia de microsistemas pode ser um meio de se alcancar estes objetivos. Os
microsistemas  essencialmente sdo microchips, sistemas complexos, miniaturizados e
empacotados de maneira apropriada para protegdo do sistema e facilitar seu relacionamento com

. 7 10
o meio externo %75 191

As maiorias dos microsistemas usam a mesma tecnologia de fabricagio dos dispositivos
eletronicos existentes nos computadores pessoais ¢ telefones celulares, isto ¢, a tecnologia
baseada em silicio. Entretanto quando se trata de sistemas que manipulam células, microcanais
por onde escoam fluidos biologicos (sistemas microfluidicos), moléculas termolabeis e instavels
(enzimas e proteinas), os sistemas que precisam ser implantados, surge entdo a necessidade de se
buscar novos processos de microfabricagdo distintos dos processos usualmente utilizados para

fabricacio de MEMS [1,2,7.8 10.11]



2.2 Substrato e Material

Enquanto os produtos baseados em silicio utilizam padrdes e métodos bem defimidos, como
por exemplo, as bolachas de silicio e fotoresistes, os micros ¢ nanosistemas desenvolvidos para
aplicagdo biomédica muitas vezes sdo forgados a trabalhar com outros tipos de materiais. As
razdes para estas restrigdes sdo atribuidas a incompatibilidade que alguns sistemas ou fluidos
bioldgicos desenvolvem frente ao silicio, forgando o projetista a procurar novos materiais, isto €,
biomateriais, que sdo biocompativeis e atdxicos ao sistema biologico. Exemplos de substratos e
materiais para uso em BioMEMS s#o: alguns vidros, polipropileno, polimeros bioreabsorviveis,
tais como o poli (acido lactico) e poli (acido glicdlico), a polidioxanona, etc. Outro fator
importante no desenvolvimento de novos métodos para a produgdo de microsistemas € canais

microfluidicos para aplicagio biomédica (BioMEMS) diz respeito ao custo de fabrica¢do 5. 7 11,

15]

Devido & demanda de produgio de dispositivos baseados em silicio {grandes lotes) ser bem
superior ao volume de producdo de BioMEMS, ocasiona uma situagio econdmica desfavoravel
para os produtores de BioMEMS que precisam produzir pequenas quantidades a baixo custo. Dai
a necessidade por novos métodos de microfabricagdo, neste caso, a litografia macia tem seu lugar

de destaque dentre as técnicas de baixo custo para produgio de BioMEMS™ 7.



CAPITULOQO 3: Métodos de Fabricacio de Micro e Nano Sistemas

Existem dois métodos conhecidos de construgio de micro e nano objetos: o primeiro deles
& conhecido como ¢ “método de baixo para cima” (MBC) e o segundo como o “método de cima
para baixo” (MCB). O “método baixo para cima” é uma técnica baseada na manipulagdo de
moléculas ¢ atomos & construcio de objetos (mais complexos que os existentes em esiado

original) ou dos elementos que compdem tal objeto.

A abordagem do MBC vem sendo mais explorada pelos quimicos e bidlogos moleculares.
Neste caso, o MBC envolve o desenvolvimento de dispositivos baseados em proteinas e
moléculas com propriedades de se auto-comstruir ou de se rearranjar (self-assembler) i
semelhanga da natureza (exemplo, DNAY* *. Por sua vez, a abordagem do MCB comega a
partir de padroes gerados em larga escala e progride até as dimensdes desejadas por intermédio
da redugdo das dimensbes laterais do padrdo inicialmente gerado, em geral determinado por um

fator de 10.

As técnicas aplicadas para a fabricagdo de dispositivos microeletronicos (abordagem de
cima para baixo) tém sido usadas para a produgdo em massa de micro ¢ nano estruturas (podendo
alcangar até 100 nm, eguivalente a 500 &tomos de silicio enfileirados). Dentre as técnicas mais

utilizadas, destaca-se a fotolitografia e, 41,



3.1. A tecnologia da fotolitografia

Pode-se dizer que a fotolitografia é basicamente uma extensfio da fotografia. Ndo obstante,
a fotolitografia parte do processo fotolitografico para obter um negativo fotografico do padréo
desejado. Este negativo chamado de méscara (ou master), € entdo usado para copiar o padréo no
interior dos metais e materiais semicondutores. Uma vez obtido o negativo, pode-se estabelecer
varias copias a partir deste.

A fotolitografia é uma técnica muito usada para fabricar “chips” de computadores e demais
dispositivos microeletrdnicos. A tecnologia da fotolitografia pode ser refinada para fazer até
nanoestruturas. Porém, caso se quisesse alcangar as nano medidas, o método da fotolitografia se

tornaria mais caro e tecnicamente mais dificil 811

3.1.1. Esquema da técnica de fotolitografia

A técnica da fotolitografia pode ser visualizada esquematicamente na figura 3.1. Neste

diagrama, podem ser feitas as seguintes observagdes:

a) Ha um filme fino de éxido de silicio sobre uma bolacha de silicio. Neste caso € desejado

que algumas partes do filme de SiO; sejam seletivamente removidas,

b) ¢ construida uma mascara com o desenho ou padrio que se quer desenvolver (baseado em
cromo e vidro) e é depositado um polimero foto-sensivel, chamado de foforesiste, sobre

a bolacha de silicio;
¢) ocorre exposigio 4 luz UV ou raio-X;

d) ha dois tipos de fotoresiste: o positivo € o negativo; quando a luz atinge o positivo ele

fica fraco e pode ser “extraido” seletivamente ap6s tratamentos quimicos especificos;

¢) simultaneamente o fotoresiste negativo se torna resistente, no local onde foi exposto a

luz; e

) a extragio por solugdes quimicas fica restrita 2 zonas ndo expostas a radiagdes.



A exposigio & luz por Ultra Violeta (UV) ou Raio-X, podera reproduzir zonas expostas e
ndo expostas a radiagio, conforme o padric da mascara. Com efeito, pode-se obter zonas
modificadas e outras nio modificadas para conformagfo final por tratamento quimico, que
eliminara a porgio mais “fraca” do foforesiste (Ver figuras 3.2 ¢ 3.3).

I
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Figura 3.1: Técnica fotolitografica
Fonte: http:/fwww.dbanks.demon.co.uk/veng/plith.html, consalta: 28/05/2003.




Engrenagem de Polimero - 2

Desenho da Nascara

Figura 3.2: Diagrama da técnica de fabricacio de uma microengrenagem.
Fonte: Luis Otdvio, 2002 aula de microfabricagdo, Unicamp

Engrenagem de Polimero - 4

Esposi¢ao a UV

OU raios-x

Figura 3.3: Obtencdo de uma mascara com o desenho ou padrio desejado.

Fonte: Luis Otavio, 2002 aula de microfabricagio, Unicamp

3.1.2. Limitacdes da fotolitografia a fabricacio de nano — estruturas

Como ja foi dito anteriormente, ha limitacdes de natureza técnica e econdmica quanto a
adequacdo da fotolitografia a fabricagdo de objetos de nano estruturas. A primeira das limitagdes
esta relacionada com o comprimento de onda da radiacdo que o método trabalha, pois, neste caso,
o menor comprimento de onda da luz ultravioleta usada para a produgdo em massa atinge a faixa
dos 250 nanometros. Nesta condicdo, a difracdo provocada pelo método sobre a radiagio

compromete a confecgdo de objetos de dimensdes muito pequenos'™.
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Uma outra limitagdo da fotolitografia estd relacionada com o custo dos equipamentos
utilizados para fabricar as nanos estruturas na escala de alguns nandémetros (cerca de 100
nandémetros ou poucos microms). Neste particular, o método fotolitografico torna-se caro, pois
s30 necessarios dispositivos Opticos ¢ foforesistes mais sofisticados e, portanto, mais onerosos.
Por exemplo, a combinagdo de luz uvltravioleta, emitido por uma fonte de excimer laser (193nm

ArF ) nFo é um método barato e nfio constitui-se a tinica opg3o para todas as aplicagdes!'® *!

O método fotolitografico apresenta uma outra limitag&o relacionada com a pouca eficiéncia
para a reproduciio de estruturas nio planaresl’®. De fato, a etapa quimica do processo litografico
pode apresentar algumas situagdes criticas, no momento da fabricacdo dos dispositivos, de

dominio incompleto na implementagao dos padroes gerados sobre as superficies dos substratos'®.

Nio bastasse, a adequacio do método litografico, para medigdo de estruturas nanométricas,
pode gerar somente estruturas bidimensionais na medida em que ndo € um método flexivel,

quanto a funcionalizagio de superficies, para ancoragem de moléculas especificas para o cultivo

{50, 51, 52]

de tecidos . Por fim, existe ainda uma forte restricho para a aplicagdo do método

litografico em seres humano. De fato, ha uma vaniedade de materiais usados pelo método

fotolitografico que nio sio biomateriais®" > >,

Em face das limitagOes da fotolitografia, novas técnicas tém sido desenvolvidas para
ultrapassar a barreira dos 100nm imposta pelo método fotolitografico. Dentre estes métodos,

incluem-se:

e 3 litografia com UV extremel*> ¢}

e alitografia com Raio X macio!* ¢!
e o feixe de elétrons™
e o FIB (FOCUS ION BEAM)% % ¢

e alitografia com probe!®> !

Apesar dessas técnicas htograficas avangadas serem capazes de gerar até mesmo estruturas
nanométricas, o custo econdmico das mesmas torna-as inviaveis a produg¢do de micro e nano-
estruturas em massa. Apesar disso, deve ser ressaltado que a fotolitografia € a tecnologia

dominante para a fabricagiio de micro e algumas nanoestruturas™ >% 71,
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3.2. A tecnologia da litografia macia

A litografia macia € um método ndo fotolitografico de construir micro € nano estruturas
baseadas em auto-organizagio - um termo em inglés que expressa a capacidade de certas
moléculas de se auto-estruturarem ou de se organizarem esponianeamente - ¢ em réplica de
moldes ',

A litografia macia € um método ndo fotolitografico para fabricagio de micro e nano
estruturas. Para tal, a litografia macia se baseia na técnica de réplica de moldes e na técnica de
construc@o de estruturas utilizando compostos quimicos com propriedades de se auto-organizar

ou auto-rearranjar. Além disso, é um método de baixo custo, eficaz e de facil execugao!* 14 11,

A litografia macia usa um polimero, ou melhor, um elastdmero com estruturas
padromzadas na sua superficie para formar padrdes sobre um substrato. O elastdmero mais usado
na litografia macia é o PDMS (poli-dimetilsiloxane). Esta substincia é um polimero que tem
capacidade de se conformar sobre superficies ndo planares, microscopicas ou, até mesmo, com
dimensdes na escala de nandmetros. Essas caracteristicas tornam o PDMS um elastdmero til o
bastante para ser utilizado como material para construgio de micro e nano-estruturast'” ' 1
Cabe observar, entretanto, o método da “litografia macia” pode também utilizar outros

elastdmeros, tais como os poli-uretanos, poli-imidas e outros!’”,

3.2.1. O processo tecnolégico da litografia macia

Na tecnologia da litografia macia, o PDMS ¢ aplicado sobre um outro molde. Quando isto
acontece, o molde representa um negativo da estrutura replicante que se deseja construir sobre ©
glastdmero. O PDMS, em geral, é posto sobre um molde construido por técnicas de
microlitografia - por exemplo, as técnicas de fotolitografia e a microfabricagdo por feixe de
elétrons - na forma de um pré-polimero.

Neste processo, normalmente, é adicionado um agente para fazer a cura do polimero. Apos
a cura do polimero, este € descolado do molde e ai entdo ficam configuradas as estruturas

padronizadas do molde litografado, como mostra a figura 3.4.
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Esquema de replicac 8o do PDMS, a parlir de um molds

Figura 3. 4 -Diagrama de fabricac¢io de moldes PDMS
Fonte: XTA, Y. WHITESIDES, G.M. Soft lithography. Annu. Rev. Mater. Sci. 28 — 1998

O ponto chave da litografia macia, como mostra a figura 3.4, é a obtengfo de um molde (ou
master) por técnicas litograficas que utilizam um elastdmero para se conformar sobre a superficie
do molde. Este molde pode ser sinalizado para facilitar o desmolde do polimero.

O molde de PDMS ¢ preenchido com um pré-polimero para dar a forma desejada a partir
do relevo da superficie do proprio molde. Como na técnica de microcontact printing, em geral,
usa-se o relevo da superficie do molde como um carimbo ¢ a tinta seria uma substancia com
caracteristica self-assembly ou seja, com a propriedade de se auto organizar para construir micro
e mano-estruturas sobre um substrato”), A figura 3.5 apresenta, como exemplo, uma mono-
camada constituida por moléculas self assembly e, ao lado, a foto do STM (microscopia de

tunelamento) de dodecanetiol sobre ouro.

Figura 3.5: Mono - Camadas constituidas por self assembly
Fonte:http.//www.zurich.ibm.com/st/microcontact/highres/mucp.html. Acesso em 12/01/2003.
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3.2.2. Caracteristicas gerais do PDMS

O PDMS (poli-dimetil siloxane) ¢ um composto constituido por uma parte inoganica
(siloxane) e outra parte orginica (dimetil). Por isso, o PDMS apresenta propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas uteis para manipulagdo pela técnica de litografia macia. Dentre estas,

destacam-se:

a) As propriedades fisicas

O PDMS ndo é higroscopico, portanto ndo aumenta de volume frente a umidade. A
membrana de PDMS ¢ permeavel a gases. O PDMS possui boa estabilidade térmica (mesmo a
temperaturas aproximadas de 186°C). O PDMS ¢ flexivel, isotropico, homogéneo e, por isso
mesmo, pode ser deformado mecanicamente. O PDMS pode ser refor¢ado em estado sélido por
ligagdes cruzadas {cross - linking). Por fim, o PDMS apresenta baixa temperatura de transicio

vitrea 1)

b) As propriedades quimicas

O PDMS possui baixo nivel de energia livre de interface, boa estabilidade quimica, que

pode ser padronizada facilmente com aderéncia reversivel, e ainda € opticamente transparentel>

35)
¢) As propriedades biologicas

O PDMS possui boas propriedades biclogicas dentre as quais a sua biocompatibthdade com
os fluidos biologicos para fazer membranas porosas e capats micro-fluidicos para sistemas de
anilises clinicas ¢ engenharia de tecidos. O PDMS ¢ transparente, por conseguinte, cé€lulas,
tecidos e outros materiais biolégicos podem ser facilmente visualizadas. Além disso, o PDMS se
presta & confecgdo de arcabougos tridimensionais e sistemas para a liberagio controlada de

drogas[iﬂ, 1. 52,60, 61]

3.2.3. Vantagens ¢ Desvantagens do PDMS
o Vantagens do PDMS
Entre as vantagens tem-se a baixa energia hivre de superficie. Uma outra vantagem ¢ que o
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PDMS deforma mecanicamente. Com isso, pode-se conseguir variar as formas pela aplicacdo de
forca. O PDMS ajusta-se em superfictes curvas ou 3D de tamanhos micron ¢ sub-micron. Os pré-
polimeros € os agentes para “curar’ estio disponiveis comercialmente. Além disso, sua

formulago, fabricagio e aplicacio & extensivamente bem documentadal'? > 1+

O PDMS ¢ um produto duravel. Assim, uma vez desenvolvido os padrdes deste polimero, o
seu molde pode ser usado diversas vezes (até 50 vezes), por varios meses, sem qualquer
degradagiio sensivel™ ). As propriedades de superficie do PDMS podem ser modificadas por
funcionalizagio de moléculas, tratamento com plasma ou modificando a taxa de ligagdes
cruzadas. Por tudo isso, o0 PDMS torna-se um polimero bastante versatil para ser utilizado como

biomaterial®” >3,

o Desvantagens do PDMS

Apesar das vantagens apresentadas, o PDMS tem algumas desvantagens que ser&o descritas
a seguir. Uma desvantagem do PDMS € que ele pode passar por um processo de encolhimento de
até 1%, ap0s a cura. O PDMS, quando em contato com solventes organicos, tais como tolueno e

hexano, pode também produzir edemastt® 14

Além disso, a expansdo térmica ¢ a propria elasticidade do PDMS podem comprometer o
uso deste material em estruturas multi-camadas. Isto acontece porque ¢ dificil atingir alia
acuracia, em termos de medidas sub-microns, quando se trabalha com areas extensas de
polimero{13’ 14,201

Como o PDMS ¢ mole, ele apresenta limites de estruturas com alta razio de aspecto (b-
altura ou d-profundidade/l-comprimento). Assim, quando a razio de aspecto ¢ alta ou murto

baixa, portanto extremas, pode haver deformagdes e distor¢des nos padrdes gerados no PDMSH,

3.3. Tecnologia de micromoldagem de polimeros

A tecnologia de micromoldagem de polimeros tem vérios desdobramentos que serdo

descritos a seguir;
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3.3.1. Fabricacao dos moldes master e stamp

O molde master {primeiro molde) € fabricado através do uso de técnicas microlitograficas
como foto-litografia, e - beam writing, extreme - e ultra-violetas b (UV). E o master que vai
determinar as estruturas que vio ser padronizadas no PDMS. Neste trabalho usa-se a

fotolitografia por corrosdo tmida e RIE (Reactive Ion Eching).

Num primeiro momento um pré-polimero € posto sobre um master. Em seguida, ¢ colocado
um agente de cura. Uma vez curado, o polimero € solto ou descolado do master. Para facilitar a
soltura do polimero é utilizado um filme composto por silanos, que é aplicado sobre o master
previamente & colocagio do PDMS. Uma vez curado e descolado do substrato, o PDMS
apresentara um padrgo de superficie complementar ao da superficie padronizada do master.

O PDMS ¢ um elastdmero com nome comercial SYLGARD 184 da DOW CORNING. Este
produto é formecido em dois componentes: a) o primetro componente € um preé-polimero (um
silicone chamado de PDMS com terminag3es vinil); b) e o segundo componente é um agente de
cura (uma mistura de copolimeros de metithidroxisiloxane e dimetilsiloxane € um composto a

base de platina).

Quando os dois componentes sio misturados, colocados sobre a superficie do master, ¢
aquecidos a elevadas temperaturas, a mistura torna-se sdlida, por meio de ligagBes cruzadas, via
reacgiio de hidroxilizagio entre os grupos vinil (SiCH=CH2) ¢ os grupamentos hidroxisilano(SiH)

~ 8 13
do elastdmero™® P,

3.3.2. Self assembly e estruturas self assembled

Self-assembly é a capacidade de agregagio e organizagio de sub-unidades (moléculas ou
meso-objetos) em estruturas estaveis e bem definidas, via interagdes ndo covalentes!"” *”. Essas
interagdes sio guiadas pelas propriedades quimicas das sub-unidades. Na verdade, as sub-
unidades procuram atingir seu equilibrio termodindmico, seu estado de menor energia, e por 1850
se formam espontaneamente.

As moléculas com este tipo de propriedade de se agrupar e construir arranjos altamente

organizados, atingindo o estado de menor energia, tém a capacidade de rejeitar erros na sua
15



estrutura final . Os mecanismos de auto-organizago ou auto-estruturagio de moléculas t8m
sido estudados principalmente nos processos biologicos de arranjos dos nucleotideos das
moléculas de DNA ou dos aminoacidos que constifuem as proteinas e as membranas

fosfolipidicas cetulares P23,

Os self assembled monolayers (SAM’s) constituem um dos sistemas, ndo biolégicos, auto-
organizados ou auto-montados mais estudados. Os SAM’s sdo faciimente preparados por imersdo
de um subsirato em solugiio contendo um ligante do tipo (Y(CH2) n X)), que reage contra a

superficie, ou expondo este substrato a vapores contendo essas espécies quimicas reativas"> !l

A espessura das camadas dos SAM’s é controlada por mudangas no numero de
grupamentos alquil(n). As propriedades de superficie podem ser modificadas desde que se altere
o grupamento, X. A seletividade de ligagio ou de ancoragem € controlada pelo grupamento Y.
No sistema “SAMs“ os grupamentos mais usados sfo os alcanotiolatos sobre ouro e prata e os
alquil-siloxanos sobre superficies com terminagSes de hidroxilas tais como Si/Si0;, vidro ¢ até

mica.
3.3.3. "Self assembly monolayer"(SAM)) em litografia macia

A capacidade de se auto-orgamzar que algumas substincias quimicas possuem, como Os
alcanotiolatos citado acima, tem sido usada na litografia macia, especificamente, a sub-técnica
conhecida por microcontact printing (impressio por microcontato). Esta técnica consiste na
utilizagio de um “carimbo” de PDMS (com estruturas padronizadas na sua superficie), ¢ um
analogo a "tinta", que seria a solugdio de SAM.

Sendo assim, o carimbo de PDMS poderia marcar a superficie de um determinado substrato
com o sistema SAM. A caracteristica deste substrato marcado refletiria diretamente a superficie
padronizada do carimbo de PDMS. A "tinta" se impregnaria sobre o substrato formando padrdes,
uma vez construidos esses padroes, vocé pode fazer ataques de corrosio sobre o substrato

protegido por estes padrdes, obtendo também novas formas ¢ estruturas.

Nesta técnica, os sistemas SAM mais utilizados sdo os alcanotiolatos (solugdo ZmM de
hexadecanetiol (CH3(CH2)15SH) em etanol), o substrato mais utilizado ¢ o ouro (aonde a tinta

vai se impregnar). O carimbo de PDMS ¢ posto em contato com o substrato de ouro por 10 a 20
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segundos. O hexadecanetiol se transfere do carimbo para o substrato formando um
hexadecanetiolato (CH3 (CH2)15S-)13-5%311

3.4. As técnicas de micro fabricacio por litografia macia

Apresenta-se a seguir, de forma sucinta, as cinco principais técnicas de micro-fabricagio
por litografia macia: microcontact printing, réplica de moldes, microtransfer molding,
micromolding in capillaries ¢ solvent-assisted micromolding. Dentre estas técnicas litograficas,

sera explorada especificarnente a técnica conhecida por réplica de moldes.

3.4.1. Microcontact printing

A micro impressdo por contacto é uma técnica que utiliza mono-camadas auto-organizadas
(self-assembly monolayer: SAM) que sfo transferidas, por meio de “carimbos” de PDMS, para
determinados substratos (ouro ou prata) por simples contato fisico, conforme pode ser visto na

figura 3.6.

Figura 3. 6: Diagrama da técnica de impressdo por micro - contato"?,

Fonte: XIA, Y. WHITESIDES, G.M. Soft lithography. Annu. Rev. Mater. Sci. 28- 1998
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No caso da tecnologia de microcontact printing utilizar, por exemplo, um alcanotiol sobre
ouro, o stamp de PDMS ¢ umedecido com uma solugfo de hexadecanotiol em etanol, a 2mM, e
posto em contato com uma superficie de ouro por 10-20 segundos. O hexadecanotiol
(CH3(CH2)158H), quando transferido do canmbo para a superficie de ouro, forma um composto
chamado hexadecanotiolato (CH3(CH2)15S) que gera padrdes ¢ formas sobre a superficie do

ouro, conforme pode ser observado na figura 3.6.

3.4.2. Réplica Molding(REM)

A replicacdo de moldes (REM) é uma técnica de litografia macia que vem sendo usada, de
forma eficiente, na duplicagdo da informagdo codificada na superficie dos moldes. Nesta técnica,
os pré-polimeros termicamente curdveis sdo usados de forma que as dimensdes obtidas dos
replicados, depois de descolados do molde, possuem as mesmas dimensdes do replicante, com
uma tolerincia de até 3%. A eficiéncia do processo € determinada pelos seguintes fatores: forgas
de van der Waals, umidade e preenchimento dos moides.

A tecnologia de replicacdo de moldes nfio s6 permite a obtencdo de cOpias com uma
resolucio menor que 10nm, como também a duplicagdo de estruturas complexas e

tridimensionais, facil de fazer. Em face disso, a REA/ € um método rapido ¢ de baixo custol* ]

Na técnica de replicacdo, os moldes de PDMS sfo preparados a partir do molde mesire
(master). Na seqiiéncia, 0 pré-polimero (por exemplo: poli-uretano) é posto contra o molde, €
curado, e, em seguida, descolado do molde, como mostra a figura 3.7. Nas imagens da figura 3.7,
pode-se ver as nano-estruturas sobre o molde de PDMS, a réplica de PDMS pode ser aproveitada
como um segundo molde para replicar seus padrdes em outros polimeros, tais como o

poliuretano.
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Figura 3.7: Diagrama da técnica de réplica de micromoldes
Fonte: X1A, Y. WHITESIDES, G.M. Soft lithography. Annu. Rev. Mater. Sci. 28 - 1998

Uma outra alternativa de aplicacdo da técnica de réplica de moldes é aquela que utiliza o
molde de PDMS obtido de um MASTER e, em seguida, faz do préprio PDMS um molde para um
outro tipo de material como mostra a imagem da figura 3.7. H4 centros de pesquisa avancadas
que vém usando materiais biocompativeis como um segundo material a ser aplicado no molde de
PDMS. Dentre estes materiais biocompativeis estdo os polimeros bioreabsorviveis como o PLLA,
PGA OU PMMA [1%3%57

3.4.3. Microtransfer molding(MTM)

Na técnica de “micro transferéncias de moldes”, uma fina camada de pré-polimero liquido é
aplicado sobre a superficie do molde de PDMS e o excesso do liquido é removido por uma
espatula ou por sopro de uma corrente de géas nitrogénio.

Uma vez preenchido o molde de PDMS, este é posto em contato com o substrato (por
exemplo, substrato de vidro). Em seguida, o pré-polimero é curado com hiz ultra-violeta (UV),
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ou por aquecimento, até completar a cura. Na seqiiéncia, descola-se o molde de PDMS, e, s6 ai

entdo, tém-se as estruturas padronizadas sobre 0 substrato, como pode ser visto na figura 3.8.

MTM
Eolocagdn do pré-polimera
sobre o molde feite de PDMS.

Retirada do ercesss de
pié-palimero

Posicionar o malde scbre
um suporte. seguido de cura
& remccan do molde

Figura 3.8: Diagrama da técnica de MTM
Fonte: XIA, Y. WHITESIDES, G.M. Soft lithography. Annu. Rev, Mater. Sci. 28 - 1998

3.4.4, Micromolding in Capillaries (MIMIC)

Tem-se ainda, a técnica de micro moldagem por capilaridade. Nesta técnica, um molde de
PDMS € posto sobre uma superficie do substrato para formar uma rede de canais vazios entre
eles. Deste modo, um pré-polimero com baixa viscosidade ¢ posto ao lado do molde e, por
capilaridade, este pré-polimero preenche este molde na forma de tubos capilares. Uma vez
curado, como mostra a figura 3.9, remove-se 0 molde e tém-se as estruturas conforme o molde
desejado”!.

Os materiais usados pela técnica de “moldagem por capilaridade” sfio pré- polimeros,
curados por luz ultra violeta ou mesmo por meio térmico, que nfio contenham solventes, solugdes

ou suspensdes de polimeros estruturais ou funcionais, materiais solgel, cerdmicas,

macromoléculas bioldgicas funcionais e sais inorginicos.
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Figura 3.9: Diagrama da técnica de moldagem por capilaridade!'”
Fonte: X1A, Y. WHITESIDES, G.M. Soft lithography. Annu. Rev. Mater. Sci. 28 - 1998

3.4.5 Solvent assisted micromolding (SAMIM )

A técnica de “moldagem baseada em solventes” pode gerar estruturas de relevo sobre a
superficic de um material desde que seja usado um bom solvente capaz de “dissolver” ou, melhor
dizendo, “amolecer” o material sem afetar 0 molde de PDMS.

Para tal, o molde de PDMS deve ser umedecido com o solvente para em seguida ser posto
em contato com © substrato, que geralmente € um polimero orgénico. O solvente, quando em
contato com o substrato, age amolecendo uma fina camada do substrato, resultando em um gel ou
fluido. Este gel, por sua vez, é moldado contra as paredes da estrutura de relevo do molde PDMS.
Quando o solvente se dissipa ou evapora, entiio o fluido se solidifica e forma um padrio de
estrutura complementar ao molde!

Esta técnica permite replicar complexas estruturas de relevo, por &reas relativamente
grandes, numa simples etapa. Na modalidade de técnica SAMIM, o requisito mais importante

para o solvente ser usado € ele possuir uma pressio de vapor relativamente alia e uma moderada
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tensdo superficial capaz de assegurar rapida evaporagio e ndio causar um minimo edema do
molde. Os solventes mais usados sfo etanol, metanol e acetonal™ ), A figura 10 ilustra o

processo de moldagem baseada no uso de solventes.

SR Hoide de FERS
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Figura 3.10: Diagrama do processo SAMIM
Fonte: XIA, Y. WHITESIDES, G.M. Soft lithography. Annu. Rev. Mater. Sci. 28 - 1998



CAPITULO 4 - O Método da Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos é um novo ramo da ciéncia voltada para a pesquisa e
desenvolvimento (P&D) de substitutos bioldgicos de reparagdo, reconstrugdo e regeneragdo de
tecidos. Na pratica, a engenharia de tecidos ¢ entendida como um conjunto de técnicas e
procedimentos, com base tedrica em varias areas do conhecimento humano, em particular a

medicina, a biologia e engenharia e mais recentemente MEMS (ver figura 4.1)> %1,

Biologia
celular e
molecular
+ Medicina

MEMS

Engenharia de Tecidos

Figura 4.1 - Engenharia de tecidos € uma area de pesquisas multidisciplinar.
O principio metodolégico mais utilizado, para se fazer engenharia de tecidos, envolve as

seguintes etapas (ver figura 4.2):



1°) Etapa: A construgio de arcabougos tridimensionais, biocompativeis, porosos e

biodegradaveis. Entre os arcabougos mais usados, tem-se:
v os polimeros sintéticos bioreabsorviveis (PLLA, PGA e PLGA);
v" os polimeros naturais {coligeno e derivados do acido hialurdnico); e,

v" os cerdmicos (hidroxiapatita, beta fosfato tri-calcio, biovidros, etc).

2%) Etapa: O cultivo de células em ambiente laboratorial préprio. Ha dois tipos de células
cultivadas: as células maduras e diferenciadas {condrocitos ou ostedcitos isolados de uma éarea
doadora, exemplo: condilo femural; e as células tronco, mesenquimais indiferenciadas adultas
(origem:medula 6ssea, tecido gorduroso e sangue).

3%) Etapa: Adigio de fatores de crescimento a matriz. Os fatores mais usados sao as BMPS
{(proteinas morfo-genéticas) que podem ser de origem animal, como as BMPs bovinas, ou de
origem recombinada (tecnologia do DNA recombinante).

4%) Etapa: Implantagdo do arcabougo no local da lesdo. Este arcabougo pode ser implantado

de varias formas, a saber &%):

v" Implantado sozinho;

v" Implantado juntamente com as células cultivadas fora do paciente (semeadas sobre
o arcabougo),
v" implantado associado com fatores de crescimento (proteina) morfogenética do osso

(BMP), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e outros® 5283,
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Figura 4.2 - Metodologia da engenharia de tecidos.

Ha também dificuldades quanto ao uso do método da engenharia de tecidos. De fato, um
obstaculo a ser superado € descobrir os mecanismos capazes de melhorar e controlar a
distribui¢do espacial de células MEC e os fatores de crescimento dentro do biomaterial. Outro
problema a ser resolvido reside na definigio precisa das caracteristicas das micro e nano
estruturas dos biomateriais, sobretudo aquelas relacionadas com a malha 3D do biomaterial, tais
como: tamanho de fibras, poros, permeabilidade aos nutrientes, difusio de moléculas com
fungdes bioldgicas importantes e a capacidade de adesdo da célula ao biomaterial>* 3% 31831

Por fim, deve-se acrescentar, existem limitagGes impostas pelos processos de fabricagdo em
relagdo a incorporagdo de fatores de crescimento e moléculas bioativas. Alguns processos de
fabricacdo expdem os peptideos a condigdes termodindmicas (temperatura e pressio) ou quimicas

(solventes) que podem comprometer a estabilidade e atividade biologica dos mesmos.



4.1. Técnicas convencionais a substituiciio de tecidos ou 6rgios

Todos os anos, na medicina, varios procedimentos cirirgicos sio realizados e, muitas
vezes, ha necessidade de se reparar, ou mesmo substituir um tecido, um 6rgdo lesado ou com
fun¢do msuficiente. Dentre as abordagens técnicas mais usadas para reparar tecidos e orgios

insuficientes, destaca-se:
a) A técnica do aufo - enxerto

O protocolo envolve colher um tecido de uma determinada localizagio no paciente e
transplanta-lo para um outro lugar do seu corpo. Neste caso, utilizando o enxerto autdlogo, pode-
se obter bons resultados clinicos. A questfio da rejeigdo deixa de ser um problema importante, ja
que o implante € proveniente do proprio paciente. Como exemplos tipicos de procedimentos de

auto-enxerto ou enxerto autélogo, tem-se:

v' O “by pass” da cerondria - Neste caso, os enxertos de veias e artéras sio removidos de
determunadas localizages (safena e mamaria) para serem ent3o transplantadas ao coragio
com o objetivo de suprir a deficiéncia da vascularizagio local,

v Artrodese espinhal e fraturas cominativas - Neste caso, o enxerto Gsseo proveniente da
crista iliaca é largamente utidizado para estabilizar segmentos da coluna vertebral, defeitos
osseos e pseudoariroses.

Né&o obstante, ainda assim, existem algumas desvantagens na utilizacio do auto-enxerto
dentre as quais se incluem as dores ou deformidades da area doadora e a limitagdo da quantidade
de enxerto que pode ser retirado em cirurgias de grande porte {ex: tumores 6sseos, revisdes de

artroplastias de quadril)®,

b)A técnica do alo-enxerto

Esta técnica consiste em retirar tecido ou 6rgéo de um doador e, depois, transplantar para o
paciente. O doador pode ter recentemente falecido e doado um 6rgéo (por exemplo, coragio, rim,
figado, 0sso ¢ pancreas). Ha, ainda, os casos de doadores vivos que s&o usados para doar pulmdes
e rins. Entretanto, apesar da tecnologia do transplante ter tornado mais eficiente, sobretudo com o
advento de drogas anti-rejeicio, surge agora uma outra barreira, o problema da pouca
disponibilidade de doadores™®"*1.
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¢) A técnica de implantes artificiais;

Desde algum tempo, engenheiros e cientistas vém criando dispositivos biomiméticos e
materiais para replicar, aumentar ou esiender as funcBes desempenhadas pelos sistemas
brologicos. Como exemplo, citam-se os componentes artificiais (proteses) para o quadril, joelho e
ombro, valvulas para o coragio e implantes de silicone para a mama.

Muitos destes sistemas tém tido sucesso na sua utilizacdo. Entretanto, os materiais
utilizados nestes implantes sdo passiveis de problemas apods certo tempo de uso. Isto se deve a
perda, com o decorrer do tempo, das propriedades mecanicas e quimicas dos materiais usados
como implantes (agos inoxidével, ligas de titdnio e ligas de cobalto-cromo), tais como: fadiga do
implante, corrosao, fratura, toxicidade, liberagdo de debris (particulas de desgaste), etc.

Enquanto todas essas terapias 1ém oferecido melhorias na qualidade de vida dos pacientes,
existem novas tecnologias no horizonte que procuram superar as limitagdes das abordagens
convencionais. Essas novas abordagens incluem crescimento de tecidos e Orgios em animais,

transgénicos, bioreatores, biomateriais e terapia génical®> %",

4.2, Técnicas alternativas a substituiciao de tecidos e érgios

Como se sabe, as coldnias de céluia necessitam de estimulos externos ou sinaliza¢des
bioquimicas para crescerem dentro de um arranjo 3D, como as células que compdem Orgios ou
tecidos o fazem. No corpo humano, as células sdo constantemente bombardeadas com sinais
elétricos, mecinicos e estimulos quimicos que orientam as células para 0 que elas devem “ser” e
o que devem "fazer”. No entanto, se esses sinais ndo sio devidamente recebidos ou processados,
a chance de crescimento e de integragdo entre 0 tecido hospedeiro € uma matriz tridimendional
s30 maiores 7% 7% 787

O estimulo estrutural ou mecdnico envolve a interagao de células com sua matriz
extracelular (MEC). A MEC ¢ a responsavel pela forma e sustentacio ao nosso corpo. O 0ss0,
por exemplo, ¢ suprido de uma MEC feita basicamente de uma rede de fibra de colageno
entremeando uma matriz dura de fosfato de calciol”> 7" %1
Osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos coexistem em um ciclo equilibrado de formacio e

reabsor¢do de MEC, isto €, o 0sso € criando e destruindo continuamente. A este processo
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continuo de formagdo e destruicio de osso, realizado pelos osteoblastos e osteoclastos
respectivamente, dé-se o nome de remodelamento 6sseo!® 771,

O funcionamento de um tecido ou 6rgdo depende dos estimulos locais e sistémicos, tais
como: estimulo fisico (matriz), elétrico, mecénico (solicitagGes mecanicas), hormdnios e
citocinas. As citocinas s&o mediadores quimicos e exercem uma ago regulatéria na formagio dos

tecidos, tais como, quimiotaxia, diferenciago e controle da proliferagio celular(mitose)”"l.

4.3. Biomateriais utilizados na engenharia de tecidos 6sseos

Biomatenats sdo definidos como quaisquer substincias {exceto drogas) ou combinacio de
substéncias, de ongem sintética ou natural, que podem ser usadas por um determinado periodo de
tempo como parte de um sistema para tratamento para fins de suporte ou reposi¢io de tecido e de
orgdo ou funcio do organismo humanot®* %!

Os materias biomiméticos ndo sio feitos de coisas vivas, mas sua arquitetura (micro e
macroscopica), composi¢cio quimica e propriedades mecdnicas devem ser similares ou
compativeis aos tecidos que pretende substituir. Os biomaterias mais usados como matrizes para
a engenharia de tecidos 6sseos®™® sgo:

v" 0s polimeros bioreabsorviveis - derivados do poli (acido lactico) e poli (acido

glicdlico);

v as membranas de colageno (o colageno pode ser de origem bovina ou recombinade do

tipo 1 e 2);

v" os hidrogéis; os cerdmicos - hidroxiapatita, beta-fosfato tricélcio.

(De um modo geral, os biomateriais usados como matriz apresentam funcfio Osteo-
condutival®), isto é, capacidade de dar suporte ao crescimento e organizago do tecido dsseo (ou
cartilaginoso) e vascular durante a reparagio Ossea (ou cartilaginosa). A utilizacfio de enxertos
autédlogos, a exemplo do enxerto esponjoso do iliaco, melhora a taxa de consolidagdo, pedendo
atingir valores de 87%-100%!*!. No obstante, a necessidade de grandes quantidades de enxerto,
morbidade da area doadora e falha da integragio do enxerto tem gerado uma procura por novos
tipos de enxertos capazes de suprir a demanda (defeitos Osseos e artrodeses de grandes segmentos

vertebrais) e ainda estimular o crescimento 0sseo.
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Mais ainda sabe-se que existe uma forte correlagio entre o tempo de consolidagdo e
resultados funcionais. Assim sendo, quanto maior for o tempo de consolidagdo, piores serdo os

resultados funcionais do membro fraturadof®® - 7% 7

. Um paciente que tem um tempo
prolongado de consolidagdo, sem divida, estd mais suscetivel a desenvolver atrofias musculares,
rigidez articular (imobilizagGes de longa duraciio) ¢ comprometimento de seu bem estar fisico ¢
mental 167 68 . 70 percehe se, portanto, que existe uma necessidade da medicina oferecer ao
paciente novas condi¢des e métodos de tratamento que acelerem o tempo de consolidacio ossea e

melhorem a qualidade do osso neoformado.
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CAPITULOQ 5 - Métodos de Confecgiio de Arcabougos Porosos

Apesar dos avangos tecnologicos recentes, milhares de pessoas ainda morrem por
insuficiéncia de seus orgios (coragio, rim e péncreas, por exemplo) devido & caréncia de orgéos e

B3] Embora engenheiros ¢ médicos

tecidos de doadores ou substitutos artificiais ineficientes
tenham tentado repor as fungdes de 6rgdos atraves de dispositivos mecinicos (didlise e coracdo
mecinico), ou através de implantacio de dispositivos sintéticos (proteses de quadril e joelho,
vasos, valvulas cardiacas sintéticas), esses métodos sio freqiientemente solucSes temporarias e

muitas vezes nio permitem o paciente retornar completamente suas atividades normais™

Infecdo e rejeiciio de dispositivo sio também problemas sérios em tais procedimentosl’>).

O campo emergente da engenhania de tecidos pode ajudar a resolver muitas destes
problemas. Engenharia de tecidos envolve o uso de células para regenerar o tecido danificado,
objetivando unicamente substincias naturais para restaurar fungfo de drgdo. Isto tem sido feito
inserindo células em suportes tridimensionais biodegradaveis para manier suas fungdes tecido-
especificas quando implantadas. Um substrato deve ser associado com estas células para auxiliar
a organizagdo das células em trés dimensoes B £ claro, o material usado para esta fungio deve
ser biocompativel, nfo apresentar citotoxicidade e nfo ser imunogénico deve ser facil de
esterilizar e apresentar propriedades mecénicas compativeis com o orgdo ou tecido que se
pretende substituir®']

Tanto ©os materiais sintéticos como os naturais t€m sido pesquisados para uso como
arcabougo tridimensional para engenharia de tecido® % Os materiais sintéticos podem ser
facilmente produzidos em massa e suas propriedades podem ser feitas sob medida para aplicagBes

especificas. Isto inclui a criagio de polimeros bioreabsorviveis que permite o crescimento de
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tecido no seu interior, enguanto o processo de degradagio vai sendo deflagrado, eliminando a

necessidade de uma segunda cirurgia para remover o implantadot!! .

5.1 Caracteristicas de um arcabouco para engenharia de tecidos

Os arcabougos podem ser de origem sintética e natural. Podem ser de um unico material ou
de compésitos (mistura de mais um tipo de material para formar o arcabougo). Os arcabougos
sintéticos muais utilizados sdo polimeros bioreabsorvivels sintéticos que ja sdo aprovados pelo
FDA como materiais de sutura. A maioria deles € formada por poli {hdroxi-acidos) que sdo
degradados por hidrdlise ¢ seus produtos de degradagdo ndo sdo tdxicos podendo ser
metabolizados e excretados pelo organismo™. Os principais destes polimeros sio poli (4cido
glicolico) (PGA), poli (L-acido lactico) (PLLA) e seu copolimero, poli (L-acido lactico)-co-poli
(acido ghicolico) (PLGA)[B}. Com esse copolimero, o tempo de degradac@o pode ser controlado
para casar com o tempo necessario para a formago de tecido novo. O PLLA ¢ mais hidrofobico e

B3 A degradagdo de um

menos cristalino que PGA e degrada em um tempo mais lento
copolimero amorfo pode assim ser facilimente controlada por alterar-se a razdo de PLA ao PGA
na formulagao.

Além do tempo de degradacdio, certas caracteristicas fisicas do arcabougo devem ser
consideradas quando se projeta um substrato para ser utilizado em engenharia de tecidos. Para
que haja crescimento de tecido, o arcabougo deve apresentar grande area superficial para permitir
adesdo de células. Isto € usualmente criando uma estrutura poliménica altamente porosa, uma
espécie de espuma. Nessa espuma, o tamanho do poro deve ser bastante grande de modo que as
células peneirem no poro, € o poro deve ser interconectado para facilitar a nutrigdo e evitar o
desperdicio e favorecer as trocas fisiologicas" .. Essas caracteristicas (porosidade e tamanho dos
o 13842, 9384}

poros) sdo fregiientemente dependentes do método de fabricacdo do arcaboug

Varios métodos tém sido desenvolvidos para criar arcabougos altamente porosos, tais como

[36, 33, 38, 47] [32. 58, 15,

colagem de fibras®, solvente casting/particulate leaching ¢ separacdo de fase
4. 43, %) Eota etapa da revisio descreverd sucintamente algumas técnicas de fabricagio de
arcabougos porosos tridimensionais.

a) Colagem de fibras

Nesse método o arcabougo € confeccionado a partir de fibras de PGA. Essas fibras formam

31



arranjos em trés dimensdes, forecendo area de superficie grande para interacio e crescimento
das células. As fibras do PGA sio imersas em uma solugio do PLLA. Quando o solvente
evapora, a rede de fibras do PGA ficam embutidas na matriz de PLLA. O compésito ¢ entdo
aquecido acima da temperatura de fusio de ambos os polimeros. O PLLA funde primeiro e
preenche os vazios deixados pelas fibras de PGA, por isso, quando as fibras de PGA comecam a
se fundir, a estrutura ndo colapsa e para minimizar a energia de interface, as fibras se fundem (e
se “colam™) nos pontos onde se cruzam, formando uma “esponja” porosa.

O PLLA ¢ entio removido por dissolugio com o cloreto de metileno. Esta técnica de
fabricagio resulta em espumas com porosidades de até 81% e didmetros do poro de até 500 um.
Hepatécitos cultivados por uma semana nestas espumas permanecem vivas € comegaram
interagir mutuamente para formaciio de clusters ou grupamentos funcionais™®*.

Um segundo método para colagem de fibras de PGA utiliza O PLLA ou PLGA, estes sio
dissolvidos em cloroformio e borrifado (atomizagdo) sobre as fibras do PGA P°l. Desde que o
PGA € pouco sohivel em cloroformio, as fibras permanecem inalteradas durante este processo. O
solvente € entdo evaporado, demxando as fibras de PGA “coladas”. Quando tubos feitos desta
manerra foram implantados nos ratos por 17 dias, foi observado crescimento tecidual, indicando
que construgdes com essas propriedades fisicas podiam encorajar a formacio de neotecido””".

Embora as técnicas de colagem de fibras produzam arcabougos porosos com alta
interconectividade de poros que sdio convenientes a regeneracdo de tecidos®™, ambos os métodos
envolven o uso de solventes que podem ser toxicos para células se ndo completamente

removidas.
b) Selvente casting/particulate leaching

E um método para criar poros, que envolve o uso de um agua ¢ um soluto porogénico
(soluto capaz de gerar poros), tal como sal (NaCl)** *9_ 0 primeiro passo do processo ¢ dissolver
o polimero (PLLA ou PLGA) em cloreto de metila e entfio colocar esta solugio sobre uma “placa
de Petri” preenchida com o soluto porogénico. Depois, por evaporagdo do solvente, o composto
polimero/sal resultante € lavado em agua por aproximadamente dois dias para remover o NaCl.
As porosidades do arcabouco resultantes podem ser controladas pela quantidade de sal
adicionada, enquanto o tamanho do poro € dependente do tamanho dos cristais de sal. Com 70%
em peso de sal ou acima, os poros exibem alta interconectividade®. Os arcabougos fabricados

desta maneira tém sido utilizados extensamente com véarias células e tem mostrado nenhum efeito
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adverso no novo tecido formadot® 2% 28

¢} Fabricacio de espuma com gas ( Gas foaming)

Para que se elimine a necessidade de solventes orgénicos na fabricagdo de arcabougos
porosos, uma nova técnica envolvendo gas como um agente gerador de poros tem sido
introduzido®®!. O processo comeca com a formacdo de discos solidos de PGA, PLLA ou PLGA
usando moldagem a quente. Os discos solidos sdo colocados em uma cimara € expostas a alta
pressdo de CO, (5.5 MPa) por trés dias, entfio a pressdo € rapidamente decrescida para a pressdo
atmosférica. Porosidades de até 93% e dimensGes de poros de até 100 pm podem ser obtidas
usando esta técnica. Além disso, este processo de fabricag@o requer nenhuma lavagem com agua
para a retirada de solutos porogénicos e n3o usa nenhum solvente quimico severo. As altas
temperaturas envolvidas na formag¢fo do disco proibem a incorporagdo de céhilas ou moléculas
bioativas € a estrutura de poros nio sdo interconectadas, dificultando a semeagdo e a migragio de

células dentro da espuma.
d) Emulsificaciio/processo freeze- drying

Técnicas adicionais propostas para fabricagio polimeros porosos s3o baseadas nos
conceitos de separagio de fase em vez de incorporagdo de um agente gerador de poros. Eles
incluem emulsificagdo/freeze-drying”™ e separagio de fase liquido-liquido?® 1> 46 4> 44 A
técnica de emulsificacdo/freeze-drying consiste em colocar duas soluges imisciveis (fase
orginica-polimérica e fase aquosa) juntas, a emulsdio formada € entio homogeneizada e resfriada
em nitrogénio liquido, em seguida € submetido ao método jfreeze-drying para extrair a fase
liquida, restando a matriz polimérica porosa. Arcabougos com grande porosidade {(até 25%), mas
pequenos tamanhos do poro (13-35 mm) tem sido fabricado usando esta técnica. Esses

pardmetros sdo muito dependentes de fatores tais como a razdo de solugdio do polimero para agua

¢ viscosidade de emulsio.
¢) Separacio de fases

A separagdo de fase liguido-liquido emprega principios da termodindmica para criar fase
rica em polimeros e fase pobre em polimeros dentro de uma solugio de polimeros. A fase pobre
em polimeros é entdo removida, deixando uma rede altamente porosal®® > * % ¥ A golucsio de

polimeros é esfriada abaixo do ponto de fusdo do solvente e submetida & secagem a vacuo, por
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varnios dias, para sublimar completamente o solvente. Algumas vezes pode ser adicionado um ndo-
solvente (agua) para ajudar a separacio de fase. A separagdo de fase ocorre via nucleagdo e
crescimento em temperaturas abaixo da temperatura critica, arcaboucos de PLLA e PLGA tem

sido formulados usando esta téenical®> 14643 441

5.2 Comentarios

Muitas técnicas tém sido investigadas recentemente para formar arcaboucos altamente
porosos convenientes para uso em engenharia de tecido. Muitos destes métodos sdo capazes de
formar matrizes com alta porosidade para encorajar o crescimento celular. Entretanto, quase
todas as técnmicas descritas nesta revisdo requerem o uso de solventes orgénicos, que podem
reduzir a capacidade das células de formar novos tecidos in vivo, além de ndo oferecer um
controle rigido sobre os pardmetros de rede (porosidade e interconectividade entre os poros). A
técnica de litografia desenvolvida nesta tese pretende oferecer controle dos aspectos geométricos,
sobre tudo das caracteristicas dos poros formados. Nesta oportunidade, sera utilizado o PDMS
como constituinte dos arcaboucos, nos proximos trabathos utilizaremos uma diversidade maior de
materiais, tais como PLLA e PMMA.

5.3 Métodos de microfabricacio usados para fazer arcaboucos porosos

tridimensionais

Deposicio bi e tridimensional de arcabougos porosos a partir de um sistema baseado em
uma micro-seringa guiado por um servomecanismo.
Um método bastante preciso para a fabricagio de arcabougos com precisdo tridimensional é

B3] Neste caso, a poli

a técmica da deposi¢io de biomateriats através de microseringas
(caprolactona) e o poli (L-acido lactico), sobre a superficie de um substrato. A micro seringa €
guiada por um servo mecamsmo de alta precisio. O sistema deposita polimeros biocompativeis
com uma resolugdo lateral de 5 um. O sistema foi caracterizado em termos de parimetros de
altura, comprimento e forma das estruturas depositadas pela seringa, bem como velocidade do
motor e viscosidade dos polimeros. A principal vantagem deste sistema em relagdio a fabricacio

de arcabougos tridimensionais por outros métodos € a simplicidade do método e possibilidade de
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conirolar a altura, comprimento e largura da linha de polimerc depositado, variando a

concentragdo, viscosidade do polimero, a pressdo aplicada e a velocidade de deposigio.

5.3.1 Polymer - demixed

A técnica de Polymer-demixed™ na mesma linha de controle sobre as estruturas dos
arcaboucos (topografia de superficie) para engenharia de tecidos, observa 0o desempenho de
fibroblastos quando colocados em substratos padronizados com estruturas de ithas (nanoilhas: 13,
35 e 95nm em altura).

A técnica utiliza blendas de poliestireno (PS) e poli (4-bromoestireno) {(PbrS) que
espontaneamente separam as fases quande submetidas ao spin casting sobre bolachas de silicio.
Através do controle da concentragio dos polimeros e a proporgio entre cada um deles,
topografias podem ser produzidas, desde ilhas a pits, de altura e profundidades variadas. As
dimensbes e a densidade das estruturas produzidas dependem da composi¢do da blenda e da
composi¢do da solugdo que vai ser submetida ao spin casting.

A técnica de polymer demixed pode ser considerada um método barato para fazer
topografias na escala de nandmetros. Este estudo ainda mostrou que a topografia de uma
superficie influencia o espalhamento, adesdo celular, proliferagdo celular ¢ morfologia dos
fibroblastos. Com a utilizagdo de materiais com biocompatibilidade comprovada, este método
pode ter sua aplicagio nas cirurgias de ortopedia, quando se deseja um aumento na adeso celular
ou em aplicages que se deseja baixo grau de adesdio celular, como valvulas e cateteres cardiacos.

Neste caso a técnica também tem seu espago.

5.3.2 Microcontact printing sobre materiais biolégicos

Na técnica de microfabricacdo, descrita anteriormente, fica claro que algumas vezes €
necessarioc aumentar a adesdo celular, deste modo, o arcabougo, apresentard maior integragdo
com o tecido circunjacente, conseqtientemente, pode facilitar a regeneragdo de um determinado
érgdo ou tecido. Por outro lado, algumas vezes a adesdo celular ndo é desejada. Por exemplo, o

método de microcontact printing foli explorado para padronizar moléculas inbidoras de
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crescimento celular sobre a superficie de cépsulas de cristalinos humanos retirados de cirurgias
de catarata”®’. Foram cultivadas células epiteliais pigmentadas da retina de humanos e células
epiteliais da iris de coelhos sobre cépsulas de cristalinos na presenga ou na auséncia de arranjos
de fatores inibitorios de adesdo celular.

A técnica de microcontact printing, descrita anteriormente, ¢ uma técnica baseada na
fabricagdo de carimbos de PDMS e na utilizagiio de moléculas com propriedades de se auto-
organizar, mas que usualmente utilizam substratos sintéticos como vidro, Au ou Pt.

Nesse trabalho®®” a técnica foi reproduzida, usando um substrato humano, isto & a
superficic da capsula do cristalino, Deste modo, os padrdes estabelecidos podem determinar a
organizagdo das céfulas cultivadas sobre a superficie da cépsula. Além disso, a aplicagdo da
técnica direta sobre os tecidos humanos autdlogos pode facilitar a disposicdo (arranjo espacial) e
transplante de células para reposicao de tecidos e orgios em mau funcionamento.

A idéia central da tese € um maior controle sobre a topografia e geometria do implante no
nivel microscopico para promover maior estimulo & adesdo e crescimento celular. Alguns
trabalthos, por exemplo, indicam que alguns biomateriais s30 mais permissivos a formagio de
tecido 6sseo que outros. Um material gue apresenta a superficie com rugosidades, exerce um
efeito maior sobre o grau de crescimenio de osteoblastos. Isto ¢ devido em parte a um efeito
mecanico auto-travante (superficies com macro-rugosidades maiores que 25 pum).

Porém a célula também sofre estimulo da micro-rugosidade de um implante, isto acontece
quando a célula percebe uma geometria compativel com seu tamanho.Por exemplo, rugosidades

com picos de até 2¢ e distancias entre um pico e outro de 10 um, que € o tamanho aproximado

das ceélfulas.
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CAPITULO 6 - Materiais ¢ Métodos

Descreve-se neste capitulo todas as etapas para a fabricagdo de estruturas por litografia
macia, especificamente, a tecnologia de réplica de micromoldes (REM), cuja base tedrica foi bem
detathada no capitulo de teonia e revisao bibliografica.

Processo para Fabricagio de Padrdes por Litografia Macia

6.1 Materiais

(s seguintes materiais e equipamentos foram utilizados para os experimentos:

Revelador MIF 312 (Microchem Corp),

Solugdo de KOH, 8M;

Fonte de “Reactive Ion Etching” {RIE), equipamento do IFGW, UNICAMP;
Fotorresiste 5214 Clariant;

Tri-metoxi-silano,95% da Aldrich;

PDMS 184 KiT da Dow Coming;

Fonte de UV (CCS, UNICAMP);

Microscopio optico da Carl Zeiss-Jenatech,

6.2 Metodologia

A confec¢do de estruturas por litografia macia obedeceu as seguintes etapas:
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10.

1.
12.
I3.

14.

I5.
16.

17.
18.

Limpeza da lamina de silicic e a seguir oxidag¢do térmica para formacio de Oxido de
silicio (Si02) com 1,5um de espessura.

Espalhamento do jfotorresiste 5214 no spinner com 4000rpm e tempo de 40 segundos. A
espessura resultante € de I, 4um.

Tratamento térmico na placa quente {“hot plate”) a temperatura de 118°C durante 2min.
Colocagdo da mascara com o padrio a ser gravado sobre a lamina coberta com
fotorresiste.

Exposicio a4 radia¢do ultra-violeta (UV-400) durante 40 segundos.

Colocagdo da lamina no revelador MIF 312 (diluido 1:1 em agua). O fororresiste exposto
a luz UV se dissolve.

A lamina € removida do revelador e lavada em dgua ¢ a seguir seca.

com nitrogénio liquido e sofre um nove tratamento térmico na placa quente a 118°C
durante | min.

Ataque quimico do SiO; em solucdo de Buffer HF para abrir o padrio da mascara na
superficie do silicio.

A ladmina com o padrio gravado sofre um processo de corrosdo por ataque quimico
(solugdo de KOH, 8M) ou por Plasma Reactive lon Eiching (RIE), utilizando SEg e Oy,
para aprofundar as estruturas gravadas. A profundidade do ataque € da ordem de 50um. O
ataque quimico gera estruturas distorcidas do padrao gravado. O ataque com plasma (RIE)
reproduz com maior fidelidade o padrio gravado na l4mina.

Passivagio da superficie do Silicio para evitar que o PDMS fique preso 4 lamina

a)- algumas gotas de tri-metoxi-silano sdo colocadas em uma lamina de vidro

b)- a ldmina de vidro e a de silicio sdo colocadas em um dissecador e em seguida € feito
vacuo durante 8 horas.

A seguir a lamina é retirada do dissecador e a superficie do silicio estd “passivada”
(coberta por um filme fino semeihante ao teflon).

Os dois componentes do PDMS s3o misturados na propor¢io 10:1.

O PDMS € colocado sobre a superficie tratada do silicio (pode-se usar o spinner para
controlar a espessura do PDMS variando a rota¢io e o tempo de spin).

A lamina coberta com o PDMS € colocada em estufa a 65°C por 2hs. para curar o PDMS.

A limina é retirada da estufa, volta 4 temperatura ambiente e 0 PDMS ¢ retirado da
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19.

superficie do silicio; o lado do PDMS que ficou em contato com o silicio é uma réplica da
estrutura que foi gravada ¢ atacada no silicio.

Canais microfluidicos: em particular, para a confecgio dos canais micro-fluidicos
utilizamos um molde feito por deposicio de filmes fino niquel, porém este molde foi
cedido gentilmente pelo Laboratério de Microfabricagdo da Faculdade de Engenharia
Mecénica (UNICAMP). Sendo assim, o PDMS foi depositado, curado e desmoldado
seguindo 0s mesmos passos descritos anteriormente, com excegdo, na aplicagio de tubos
de PVC recortado (cilindros), para delimitar a aplicagio de PDMS a uma regido circular.
Utilizou-se também microtubos de Vinil de grau médico para guiar a entrada e saida de
fluidos dos canais de PDMS. Estes sdo inseridos previamente a cura e fixados por fita

adesiva sobre os tubos recortados de PVC.



CAPITULO 7 Resultados e Discussio

Nesse capitulo serfo apresentados os resultados conforme a estrutura inicial (moldes) e
final obtida (réplicas), seguido das dimensSes do objeto, finalidades e algumas observagdes. As

estruturas obtidas s3o as seguintes:

7.1) Arranjos de planaltos e vales,
7.2) Membranas porosas com furos trans-passantes,
7.3) Membranas porosas com furos n3o trans-passantes,

7.4) Canais microfluidicos;

A habilidade que a célula possui de migrar € um evento muito importante em muitos
processos fisiologicos e patalogicos, e tem sido estudado muito intensamente.

O funcionamento da célula € mediada por interagBes quimicas entre receptores sobre a
membrana celular ¢ dominios especificos de ligagSes dentro da matrix extra-celular (ECM), esta
que forma o arcabougo 3D dos tecidos em geral.

As caracteristicas geométricas e fisicas da ECM s3o muito importantes na regulagdo da
migracio celular. Baseando-se em estudos de migragio celular em superficies, pode-se descrever
quatro etapas fisicas que produzem o evento da migragfo celular: 1) modificagdo da forma da
membrana celular através da formacdo pseudopodes, 2) adesfo celular ao substrato, 3) contragio
do citoesqueleto e 4) desconexdo do psudopodes. A velocidade de migracio celular depende da
integracio de todas estas etapas, porém uma dessas etapas pode ser determinante conforme as
condiges fisicas e bioquimicas impostas a esta célula, entretanto, apesar de muita informagio
obtida da biologia molecular sobre os mecanismos de ades#io ¢ migragfo celular, pouca coisa se

sabe sobre a real influéncia das propriedades fisicas e mecénicas do substrato (biomaterial) sobre
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a adesfio e velocidade de migragdo celular. O projeto e construgio de substraios por métodos de
microfabricagdo ou nanofabricagdo visam criar ou reproduzir de maneira mais fidedigna as
condigdes fisicas ¢ geométricas que sfo impostas as células no ambiente bioldgico, condigdes
essas dificeis de reproduzir por outros metodos. Deste modo, tem importdncia fundamental o
desenvolvimento de substratos com as mais diversas formas e geometrias com intuito de simular
o complexo mundo (micro) biclogico, As informagdes obtidas com este método implementado na
tese juntamente com os proximos estudos biologicos de cultura e comportamento celular servirio

de base para criagdo e aperfeicoamento de novos biomateriais.

Figura 7.1 Exemplo de padronizagdo de substratos para estudo do comportamento,
morfologia e cultivo de tecidos em fungHo das caracteristicas geométricas.

Fonte: National Science Foundation/2003

hitp://www.cheme.cornell.edu/~saltzman/Projects/Tissue_Engineering/Cell migration in_microgeometr/cell migrat
ion_in_microgeometr.html).

7.1.Arranjos de vales e planaltos: “Master” ou molde em silicio e respectiva réplica em
PDMS:

7.1.1 Aspecto macroscopico dos moldes de silicio (ver figura 6.1) obtidos por corrosdo imida por
KOH (hidroxido de potassio), observat os quatro setores, cada um com o0 mesmo tipo de padrio,

vales e planaltos, variando apenas as dimensdes.
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Figura 7.2 - Aspecto macroscopico das laminas de silicio que servirdo para confecg¢do das
réplicas em PDMS.

Figura 7.3 - Microscopia Optica com aumento de 150 x. Molde de silicio visto de cima,
confeccionado por corrosdo anisotropica, estdo representados os planaltos, e os espagos entre
estes, sdo os vales.
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Figura 7.4 - Foto de microscopia optica com aumento de 150 x. Réplica complementar ao
molde de silicio, feito de PDMS.

Fonte: XTA, Y. WHITESIDES, G.M. Soft lithography. Annu. Rev. Mater. Sci. 28 - 1998
7.1.2 Fungdes: Estudo do comportamento celular: ades3o e espalhamento celular.

O estudo quantitativo sistematico de cada fator individual mecanico sobre a motilidade
pode ser facilitado profundamente através do desenvolvimento de arranjos de padrdes
geométricos. Varias linhas de pesquisa evidenciam que os espagamentos entre os obstaculos
mecdnicos sdo pardmetros criticos na adesdo e migragdo celular, portanto este tipo de padroes
aplicado a este substrato tem a pretensdo de oferecer os mais diversos tipos de geometria, que
outra técnica ndo seria capaz de oferecer para estudo da fisiologia e morfologia celular. Por outro
lado, materiais e substratos tridimensionais suportam a migrag¢do celular através de mecanismos
que ndo existem em superficies de materiais planos. Por exemplo, neutréfilos ndo se movem em
superficies 2-D revestidas de colageno devido sua fraca adesdo, porém move-se rapidamente em
estruturas tridimensionais do mesmo material, do mesmo modo, os linfécitos ndo se movimentam
eficazmente em substratos 2-D revestidas de fibronectina, mas s3o habeis em estruturas 3-D de
colageno.

A morfologia de leucdcitos em uma estrutura 2-D é diferente de um leucécito em uma
estrutura 3-D, muitos pseudopodes estdo presentes em células colocadas em substratos
tridimensionais, o que sugere que estes pseudopodes podem se fixar sobre os vales e picos do

substrato, servindo como pontos de ancoragem.
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7.1.3 Dimensdes: foram feitos moldes de silicio com planaltos de sec¢do transversal média 100 x
100/150 x 150/200 x 200/250 x 250 um e altura: 50 um. Os espagos entre os planaltos, os

chamados vales, tem 30 um. As réplicas apresentaram dimensdes similares.

7.2 - Membranas porosas com furos trans-passantes

7.2.1- Estrutura inicial (molde) e final obtida, respectivamente.

Figura 7.5 - Foto microscopio Optico aumento 100 x. Representando molde de silicio com
estruturas semelhante a “pilares”. Este molde foi feito pela técnica de RIE (Reactive Ion
Etching), aparelho do Instituto de Fisica Gleb Wataghin ( IFGW), Unicamp.
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Figura 7.7 - Foto de microscopia optica com aumento de 200x. Molde de silicio para
confec¢do de moldes trans-passantes.
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Figura 7.8 - Foto de microscopia Optica com aumento de 200x, mostrando a réplica de PDMS,
membrana porosa de PDMS. O didmetro médio dos poros € de 150 micra.

Figura 7.9 - Foto de microscopia Optica, aumento de 200x, observar os poros trans-
passantes por outra vista na réplica de PDMS.
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Figura 7.10 - Foto de microscopia Optica com aumento de 150x. Réplica de PDMS,
membrana porosa, observar a regularidade da distribuicdo e do tamanho dos poros.

7.2.2 - Fungdo: Arcabouco tridimensional para crescimento celular. O arcabougo tridimensional
faz o papel dos elementos fundamentais do tecido dsseo, por exemplo. O arranjo das fibras de
colageno (10nm) com os cristais de Hidroxi-apatita (500nm), constituem uma malha de
aproximadamente de 10 a 100 microm para cada osteoblasto (ver figura).
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Figura 7.11- O arranjo das fibras de colageno (10nm) com os cristais de Hidroxi-apatita (500nm),
constituindo uma malha de aproximadamente de 10 a 100 micra para cada osteoblasto como
ilustra a figura acima a direita. Acima a esquerda, a ilustragdo artistica do empilhamento de
membranas porosas com espessuras as mais variadas possiveis.

Para construgdo de estruturas porosas maiores podemos fazer o empilhamento de
membranas porosas com espessuras as mais variadas possiveis, inclusive podendo variar a
densidade de poros em func¢do da altura do empilhamento (fig 7.11), tendo em vista o exemplo da
cartilagem articular que é constituida de quatro camadas, cada camada com uma densidade
celular. A figura acima a esquerda, mostra o aspecto artistico que estas membranas empilhadas

teriam.

O arranjo, distribuigdo e tamanho dos poros sdo fatores importantissimos para que as
células possam interagir positivamente com o biomaterial e formar o tecido. O arcabougo
tridimensional poroso € capaz de modificar a expressdo fenotipica da célula, transformando em
maior ou menor grau a capacidade de fixa¢do da célula, produgdo de matriz extracelular, facilitar
a comunicacdo celular e difusdo de nutrientes.

Por outro lado, a utilizagdo de biomateriais com caracteristicas padronizadas e homogéneas

facilita o dimensionamento e modelamento por métodos computacionais, por exemplo, o estudo
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de biomateriais para liberagdo controlada de drogas por difusdo usando biomateriais porosos é
um importante foco de pesquisas, porém os estudo da liberagdo desses materiais fica ainda muito
dependente dos métodos in-vitro de andlise, pois a microestrutura desses biomateriais sdo
bastante varidveis ao longo do dispositivo. Assim sendo, um controle rigoroso das caracteristicas
microestruturais por métodos de microfabricacdo constitui um valioso método para facilitar e

otimizar dispositivos de liberagdo controlada de drogas.

7.2.3 - Dimensdes: O molde de silicio apresenta as seguintes dimensdes aproximadas: altura de

35 um e didmetro médio de 100 um. A réplica de PDMS o didmetro médio do poro € de 100 pum,

espessura 35 pm.

7.2.4 - Comentarios: Estas estruturas foram obtidas por “spinner” do PDMS em uma rotacdo
aproximada de 1000 rpm, apds esta etapa, foi retirado o molde de silicio com 0 PDMS espalhado.

Com uma espatula retirou-se 0 excesso, e posteriormente, descolou-se 0 PDMS.

7.3 - Membranas porosas com furos niao trans-passantes

7.3.1- Estrutura inicial (molde) e final obtida

Figura 7.12 - Foto de microscopia Optica com aumento de 100 x. O molde de silicio
obtido foi 0 mesmo usado para obtengdo da membrana porosa de PDMS.
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Figura 7.13 - Foto de microscopio Optico com aumento de 200x.Réplica em PDMS, Poros
ndo trans-passantes (ou recessos). Didmetro médio de 100 pum, profundidade de 50 um. A direita
um diagrama mostrando o efeito de conformag@io mecanica e encapsulamento que tem os
recessos e poros sobre as células.

7.3.2- Fungdo: Arcabouco tridimensional para crescimento celular

As caracteristicas geométricas dos recessos tém a capacidade de influenciar a morfologia e
fisiologia da célula. As interagdes mecéanicas acabam modificando e desencadeando respostas
biolégicas por parte das células.

A técnica implementada na dissertagdo servira também de base para construgdo de
liberadores controlados de medicamentos ou drogas, através de processos passivos de difusdo, ou

processos ativos: osmose e guiado por propelentes.
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Figura 7.14 Mecanismos de liberagdo controlada utilizando técnicas de litografia macia: I)
liberagdo controlada passiva, II) liberagdo controlada por osmose, IIT) liberagdo controlada por
biosensores. Autor: Claudio R. Cutrim Carvalho, 2003.

Sucintamente, seriam construidos recessos com materiais semi-permeaveis, como o acetato
de celulose, a figura acima mostra os trés principais mecanismos de liberagdo controlada
utilizando técnicas de litografia macia: I) liberagdo controlada passiva, II) liberagdo controlada
por osmose, IIT) liberagdo controlada por biosensores.

A liberagdo passiva € constituida por bioabsor¢do de filmes de materiais bioabsorviveis que
cobrem recessos contendo a droga. Conhecendo-se o tempo que estes filmes se degradam
podemos estimar e controlar o tempo de libera¢ao da droga.

No caso do processo osmoético o agente osmoético gera um gradiente por diferenca de
osmolaridade entre 0 meio externo, € o interno. Um exemplo de agente osmotico € o NaCl. Por
outro lado, o sistema liberador de drogas controlado por biosensores funciona através de uma

tensdo aplicada sobre filmes de ouro depositados sobre os recessos contendo a droga, esta tensdo
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seria aplicada ap6s a percepgiio por sensores de variagdes de pardmetros fisiolégicos (Ph, Pressio
parcial de oxigénio, ou glicemia) que desencadearia uma tensio sobre os filmes de ouro, que por

eletrolise, se dissolveriam e liberariam a droga.

7.3.3 - Dimenstes: réplica de PDMS com digmetro médio de 100 um, profundidade de 50 um.

7.3.4 - Comentarios: Estas estruturas foram obtidas por “spinner” do PDMS em uma rotagio
aproximada de 1000 tpm, deixando-se um filme mais espesso que a altura dos pilares ou
planaltos. Neste caso ndo foi utilizada a espatula para retirar o excesso de PDMS. Para efeito de
comparagdo, observar a figura abaixo (figura 7.15) mostrando algumas caracteristicas

microscopicas de arcabougos feitos por outras técnicas, por exemplo, evaporagdo do solvente.
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Figura 7.15 - Foto por microscopia eletronica de varredura de sec¢do transversal de um
composito poroso de polimero biodegradavel/hidroxiapatita (HAp), o qual foi cultivado por 8
semanas com células da medula 6ssea in vifro, acima e do lado esquerda. Acima e a direita
arcabouco baseado em HAp. Notar a presenca de poros de tamanhos irregulares de ambos. Fonte:
Tutorial em engenharia de tecidos de “Carnegie Mellon University Bone Tissue Engineering
Initiative”.

http://www-2.cs.cmu.edu/People/tissue/materials.html, consulta: 5/12/2002. Abaixo arcabougo fabricado pelo

método de litografia macia. Observando a morfologia e distribuicio dos poros fica evidente a estrutura mais
homogénea.

7.4 - Canais microfluidicos

7.4.1 Molde de canais microfluidicos feitos por filmes finos de niquel e cedidos gentilmente pelo
laboratoério de microfabricagdo da Faculdade de Engenharia Mecéanica, FEM, UNICAMP.
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Figura 7.16 — Moldes dos canais micro-fluidicos baseados em filmes de niquel (cedidos
gentilmente pelo laboratorio de micro-fabricagdo da Faculdade de Engenharia Mecanica-
UNICAMP), observar os dispositivos tubulares de PVC (tubos recortados) para delimitar o
espalhamento do PDMS, estes foram colados no substrato. Na foto, Estdo dispostos moldes
de microtubos em forma de “U”, “M” e algarismo romano “VI”.

7.4.2 Réplicas em PDMS

300pm

Figura 7.17 - Foto da macroscopia de canais microfluidicos em forma de algarismo romano
VI, observar que os tubos de vinil estdo refor¢ados por arames de cobre para o tubo ndo
dobrar.
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Figura 7.18 - Macroscopia de canais em forma de “M” e os microtubos feitos de vynil (de
grau médico) por onde podem entrar ou sair fluidos.

7.4.3 Dimensdes: Os canais apresentam 600um de largura por 500 pm de altura

7.4.4 Fungdo: Sdo microcanais para efetivar o transporte de fluidos, neste caso especifico servira
para conduzir futuramente fluidos biologicos (liberacdo de drogas, genomica e fatores de

crescimento) ou quimicos (micro-reatores para reagdes quimicas).

Figura 7.19 - A figura acima da esquerda mostra uma representagdo artistica da irrigagio
sanguinea executada por capilares e arteriolas. A figura da direita mostra um arranjo
microfabricado mimetizando a microcirculagéo.

Fonte: http://www.mgh.harvard.edu/depts/tissue/index.html, the Massachusetts General Hospital web site 2003.
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Os microcanais t8m por objetivo mimetizar a microcirculagio (fig. 7.19), tendo em vista
que os tecidos em geral sdo nutridos por microcanais: arteriolas e capilares que possuem

dimensdes microscopicas (100 a 10 micra).

7.4.5 Comentarios: Os microcanais foram fettos baseando-se na mesma técmica descrita no
capitulo de materiais ¢ métodos, porém o molde utilizado foi um substrato de niguel com canais
padronizados, e neste caso nfo precisou ser usado o desmoldante para descolar o PDMS. Além
disso, foi utilizado tubo recortado de PVC para delimitar o espalhamento do PDMS. Os tubos de
vinil eram simplesmente apoiados por fitas adesivas sobre os tubos recortados, para fixa-los na

posicdo correta por onde entram e saem os fluidos.



CAPITULO 8 - Conclusio

Os dois objetivos principais do trabalho foram alcangados: o primeiro objetivo seria o
dominio dos principios basicos da técenica de litografia macia. E o segundo objetivo, a construgio
de arcabougos tridimensionais e com tamanho de poros controlados. Inicialmente com PDMS,
porém, para os préximos trabalhos serfio utilizados outros matenais, tais como materiais
biodegradaveis de uso cirirgico.

Utilizou-se um desmoldante chamado de tri-metoxi-silano (2 95%), um silano que n#o €
usado como desmoldante nos trabalhos de litografia macia, porém funcionou muitoc bem nos
nOSs0s experimentos.

Foram dados os primeiros passos para o dominio da técnica de fabricagdo de canais micro-
fluidicos, pelo método de litografia macia com PDMS.

Conclui-se também que os moldes de canais micro-fluidicos baseados em aluminio foram
desmoldados sem a necessidade de desmoidantes.

A tecnologia de micro e nanofabricagdo por litografia macia ter4 um espago promissor na
area biomeédica.

A litografia macia pode ser utilizada para fabricagfio de arcabougos porosos para
engenharia de tecidos.

A técnica permite construcdes de arranjos tridimensionais (ARRAYS) de células com
topografia dirigida para estudos de comportamento celular,
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