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Resumo

Senedese, A.L.C. Estruturagdo tridimensional de scaffolds de policaprolactona via manufatura
aditiva. Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de

Campinas - SP, 2011.

Em decorréncia da grande demanda de transplantes de érgdos e tecidos no Brasil, ha estimulos
para criacdo de terapias alternativas como o desenvolvimento de substitutos bioldgicos tempora-
rios, isto é, scaffolds, através da Bioengenharia e Engenharia Tecidual, descartando a necessidade
de doadores. Neste trabalho, foi utilizado o polimero policaprolactona (PCL) para estruturar scaf-
folds 3D por meio da plataforma experimental de manufatura aditiva Fab@CTI, a qual apresenta
um cabecote de extrusdo intercambiavel construido para entrada de material em forma de fila-
mento. Uma nova proposta de orientacdao de raster foi criada para o design dos scaffolds. Foram
estruturados scaffolds com raster regular e randémico com poros de 0.25, 0.5 e 1 mm. Analises de
Difracdo de raios-x (DRX), Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e Espectroscopia de absorgao
no infravermelho com transformada em Fourier (FTIR) foram realizadas para verificar possiveis
mudancas nas propriedades térmicas do material durante o processamento. Microscopia eletroni-
ca de varredura (MEV) foi feita para checar a morfologia dos scaffolds e medir o diametro dos
filamentos extrudados na Fab@CTI além do espagamento entre eles. Também foram realizadas
andlises de citotoxicidade e viabilidade celular com células tronco mesenquimais de tecido adipo-
so. Ainda, utilizando o software modeFRONTIER, foi feita uma simulacdo de valores de mddulo de
compressdo do PCL possiveis de serem obtidos. Os resultados de DRX e FTIR ndo mostraram de-
gradacdo do PCL e o DSC revelou algumas alteragdes no ponto de fusdo e diminuicdao da cristalini-
dade. Os scaffolds ndo se mostraram toxicos e os modelos com poros de 0.25 mm e raster regular

e randoémico foram os que apresentaram viabilidade celular.

Palavras-chave: Bioengenharia, Engenharia Tecidual, Polimeros - Biotecnologia, Cultura celular.
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Abstract

Senedese, A.L.C. Additive manufacturing of PCL 3D scaffolds. Dissertacdo (mestrado) — Faculda-

de de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas - SP, 2011.

Due to the demand for organs and tissues transplants in Brazil, is indeed the creation of new ther-
apies as the development of temporary biological substitutes, ie, scaffolds, through Bioengineer-
ing and Tissue Engineering, discarding the require for donors. In this work, we used the polymer
polycaprolactone (PCL) to structure 3D scaffolds by the additive manufacturing experimental plat-
form, Fab@CTI, which presents an interchangeable extrusion head build to filaments materials
input. A new proposal for random raster was presented to design the scaffolds. Were structured
scaffolds with regular and random raster and pores of 0.25, 0.5 and 1 mm. Analysis of X-Ray Dif-
fraction (XRD), Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Fourier Transform Spectroscopy (FTIR)
were conducted to check for possible changes in thermal properties of the material during the
processing. Scanning Electron Microscopy (SEM) was done to check the morphology of scaffolds
and measure the diameter of filaments extruded at Fab@CTI beyond the distance between them.
Analyses of cytotoxicity and cell viability with mesenchymal stem cells from adipose tissue were
also performed. In addition, using the software modeFRONTIER, a simulation of compressive
modulus of PCL was done with values possible to obtain. The result of the XRD and FTIR showed
no degradation of PCL and DSC revealed some changes in melting point and decrease of crystallini-
ty. The scaffolds were not toxic and models of 0.25 mm pores and both regular and random raster

showed cell viability.

Keywords: Bioengineering, Tissue Engineering, Polymers - Biotechnology, Cell culture.
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CAPITULO 1. Introdugéo

A escassez mundial de doadores para transplante de tecidos e/ou érgdos se tornou um problema
de grandes proporgdes para a salde publica, inclusive de ordem socioeconémica. Esses transplan-
tes sdo necessarios para corrigir a perda total ou parcial da fungdo de um érgdo ou tecido, inde-
pendente da sua causa, seja ela originada por doencas, traumas ou malformagdo congénita. A

técnica de transplante de tecidos é uma das mais promissoras para sua regeneracao.

Auto-enxertos e aloenxertos sdo as duas principais técnicas atualmente utilizadas para regenerar
ou substituir érgdos e tecidos danificados ou perdidos. Porém, auto-enxertos sdo associados as
limitacdes como morbidade do doador e disponibilidade limitada. Por outro lado, aloenxertos
podem provocar uma resposta imunoldgica intensa e o uso de drogas imunosupressoras para o
resto da vida, além do risco de transmissdo de doencas e também da disponibilidade. Outro fator
que dificulta a terapia apresentada é o alto custo do processo, desde a coleta até a implantagdo do
6rgdo ou tecido. Visando amenizar este impasse na area da saude, é possivel fazer uso da Bioen-

genharia e Engenharia Tecidual.

Associada a necessidade, hd a motivacdo econGmica que incentiva os paises desenvolvidos a in-
vestirem fortemente em terapias promissoras e no desenvolvimento de substitutos bioldgicos sem

a necessidade de doadores de tecidos e érgaos.

Transplantes no Brasil e América Latina

Segundo o Instituto Nacional de Traumato-Ortopedia (INTO), as cirurgias mais procuradas sdo as
de quadril, joelho, coluna e trauma, que vai desde uma lesdo causada por acidentes domésticos a
deformidades mais graves provocadas por violéncia ou acidentes no transito (Ministério da Sau-
de). Dados coletados pela World Health Organization (WHO) registraram 407.685 acidentes nao

fatais em estradas brasileiras em 2006. A correcdo de lesdes provocadas por traumas ocupou o
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primeiro lugar dentre as operagdes feitas em 2005 pelo INTO, representando 21% do total das
cirurgias. Em 2005 a Rede Internacional de Informagdes para a Saude (RIPSA) verificou que trés a
cada mil trabalhadores morrem de acidente a caminho do trabalho na regido sudeste. Dados como
estes sdo importantes para melhor entendimento da situacdo brasileira em relacdo a realizacdo de

transplantes.

Transplantes de orgdos no Brasil

O primeiro transplante no Brasil foi de rim, em 1964. Em 1968 foram realizados os de pancreas,
figado, coracdo e intestino e, em 1989, o de pulmao (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTES
DE ORGAOS, 2009). No terceiro trimestre do ano de 2010, o nimero total de transplantes de 6r-
gios, tecidos e células chegou a 34.790 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS,

2010). A Tabela 1 detalha os dados dos transplantes de drgéos.

Tabela 1. Registros de transplantes de 6rgaos no terceiro trimestre do ano de 2010.

Orgao Paciente vivo Paciente falecido Total %
Coragao 0 131 131 2,7
Figado 76 987 1059 21,9
Intestino 0 0 0 0
Pancreas - 108 108 0,8
Pulmao 0 52 52 0,4
Rim 1243 2236 3479 24,4

Fonte: ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2010.

De acordo com a Tabela 1, dentre os transplantes de érgdos, os mais realizados sdo os de figado e
rim, ocupando, juntos, quase 50% do total de transplantes. A maior parte das doagdes é proveni-
ente de pacientes falecidos, porém o nimero de transplantes de rins originados de pacientes vivos

é relevante, representando 35% do total de transplantes de rim.
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Transplantes de tecidos no Brasil

Geralmente, a retirada de tecidos so pode ser efetuada em caso de morte do doador. Os ossos de
um unico doador podem beneficiar entre 30 e 35 pacientes. Esse tipo de transplante é utilizado
em casos de perdas dsseas provocadas por tumores, trocas de préteses articulares e problemas
odontoldgicos, entre outros. O problema é que inimeros transplantes de ossos sdo adiados por
falta de doagbes. No Brasil, existem seis bancos de ossos. O do INTO tem capacidade para realizar
duas captagdes por dia ou 700 por ano. No entanto, apesar dos investimentos do instituto, a falta

de doadores faz com que a unidade opere bem abaixo de sua capacidade (Ministério da Saude).

Em relagdo aos transplantes de tecidos, a Tabela 2 fornece o nimero de doag¢des por pessoas fale-
cidas. Nota-se que dentre os tecidos transplantados, os de ossos sdo os mais realizados (Rede
Internacional de Informagdes para a Salde). A realidade hoje exige a utilizacdo de ossos doados.
Futuramente espera-se que grande parte dessas cirurgias sejam feitas com ossos regenedados na

propria pessoa, por meio de tecnologias inovadoras.

Tabela 2. Registros de transplantes de tecidos no terceiro trimestre do ano de 2010.

Tecido Paciente falecido %
Cornea 9728 33,7
Ossos 19075 66,1
Pele 21 0,1
Valva cardiaca 17 0,1

Fonte: ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2010.

O Ministério da Saude declarou, no 22 semestre de 2010, a disponibilizagdo de um investimento
de RS 20 milhdes no Plano Nacional de Implantacdo de Bancos de Multitecidos. Eles serdo instala-
dos em dez estados (que apresentam taxa de doagdo igual ou maior a média nacional) para a rea-
lizacdo de transplantes de cdrnea, pele e osso por hospitais de ensino publicos (Ministério da

Saude).
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Transplantes de células no Brasil

Existem dois tipos de transplantes de células, o autdlogo e o alogénico. No primeiro o material é
retirado da prépria pessoa, o que elimina o risco de rejeicdo; no segundo, o doador é uma terceira
pessoa, com cddigo genético compativel com ele. Mesmo assim, na maioria dos casos é necessario
usar medicamentos imunossupressores. A Tabela 3 registra os transplantes de células, que sdo as
de medula dssea, o Unico tipo realizado no pais. Os transplantes autélogos sao equivalentes a 57%

do total, enquanto os alogénicos, a 43%.

Tabela 3. Registros de transplantes de células no terceiro trimestre do ano de 2010.
Célula Autologo Alogénico Total
Medula éssea 648 481 1129

Fonte: ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2010.

Atualmente, o Brasil registra 1,7 milhdes de doadores de medula éssea, tornando-se o terceiro
maior banco de dados do género no mundo. Fica atras apenas dos registros nos Estados Unidos
(cinco milhGes de doadores) e da Alemanha (trés milhdes de doadores). De 12 mil doadores em
2000, o Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea (REDOME) evoluiu para mais de 1,7 mi-
IhGes de doadores inscritos no ano de 2010. A chance de se encontrar um doador compativel fora

da familia (ndo-aparentado) é de uma em cem mil.

Foi previsto em 2010 pelo Ministério da Saide um investimento de RS 16 milhdes para a amplia-
¢do de centros de transplantes de medula dssea, o que refletird na instalagdo de 80 novos leitos
para a realizacdo das cirurgias, divididos em mddulos de cinco leitos por centro. A medida é resul-
tado do sucesso do REDOME, que cada vez mais tem identificado doadores nacionais de medula

6ssea (Ministério da Saude).
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Evolugdo, sobrevida e perspectivas de transplantes no Brasil e América Latina

A evolucdo dos transplantes de drgdos e tecidos no Brasil entre os anos 2000 e 2010 é mostrada
na Figura 1, sendo que os orgdos e tecidos em questdo estdo nomeados individualmente

(ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2010).
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Figura 1. Evolugdo anual dos transplantes de érgaos (coragao, figado, intestino, pancreas, pulmao e rim) e
tecidos (cornea, ossos, pele e valva cardiaca) no Brasil de 2000 a 2010.

Adaptado de: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2010.

Observa-se que os transplantes de rim e figado apresentaram um discreto aumento na incidéncia,
fato que se associa com a Tabela 1 a qual mostra que estes 6rgdos sdo aos mais transplantados. Os
outros érgdos mantiveram seus respectivos indices aparentemente constantes desde o ano de
2000. Em relagdo aos transplantes de tecidos, o de ossos foi 0 que mais aumentou a incidéncia,
seguido dos transplantes de cdrnea, até o ano de 2009. Esses aumentos evidenciados podem ser
atribuidos a8 Campanha Nacional de Incentivo a Doacdo de Orgdos e Tecidos e anunciada no paco-
te de melhorias para o setor no valor de RS 76 milhdes, segundo o Ministério da Satde. A iniciativa

desta campanha acontece desde 2006 (Ministério da Saude).

O indice de sobrevida também deve ser levado em consideragdo. A Tabela 4 mostra os dados de
sobrevida apds transplantes de 6rgdos. A sobrevida é maior em transplantes de rim, seguida de

pulmao e figado, sendo menor a de coragao.

UT| CAPITULO 1. Introducio



Tabela 4. Sobrevida apds transplantes de 6rgdos no terceiro trimestre de 2010.

Orgio Sobrevida do Sobrevida do
paciente (%) enxerto (%)
Rim 98*/93** 95*/87**
Figado 76 73
Pulmao 85 85
Coragao 67 -

*QOrgdo proveniente de doador vivo.
**(Orgdo proveniente de doador falecido.

Fonte: ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2010.

As filas de espera para receber as doacdes de drgdos (considerando coracdo, figado, pancreas,
pulmdo e rim) sdo grandes em todo o pais, totalizando 39.534 pessoas em 2009. Os estados de
Sao Paulo, Rio de Janeiro e Bahia sdo os que possuem as maiores filas de espera, sendo as respec-
tivas porcentagens de 31%, 11% e 8%, totalizando 50% das filas em relacdo a todos os outros es-
tados brasileiros juntos (Ministério da Saude). Muitas vezes a longa e dolorosa espera por doagdes
culminam na situac¢do drastica e desesperada de venda e trafico de drgaos, fatos ja registrados na

midia (ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTES DE ORGAOS, 2009).

Na América Latina a taxa de pessoas doadoras falecidas é baixa, de 5.8 pmp (por milhdo de popu-
lacdo), assim como a taxa de potenciais doadores, inferior a 40 pmp. Esses dados levam em consi-
deragdo uma populacdo de 552 milhGes de pessoas na América Latina. A Figura 2 mostra a taxa de
doadores falecidos em 2008 nos paises da América Latina. O Brasil encontra-se em 72 lugar no
ranking de registros de doadores entre os 18 paises cotados, mas o indice ainda é baixo se compa-
rado a Porto Rico e Uruguai, os que possuem os indices mais altos (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
TRANSPLANTES DE ORGAOS, 2009).
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Figura 2. Taxa de doadores falecidos em 2008 nos paises da América Latina.

Adaptado de: ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTES DE ORGAOS, 2009.

A Figura 3 exibe a perspectiva da taxa de doadores por falecimento até o ano de 2017, na América
Latina (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTES DE ORGAOS, 2009), mostrando melhorias ao
longo dos anos. Campanhas gerais nesses paises para conscientiza¢do e incentivo a doagGes em

vida podem contribuir para essa melhoria.

(por pmp)
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Figura 3. Perspectiva da taxa de doadores por falecimento até o ano de 2017, na América Latina.

Adaptado de: ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTES DE ORGAOS, 2009.
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Objetivos

Os dados coletados e apresentados anteriormente mostram a necessidade de surgimento de al-
guma medida para sanar a dificuldade na area da salde relacionada a reposicdo de 6rgdos e teci-
dos. Este trabalho apresenta a Bioengenharia como uma conexdo das ciéncias basicas e faz uso da
Engenharia Tecidual como uma técnica para trazer solu¢Ges para a medicina com o alvo futuro de
melhoria na area de transplantes de 6rgdos e tecidos, possivelmente diminuindo o nimero de

doadores e gerando presumiveis resultados como menor rejeicdo imunoldgica e maior sobrevida.

Logo, o objetivo geral deste estudo foi:

v" Estruturar tridimensionalmente por meio do processo de manufatura aditiva (additive
manufacturing - AM) o biomaterial policaprolactona (PCL) para atuar como scaffold - su-

porte poroso temporario - aplicado a Engenharia Tecidual.
E os objetivos especificos foram:

v" Fazer um planejamento experimental inicial para obter os pardmetros para fabrica¢do de

scaffolds de policaprolactona;
v" Fazer filamentos a partir do PCL em p9;

v Estruturar scaffolds com tamanho e geometrias de poros variados, podendo, dessa manei-
ra, averiguar qual deles apresenta as melhores propriedades para aplicacdo a Engenharia

Tecidual;

v Verificar possiveis alteracdes nas propriedades térmicas do material durante os processa-

mentos, sendo estes os de extrusdo dos filamentos e scaffolds.

v’ Verificar, in vitro, a adesdo e proliferagdo de células-tronco nos scaffolds.
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Organizacao da dissertacao

A dissertacdo relne seis capitulos dentre os quais sdo apresentados dois artigos publicados em
anais de congressos e um a ser submetido em periddico internacional. Além destes capitulos, ha

ainda trés apéndices complementares.

O Capitulo 2 exp0de a revisdo da literatura e conceitos fundamentais sobre a Engenharia Tecidual, o

polimero policaprolactona e o processo de manufatura aditiva.

O Capitulo 3 apresenta o artigo Quadro morfoldgico para bioengenharia de scaffolds o qual aborda
conceitos de bioengenharia, scaffolds e alguns processos disponiveis para a estruturagao dos
mesmos. Os resultados sdo indicados no quadro morfoldgico utilizado como ferramenta metodo-
légica para melhor entendimento da determinacdo de combinagdes de parametros e solugdes

necessarios para a fabricagao de scaffolds.

O Capitulo 4 aborda o artigo Additive manufacturing to build polycaprolactone scaffolds o qual
descreve o processo de fabricacdo aditiva de scaffolds a partir de uma plataforma experimental e
apresenta caracterizacdes térmicas do PCL com intuito comparativo entre PCL em po, filamento e

scaffold.

O Capitulo 5 traz o artigo 3D scaffolds structuring by additive manufacturign and cell viability a-
nalysis o qual apresenta os diferentes modelos de scaffolds estruturados na Fab@CTI e descreve o
ensaio in vitro realizado nos mesmos com o objetivo de avaliar o modelo mais adequado para apli-

cacao em Engenharia Tecidual.

O Capitulo 6 descreve as conclusdes verificadas neste trabalho além de propor sugestdes para
futuros projetos como continuidade deste. O diagrama apresentado na Figura 4 ilustra a relagdo

existente entre todos os capitulos da dissertagao.
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O Apéndice A aborda a estruturacdo de scaffolds de PCL, incluindo o planejamento de design,

softwares e equipamentos utilizados, além da fabrica¢do de filamentos de PCL e estruturacao final

dos scaffolds.

O Apéndice B mostra as caracterizacGes do policaprolactona pd, filamento e scaffold, complemen-

tares aos artigos.

O Apéndice C nota um resumo publicado em jornal internacional e outros aceitos em congressos

internacionais.

CAPITULO 3:
QUADRO MORFOLOGICO PARA
BIOENGENHARIA DE SCAFFODS

Figura 4.

——rONCERTO~ FON NTAG
I ¥ > |

LUNL TV S TUNUAINTEINTATS

CAPITULO 4:
ADDITIVE MANUFACTURING TO
BUILD POLYCAPROLACTONE
SCAFFOLDS

CAPITULO 6:
CONCLUSOES E TRABALHOS
FUTUROS

.
ol

«

CAPITULO 5:
PCLSCAFFOLDS 3D
STRUCTURING BY ADDITIVE
MANUFACTURIGN AND CELL
VIABILITY ANALYSIS

Diagrama de organizagdo da dissertagao.

.

CAPITULO 1. Introducgdo

=
o



Realizacao do trabalho

Este trabalho foi realizado na Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Cam-
pinas (UNICAMP) em parceria com a Divisdo de Tecnologias Tridimensionais do Centro de Tecno-

logia da Informacdo Renato Archer (CTl), em Campinas (http://www.cti.gov.br/). O projeto desen-

volvido é integrante do Instituto de Biofabricacdo (INCT-BIOFABRIS) auxiliado pela Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) e pelo Conselho Nacional de Desenvolvimen-

to Cientifico e Tecnoldgico (CNPq).
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CAPITULO 2. Conceitos fundamentais

Engenharia Tecidual

A aplicacdo de conhecimentos da engenharia nos campos da biologia e medicina é definida como
Bioengenharia (WILLIAMS, 1999), ou seja, a unido de disciplinas como Medicina, Biologia, Fisiote-
rapia, Matematica, Fisica, Quimica e Engenharias, as quais estdo inseridas nas ciéncias fundamen-
tais da vida, leva a uma interagdao multidisciplinar denominada Bioengenharia. Essa intera¢do pode
ser realizada em contextos como criacdo de 6rgdos artificiais, instrumentacdo médica e uso de
biomateriais e modelos matematicos para simular os sistemas do funcionamento humano, por

exemplo.

O relatério Pesquisas em Engenharia Tecidual, disponibilizado em 2002 pelo International Techno-
logy Research Institute, avaliou o estado da arte dessa nova ciéncia, aceitando a definicdo de En-
genharia Tecidual feita pelo Dr. Skalak e colaboradores em 1988 e corroborado em workshop da
National Science Foundation (NSF) dos EUA (MCINTIRE, GREISLER, et al., 2002) como “a aplicacdo
de principios e métodos de engenharia e das ciéncias da vida em prol do entendimento fundamen-
tal das relagOes estrutura-fungdo em tecidos normais e patolégicos de mamiferos e do desenvol-

vimento de substitutos bioldgicos para recuperar, manter ou melhorar fun¢do”.

Segundo WILLIAMS (1999), outra definicdo de Engenharia Tecidual pode ser conferida. Inserida no
contexto da Bioengenharia, a Engenharia Tecidual atua na inter-relacdo de metodologias de cién-
cias bioldgicas e engenharias com o objetivo de criar substitutos bioldgicos para sanar ou diminuir

problemas de perda de funcdes ou de partes de drgdos e tecidos.

Algumas estratégias possiveis na Engenharia Tecidual sdo: (1) o uso de células isoladas e previa-
mente manipuladas para substituir aquelas que suprem a funcdo em questdo; (2) a liberacdo de

substancias estimuladoras, como fatores de crescimento e de diferenciacdo especificos para os
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alvos; e (3) scaffolds tridimensionais (3D), onde células podem ser cultivadas e aderidas in vitro,
sendo este conjunto denominado de construct (HUTMACHER, SCHANTZ, et al., 2007; SRAVANTHI,
2010).

Em processos de biofabricacdo, algumas etapas bioldgicas sdo importantes sendo elas a sobrevi-
véncia das células, a sequencial auto-estruturacdo dos constructs (scaffolds com células aderidas),
a vascularizacdo e o amadurecimento do tecido. A biologia das células-tronco é um notavel com-
ponente da biofabricacdo, pois estas células sdo o material para o desenvolvimento da dinamica

celular (MIRONOV, TRUSK, et al., 2009).

Direcionar a diferenciacdo uniforme de células-tronco em determinado tipo celular é uma tarefa
dificil, pois é necessario mimetizar o abstruso microambiente natural destas células. Estudos de
triagem estdo sendo feitos nesta area para se chegar a moléculas ou proteinas que identifiquem
fatores que conferem plasticidade a célula. Entende-se por plasticidade a capacidade de uma célu-
la gerar outras diferenciadas enquanto ela se mantém indiferenciada e capaz de manter a geracdo

de novas células, quando necessario (KHADEMHOSSEINI, VACANTI e LANGER, 2009).

A adesdo celular ao scaffold é necessaria para que ocorra uma interacdo no construct. A seme-
Ihanca fisico-quimica entre matriz extracelular e scaffold nao é obrigatdria para a adesdo celular,
mas é desejavel para a interacdo eficaz no local de implantacdo (HUBBELL, 1995; LANGER e
VACANTI, 1993). Devido a este motivo que um dos objetivos da biofabricacdo é sintetizar biomate-
riais com caracteristicas semelhantes as do local de implantag¢do, sendo elas dureza, elasticidade,
resisténcia mecéanica, balanco adequado entre hidrofilicidade/hidrofobicidade e disposicdo de
cargas elétricas. Somente apds a adesdo celular ocorre o processo de espalhamento, divisdo e
producdo da matriz extracelular (DEWEZ, LHOEST, et al., 1998), envolvendo mudangas na morfo-

logia celular e criando uma relagao mais forte com o scaffold (SANTOS JR e WADA, 2007).

Um scaffold ideal deve ser biocompativel, biodegradavel com produtos de degradacdo nao toxicos
e deve possuir porosidade adequada (micro e macro) capaz de garantir, simultaneamente, a vas-

cularizacdo e resisténcia mecanica suficientes para suportar a tensdo do ambiente tecidual do
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hospedeiro. Para uma boa interagdo célula-célula e célula-matriz, o scaffold também deve ter uma
superficie adequada e deve passar por um processo de esterilizacdo (DOMINGOS, DINUCCI, et al.,
2009; BARTOLO, CHUA, et al., 2009). O tamanho de poros dos scaffolds é importante para a
adesdo, migracao e proliferacdo celular e para a regeneracao tecidual. O tamanho de poros
adequado para cada aplicacdo e objetico é apresentado no Capitulo 3. A fabricacdo de scaffolds

para Engenharia Tecidual depende fortemente de ambos biomateriais e processos de manufatura.

Biomateriais

Biomateriais definem-se por materiais que interagem com sistemas biolégicos para avaliar, tratar,
aumentar ou repor algum tecido, 6rgaos ou fun¢do do organismo. O termo “biocompativel” pode
ser utilizado para caracterizar biomateriais e é a forma adjetiva de “biocompatibilidade”, definida
como a qualidade de nao causar efeitos tdxicos ou danosos ao organismo hospedeiro. Porém, no
contexto da aplicagdo, este termo deve ser usado com cautela, pois nenhum material é capaz de

gerar uma resposta adequada em todas as situa¢des (WILLIAMS, 1999).

Os biomateriais sdo importantes na Engenharia Tecidual, ja que sdo os materiais estruturais dos
scaffolds. Ambos os polimeros de origem sintética e bioldgica tem sido amplamente estudados
para esta finalidade, como pode ser conferido no Capitulo 3. Os sintéticos apresentam estrutura
mais flexivel devido a sua composicdo, além de que sua estrutura poder ser adaptada de acordo

com as necessidades requeridas.

O PCL é um termoplastico sintético que tem sido utilizado como biomaterial para estruturagdo de
scaffolds por diversos métodos para aplicacdo na Engenharia Tecidual. Alguns resultados encon-
trados na literatura sao comentados a seguir. WILLIAMS, ADEWUNMI, et al., (2005) relataram a
obtencdo de scaffolds de PCL por Sinterizacdo seletiva a laser (SLS) para substituir ossos e
cartilagem, e a porosidade foi de 63 a 79%. Em estudo de TAY, ZHANG, et al., (2007) foi feita uma
blenda de PCL em pdé com poli(vinil dlcool) para uso na Impressora tridimensional (3DP) e geragao
de scaffolds com porosidade entre 50 e 70%. ERISKEN, KALYON e WANG, (2008) realizaram um
trabalho no qual o PCL foi incorporado a nano particulas de tricalcio-fosfato (PCL-B-TCP) e os scaf-

folds foram feitos pelo método de eletrofiacdo para aplicacdo na interface osso-cartilagem. Tam-
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bém para aplicacdo em regeneracdo éssea e de cartilagem, ZHAO, GUO e WENG (2008) obtiveram
scaffolds de compdsito de PCL e hidroxiapatita (PCL-HA), por método que utiliza solvente. A
porosidade alcancada foi em torno de 90%. POK, WALLACE e MADIHALLY (2010) também

utilizaram método com solvente, porém nao verificaram macro porosidade.

Policaprolactona

O PCL foi um dos primeiros polimeros sintetizados pelo Grupo Carothers no inicio da década de
1930 (NATTA, HILL e CAROTHERS, 1934). Tornou-se disponivel comercialmente em resultado ao
empenho de se identificar polimeros sintéticos que pudessem ser degradados por microorganis-
mos. Apesar de inicialmente atrair a atencao dos pesquisadores, a popularidade do PCL logo foi
deixada de lado em vista de outros polimeros reabsorviveis como polilactideos e poliglicolideos,
cujas aplica¢Oes sdo liberacdo de drogas em dias ou semanas apds a implantagdo. Como a degra-
dacdo do PCL é lenta, ele foi, portanto, esquecido por algumas décadas. O interesse no PCL ressur-
giu juntamente com o surgimento da Engenharia Tecidual, pois foi averiguado que o PCL possui
boas propriedades reoldgicas e viscoeldsticas, podendo ser utilizado na fabricacdo de scaffolds
(WOODRUFF e HUTMACHER, 2010). Outros pesquisadores como LUCIANI, COCCOLI, et al. (2008) e
HUANG, OIZUMI, et al. (2007) também afirmam que o PCL possui boas propriedades para ser utili-

zado como biomaterial de scaffolds.

O PCL é um poliéster alifatico, semicristalino, hidrofdbico, sua cristalinidade tende a diminuir com
0 aumento do peso molecular, possui ponto de fusdo entre 59-64 oC e é altamente compativel na
formacdo de blendas, abrangendo suas areas de aplicagdo. Grupos funcionais podem ser acopla-
dos para que o polimero se torne mais hidrofilico, aderente e biocompativel, favorecendo, dessa
maneira, a resposta celular (POK, WALLACE e MADIHALLY, 2010; WOODRUFF e HUTMACHER,
2010). Pode ser preparado pela polimerizacdo do anel de abertura da e-caprolactona usando uma
série de catalisadores anionicos e catidnicos ou por meio da polimeriza¢dao por radicais livres do

anel de abertura do [2-metileno-1-3-dioxepane 3] (CHANDRA e RUSTGI, 1998).
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Este polimero pode ser aplicado como suturas reabsorviveis, sistema de liberagdo controlada de
drogas e substitutos dsseos temporarios, sendo esta a aplicacdo mais recente e em fase de pesqui-

sa (KWEON, YOO, et al., 2003; GE, JIN e CAO, 2008; POK, WALLACE e MADIHALLY, 2010).

Métodos para estruturacao de scaffolds

Muitos métodos para estruturacdo de scaffolds foram desenvolvidos na dultima década.
Atualmente, hd uma gama deles. Os tradicionais que ndo necessitam de equipamentos
especializados sdo Laminacdo por membrana, Separacdao de fases, Polimerizacao, Liofilizacdo,
Moldagem por compressao, Sinterizacdo, Lixiviacdo e os que utilizam surfactantes ou solventes.
Em geral, suas vantagens sdo facilidade no processo e na combinacdo com outras técnicas, e suas
desvantagens sdo possivel retencdo de solvente tdxico no polimero, desnaturacdo de moléculas
bioativas presentes no polimero, limitacdo das formas obtidas, distribuicdo incontrolavel de aditi-
vos ceramicos e dificuldade em alinhar poros e controlar tamanho de poros em moldes pré-
definidos (GE, JIN e CAO, 2008). Comparagdes entre alguns destes métodos e mais detalhes sobre

0s mesmos podem ser encontradas no Capitulo 3.

Para fabricar scaffolds de materias poliméricos customizados e sofisticados, existem os métodos
baseados em extrusdo, como o Modelagem por fusdo e deposicdo (FDM), os baseados em laser
como SLS, os que utilizam impressora, como a Impressora tridimensional (3DP) e método de
fabricacdo indireta da forma sélida, como Fabricacdo de sélidos de forma livre (SFF) (GE, JIN e

CAO, 2008), sendo este sindnimo de manufatura aditiva.

Processos de manufatura aditiva

O termo manufatura aditiva foi designado recentemente através da ASTM F 2792 - 09. Porém seu
conceito vem do conceito de prototipagem rapida (Rapid Prototyping - RP), uma tecnologia que foi
introduzida na década de 1980 (NOORANI, 2006). Charles Hull que ajudou no desenvolvimento do

sistema 3D em 1986 desenvolveu o primeiro processo de RP, chamado de estereolitografia, o qual
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utiliza o conceito de construgdo aditiva de camadas. Este conceito foi captado por varias institui-
¢Oes de diferentes maneiras, e todas foram adequadas ao coletivo da RP (COOPER, 2001). O de-
senvolvimento da RP esteve ligado ao desenvolvimento de aplicacdes dos computadores nas in-
dustrias. O aumento do uso de computadores estimulou o avanco em areas como Projeto auxilia-
do por computador (CAD), Manufatura auxiliada por computador (CAM) e Controle numérico
computadorizado (CNC) (CHUA, LEONG, et al., 2003; COOPER, 2001). Atualmente, o termo RP re-
fere-se a fabricacdo aditiva de projetos, muitas vezes repetitiva, para testes de forma, ajustes e

funcionalidade, ou a combinacgdo destes (ASTM, 2009).

A manufatura aditiva é o processo de unir materiais para fabricar objetos a partir de modelos 3D
computacionais, geralmente camada sobre camada (ASTM, 2009). Além do processo de se cons-
truir modelos camada sobre camada, ha também o que utiliza espessamento de esqueletos estru-
turais (DWIVEDI e KOVACEVIC, 2003), que é menos utilizado. Sdo sinénimos de AM: fabricacdo
aditiva, processo aditivo, técnica aditiva, manufatura aditiva de camadas e fabricac¢do livre (ASTM,

2009).

A manufatura aditiva € um processo vantajoso para fabricar scaffolds para Engenharia Tecidual,
pois apresenta vantagens como precisdo na deposicao de material e repetibilidade do processo,
permitindo obter geometrias complexas e controle da morfologia interna, sendo esta relacionada
a localizagdo, tamanho e geometria de poros (RAYMOND, 2010). Existe varias técnica de AM dis-
poniveis para estruturacdo de scaffolds, sendo que algumas delas podem ser conferidas em deta-

Ihes no Capitulo 3.

Os sistemas comerciais de fabricacdo aditiva, apesar do seu sucesso em ambientes industriais, sdo
caros, proprietdrios, e trabalham com poucos materiais os quais também sdo caros e atrelados ao
fornecedor, limitando os avancos da tecnologia. Tendo como base estes equipamentos, foram
criados outros, baseados em extrusdo, para estudo e pesquisa mais adequados para fabricacao de
scaffolds. A Tabela 5 mostra estes equipamentos, suas caracteristicas e os responsaveis por seu

desenvolvimento.
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Tabela 5. Equipamentos de AM baseados em extrusdo para fabricacdo de scaffolds.

Equipamento

Bioplotter® System

3D Bioplotter PZT

BioExtruder

Deposigdo por extru-

sdo de preciséo (PED)

Manufatura por extru-

sdo de precisdo (PEM)

3D Fiber-deposition

Manufatura por extru-
sdo de bicos multiplos

(MDM)

Micro seringa por
pressao assistida

(PAM)

Robocasting

Caracteristicas

Utiliza cabegote de extrusao

Sistema Bioplotter® modificado; utiliza
cabecote de extrusao assistido por

transdutor piezoelétrico

Utiliza um sistema rotacional de dois
cabecotes de extrusdo: multimaterial ou

para um unico material

O material granular é depositado em
uma camara aquecida; um bico de ex-

trusdo deposita o material fundido

Semelhante a PED; permite processar

praticamente qualquer termoplastico

Utiliza cabecote de extrusdao semelhante
ao da FDM, o qual se baseia na extrusado
de um material termoplastico através de

uma pequena fieira

Utiliza cabecote de extrusdao a tempera-

tura ambiente e a baixas pressdes

Utiliza polimero dissolvido e deposita

através de uma seringa

Usa um dispositivo robotizado para
deposicdo de suspensdes coloidais con-
centradas que suportam o seu préprio

peso durante o processo de construcdo

Referéncia

PARK, KIM, et al., 2009

KIM e SON, 2009

DOMINGOS, DINUCCI, et al.,
2009

SHOR, DARLING, et al.,
2005; SHOR, GUGERI, et al.,
2009; WANG, SHOR, et al.,
2004

XIONG, YAN, et al., 2001

WOODFIELD, MALDA, et al.,

2004

KHALIL, NAM e SUN, 2005

VOzzl, 2011

SAIZ, GREMILLARD, et al.,
2007; GENG, FENG, et al.,
2005

/.
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A Tabela 6 apresenta alguns resultados atuais com scaffolds de PCL, com intuito comparativo, de-

correntes de alguns equipamentos mostrados na Tabela 5.

Tabela 6. Equipamentos de AM utilizados para estruturacao de scaffolds de PCL e seus respectivos resul-
tados.

Equipamento e prin- Tamanho de Porosidade Dimensodes do
Referéncias

cipais caracteristicas  poros (um) (%) scaffold (mm)

Bioplotter® System 130a 330 45a75 10x10x5 PARK, KIM, et al., 2009

3D Bioplotter (PZT) 186 a 1683 35a70 10x10x4 KIM e SON, 2009
DOMINGOS, DINUCCI,

BioExtruder 600 76 40x40x 8

etal., 2009

SHOR, DARLING, et al.,
14x14x3;20 .
2005; SHOR, GUCERI,
PED 250 a 400 39a55 (diametro) x
etal., 2009; WANG,
10 (altura)
SHOR, et al., 2004

No ano de 2006 a Universidade de Cornell criou um sistema de fabricacdo aditiva open-source e de
baixo custo (RS 2.300,00), chamada de Fab@Home, cujo objetivo foi colocar esta tecnologia nas
maos de pessoas empresariais, criativas e artistas para que elas pudessem desenvolvé-la e difundi-
la. A Fab@Home é capaz de construir objetos com multiplos materiais em escala milimétrica e
com dimensGes maiores que 20 cm. Trata-se de um sistema de extrusao composto por uma ou
duas seringas de 10 cm? que utilizam um motor de passo linear para controlar a posicdo do(s) ém-
bolo(s). Quando utiliza duas seringas, a deposicdo de material é simultdnea e independente
(MALONE e LIPSON, 2007; VILBRANDT, MALONE, et al., 2008). Diante da possibilidade de modifi-
cacdo do software e hardware da Fab@Home, esta passou por um processo de adaptacdo para

fabricacdo de scaffolds de PCL a partir de filamentos deste material (Apéndice A).
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CAPITULO 3. Quadro morfolégico para bioengenharia de
scaffolds

Introducao

Para se chegar a etapa final de estruturacdo de um scaffold é necessario antes definir alguns de
seus parametros de fabricagdo como biomaterial, método de estruturagdo, porosidade, tamanho
de poros, geometria de poros e dimensdes do scaffold. Alguns parametros sdo desencadeados por
outros definidos anteriormente. Por exemplo, o tempo de degradacdo vai depender do biomateri-

al utilizado.

O quadro morfoldgico proporciona encontrar novas alternativas através de uma combinagdo entre
parametros e solugdes propostas, por meio de uma visao simples e objetiva. O quadro apresenta-
do no artigo deste capitulo foi utilizado como modelo para definicdo dos parametros iniciais para

estruturacao de scaffolds.
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Desenvolvimento

O desenvolvimento deste capitulo é apresentado a seguir, no artigo intitulado Quadro morfoldgico
para bioengenharia de scaffolds In: VI Congresso Nacional De Engenharia Mecdnica, 2009, Campi-
na Grande. Anais... 1 CD.
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Resumo: Nas iultimas décadas, uma drea de intensa atividade de pesquisa tem sido a Bioengenharia, que busca
melhorias para a saide utilizando métodos da engenharia. Ligas metdlicas tendem a permanecer quimicamente
inertes quando em contato com o corpo humano, ndo causando danos ao organismo. Outros materiais como biovidro,
cerdmica e polimeros sdo bioativos, permitindo ou até mesmo promovendo o crescimento de tecidos com os quais
estdo em contato. Alguns desses materiais formam ligagdes fortes com o osso, possibilitando sua utilizacdo na fixagcdo
de articulagées artificiais. Biomateriais bioreabsorviveis e biodegraddveis como a policaprolactona podem ser
utilizados para construcdo de matrizes porosas (scaffolds) para regeneracdo Jssea. Esses ndo precisam ser
removidos, evitando uma operagdo secunddria. Com a aplicagdo do quadro morfolégico como ferramenta
metodologica para o desenvolvimento do projeto, foram geradas solugdes promissoras para construgdo de scaffolds
com foco em substituicdo Ossea tempordria, utilizando o polimero policaprolactona e apresentando uma nova
proposta de aplicagdo para a plataforma experimental de manufatura aditiva Fab@ Home.

Palavras-chave: quadro morfologico, bioengenharia, scaffolds, policaprolactona, Fab@ Home.

1. INTRODUCAO

Lesdes teciduais originadas de traumas, doencas degenerativas e ma formagao congénita causam problemas muitas
vezes irrepardveis em funcdo dos poucos recursos terapéuticos disponiveis. Uma solugdo geralmente utilizada é a
remocdo cirdrgica da regido lesada, criando grandes limitagdes ao enfermo. A qualidade de vida dos pacientes que
passaram por procedimentos cirtirgicos com retirada de grandes porc¢des de tecidos diminui consideravelmente e, assim,
a substitui¢do e/ou regeneracdo de regides corpéreas torna-se indispensdvel (Santos Jr. & Wada, 2007). Com o aumento
da expectativa de vida humana, obtida pelo avango da medicina integrado a outras dreas do conhecimento, a busca de
métodos alternativos para a fabricag@o de tecidos lesionados tornou-se uma necessidade imediata. Este fato impulsionou
a utilizagdo de ferramentas de engenharia, como o quadro morfoldgico utilizado neste trabalho, sistematizando e
ampliando as alternativas em Bioengenharia, com a finalidade de tentar fabricar tecidos.

1.1. Bioengenharia

A Bioengenharia é uma ciéncia fortemente interdisciplinar, cujos pilares sdo sustentados por trés ci€ncias
fundamentais: Ciéncias Bioldgicas (Medicina, Biologia, Fisioterapia, entre outros), Ciéncias da Terra (Matematica,
Fisica e Quimica) e Engenharias. A interacdo entre essas diversas dreas possibilita pesquisa e desenvolvimento em uma



vasta gama de projetos, desde o intuito de criar érgdos artificiais, instrumentacdo médica e biomateriais, até modelos
matemdticos para simular os sistemas cardiovascular, respiratério e muscular, por exemplo.

O trabalho multidisciplinar surge como principal solug¢do para a crescente demanda de inovagdes tecnoldgicas
nas dreas relacionadas a Ciéncias Bioldgicas, desencadeando "a aplica¢do dos principios e métodos de engenharia e
ciéncias da vida fundamental para a compreensdo das relagdes estrutura-fungdo em tecidos normais e patolégicos de
mamiferos e o desenvolvimento de substitutos bioldgicos para restaurar, manter ou melhorar a funcio", denominada de
Engenharia Tecidual (TE, do inglés, Tissue Engineering). Esta também estd relacionada ao design e fabrica¢do de
scaffolds e isolamento, proliferacdo e diferenciacdo celular envolvendo estratégias que incluem os conceitos de indug@o
e manipulagdo e transplante de células (Hutmacher et al., 2007).

1.1.1. Scaffolds

O termo scaffold é derivado de scaffolding, cuja defini¢do, do inglés, é: uma estrutura tempordria usada para
suportar pessoas ou materiais na constru¢do ou manuteng¢do de grandes estruturas. Na TE o termo scaffold foi definido
para nomear matrizes de suportes tridimensionais (3D), representado na Fig. (1), com objetivo de regenerar tecidos
perdidos ou danificados. O objetivo € utilizar o scaffold como matriz extracelular porosa e moléculas biologicamente
ativas gerando um conjunto implantdvel denominado construct. E esperado que o construct proporcione colonizagio,
migracdo e crescimento celular para direcionar o desenvolvimento dos tecidos requisitados e que degrade na medida em
que ocorre o desenvovimento dos novos tecidos, liberando produtos biocompativeis que podem ser absorvidos ou
eliminados (Williams, 2008; Hutmacher et al., 2007).

Fonte: CTI Renato Archer.
Figura 1. Exemplo de scaffold de Acrilonitrila Butadieno Estireno (ABS) em formato de condilo humano.

Os fatores para o design de scaffolds sdo complexos e incluem: biomaterial apropriado, arquitetura e porosidade,
propriedades mecanicas, propriedades de superficie, degradacdo e produtos gerados. Deve-se considerar também a
composi¢do de quaisquer componentes biolégicos adicionados juntamente com possiveis mudangas em todos os fatores
citados ao longo do tempo (Hutmacher et al., 2007).

Como nenhuma tecnologia individual pode induzir regeneracio do osso da melhor maneira, uma combinagio de
diferentes tecnologias certamente ¢ necessdria para a TE. Devido a esse fato, é essencial que scaffolds sejam
compativeis com mais de uma plataforma de tecnologia e biomateriais. Em particular, scaffolds devem possuir
flexibilidade suficiente para permitir transporte de células, entrega de proteinas e terapia génica (Ge et al., 2008).

Pode-se entender como biomaterial qualquer substancia (que ndo seja uma droga) ou combinagdo de substincias
sintéticas ou naturais, que pode ser usada por um periodo de tempo, como um todo ou parte de um sistema o qual trata,
aumenta ou substitui o tecido, 6rgdo ou fungdo do corpo, segundo o National Institute of Health (NIH). De acordo com
Binyamin et al. (2006), o conceito de biomaterial também inclui qualquer material usado em um dispositivo médico
destinado a interagir com sistemas bioldgicos, permitindo a inclusdo de estruturas e combinagdo de dispositivos que
ativamente interagem com o corpo.

Para a construcdo de scaffolds é necessdria a utilizagcdo de materiais biodegraddveis e biocompativeis. Segundo
Williams (2008), o conceito de biocompatibilidade compreende um material capaz de agir a partir de uma resposta
apropriada de um hospedeiro em determinada situagdo. Esse tipo de material usado na drea médica inclui metais,
ceramicas, polimeros e compdsitos, como apresenta a Tab. (1). Ligas metélicas biocompativeis tendem a permanecer
quimicamente inertes quando em contato com o corpo humano, porém como ndo hd material totalmente inerte, esses
provocam a menor reagdo adversa possivel. Outros materiais como cerdmicas e polimeros sdo bioativos, permitindo ou
até mesmo promovendo o crescimento de tecidos com o0s quais estdo em contato. Alguns desses materiais formam
ligacdes fortes com o osso, possibilitando sua utilizagdo na fixagdo de articulagdes artificiais. Biomateriais
bioreabsorviveis e biodegraddveis como a policaprolactona podem ser utilizados na constru¢do de scaffolds para
regeneracio 6ssea. Estes ndo precisam ser removidos, evitando uma operagdo secunddria (Lievonen, 1999).
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E reconhecido que a arquitetura e porosidade dos scaffolds executam um papel importante na ligacio, migragdo e
crescimento celular, e, posteriormente, crescimento e regeneracio tecidual. Alta porosidade permite suprimento eficaz
de nutrientes, difusdo de gases e eliminagdo de produtos do metabolismo, porém leva a baixa adesdo e sinalizacdo
celular, enquanto baixa porosidade leva a propriedades contrdrias as citadas acima (Oh et al., 2007). Um tamanho de
poro de maior que 300 um proporciona boa migragdo de tecidos, transporte de nutrientes e vascularizagdo (Ge et al.,
2008). Pesquisas recentes relatam de forma mais especifica a melhor faixa de tamanho dos poros para os diferentes
tipos de células ou tecidos. Por exemplo, segundo Oh et al. (2007), o tamanho dos poros de cerca de 5 pm para a
neovascularizagdo, 5-15 pum para crescimento de fibroblastos, cerca de 20 pm para crescimento de hepatdcitos, 20-125
um para a regeneracdo da pele, 70-120 pm para crescimento de condrécitos, 40-150 pm para regeneragdo de tecido
hepatico, 100-300 um para misculo liso da bexiga, 100-400 pm para regeneracdo de ossos, e 200-350 pm para
osteoconducio, dependendo do material utilizado no scaffold.

Tabela 1. Biomateriais: tipos, exemplos e aplica¢oes.

Tipo | Exemplos | Aplicacoes |

Instrumentos cirtrgicos, stents, dispositivos para

Metal Aco Inoxiddvel 316L fixaco ortopédica

Metal | Titanio | Fixacdo de fraturas, reposicao de juntas |
Metal | Aluminio | Composicdo de implantes dentdrios |
Metal | Prata | Material antibacteriano |
Ceramica | Hidroxiapatita (HA) | Implantes de revestimento, enchimento sseo |
Cerdmica | Biovidro | Cimento 6sseo, composto dentério |
Ceramica | Alumina | Implante dentdrio, préteses ortopédicas |
Polimero | Poli(metil metacrilato) (PMMA) | Cemento de 0sso, lentes intraoculares |
Polimero Hidrogéis de Poli(vinil alcool) (PVA) e Lentf:s de contato, libera}gﬁo contrf)l.a(.ia de drogas,

poli(etilenoglicol) (PEG) matriz extracelular, cartilagem artificial
Polimero | Poliamida (nylon) (PA) | Suturas |

Poli-caprolactona (PCL), poli-acido lactico

Polimero (PLA), alginato

Scaffolds para tecidos rigidos (0sso)

Scaffolds para tecidos moles (pele, tendao, vasos

Polimero Poli-dcido glicélico (PGA) sanguineos, cartilagem)

Polimero | Pluronic | Scaffolds para tecidos moles (cartilagem) |
Compésito | PCL-HA, PLA-HA | Scaffolds para tecidos rigidos (0sso) |
Adaptado de: Binyamin et al., 2006; Ge et al., 2008; Liu & Cao, 2007.

Propriedades mecanicas sdo aquelas que envolvem a relagdo entre stress e tensdo ou provocam reagdo a uma
forca fisica (ASTM F 2150-07). As propriedades mecanicas dos scaffolds, bem como a dos subseqiientes tecidos
regenerados, devem ser capazes de suportar o stress das atividades didrias, sendo que as mesmas dependem do
biomaterial utilizado e do local onde foi implantado o construct. As propriedades mecanicas tanto no nivel
microscépico quanto macroscépico sao importantes (Ge et al., 2008).

Materiais com diferentes tensdes superficiais obterdo respostas in vivo diferentes e microambiantes variados.
Propriedades de superficie da matriz extracelular t€ém um efeito significativo na fisiologia celular, a qual, por sua vez,
possui papel crucial no desenvolvimento, diferencia¢do e regeneracdo celular (Ge et al., 2008). A caracteriza¢do da
superficie de um scaffold dependerd da natureza do material utilizado e de seu uso particular (ASTM F 2150-07).

Biomateriais nio-bioreabsorviveis sdo designados a permanecerem estdveis no meio in vivo, ao contrario dos
biomateriais bioreabsorviveis, que sdo influenciados por esse meio. Os componentes de biomateriais bioreabsérviveis
sdo selecionados de modo que a dgua absorvida e/ou a degradac¢do enzimadtica leve a degradacdo controlada da estrutura
do material. Os produtos de degradagdo podem ser metabolizados pelo organismo ou eliminados do mesmo
(Ramakrishna et al., 2001), sem promover efeitos adversos.

1.1.1.1. Técnicas de estruturacao 3D de scaffolds

A TE vem explorando a capacidade de reproduzir geometrias de alta complexidade. Para tal, diversas técnicas
podem ser utilizadas para estruturagdo 3D de scaffolds, as quais podem ser classificadas em técnicas de estruturacdes
Indiretas e Diretas, discriminadas na Fig (2). As Indiretas consistem em utilizar moldes para a estrutura¢do 3D e/ou
pds-processamento para geragdo dos poros, enquanto que nas Diretas, os poros sdo construidos intrinsecamente com o
modelo 3D (Ge et al., 2008).
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Técnicas de estruturacéo de scaffolds

| |

Compression Molding

Técnicas Indiretas Técnicas Diretas
v

i Solvent Casting Manufatura Aditiva
—> Phase Separation

—> 3DP
—> Freeze Drying

— FDM
— Salt Leaching

L, | sLs
— Gas Foaming

—> SLA
—
—s

Polymerization

Adaptado de: Ge et al., 2008.

Figura 2. Técnicas de estruturacio 3D de scaffolds.

A Tabela 2 mostra uma comparacio entre os métodos existentes dentro das técnicas Indiretas em relagdo ao
manuseio e custo, uso de solvente ou calor, bem como as caracteristicas de cada método.

Tabela 2. Comparacio entre os métodos das técnicas Indiretas para estruturacao 3D de scaffolds.

. . Uso de solvente e
Método Manuseio e Custo A . Caracteristicas
orgénico ou calor
Meétodo simples; tamanho e
Solvent Casting | Fécil e acessivel Sim distribui¢do dos poros nao sdo
controldveis
Limitada a alguns polimeros;
Phase ‘. . . Lo ~
. Ficil e acessivel Sim tamanho e distribui¢do dos poros ndo
Separation ~ P
sdo controldveis
. . . ~ Método simples e compativel com a
Freeze Drying Ficil e acessivel Nao o P P
maioria dos outros métodos
, . . ~ Método simples e compativel com a
Salt Leaching Ficil e acessivel Nio L p np
maioria dos outros métodos
. . - Necessario equipamento especial;
Gas Foaming Intermedidrio e caro Nio . quipamet p
limitada a alguns polimeros
Compression s . L. . .
4 Intermedidrio e caro Sim Necessdrio equipamento especial
Molding
Polymerization | Intermedidrio | Sim | Baixa produgio |

Fonte: Ge et al., 2008.

Dentre os métodos das técnicas Indiretas, um dos mais utilizados € o Solvent Casting, o qual consiste em
dissolver um polimero em um solvente adequado dentro de um molde, removendo o solvente posteriormente. A
porosidade pode ser obtida por Salt Leaching ou por Freeze Drying. No Freeze Drying, uma emulsdo € criada
homogenizando uma solucgdo de dgua e solvente polimérico, seguida de um rapido resfriamento da emulsdo para manter
a estrutura liquida original (Marei et al., 2005). J4 no Salt Leaching, ocorre a remogdo de componentes soliveis pela
acdo de um liquido de percolagdo. Este método € facil, acessivel e confidvel, no entanto, a interconectividade entre
poros individuais é uma limitagdo. A solugdo cloreto de sédio e sacarose é a mais comumente utilizada. (Ge et al.,
2008)



Nas técnicas Diretas, podem ser citados os métodos de Manufatura Aditiva (AM, do inglés Additive
Manufacturing) (ASTM F 2792 - (09), os quais consistem em receber um modelo 3D computadorizado, fatid-lo
virtualmente, e entdo construi-lo fisicamente camada-a-camada. Em AM, os métodos mais utilizados sdo classificados
como: baseado em liquido, sélido e pé.

Nos baseados em liquido, a matéria-prima para confeccdo do protétipo encontra-se em estado liquido antes de ser
processada. Como exemplo deste método, é possivel citar os que utilizam a cura por laser ultravioleta, como é o caso da
Estereolitografia (SLA, do inglés Stereolitography).

Nos baseados em sélido, o material utilizado encontra-se no estado sélido, podendo estar na forma de filamento,
lamina, ou outra qualquer. Um dos principais métodos que utiliza a matéria-prima nesta classificagdo é a Modelagem
por Deposicao de Material Fundido (FDM, do inglés Fused Deposition Modeling), que recebe o material em filamento,
fundindo-o, para entdo ser depositado.

Ja nos baseados em pd, a matéria-prima encontra-se em forma de p6 antes de ser processada. Neste método,
pode-se utilizar laser para o seu processamento, com no caso da Sinterizacdo Seletiva a Laser (SLS, do inglés Selective
Laser Sintering), ou aglutinante aplicado por cabecote de jato de tinta, como € o caso da Three-dimensional Printing
(3DP). A Figura 3 mostra exemplos dos principais métodos de AM e a Tab. (3) mostra um comparativo das
caracteristicas intrinsecas de cada um deles para sua aplicacdo em estruturagcdo 3D de scaffolds.
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Figura 3. Principais métodos de AM.

Para a utilizagdo de Manufatura Aditiva na estruturacdo 3D de scaffolds, os pesquisadores vem buscando
solugcdes de equipamentos comerciais pela sua disponibilidade. No entanto, como estes equipamentos ndo foram
originalmente desenvolvidos para esta finalidade, algumas caracteristicas indesejadas sdo encontradas para sua
utilizagdo com biomaterias, tais como: grande quantidade de matéria-prima para iniciar o processo, Visto que
biomaterias normalmente sdo encontrados em pequenas quantidades e apresentam alto custo; configuracdes de software
restritas para uso de materiais fornecidos especificamente pelo fabricante, como configuracdo de temperatura de
processamento da matéria-prima e material de aglutinagdo; custo elevado de equipamentos; e mao-de-obra
especializada, dentre outros.

Visando contornar alguns destes fatores indesejdveis, alguns equipamentos estdo sendo desenvolvidos
especificamente para sua aplicagdo com biomateriais como por exemplo: Bioextruder, 3D Fiber-deposition, Precision
Extruding Deposition (PED), Precise Extrusion Manufacturing (PEM), Pressure Controlled Syringe (PCS), Multi-
Nozzle Deposition Manufacturing (MDM), Pressure-Assisted Microsyringe (PAM) e Robocasting (RPBOD).
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Também € possivel encontrar equipamentos com arquitetura de hardware e software abertos, os quais permitem
adaptacdo para aplicagdo com biomateriais para estruturacdo 3D de scaffolds. Como exemplo podemos citar a
Fab@CTIL, baseada no projeto Fab@Home que estd sendo modificado para trabalhar com diferentes tipos de matérias-
primas e em pequenas quantidades para aplicacdo em pesquisas na drea de bioengenharia (Inforgatti Neto & Silva,
2007).

Tabela 3. Comparacio entre os métodos das técnicas Diretas de AM para estruturacio 3D de scaffolds.

Tamanho | Tempo .
A Coe Precisao
Processo Fenoémeno | do poro de Limitacdes (mm) Vantagens
(mm) processo
.. Facil manuseio;
Fisico- Limitado para alta porosidade;
3DP L. +- 0,500 Baixo poros menores + 0,4 ap >
quimico ndo requer suporte
que 500 nm
estrutural
Para formas Controle
FDM Térmico + 0,025 Alto irregulares requer + 0,127 1depepdente de
estrutura de porosidade e
suporte tamanho de poro
Limitado para i(fl(c)lztrgrl;ente' nao
SLS Térmico +- 0,5 Médio poros menores +- 0,25 P i
requer suporte
que 500 nm
estrutural

Fonte: CTI Renato Archer.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Quadro morfologico

Para aumentar a chances de sucesso no desenvolvimento de scaffolds, utilizou-se uma ferramenta para auxiliar
na geragdo de solugdes de maneira analitica e sistemdtica. O quadro morfolégico aplicado a criatividade auxilia a
visualizagdo da estrutura fundamental de um problema. E possivel encontrar uma variedade de solugdes possiveis, de
forma estruturada e sistemadtica, de cada caracteristica ou parametros escolhidos (Bob King, 1999).

Este método, desenvolvido por Fritz Zwicky, consiste em decompor o problema global em problemas parciais
(ou parametros do sistema). Estes dados sdo colocados na primeira coluna do quadro. Em seguida, deve-se mostrar em
cada linha o maior nimero de possiveis alternativas para satisfazer o descrito na primeira coluna.

Combinando as solu¢des de uma linha com todas as solu¢des de outras linhas, obtém-se um nimero elevado de
solugdes construtivas para o problema. A Figura 4 representa um exemplo geral de quadro morfolégico organizado com
uma lista de pardmetros na primeira coluna e suas respectivas solu¢des parciais em cada linha.

Parametros Solucdes (possiveis)

1 1.1 1.2 1.3 14 15..
2 2.1 2.2 2.3

3 3.1 3.2 3.3 3.4

4 4.1 4.2

S 5.1

Figura 4. Exemplo geral de um quadro morfolégico.
3. RESULTADOS

O quadro morfolégico parcial apresentado na Fig. (5) foi a ferramenta utilizada para sistematizar a busca de
solucdes na estruturacdo 3D de scaffolds. Por meio dele podem ser geradas milhares de solucdes diferentes, dentre as
quais sdo apresentadas trés, destacadas no quadro.

Os parametros Porosidade, Tamanho dos poros, Geometria dos poros e Dimensdes dependem mais diretamente
do Método de estrutura¢do 3D e podem ser variados de acordo com suas limita¢des e objetivos finais. O Método deve
ser escolhido sob ponto de vista de suas vantagens, desvantagens e limitacdes. O Solvent Casting apresenta a
desvantagem de utilizar solventes toxicos, sendo que estes podem ndo ser removidos totalmente na evaporagdo. Além
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disso, ha dificuldades no controle dimensional dos poros formados, e muitas vezes, por serem pequenos, sio
inadequados a osteoformacdo e osteoconducdo. O SLS utiliza grande quantidade de material e possui tecnologia
proprietdria, de dificil adaptacdo a materiais ndo fornecidos pelo fabricante. J4 a plataforma experimental Fab@Home
utiliza pequenas quantidades de material e, por ser um projeto aberto, viabiliza a adaptagdo de processos e materiais de
formas fisicas diferentes.

Parimetros Solucdes

. r .l, f I T Mo . o . s Lo frw—ti LA
Material o | 1A _ . 4 c i | I |
{CH}: § - |"\ - . i B D s

SLA ... SIS %'K‘f“mq_% 3DPrinter Fab@Home Solvent Casting /
Ty /s
- =, Pokmarn ’
Método de > ‘._ oo
estruturacio 3D A i 1.
b i + el

Porosidade (%)

Tamanho dos
poros (jm)

Geometria dos

poros
Dimensdes
(CxLxA mm)
“~ -
Nenhuma Baixa
Adesdo celular = . __‘_
\\

Dias Semanas Meses Anos
Tempo de /~
degradacio !®- @ C.

N\
Pele Cartilagem Tendio Vasos Osso
. sanguineos

Aplicacdo |

N BN

Figura 5. Quadro Morfolégico parcial para bioengenharia de scaffolds 3D.

O PCL, por ter degradagdo lenta (Barbanti, 2005) e propriedades mecanicas desejdveis para substitui¢do 6ssea, é
capaz de exercer a funcdo de scaffold. O PLA-HA também apresenta propriedades mecanicas desejaveis para
substituicdo éssea, porém apresenta degradacdo mais lenta que o PCL. O parametro Adesdo celular depende de
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Material, Método de estruturac¢do 3D, Porosidade, Tamanho dos poros e Geometria dos poros, além do meio de cultura,
e quanto mais alta, melhor.

Diante da andlise de todos os pardmetros e das trés solugdes tragadas, a mais vidvel e promissora é apresentada
na Fig. (6).

Material Estruturagao 3D Porosidade

R W =l I 14
ey .

Dimensodes Geometria Poro

J

Adesédo Celular Tempo Degradagéo Aplicagéo

& |= = &
—..F \

Figura 6. Diagrama de blocos da solucido mais promissora: Material: PCL >> Método de estruturacio 3D:
Fab@Home >> Porosidade: 85% >> Tamanho dos poros: 150 a 400 um >> Geometria dos poros: retangular >>
Dimensdes: 10x10x2 mm >> Adesao celular: alta >> Tempo de degradaciao: anos >> Aplicacio: osso.

4. CONCLUSAO

O quadro morfolégico gerado mostra que é possivel utilizar diferentes técnicas de estrutura¢do 3D de scaffolds
na TE. A diagramacg@o em forma de quadro sistematiza a visualizagc@o das alternativas, facilitando a busca de solucdes
bem como a andlise da viabilidade de execucdo de cada uma delas. Foram geradas trés solugdes com aspectos positivos
e negativos, dentre as quais a que utiliza PCL processado na Fab@Home se destaca pela facilidade de adaptacdo e pela
liberdade de nio usar aditivos quimicos, revelando-se a mais promissora.
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Abstract: In the last few decades, an area of intense activity of research has been Bioengineering, which searchs for
health improvements using engineering methods. Biocompatible alloys tend to remain chemically inert when in contact
with the human body, not causing damages to the organism. Other materials as bioglass, ceramics and polymers are
bioactives, allowing and even promoting the tissue growth which they are in contact with. Some of these materials form
strong linkage with the bone, making possible its use in the artificial joints fixation. Bioreabsorbable and
biodegradable biomaterials as policaprolactone can be used for scaffold construction and can be applied in bone
regeneration. The scaffolds do not need to be removed, preventing a secondary surgery. With the application of the
morphologic chart as a methodological tool for the project development, promising solutions for scaffolds construction
focused in temporary bone substitution were generated, using the polymer policaprolactone and presenting a new
proposal for the additive manufacturing experimental platform Fab@ Home..
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Conclusoes

O quadro morfoldgico apresentado no artigo foi parcial para limitar a combinacdo de parametros e
solucBes possiveis. Com esta ferramenta metodoldgica foi possivel a visualizacdo de variadas al-
ternativas para producdo de scaffolds. Trés combinagdes iniciais para avaliacdio da metodologia
foram marcadas no quadro, sendo que uma delas foi apresentada no diagrama de blocos como a
mais promissora. Desta combinacdo foram obtidos os parametros iniciais para familiarizagcdo e
testes com o equipamento experimental de AM que no desenvolvimento do trabalho produziu os

scaffolds de PCL.

Nota: O artigo apresentado neste capitulo apresenta uma palavra equivocada no primeiro para-

grafo apds a Tabela 1. Onde se verifica a palavra stress, o correto seria tensdo.

/.

CAPITULO 3. Quadro morfoldgico para bioengenharia de scaffolds
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CAPITULO 4. Additive Manufacturing to build polycaprolac-

tone scaffolds

Introducao

Este artigo descreve a utilizacdo de uma plataforma experimental na estruturacdo 3D de scaffolds
de PCL. A plataforma foi adaptada, ja que o projeto original inclui duas seringas para materiais
pastosos e o biomaterial utilizado foi em forma de filamentos. Um cabecote de extrusdao com en-

trada para filamentos foi desenvolvido para este fim.

Foram feitas caracteriza¢gdes do PCL em forma de p¢, filamento e scaffold, de acordo com a possi-
bilidade de adequacgdo da forma fisica do PCL para as analises, sendo estas as de Microscopia ele-
trénica de varredura (MEV), Calorimetria exploratdria diferencial (DSC), Andlise dinamico-

mecanica (DMA) e Espectroscopia no infravermelho com transformada em Fourier (FTIR).

Os parametros iniciais para a fabricacdo dos scaffolds foram baseados nos parametros obtidos a

partir da principal solucdo encontrada no quadro morfoldgico apresentado no Capitulo 3.

CAPITULO 4. Additive Manufacturing to build polycaprolactone scaffolds
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Desenvolvimento

O desenvolvimento deste capitulo é apresentado a seguir, no artigo intitulado Additive Manufac-
turing to build polycaprolactone scaffolds In: 62 Congresso Brasileiro de Engenharia de Fabricagdo,

2011, Caxias do Sul. Anais... 1 CD.

CAPITULO 4. Additive Manufacturing to build polycaprolactone scaffolds
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JINCT em Biofabricagdo “Biofabris”

Resumo: Tissue Engineering (TE) emerges as a key solution to the growing demand for technological innovation in
areas related to life sciences. It is also related to the design and manufacture of scaffolds, also involving cell isolation,
proliferation, differentiation and strategies that include the concepts of cells induction, manipulation and
transplantation. Manufacturing scaffolds for human body parts is a difficult task due to the complex shape of the parts.
The Additive Manufacturing (AM) process is one way of overcome it. Some advantages of these techniques are the
capacity to produce three-dimensional (3D) real models in a relative short time. It is possible to use various raw
materials that are processed layer-by-layer until the whole object is done. In TE, the AM technique that has been used
to produce scaffolds with customized shape and internal morphology, enabling a good pore size and distribution
control, is the filament extrusion-based processes. In this process, thermoplastic filaments are melted by heating and
guided by an computer controlled robotic device, forming the object. One biomaterial that can be used in AM applied
to TE is the polycaprolactone (PCL), an aliphatic polyester that has low Glass Transition Temperature (Tg), -60,
Melting Temperature (Tm) around 58-60°C, is biodegradable and semi crystalline. It can be applied as resorbable
sutures, drug delivery systems, and recently, as bone graft substitutes. In this study, the PCL, originally powder, was
shaped filaments and, after that, 3D scaffolds using an AM experimental platform build in our research center. The
goal of this study is to obtain PCL scaffolds and thermally characterize the three different physical forms to verify
possible thermal properties changes during processing in order to quantify the high heat effect on raw material since
the cooling process was the same for filaments and scaffolds. Differential Scanning Calorimetry (DSC), Dynamic
Mechanical Analysis (DMA) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) were performed. DSC revealed a
small shift of Tm scaffold peak compared to powder and filament Tm peaks, probably due to a crystallinity reduction.
DMA measurements were done with PCL filament to capture Tg. FTIR did not showed chemical structure changes
comparing PCL powder, filament and scaffold. The conclusion of this work is that PCI scaffolds production process by
AM is feasible and do not induce any significant changes in PCL thermal properties.

Palavras-chave: additive manufacturing, polycaprolactone, scaffolds, thermal analyses.

1. INTRODUCTION

The TE emerges as a key solution to the growing demand for technological innovation in areas related to Biological
Sciences (Medicine, Biology, Physiotherapy), Earth Sciences (Mathematics, Physics and Chemistry) and Engineering.
It is known as “the application of principles and methods of engineering and life sciences fundamental to understanding
the structure-function relationships in normal and pathological mammals tissues and the development of biological
substitutes to restore, maintain or improve function". It is also related to the design and manufacture of scaffolds, also
involving cell isolation, proliferation, differentiation and strategies that include the concepts of cells induction,
manipulation and transplantation (Hutmacher et al., 2007).

Manufacturing scaffolds for human body parts is a difficult task due to the complex shape of the parts. The AM
process is one way of overcome it. The advantage of this technique is the capacity to produce any 3D real models. In
TE, AM technique has been used to produce scaffolds with customized shape and internal morphology, enabling a good
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pore size and distribution control (Pandithevan and Kumar, 2010; Ge, Jim and Cao, 2008; Domingos et al., 2009;
Domingos et al., 2010). One of the main AM process that have been used successfully to produce scaffolds from
polymers is the filament extrusion-based process which can manufacture highly complex components from computer
aided design (CAD) files using a polymer extruder (Sells, 2009; Bahattin, 2001). It is possible to use various raw
materials that are processed layer-by-layer until the whole object is done.

Polycaprolactone (PCL) is an aliphatic polyester, a hydrophobic polymer, has low glass transition temperature
between (213 and 203) K and the melting point is (331 to 333) K (Pok, Wallace and Madihally, 2010). It degrades by
hydrolytic or enzymatic pathways, has good mechanical properties (Broz, VanderHart and Washburn, 2003) and is semi
crystalline. Its crystallinity varies according to the molecular weight (Woodruff and Hutmacher, 2010). The applications
of PCL in TE are of common use. This thermoplastic can be applied as biomaterial for resorbable sutures, drug delivery
systems, and recently, for bone graft substitutes (Kweon et al., 2003; Ge, Jim and Cao, 2008; Pok, Wallace and
Madihally, 2010). It is widely compatible with other types of polymers in form of blends and blocks, a fact that enlarges
its field of applications. Functional groups could also be added to render the polymer more hydrophilic, adhesive, or
biocompatible properties which enabled favorable cell-responses (Woodruff and Hutmacher, 2010).

In this work, the PCL, originally presented in powder, was shaped in form of filaments and, after that, in 3D
scaffolds using an experimental platform build in our research center (Lixandrao Filho et al., 2009). The goal of this
study is to obtain PCL scaffolds and thermally characterize the three different physical forms to verify possible
properties changes during processing in order to quantify the high heat effect on raw material, since the cooling process
was the same for all physical forms. Differential Scanning Calorimetry (DSC), Dynamic Mechanical Analysis (DMA)
and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) were performed.

2. EXPERIMENTAL
2.1. Material
The material used was CAPA® 6505 Polycaprolactone from Solvay, with the specifications represented in Tab. 1.

Table 1. Specifications of CAPA® 6505 Polycaprolactone.

Chemical name 2-oxepanone, homopolymer
Formula (CH19O02)n

Physical form Powder

Color White

Molecular weight 37 Kg/m3

Density 1,100 kg/m’

Viscosity 1,500,000 mPa.s (373 K)
Solubility Insoluble in water and soluble in aromatic solvents and chlorinated hydrocarbons
Melting point (331t0333) K

Freezing poit 308 K

Decomposition 13K

temperature

Granulometry 95 % < 500 mm, 5 % < 100 mm
Toxicity Biologically inert

2.2. Scaffolds preparation

The PCL powder was shaped in form of filaments at a Plastometer MI-3 DSM, Instrumentagdo Cientifica Ltda with
temperature around 423 K and a load of 21 kg.

An additive manufacturing experimental machine was build in our research center (Lixandrdo Filho et al., 2009),
based on Fab@Home Project (Malone and Lipson, 2007). Moreover, an extruder heated head for filament deposition
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was built and adapted to the machine. The use of materials in form of filament is an alternative to rule out the use of
toxic solvents, as the examples of PCL solvents, since the application is for medical area.

Finally, the adapted machine controlled by a computer, where the virtual model is stored, was used to produce the
scaffolds at temperature around 363 K. The filaments an scaffolds cooling processes occurred naturally at 298 K
without rate control. The Fig. 1 represents the complete scaffold structuring process.

Scaffold model

PCL powder

]

Figure 1. Methodology for PCL scaffolds preparation.

2.2. Scanning electron microscopy (SEM)

The 4401 LEO equipment was used to access detail of the scaffolds geometry. The samples were covered with gold
two days before the analysis, and the images were captured in the surface, to verify the pore sizes and arrangement of
layers, and also in the fractured section, to check the transversal thickness.

2.2. Differential Scanning Calorimetry (DSC)

The PCL samples of powder, filament and scaffold were submitted at calorimeter Mettler Toledo DSC 823e. The
information from the DSC curves was used to determine the onset of Tm, Crystallization Temperature (Tc) and
Enthalpy of Fusion (AH,,e). The AH,, Was then used to calculate the polymer’s crystallinity relative to the AH,,, of a
100% crystalline sample of PCL, related to be 139,5 J/g (Crecenze et al., 1972), using the formula reported by Garcia
Cruz et al. (2009) in Eq. 1.

2Hn o

X % = ——

[
AH D

The samples mass were from 5 to 10 mg. Three following dynamic analysis were performed for PCL powder: (298
to 373) K, (373 to 213) K and (213 to 373) K. The first heating and the cooling were done to apague the polymer
thermal history, and the information used was taken from the second heating. For PCL filaments and scaffolds, only one
heating was performed: (213 to 373) K. All the analyses were done at 0.17 K/s of heating and cooling rate.

2.3. Dynamic Mechanical Analysis (DMA)

The dynamic mechanical analysis was performed at Netzsch DMA 242C analyzer using PCL filaments to
determine the Tg from (173 to 373) K temperature. A constant oscillation frequency of 1 Hz, breadth of 60 mm and
strength of 1N were applied, at 2.36 K/s of heating/cooling rate.
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2.4. Infrared Absorption Spectroscopy coupled to Optical Microscope (FTIR)

The samples were analyzed at [lluminate R2 and the absorbance was captured from (4000 to 650) cm-1 with ATR
accessory to check compatibility between the chemical structures of PCL powder, filament and scaffold and a possible
degradation.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The first result was the PCL filaments, represented in Fig. 2(a), as part of scaffolds production process. The
plastometer was used to ensure the same scaffolds cooling rate. The filaments dimensions are approximately 1.8 mm in
diameter and 30 cm in length. The following result was the PCL scaffolds, displayed in Fig. 2(b). A square geometry
with sides of 16 mm was obtained with a raster angle of 45/135° and it is possible to note the presence of four layers,
better visualized in Fig. 3. The SEM analysis shows the scaffold has anisotropic pores with diagonal of ~440 um,
presence of micro pores, cross section of filament of 400 um in diameter and good adhesion between the layers.

Figure 2. PCIl filaments obtained at the plastometer as first result of the scaffold obtention process (a) and PCl
scaffolds produced at the experimental platform as final result (b).

Figure 3. SEM analysis of PCL scaffold showing the pores size (a), adhesion among the layers (b) and micropores
as a natural result of processing.

After scaffolds obtention, thermal analyses were performed to verify possible changes in biomaterial thermal
properties comparing PCL powder, filament and scaffold itself. The DSC compares the crystallization curves and peaks,
showed at Fig. 4(a). The crystallization temperature (Tc) of PCL powder (300 K) is lower than the Tc of PCL filament
(302 K) which, in turn, is lower than the Tc of PCL scaffold (304 K). The three peaks demonstrate a small shift but the
results are corroborated by Garcia Cruz et al. (2009). PCL crystallinity was calculated from the melting enthalpy
obtained by DSC analysis, expressed at Fig. 4(b), and the reference enthalpy for 100% crystalline PCL (139.5 J/g). It is
important to note that the Xc % of PCL filament (37 %) and scaffold (37 %) are the same and are lower than the Xc %
of PCL powder (45 %). The cooling of the filaments and scaffolds after leaving the plastometer and the heated head,
respectively, was the same, ie a natural process at room temperature 298K. This statement may confirm the same
crystallinity for filament and scaffold. In the crystallization curve at Fig. 4(a), the highest peak (scaffold) possible
indicates decrease in the percentage of crystallinity. This decrease in crystallinity percentage may be due to the heating
effect during processing. Melting point (Tm) obtained from DSC at Fig. 4(b) also shows a small shift comparing to PCL
powder, filament and scaffold. The Tm of PCL filament (335 K) is higher than Tm of PCL powder (330 K) and Tm of
PCL scaffold (332 K), and they values are close to studies of Kweon et al. (2003) and Garcia Cruz et al. (2009). In Fig.
4(b), the thinner peak (powder) indicates the presence of uniform crystals, while the thicker peaks (filament and
scaffold) suggest larger crystals, with small nuclei.
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The variations observed in DSC curves may be consequence of temperature processing, even though does not
indicate any significant alterations in the material. Al the values obtained are registered in Tab. 2.
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Figure 4. DSC curves of PCL showing crystallization (a) and melting (b) peaks of PCL powder, filament and
scaffold during the heating.

Table 2. Values obtained in DSC for PCL powder, filament and scaffold.

PCL Te (K) delta Hm (J/g) | Tm (K) Xc (%) Tg (k)
Powder 300 63.37 330 45 -—--
Filament 302 51.21 335 37 213
Scaffold 304 51.61 332 37 -

Figure 5 shows DMA analysis. The curves of loss modulus and tan delta indicate the Tg value, that agrees
with Woodruff and Hutmacher (2010).

180 T T 0.5

160 tan(®) - .4

140 \‘/ ‘ 0.4

g \
g 120 \
5, 100 \ 03
o o
5 s } £
g z &
S 60 N -] 02
%] H
2 N =

20 e e 0.1

0 — o e s ¥ \

20 0
175 200 225 250 275 300 325 350 375
Temperature (K)

Figure 5. DMA curves of PCL: loss modulus and tan delta of PCL filament.

Figure 6 shows a transmission spectrum of PCL in the (4000 to 650) cm™' region. It is possible to note that the same
spectrum was obtained for the PCL powder, filament and scaffold. The curves are displaced in vertical direction for a
better visualization of the three spectra. Strong bands such as the carbonyl stretching around 1725 cm™' are easy to
observe and no degradation has occurred, since the carbonyl band appears after processing. It is not detected any
significant difference among the PCL forms. These results can be compared to results obtained by a study of Elzein et
al. (2004), where the PCL were analyzed and the identified bands are very similar. The strongest band and their
assignments are shown in Tab. 3.
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Figure 6. FTIR of PCL: the peaks marked in the curve corresponding to PCL powder are the average of PCL
powder, filament and scaffold related peaks.

Table 3. Characteristic infrared bands of PCL powder, filament and scaffold.

Position (cm-1) |Position (cm-1) |Position (cm-1) |Average/standard

of PCL Powder |of PCL Filament |of PCL Scaffold |deviation*

Vibrator Abbreviation

Asymmetric
2946 2944 2946 2946 +- 1 V.s(CHy)
CH; stretching

Symmetric CH2

2870 2868 2860 2866 +- 4 vy(CH,)
stretching
Carbonil

1725 1723 1726 1725 +- 1 ) v(C=0)
stretching
C-O and C-C

1296 1295 1300 1297 +-2 v
stretching o
Asymmetric

1238 1244 1238 1239 +- 4 Va(COC)
COC stretching

1165 Symmetric

1166 1160 1164 +-2 V4(COC)

COC stretching

*Average of values of PCL powder, filament and scaffold.
Adapted from: Elzein et al. 2004, Lopes and Fascio 2004.

4. CONCLUSIONS

The multidisciplinary work emerges as a key solution to the growing demand for technological innovation in areas
related to life sciences. The use of an additive manufacturing experimental platform with biocompatible material to
build 3D scaffolds to application in TE represents a great achievement. The idea itself is an innovation for
bioengineering. The steps to structure the scaffold had been successfully performed and the three physical forms of PCL
were thermally analyzed. The results of thermal analysis did not present neither any significant changes in material
thermal properties nor degradation. As future works, the process developed in our research center should be improved
to obtain more accurate scaffolds controlling porosity, shape and morphology.
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Conclusoes

A obtencdo de filamentos e scaffolds de PCL apresentada no artigo deste capitulo foi atingida a-
través de plastometro e Fab@Home com cabecgote preliminar de extrusdo acoplado, respectiva-
mente. As analises térmicas de DSC e FTIR ndo indicam alteracGes significativas nas curvas apre-
sentadas nos graficos na comparacdo entre PCL em pd, filamento e scaffold, exceto no valor da
cristalinidade, em decorréncia do processamento do material. Como filamento e scaffold foram
resfriados a temperatura ambiente (sem controle), a cristalinidade destes é a mesma, registrada

em 8% a menos que no PCL em pé.

O Apéndice B traz uma nova analise de DSC com o mesmo PCL em pd, porém com filamentos e
scaffolds obtidos por equipamentos diferentes, estes mostrados em detalhes no Apéndice A. As-
sim, a conclusdo deste capitulo apresenta uma comparag¢do entre os resultados obtidos a partir
dos dois processos de obtencdo de filamentos e scaffolds. Comparando as trés amostras da pri-
meira andlise de DSC com a segunda, nota-se que os pontos de fusdo (PF) obtidos apresentam
algumas varia¢des. O PF do PCL em p6 aumentou 6°, enquanto os do filamento e scaffolds diminu-
fram 8 e 11°, respectivamente. Entretanto, comparando as amostras de entre PCL em pd, filamen-
to e scaffold na segunda andlise, observa-se quer as variagcdes mantiveram o mesmo padrao verifi-
cado na primeira, ou seja, o PF aumenta de PCL em pé para filamento e diminui deste para scaf-

fold.

Em relagdo a cristalinidade, em ambas as analises de DSC os valores se mantiveram parecidos e
houve diminuicdo mdéxima de 9% (de pd a scaffold no segundo DSC) no decorrer do processamen-
to para obtencdo de scaffolds, indicando que este altera a cristalinidade. Logo, estes resultados
indicam que ndo importa a maneira de obter filamentos (com resfriamento controlado ou n3do), os

resultados de cristalinidade sdo semelhantes devido as propriedades termoplasticas do material.

/.
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CAPITULO 5. PCL scaffolds 3D structuring by additive

manufacturing and cell viability analysis

Introducao

Este artigo aborda a manufatura de scaffolds de PCL na Fab@CTI a partir de filamentos de PCL,
bem como as caracterizagGes feitas por MEV. Além disso, expde o teste in vitro de viabilidade celu-
lar com células tronco mesenquimais de tecido adiposo. Estas células sdo multipotentes e podem
dar origem a células ésseas progenitoras, bem como precursores para cartilagem e tecido adiposo
(CALANDRELLI, IMMIRZI e MALINCONICO, 2004). Sobre a estruturacdo dos scaffolds, ha maiores

detalhes no Apéndice A.
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Desenvolvimento

O desenvolvimento deste capitulo é apresentado a seguir, no artigo intitulado 3D scaffolds struc-
turing by additive manufacturing and cell viability analysis a ser submetido ao peridédico Biofabri-

cation em julho de 2011.
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Abstract

Scaffolds for tissue engineering are biological structures made of biomaterials with the objective of end
or decrease organs and tissues loss of functions. They are used as temporary substitutes, since they will
degrade through time. Structuring scaffolds is related to important parameters as 3D structure, porosity,
pores size and shape, which influence the generation of new tissues. The additive manufacturing
technique is one successful process to structure scaffolds. The Fab@home equipment received an
interchangeable heated extrusion head to filament input, becoming known as Fab@CTI. Starting from
PCL powder, PCL filaments were extruded at a single-screw extruder. These filaments were used at
Fab@CTI to produce PCL scaffolds. Six models of scaffolds were obtained, with variation of air gap, ie,
the distance between adjacent filaments (G.;), and raster, ie, printing path, orientation. The G, tested
were 0.25, 0.5 and 1 mm, and the raster orientation were 0/90° and random. The extruded filament
diameter (W) was supposed to be constant, since the nozzle used was the same with 0.4 mm in
diameter. The scaffolds obtained were analysed by Scanning Electron Microscopy (SEM) to check G,
W, uster, lateral layer, pores shape and adhesion among layers. With the values of G,j, W 4ster, the porosity
were calculated using a specific formula, resulting in porosity's from 45 to 69%, increasing as increases
the G,. Even thought the manufactured PCL scaffolds have shown some deviation of programmed
parameters, the reproducibility was very good. Cytotoxicity and viability tests were performed, showing
that PCL scaffolds were not toxic and viable to mesenchymal stem cells adhesion and proliferation. The
scaffold with minor G, ie, 0.25 mm, was the most successful and the colors map showed a discrete
difference among the 0/90° and random scaffolds, showing qualitatively that the random presents more
cells adhered.



Introduction

Tissue engineering is known as the relationship between biology and engineering methodologies with
the goal to create biological substitutes to end or decrease organs and tissues loss of functions
(Williams, 1999). This new science was first defined by Dr. Skalak and colleagues in 1988 and was
corroborated and accepted at a workshop from US National Science Foundation (NSF). In 2002, the
International Technology Research Institute released a report with the registers Mclintire et al., 2002).

The emergence of tissue engineering represented a change of concepts since it involves the use of cells
to start the tissue regeneration in 3D structures made of degradable materials, in spite of the trivial
artificial implants and tissue grafting to restore body parts damages. Thomas Kuhn had already reported
this paradigm shift in his work “The Structure of Scientific Revolutions” (Kuhn 1970 apud Hollister, S.J.,
2009).

Since the late 80's and early 90, tissue engineering has been seen as an interdisciplinary field and is
receiving support for research and market. The number of papers has increased a lot since the year
2000. In a period of eight years (2000 until 2008), the search for the keywords “tissue engineering” and
“scaffold” showed an increase of about 300 % and 800%, respectively, per year (Hollister, S.J., 2009).

The factors for scaffolds design are multifarious and include appropriate biomaterial, architecture and
porosity, mechanical properties, surface properties, and degradation products generated (Hutmacher et
al.,, 2007). Some scaffolds parameters as material, porosity, stiffness, anatomical shape and biological
molecules may vary depending of the tissue it will replace (Jakab et al, 2009). Scaffolds must have
sufficient flexibility to allow transport of cells, protein delivery and gene therapy (Ge et al., 2008) and
also have to present adequate mechanical resistance depending on where it will be placed in the body.

The porosity, pore size and three-dimensional (3D) structure of scaffold are characteristics particularly
important to the formation of new tissues, which are influenced by them. Large pores provide delivery
of plenty of cells and the interconnected porosity permits nutrients distribution (Park et al, 2009).

Stem cells such as embryonic stem cells, bone marrow-derived or umbilical cord blood-derived
mesenchymal stem cells, adipose tissue-derived stem cells, muscle-derived stem cells and dental pulp
stem cells are been used to induce proliferation and differentiation on 3D constructs (scaffolds + cells)
(Seong et al, 2010).

Mesenchymal stem cells (MSCs) are adult tissue-derived multipotent cells with the capacity to
differentiate into cells of osteogenic, chondrogenic, adipogenic, and myogenic lineages (Sasa et al,
2008). Under satisfactory environmental stimulation, mesenchymal stem cells are very promising to
differentiate into chondrocytes and create cartilage or skeletal tissues. On the other hand, these cells



still presents some boundaries, they can produce undesired tissues or eventually end up with
differentiation (Choi et al, 2010).

Persuading cells to produce new tissues under situations in which they are not used to is a difficult
procedure (Williams, 2006; Khademhosseini and Vacanti, 2009). The process starts with cultivation of
applicable cells and ends with the functional tissue regenerated in the host. Through this, it is important
to give the right signals to the cells and to discontinue them when no longer necessary. There is a
normal course between these two points that can be followed, i.e., cell sourcing, cell expression and
manipulation, cell seeding and extracellular matrix expression, mechanical and molecular signaling,
implantation of 3D construct and full incorporation into host (Williams, 2006).

The vascular supply to 3D constructs still remains a problem in tissue engineering (Jakab et al, 2009;
Khademhosseini and Vacnti, 2009). Right after 3D construct implantation, the new blood vessels grow
and infiltrate unhurriedly, leading cells to death due to lack of blood supply. This cause generates the
interest for vascular system prefabricated. These vessels may also be united with controlled release of
blood vessel-recruiting growth factors to keep the expansion of the 3D construct’s vessels
(Khademhosseini and Vacnti, 2009).

This work has the goal to obtain, by simulation, one ideal PCL scaffold to provide good cellular adhesion
and proliferation. After that, based on theoretical parameters, PCL scaffolds were produced at Fab@CT]I
and submitted to in vitro tests.

Materials and Methods

Fabrication of PCL filaments for scaffolds structuring

The material used was the polymer Polycaprolactone CAPA® 6505 (Solvay) and the process was
conducted in a MR-25 model single-screw extruder (Extrusdo Brasil) with a length/diameter L/D ratio of
26, at 50 and 60 rpm speeds. The equipment has four extrusion zones: feeding (1), compression (2),
dosage (3) and die (4), and the values were 63°C, 61°C, 68°C and 61°C, respectively. The average speed
of mechanical puller was 10m/min.

Scaffolds structuring

The equipment used was the Fab@CTI, an experimental platform based on the open source project of
Malone and Lipson (2007), the Fab@Home. The Fab@CTI (Lixandrdo, 2009) has an interchangeable



heated extrusion head with filament input, enabling the use of various materials types (Pereira et al.,
2011).

The geometries of the scaffolds were mathematically designed at the Fab@CTI software, generating
printing path (raster) path in type of vectors. Two important parameters to scaffolds structuring are the
extruded filament diameter (W, .ser) and the air gap between filaments (G,;). Then, scaffolds with
variable G, and raster orientations were programmed and the equipment was conducted at a melting
temperature around 86°C.

Scanning Electron Microscopy (SEM)

The samples analyzed were PCL scaffolds. To cover scaffolds with gold, the equipment used was
Sputter Coater POLARON model SC7620 and brand VG Microtech (England). For images capture, the
electron microscope model Leo 440i and brand LEO Electron Microscopy/Oxford (England) was used.

Cytotoxicity test

Cellular cultivation

VERO cells obtained from Adolfo Lutz Institute, Sdo Paulo — SP (ISO-10993, 1993) were cultivated in
DMEM (Gibco) medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco) at 37°C in 5% of CO* in
the atmosphere.

Extracts obtention

Extracts of the materials were obtained by incubation in a culture plate of 24 wells at a rate of 0.2 g of
material per mL of DMEM with 10% FBS at 37° C for 48 hours without stirring. After the incubation
period, the medium was used in the cultivation of VERO cells, thus allowing evaluating the possible
release of toxic substances in the culture medium. Indirect cytotoxicity test and extracts obtention were
made according to international recommendations (ISO-10993-5, 1992; ISO-10993, 1997, NBR-
1SO10993, 1999; SJOGREN, 2000).

Indirect Cytotoxicity Evaluation

To test cell viability by MTT method (bromide 3 - (4,5-DimethylITiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium) cell
suspension was inoculated at a concentration of 3x10° cells/ml in the 96 wells culture plate (Corning
Costar Corporation, Cambridge, MA, USA) and cultured for 24 hours at 37°C. After the incubation period
of 24 hours, the culture medium contained in the plate was replaced by the extract of the materials. A



solution of DMEM with 10% FBS and 10% of phenol was used as positive control for toxicity (CPT) and
the extract of polystyrene as a toxicity negative control (CNT).

After the incubation period of 24 hours the extract was removed and the wells were washed with 200ul
of buffer phosfate saline (PBS). After this procedure was added 200ul of DMEM with 10mM Hepes
buffer and 50ul MTT Sigma (5ug/ml in PBS) and the culture plate was incubated in the dark for 4 hours
at 37°C. After this period the medium with MTT was replaced by 200ul of Dimethyl sulphoxide (DMSO)
and the plate was kept in stirring for 30 minutes.

The reading of the absorbance was performed in microplate reader (Microplate Reader DNM 9602,
Beijing Perlong New Technology Co, Ltd.) at a wavelength of 540nm. Wells that were not used for
cultivation of cells (white) were used as control of reaction.

Cell viability

Obtaining mesenchymal stem cells from adipose tissue

After approval by Ethics Committee of the School of Medical Sciences, UNICAMP, (Process No.
838/2008), the adipose tissue was donated by patients at the Clinical Hospital of UNICAMP when they
underwent the liposuction process. Patients aged between 25 and 50 years were selected and those
with diabetes and hypertension were excluded. The cells of adipose tissue were separated, obtaining
mesenchymal stem cells, which were expanded in culture. This test is considered as a preliminary one to
evaluate the PCL scaffolds fabrication methodology.

In vitro test

Six designs of PCL scaffolds, 2 mm thickness and 5 mm diameter (n = 3), were used. Prior to incubate the
cells in the scaffolds, they were sterilized in alcohol 70% for two hours and then washed three times
with PBS solution. On the culture plates of 96 wells, each scaffold received 2,5 x 10°> mesenchymal stem
cells in a volume of 100 ml of culture medium DMEN 10% FBS. After that, the 3D constructs remained
incubated at 37°C, CO® 5% and 95% humidity for 60 min to cells adhesion at one side of the sample. The
same procedure was repeated for the other side of the sample. Therefore 5 x 10° cells were incubated in
both sides of scaffolds. The cells were kept in scaffolds for five days.

Cell viability

After five days of incubation with mesenchymal stem cells from adipose tissue, the 3D constructs were
washed twice with PBS and incubated in a buffer containing 4mM Pl and 2 mM of Calcein AM for 45



minutes at 37°C. The LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit was used (TM 2005). After that, the samples
were analyzed at an inverted microscope Axioplan (Zeiss) with objectives lences of 4X, 10X, 20X and 40X
equipped with fluorescent lamp (Ex/Em: Calcein= 494/517 nm e Pl= 528/617 nm). The green cells are
alive, and the ones with red nuclei have dissociated membrane, therefore, are dead cells. After obtain
the images with the program LSM 5 Image Browser, a map of colors were done to have the idea of cells

concentration all over the scaffolds. The red color represents the maximum cell concentration and the
blue, the least.

Results and discussion

PCL scaffolds

Six models of PCL scaffolds were obtained, displayed in Figure 1, showing variations of raster
orientation, ie, 0/90° and random, which gives the shape of pores, and of G, ie, 0.25, 0.5 and 1 mm,
which determines the pore size. The scaffolds have six layers with an average of 0.283 + 0.007 um (Table
1), with relative deviation of 12% of the projected value. The nomenclature of the scaffolds was based
on the orientation of the raster and value of the G,;. The presence of the letter “R” indicates “random”
and its absence, 0/90°% and the number after the letter(s) indicates the G,; value.
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Figure 1. Six models of PCL scaffolds structured at Fab@CTI: S025 (a), S050 (b), S1 (c), SR025 (d), SR050 (e) and
SR1 (f).



The Table 1 shows some parameters of PCL scaffolds obtained at Fab@CTI. The G,;; projected does not
change due to the raster orientation. Therefore, for each G,; projected (0.25, 0.5 and 1) averages of
obtained values were calculated, presenting a deviation of 25, 10 and 15%, respectively. The average of
W, aster Was 0.43mm and the value projected was 0.41, presenting a deviation of 5%.

The scaffolds porosity was calculated using the formula extracted from Ang et al, based on values of G,;,
and W, ..er Showed at Table 1. The porosity is supposed to be the same for scaffolds with the same G,;,.

Ang et al do not consider the raster orientation or W, vVariation.

Table 1. Parameters of PCL scaffolds obtained at Fab@CT]I.

Air Gap Weaster Lateral layer i
Scaffold obtained obtained *y Po(r;silty
(mm)* (mm)* (wm) 0
S025 0.2 0.46 0.286 43
SR025 0.2 0.42 0.285 46
S050 0.5 0.39 0.291 59
SRO50 0.4 0.40 0.285 55
S1 0.8 0.48 0.272 69
SR1 0.9 0.44 0.279 69
Mean - 0.43+0.03 0.283 + 0.007 -

*Messured by SEM.

The tendency for PCL scaffolds porosity related to G, is presented in Figure 2 and was calculated based
on averages of all G,;; and W,..er messured by SEM. The results for scaffolds with G,;; of 0.25 mm (S025

and SR025) was [ 145%, for the scaffolds of 0.5 mm (S05 and SR05) was [ 157% and for scaffolds of 1
mm (S1 and SR1) was [ 169%,
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Figure 2. Porosity of PCL scaffolds obtained from the mean between scaffolds 0/902 and random. The
increase of G,;, value is accompanied by increasing porosity according to a second degree polynomial.

SEM analyses were performed with the PCL scaffolds, showing different amplifications captured from
surface (Figure 3) and side (fractured and not fractured) (Figure 4) of PCL scaffolds with varieties of G
and orientation of raster. At Figure 3, the S025 (Fig 3-a) presents homogeneous filaments and pores
shape as squares while the SR1 (Fig 3-b) shows twisted filaments and pores shape as parallelograms.
This might happens because the angle between two sequential layers can be close, not providing
enough support for filaments, twisting them.

LRAC/FEQ/UNICAHP 18-Nov-2016 18pn Mag= 158 X LRAC/FEQ/UNICAHP 10-Nov-2018

Figure 3. PCL scaffolds SEM of surface. (a) Scaffold S025 with increase of 250X and (b) scaffold SR1 with increase
of 150X.
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Figure 4. SEM of fractured side of PCL scaffolds. (a) Scaffold S025 with increase of 70X, (b) scaffold S025 with
increase of 230X, (c) scaffold SR025 with increase of 65X and (d) scaffold SR025 with increase of 200X.

This analysis reveals the raster regularity presented at scaffold S025 (Fig. 4-a,b) and the random aspect
presented at scaffold SR025 (Fig. 4-c,d). It is possible to check god adhesion between layers caused by
surface melting between them. As the value of the gap increases, higher is the deformation of the
filament, reducing the z pore, since the PCL is molten at about 86°C. The Fig 4-b shows minor distortion
of filament, since is the minor G,;.. Even thought, the z pore is smaller than layer height.

Cytotoxicity test

ONE-WAY ANOVA was used for two independent samples. Analyzing a group of scaffolds with positive
control for cytotoxicity (PCT), the p value found was < 0.0001, indicating significance difference between
groups. The same way, analyzing a group of scaffolds with negative control for cytotoxicity (NCT), was
obtained p = 0.9228, not indicating significance difference between the groups. Therefore, there is a
high probability that scaffolds samples are not toxic.



Cell viability

After observing the samples at the microscope, images of the six models of scaffolds were
obtained. The scaffolds with g = 0.5 mm and g = 1 mm showed few cells alive. The Figure 5 shows
scaffolds that presents cells adhesion and viability, ie, S025 (Fig. 5-a) and SR025 (Fig. 5-b). The G, of
0.25 mm was the same for both models of scaffolds, changing only the pores shape, which influenced
the adhesion and cells viability. The minimum pore tested was the most effective for this analysis. This
pore size from 100 to 400 um is suitable for bone regeneration (Oh et al, 2007). The map of colors
shows the cellular concentration by scaffolds regions. The red color indicates high cell concentration, the
yellow and green, medium concentration, and blue, low concentration. Qualitatively, it is possible to
check that the scaffold SR025 (Fig. 5-d) shows more clusters of yellow and red colors comparing to the
S025 (Fig. 5-c).
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Figure 5. PCL scaffolds cell viability. The green points at (a) scaffold $025 and (b) scaffold SR025 indicate adipose
mesenchymal stem cells alive. The increases of the images are 10X. At the map of colors, the yellow and red
clusters indicate cell concentration at (c) scaffold S025 and (d) scaffold SR025, more evident in the last one.



Conclusions

It was possible to structure PCL scaffolds at the extrusion-based experimental platform, Fab@CTI. Six
different models of scaffolds were designed with variations of G, (0.25, 0.5 and 1 mm) and of raster
orientation (0/90° and random). Even though the manufactured PCL scaffolds have shown some
deviation of programmed parameters, the reproducibility was very good (error < 2.5% for layer higher
and < 7% for W,..r). The cell viability presented a significant difference among the PCL scaffolds. The
models with minor G,;; were those who had better mesenchymal stem cells adhesion and proliferation.
Moreover, the colors map showed a small difference between the 0/90° and random scaffolds, favoring
the random PCL scaffold. The scaffold with the successful G, can be applied to bone regeneration in
future before more studies and tests, as mechanical.
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Conclusoes

Foram obtidos seis modelos de scaffolds de PCL manufaturados na Fab@CTI. Os modelos apresen-
taram variag¢des de air gap (G,;) e da orientac¢do do raster. Os G,;, testados foram 0.25, 0.5 e 1 mm,
enquanto as varia¢des da orientacdo do raster foram 0/90° entre as camadas, ou randémico.
Apds obter as imagens pela analise de MEV, foram obtidos valores (em um) de altura de camada
(erro < 2.5%) e de w (erro < 7%) para comparar com os valores projetados no software da

Fab@CTI. Como os erros verificados foram baixos, a reprodutibilidade do processo foi 6tima.

As porosidades médias obtidas para os scaffolds de PCL com G,;; =0.25 mm, G,;; =0.5mme G,, =1
mm foram de 45, 57 e 69%, respectivamente. Quanto maior o G,;, maior é a porosidade. Anali-
sando o Apéndice A, é possivel observar que os scaffolds obtidos apresentaram porosidades den-

tro do previsto pelo projeto de experimento realizado no software modeFRONTIER.

Em relagdo ao teste de viabilidade celular, os scaffolds de PCL com menor G, (0.25 mm) foram os
qgue apresentaram viabilidade de células-tronco mesenquimais. O mapa de cores permitiu uma
anadlise qualitativa de concentrac¢do de células por regido do scaffold, resultando em maior concen-

tracdo no scaffold com variagdo randémica do raster.

CAPITULO 5. PCL scaffolds 3D structuring by additive manufacturing and cell viability analysis

U
~N



CAPITULO 6. Conclusdes e trabalhos futuros

A utilizagdo do termoplastico PCL, biocompativel e biodegraddvel, na plataforma experimental de
manufatura aditiva Fab@CTI foi vidvel para produzir scaffolds 3D. Através do planejamento de
experimento realizado pelo software modeFRONTIER foi possivel relacionar os parametros g e w
do scaffold (utilizados no software da Fab@CTI) com a porosidade e mddulo de compressdo, mos-
trando a utilidade do planejamento para scaffolds. O teste de citotoxicidade mostrou que o mate-
rial ndo é toxico e o teste de viabilidade celular revelou maior adesao e proliferagdo celular nos
scaffolds com menor poro testado, ou seja, 0.25 mm, sendo este tamanho adequado para regene-

racdo Ossea.

Logo, as principais conclusdes inferidas deste trabalho sdao destacadas abaixo:

v" O planejamento experimental de scaffolds de PCL realizado no software modeFRONTIER
foi interessante para relacionar os parametros utilizados na Fab@CTI (g e w) com o para-
metro final de porosidade e este com o mddulo de compressao, estimando valores possi-
veis de serem obtidos de todos esses parametros. Estes resultados sdo mostrados no Capi-

tulo 5 e no Apéndice A.

v" Obtencdo de filamentos de PCL a partir do PCL em p9, realizado em extrusora. A espessura
constante necessaria para utilizacdo dos filamentos na Fab@CTI foi atingida. Estes resulta-

dos podem ser verificados no Apéndice A.

v"As andlises de FTIR e DRX apresentadas no Capitulo 4 e Apéndice B, respectivamente,
mostram que ndo houve degradacdo nem outras alteragGes significativas no material (po,
filamento e scaffold de PCL) durante os processamentos, sendo estes os de extrusdo dos
filamentos e scaffolds. Porém, na andlise de DRX foi notado um pico ndo padrdo o qual
aumenta na medida em que a amostra sofre processamento térmico, indicando possivel

alteracdo na estrutura cristalina do material.

v" Na analise de DSC foram observadas algumas alteracdes do PF, sendo que este aumentou

de PCL em pod para PCL em filamento e depois diminuiu para scaffold de PCL. Também foi

CAPITULO 6. Conclusdes e trabalhos futuros
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verificado que a cristalinidade diminuiu no decorrer do processamento, provavelmente
por influéncia do resfriamento ndo controlado dos scaffolds na plataforma de manufatura

aditiva.

v Estruturacdo de seis modelos diferentes de scaffolds 3D de PCL variando aspectos de po-
ros, sendo eles dimensdo (0.25, 0.5 e 1 mm) e geometria (quadrado e paralelogramo irre-
gulares). Os valores de espessura do filamento e altura de camada medidos nos scaffolds
comparados aos valores programados pela Fab@CTI apresentaram erros muito pequenos,
conferindo boa precisdo da plataforma e boa repetibilidade do processo. Estes dados es-

tdo expostos no Capitulo 5.

v" O teste in vitro de viabilidade celular mostrou que o poro adequado para crescimento e
proliferacdo de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo foi o menor poro testado,

ou seja, o de 0.25 mm o qual se mostra um tamanho adequado para regeneragdo dssea.

v" 0 mapa de cores mostrou qualitativamente que os scaffolds de g = 0.25 e orientacdo ran-
domica de raster apresentaram maior concentracao celular por regido do scaffold, compa-
rado ao scaffold com orientacdo 0/90° de raster. Estes resultados estdo divulgados no Ca-

pitulo 5.

Desta maneira, podem ser destacadas como as principais contribuicdes da dissertacao:

v" Aplicar o conceito de multidisciplinaridade entre engenharias e biologia propostas pela
Engenharia Tecidual, ja que foram utilizados softwares para programacao, uma plataforma

para estruturar os scaffolds de PCL e testes bioldgicos nos mesmos.

v" Uso do PCL em uma plataforma experimental de manufatura aditiva para producdo de

scaffolds;

v" Constatar a aplicacdo em Engenharia Tecidual dos scaffolds de PCL produzidos por manu-

fatura aditiva.

Levando em consideragdo as conclusdes e contribuicdes da dissertacao, algumas sugestdes para

trabalhos futuros em continuidade deste sdo:

v" Testes mecanicos segundo normas da ASTM.

CAPITULO 6. Conclusdes e trabalhos futuros
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v" Testes in vitro com indug3o de diferenciacdo celular.

v' Testes in vivo dos scaffolds de PCL para substituicdo dssea em cobaias.

/.
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APENDICE A. Estruturagédo de scaffolds

Este apéndice apresenta as etapas utilizadas para a estruturacdo de scaffolds. Primeiramente a-
presenta o pseudo algoritmo do design dos scaffolds. Em seguida, mostra a previsdo do célculo da
porosidade com a utilizagdo do software modeFRONTIER. Apds, mostra a obtengdo dos filamentos

de PCL e, por fim, relata o funcionamento da Fab@CT]I e alguns resultados atingidos por ela.

Aplicativo de apoio: pseudo algoritmo do design dos scaffolds

Para modelar scaffolds com os pardmetros determinados pela utilizagdo de um quadro morfoldgi-

co foi desenvolvido um programa em C++ baseado no pseudo algoritmo descrito a seguir:

ALGORITMO scaffolds()
LEIA raio, numero_camadas, altura_camada, espessura_filamento
LEIA angulo_inicial, angulo_rotacao, espacamento_entre_filamentos

LEIA regular_ou_randomico

FACA
SE regular ENTAO
COMPUTE angulo = angulo_inicial+angulo_rotacao
SE randomico ENTAO
COMPUTE angulo = random()

circulo_preenchido(raio, espessura_filamento, angulo, espacamen-

to_entre_filamentos)

ENQUANTO camada_atual < numero_camadas
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A funcdo random() é responsavel por determinar um angulo randémico entre 0 e 360 graus para
cada camada. Normalmente o angulo de cada fatia é determinado pelo angulo inicial somado ao
angulo incremental de rotacdo determinado pelo usuario. Logo, nos scaffolds regulares o angulo

de rotacdo é geralmente de 90 graus.

A funcdo circulo_preenchido() é responsavel por criar o caminho para se depositar material a fim
de se obter a geometria e os poros de acordo com os parametros espessura_filamento, espaca-

mento_entre_filamentos e o angulo de inclinagdo em relagdo ao eixo no plano.

O algoritmo é executado para cada camada de forma independente. E possivel que os scaffolds
sejam fabricados sem estrutura de suporte adicional, j& que o tamanho dos poros é da mesma

ordem de grandeza do didmetro do filamento e da viscosidade do material.

Projeto de experimento para previsdao da porosidade e mddulo de

compressao

Para de planejar os parametros porosidade e médulo de compressdo dos scaffolds de PCL, foi utili-
zado o software de planejamento experimental e otimizacdo modeFRONTIER. A Figura 5 mostra a

imagem referente ao planejamento completo do experimento no software.
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Figura 5. Planejamento do experimento no modeFRONTIER. DOE (design of experiment) é o gerador de
combinag¢Oes dos parametros de entrada; as imagens de calculadoras sao os locais onde se inserem fér-
mulas matematicas; g e w sao os parametros de entrada para a porosidade; logo, porosity é um parame-
tro de saida, mas também um parametro de entrada para compressive modulus (CM), juntamente com o
parametro de entrada x.

Para determinar a porosidade dos modelos foi utilizado um modelo de regressdo quadratico dos
dados empiricos apresentados por ANG, LEONG e CHUA (2006), onde a porosidade depende de
parametros como a espessura do filamento depositado (W,.ser OU W) e do air gap (G, ou g), ou
seja, a distancia entre dois filamentos paralelos adjacentes. Para facilitar o uso de abreviacGes na

féormula e no software, foram adotadas w e g neste apéndice. A férmula pode ser verificada abai-

XO:

Porosity =54.1 + 66.5g-58.9w-20.2g*+23.3w’-13.1gw

Os parametros de entrada foram delimitados entre 0.1 e 1.0 mm para g e w. Apds, o w foi delimi-
tado em 0.4 mm, baseado no diametro aproximado do filamento extrudado de 0.4 mm. Dessa
maneira, foram determinados valores de porosidade possiveis de serem obtidos na Fab@CTl,
mostrados na Figura 6. Estes resultados de porosidade estdo de acordo com resultados da literatu-

ra mostrados na Tabela 6 do Capitulo 2.

APENDICE A. Estruturacdo de scaffolds

69



w porosity

oz = k=3 2z

0s

0.7

n

Figura 6. Exibicao dos resultados possiveis de porosidade a partir dos parametros g e w. Os valores possi-

veis de serem obtidos variam entre 40 e 75%.

Ao selecionar cada linha gerada no grafico da Figura 6, é possivel visualizar uma imagem que for-
nece informacgdes exatas dos vares combinados de todos os parametros de entrada e todos os de

saida resultantes, conforme exemplos na Figura 7.
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Figura 7. Selec¢do de alguns dados que podem ser extraidos da Figura 6. Em destaque estdo as combina-
¢Oes entre g e w e a porosidade resultante.

Também foi possivel obter um gréfico (Figura 8) que mostra a relacdo de dominancia entre os
parametros de entrada g e w sobre o parametro final porosidade, observando-se que ambos apre-

sentam quase a mesma influéncia sobre a porosidade.

Factors

porosity

Figura 8. Influéncia dos parametros de entrada g e w em relag¢do ao resultado de porosidade.
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Assim como os possiveis valores da porosidade foram estimados, os do mddulo de compressao
(CM) também. A equacgdo base para a simulagdo no software encontra-se abaixo (HOU, GRIJPMA e

FEIJEN, 2003):

Ec:k(]_—po)x

sendo k uma constante de valor 236.6 MPa para o PCL, p, a porosidade, e x um coeficiente que
varia entre 1 e 3 dependendo do formato do poro e do material utilizado. Por exemplo, para estru-

turas com poros cubicos isotrdpicos o valor de x é esperado que seja 2.

Os valores de w e g foram delimitados entre 0.1 e 1. Apds, o w foi delimitado em 0.4 mm, baseado
no diametro aproximado do filamento extrudado de 0.4 mm. Como o CM depende da porosidade
e esta depende de g e w, entdo o CM depende de g e w e pode ser programada a partir destes
parametros. Os valores para x ndo foram delimitados, ja que o objetivo é verificar qual valor pode

ser utilizado na férmula. A Figura 9 mostra um grafico com os resultados do coeficiente x e do CM.

As propriedades mecanicas de compressado de scaffolds de PCL tém sido reportadas na literatura.
Segundo WILLIAMS, ADEWUNMI, et al. (2005), os scaffolds produzidos por SLS apresentaram
modulo de compressao entre 52 e 67 MPa para scaffolds com porosidade entre 37 e 55%. Como
comparagdo, também realizaram testes mecanicos de compressdo com clinindros de PCL sem
poros, resultando em 120 MPa. Utilizando o mesmo processo (SLS), ESHRAGHI e DAS (2010)
mostraram scaffolds com mddulo de compressao entre 298 a 317 MPa e porosidade entre 51 e
81%. Outro trabalho, de SHOR, GUCERI, et al. (2009), divulgou scaffolds com porosidade de 65% e
moddulo de compressdo de 59 MPa, estruturados via PED. Também utilizando o processo de PED,
WANG, SHOR, et al. (2004) mostrou scaffolds com mdédulo de compressdo entre 150 e 200 MPa,

sendo estes com porosidade entre 39 e 55 %.

As propriedades biomecéanicas do osso variam bastante e este apresenta diversidade estrutural e

variacdo da mineralizacdo e porosidade, de acordo com sua localizagdo exata (WEINER e WAGNER,
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1998). Por exemplo, a compressdo longitudinal apresenta 193 MPa, enquanto a transversal apre-
senta 133 MPa (GE, JIN e CAO, 2008; SIKAVITSAS, TEMENOFF e MIKQOS, 2011). O valor maximo de
modulo de compressdo que pode ser obtidos para scaffolds de PCL foi de 60 MPa, segundo proje-
to de experimento realizado no software modeFRONTIER para mddulo de compressdo. Logo, esta
abaixo dos valores indicados por GE, JIN e CAO (2008). Outros dados relatados da literatura e re-
tratados neste item do Apéndice também ndo se enquadram nestes valores, exceto WANG, SHOR,

et al. (2004). Essas variacGes podem ser decorrentes dos diferentes processamentos do material
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Figura 9. Exibicdo dos resultados possiveis do coeficiente x e do médulo de compressao a partir dos para-
metros g e w. Os valores possiveis de serem obtidos variam entre 1.6 e 60.2 MPa.

Assim como para a porosidade, foi gerado um grafico que apresenta a relagdao de dominancia en-
tre os parametros de entrada g, w e x sobre o resultado de CM (Figura 10). Observa-se que os trés

apresentam quase a mesma influéncia sobre o CM.
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Figura 10. Influéncia dos parametros de entrada g, w e x em relagdo ao resultado médulo de compressao.

Fabricacao de filamentos

Neste trabalho, a obtencdo de filamentos de PCL a partir do po foi realizada de duas maneiras.

Primeiramente com um plastdmetro e posteriormente com uma extrusora.

O plastometro da marca Instrumentagdo Cientifica Ltda. foi cedido pelo Colégio Técnico da Uni-
camp (COTUCA). As condigdes de utilizagdo foram temperatura em torno de 939C e carga de 21 kg.
Apds extrusao dos filamentos, estes foram resfriados a temperatura ambiente. A Figura 11 mostra

o processo. O didametro variavel verificado nos filamentos foi em torno de 1.2 mm.

Figura 11. Processo de obtengdo de filamentos por plastémetro. (a) plastometro; (b) marcador de

3o de scaffolds

temperatura em 932C; (c) extrusao do filamento.
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Apds testes na plataforma experimental Fab@CTI preliminar, foi verificada a necessidade de fila-
mentos com espessura constantes para melhor condug¢do do processo. Logo, foi realizada uma
nova estratégia de obtencdo de filamentos. Esta apresentou controle mecanico e de temperatura
e foi por meio da extrusora de rosca simples de modelo MR-25 (Extrusdo Brasil), com velocidade
de 30 rpm, variando temperatura nas quarto zonas de extrusdo, sendo elas de alimentacdo (1),
compressdo (2), dosagem (3) e final (4). A temperatura da zona de alimentac¢do foi em torno de
632C e a velocidade média do puxador mecéanico foi de 10m/min, como exemplifica a Figura 12. A

extrusora foi cedida pelo LabPol - PEMM/COPPE da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Figura 12. Processo de obtengdo de filamentos por extrusora. (a) extrusora; (b) marcador de temperatura
das zonas de extrusdo e velocidade do puxador mecanico; (c,d) extrusdo do filamento.

Os filamentos obtidos apresentaram didametro constante entre 2 e 3 mm (Figura 13). Os primeiros
foram a partir do PCL em pd, denominados aqui de filamento 1. Com intuito de testar o material,
certa quantidade deste filamento foi transformada em pellet por meio do Granulador Tatna, cujas
especifica¢cdes sdo: 160 mm para até 250 Kg/h, 12 facas rotativas uma de espera, rolo tracionado
emborrachado, rolo tracdo recartilhado e motor 3cv. Dessa forma, este PCL em forma de pellet

serviu como matéria-prima para fabricar outros filamentos, chamados aqui de filamento 2.
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Figura 13. Filamentos de PCL obtidos por extrusora.

Fab@CTI

No Centro de Tecnologia da Informacdo Renato Archer (CTI) foi construia em 2006 uma platafor-
ma experimental de AM baseada no projeto de MALONE e LIPSON (2007), chamada Fab@Home
(INFORCATTI NETO, 2007), exibida na Figura 14.

Figura 14. FAb@Home desenvolvida no CTI.

Ao longo dos anos esta foi adaptada para condicionar o equipamento a utilizagdo de outros tipos
de materiais (LIXANDRAO FILHO, CHEUNG, et al., 2009), ou seja, termoplasticos como o PCL em

filamento. Para tal foi construido um cabecote de extrusdo intercambiavel preliminar, o qual foi
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utilizado para obter scaffolds de PCL apresentados no Capitulo 4. Apds novos testes, outro cabeco-
te foi construido, com controle de temperatura mais preciso e ventilacdo. A nova plataforma a-
daptada foi denominada de Fab@CTI, mostrada na Figura 15, a qual também mostra o novo cabe-

cote Este novo cabecote foi utilizado para obter scaffolds de PCL apresentados no Capitulo 5.

Figura 15. Fab@CTI desenvolvida no CTI (a) e seu cabecote intercambiavel (b-e).
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O Software de controle da Fab@Home, por possuir codigo aberto e liberado a colaboradores, vem
sendo, desde 2008, aprimorado no CTI para melhoria e correcdo de problemas, bem como para
adicionar novas funcionalidades. As Figuras 16 a 22 mostram passo a passo 0 processo para utili-
zac¢do do software. Os icones devem ser acionados na ordem de disposi¢cdo no layout. Apds abrir o
programa (Figura 16), o primeiro icone deve ser acionado para montar a maquina, ou seja, conec-

tar o software ao hardware (Figura 17).

Model Fabrication View Window Help

imelz e|o]

[Loaded pinter configuraton from C:\Documents and Seftings \DT3D\Deskiop \Aplicativol23 prter Hodel 1 25yiings prter
ILozded t etings\DT. 023\tools\FOM_Tips

g
:

74 start 1 =+ LocalDisk (C) - Fab@Home Model 1: .. 1 untted -Paint

Figura 16. Imagem do software ao iniciar o programa.

Available Mourted Toolts)

Cancel

g
BlE

Corfiguration suppots 2t00ls

X [Loaded pr ettings DT ivoU23\prter\Hodsl 1
ILoaded 2tools from drectory: C:\Documents and Settings\DT 30\ Deskiop\Aplcativo023\tools\FOM_Tips
Please ensure ot conmect the hardware.

|
E

b

For Help, press F1

W softwareLPNG -Pant

Figura 17. O primeiro icone conecta o software ao hardware.
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Apds, o segundo icone deve ser acionado para escolher o modelo que sera fabricado, localizado

em determinada pasta no computador (Figura 18). Assim que o modelo aparecer no centro da

maquina, basta clicar no mesmo para selecionar o material que sera utilizado no processo (Figura

19).

|- [7]x]

ki [Dwaod 3] @B

] altura_hd go25 rand.txt

cultura_h4_g05_rand.txt
ultura_hd_g025.6xt

(Q File name: [outura_he_gToe | Open
L e e | Sl
Praces

I™ Open asread-oniy

o023 pririer\Model 125 e

Documerts and Setings DT
drectory: C:\Documents and Setings\DT3D\Deskiop\Apicativo023\tools\FDM_Tips
) is oaded and

Comnecied o Hardnare

. Fab@Home Model 1: .. | I softwareZPNG -Paint

Figura 18. O segundo icone escolhe o modelo a ser fabricado.

- |2]x]

SH L nE 20|

Fabrication Properties

Parthame | cultura_hd olixt

ToolMaterl [F 571 o
PCL Extruder - temp 85

Path Order [V Deposit Boundaries before Fil

priorty [0 ] Higher priority chunks buit priorto lover

Apply OK Cancel

arien Model 12 =

Dormets i ST o023 pr
s from dreciory: C:\Documents and Settings\DT3D\Desktop \Apicativa023\tools\FDM_Tips
avaid is oaded and

ported culura_hd_g16d.

ultura_ha 1. txtis selected

% Fab@Home Model 1; [ software3.pnG -Pant

Figura 19. Para selecionar o material do modelo basta clicar no mesmo e selecionar o material desejado.

O modelo precisa ser fatiado antes de iniciar o processo, o que deve ser feito ao selecionar o quar-

to botdo (Figura 20). O quinto botdo permite comandar a maquina, cuja plataforma se move no
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eixo z e o cabegote se move nos eixos x e y. Também deve ser configurado o ponto de origem do
processo (Figura 21). Por fim, a Figura 22 mostra duas janelas de informacgGes sobre o processo,
uma em relacdo ao status do hardware e outra em relacdo ao modelo a ser impresso (build), como

tempo total do processo.

< Fab@Home Model 1: V. 0.24 RC6 - 3/11/2011 [BEEF]
Fie Edt Harcwore ConfigMMove Model Fabricaon View Window Help
S B ¢ E| v ) =& 2 (2 N0

Hodel ready for fabrication

- Fab@Home Model 1:... | |4 AN Softare. PNG~F... €U BEUL 5

Figura 20. Fatiamento do modelo.
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o CURRENT LAYER——————
Processing layer 10f 1

of

Hardware Moving:
Hardware IPosition: 1
Cartiage Axes:

¥:-0,0040.00 mvm, 0.00 /s
———DIVENSIONS
Current heght of model: 0.00 rom
o

OLS/MATERIALS
Current Tool; FOM_041tool
Tool P i

X Toaded and B

|

Model ready for fabrication
il softwared. NG -Pant &) % 1

Figura 22. Informagdes sobre o processo: hardware e build.

Alguns resultados com PCL fabricados na Fab@CTI sdo expostos na Figura 23, revelando a capaci-
dade de produgado e acabamento da plataforma. O scaffold possui 50 camadas, didametro de 2 mm,

raster regular e G, de 0.5 mm.

Figura 23. Alguns resultados com PCL fabricados na Fab@CTlI, sendo eles um scaffold (a) e um condilo (b).
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APENDICE B. Caracterizagdes do policaprolactona pé, fila-

mento e scaffold

Este apéndice apresenta algumas caracterizacGes do PCL pd, filamento e scaffold, sendo estas
apresentadas como complemento ou ndo de analises ja abordadas nos artigos incluidos na disser-

tacdo. As analises em questdo sdo Mastersizer, MEV, DSC e DRX.

Mastersizer

Materiais e métodos

O material utilizado foi Policaprolactona CAPA® 6505 (Solvay) e o equipamento foi Mastersizer,
marca Malvern Instruments Ltda (Inglaterra) e modelo Mastersizer S Long Bench-MAM 5005 para

realizar dez leituras da mesma amostra do PCL em pé.

Resultados

Em cada leitura foram gerados uma tabela e um gréfico com os dados que apresentam os tama-

nhos de particulas presente em relagao ao volume, como exemplifica a Figura 24.

Resul: Analysis Table Volume (%)
ID. PCL Virgem R1 RunNe: 1 Weasured 17108 0947 | 27
File: 010709 Rec. Ne: 1 Analysed 1/7/09 09:17
Path: C\USUARIOS\ANALIV~T\ Scurce’ Analysed
Range: 300RF mm Beam: 2.40 mm Sampler: MS14 Obs" 129 %
Presentation: 30HD Anslysis: Pelydisperse Residual: 2.015 %
Wodifications: None
Conc. = 0.3794 %Vol Density=_1.120 glem"3 SSA= 0.0271 m'2/g
Distribution: Volume D[4, 3] = 280.86 um D[3,2]= 197.81um | 49
D(v,0.1)= 11480um =3» D(v. 0.5)= 265.26 um D(v, 0.9) = 472.94 um
Span = 1.350E+00 Uniformity = 4 165E-01
Size | Volume | Size | Volume || Size | Volume || Size | Volume
(um) | Under% | (um) | Under% || (um) | Under% || (um) | Under%
0.05 0.00 067 0.00 9.00 000 || 72067 | 11.16
0.06 0.00 078 0.00 710.48 000 14058 1555
0.07 0.00 091 0.00 1221 000 18377 2135
0.08 0.00 105 0.00 1422 000 || 19080 | 2872 £
0.08 0.00 1.24 0.00 1857 003 || 22228 | 3768 | ¢ v 0
0.1 000 144 0.00 1931 009 || 26895 | <4818 | glgq x| 10 100 100.0 16600
0.13 0.00 168 0.00 2249 018 30168 50.14
0.15 000 1.95 0.00 25.20 032 || 36146 | 7187 Particle Diameter (um.)
0.17 0.00 228 0.00 30.53 052 || 40945 | 8224
0.20 0.00 265 0.00 35.56 080 || 477.01 | 90.40
0.23 000 309 0.00 41.43 117 || 55571 | 96.08
0.27 0.00 360 0.00 48.27 164 647 .41 99.28
0.31 0.00 419 0.00 5623 224 75423 100.00
0.36 0.00 488 0.00 65,51 304 || 87867 | 100.00
0.42 0.00 569 0.00 78.32 415
0.48 0.00 663 0.00 88.91 572
0.58 0.00 772 0.00 10358 797

Figura 24. Exemplo de uma leitura no Mastersizer: leitura 1 do PCL em pé.
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A partir dos resultados obtidos das dez leituras, foi calculada a média do tamanho das particulas a
partir do valor D(4,3) de cada tabela gerada, resultando em um tamanho médio volumétrico de

256 um. O valor D(4,3) de cada leitura é mostrado na Tabela 7, assim como a média final obtida.

Tabela 7. Tamanho médio de particulas de PCL em pé.

Leitura Tamanho (um)
1 265
2 267
3 263
4 260
261
6 252
7 245
8 246
9 252
10 251
Media 256
Desvio padrao +2

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Materiais e métodos

O material utilizado foi Policaprolactona CAPA® 6505 (Solvay). Para recobrimento das amostras

com ouro foi utilizado o equipamento Sputter Coater POLARON, modelo SC7620 e marca VG Mi-

Oes do policaprolactona pé, filamento e scaffold

crotech (Inglaterra). E para a captura das imagens foi utilizado o Microscépio Eletronico de Varre-
dura com Detector de Energia, marca MEV/EDX: LEO Electron Microscopy/Oxford (Inglaterra) e

modelo Leo 440i.
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Resultados

A Figura 25 mostra a MEV do PCL em pd, observando-se superficie irregular (a,b) e rugosa (c) das
particulas. As imagens exibem um tamanho médio de particulas de 250 um, resultado que corro-

bora o obtido no Mastersizer.

Figura 25. PCL em pé: (a) aumento de 50X; (b) aumento de 200X; (c) aumento de 1000X.

Difracao de raios-x (DRX)

Materiais e métodos

Os materiais utilizados foram Policaprolactona CAPA® 6505 (Solvay), filamento de PCL, scaffold
obtido por filamento 1 (Apéndice A) chamado de scaffold 1, e scaffold de PCL obtido de filamentos
2 (Apéndice A) chamado de scaffold 2. O equipamento utilizado foi o Difratdmetro Philips, modelo
X’Pert. O espectro foi medido com radia¢do Cu Ko, 20 = 5-35°, passo de 0,05 °/s, voltagem de 40

kV e corrente de 40 mA.

Resultados

Em analise estrutural do PCL foi demonstrado que o este polimero possui cadeias empacotadas
em estruturas ndo planares no grupo espacial P212121. Os parametros de rede cristalina ortor-

rombica determinados pela analise de raios-x foram (HU e DORSET, 1990):
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a=7.48+0.02 A
b=4.88+0.02 A

c=17.26 +0.03 A

A Figura 26 mostra o espectro de quatro amostras analisadas, sendo elas PCL em pé, filamento 1,
scaffold 1 e scaffold 2, indicando dois picos cristalinos bem definidos (a e b) entre 21 e 24° e redu-
¢do da fragdo amorfa. Estes resultados estdo de acordo com a literatura (TAMMARO, RUSSO e
VITTORIA, 2009; ELZUBAIR, ELIAS, et al., 2006). Nota-se um pequeno pico (c) entre os dois princi-
pais, também observado no trabalho de RHEE (2004). Este pico aumenta na medida em que a a-
mostra sofre processamento térmico, indicando possivel alteragao na estrutura cristalina do mate-
rial. Os varios demais pequenos picos observados no espectro sdo devido a estrutura semicristali-
na do material (RHEE, 2004). N3o houve indicios de degradacdo da amostra, ja que a estrutura

cristalina foi mantida.
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Os valores exatos dos picos constam na Tabela 8. Observa-se que estes sdo muito proximos, com-
parando-se as quatro amostras. Porém, nota-se que nos picos a e b os valores para PCL em pd
apresentam uma suave diferenga em relagdo as outras amostras, podendo indicar mais uma vez a
influéncia do processamento. Ndo foi possivel obter o valor do pico ¢ do PCL em filamento, pois

esta curva foi normalizada para ser possivel a compara¢do na mesma escala das outras amostras.

Tabela 8. Valores dos picos do espectro de DRX.

Amostra Picoa (°) Pico b (°) Pico c (°)
PCLem pé 21.3 23.65 21.9
PCL em filamento 21.25 23.50 -
Scaffold 1 21.25 23.55 21.9
Scaffold 2 21.25 23.50 21.85

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Materiais e métodos

Os materiais utilizados foram Policaprolactona CAPA® 6505 (Solvay), filamento 1 e scaffold 1 (A-
péndice A). O equipamento utilizado foi Calorimetro Diferencial de Varredura, modelo FP90 Cen-
tral Processor e marca Mettler. A massa de cada amostra foi entre 9 e 10 mg. As condic¢Oes da ana-
lise foram de taxa de aquecimento de 10 °C/min em uma faixa de temperatura de 30 a 100 °C. Esta

analise foi feita em duplicada.

Resultados

A analise de DSC indicada na Figura 27 refere-se a comparagao entre os PF das amostras (em du-
plicata) de PCL em pé¢, filamento 1, obtido por extrusora, e scaffold 1, obtido a partir deste fila-
mento. Nota-se que entre as duas amostras de PCL em pd ndo houve variacdo entre os valores do
PF, assim como nas curvas. O mesmo ocorre com os picos e curvas do PCL em filamento. Em rela-

¢do as amostras de scaffolds de PCL também nao houve variacdo entre os valores do PF, porém os
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picos e curvas sao diferentes. Este fato provavelmente decorre da falta de controle de resfriamen-
to na extrusdo dos scaffolds na Fab@CTI, ao contrario do resfriamento dos filamentos de PCL na
bacia da extrusora que foi continuo e rapido. Este fato revela a necessidade de otimizacdo do
processo de fabricacdo de scaffolds no que se refere ao controle de temperatura de resfriamento

no momento da extrusao.
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Figura 27. DSC das amostras de PCL em duplicata: PCL em p6 (POA e POB), PCL em filamento obtido por
extrusora (FILA e FILAB) e scaffold de PCL obtido a partir deste filamento (SCOA e SCOB).

A Tabela 9 informa o PF, AH de fusdo e a cristalinidade de casa amostra, calculada de acordo com
a férmula apresentada no artigo do Capitulo 4. Comparando as amostras entre si (desprezando a
duplicata), observa-se que houve uma pequena alteracdo do PF, sendo que este aumentou de PCL
em po para PCL em filamento e depois diminuiu para scaffold de PCL. Ja a cristalinidade diminuiu
no decorrer dos processamentos. Estas variacdes também foram observadas nos resultados do
artigo do Capitulo 4. A diminuicdo da cristalinidade pode favorecer a biodegradacdo (ROSA,

RODRIGUES, et al., 2003).

do policaprolactona pé, filamento e scaffold
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63.2

Tabela 9. Dados obtidos da analise de DSC.

POA 9.7 61.1 43.8
POB 96 | 63.2 57.2 41.0
FILA 9.6 68.2 54.8 39.3
FILAB 9.1 | 693 50.4 36.1
SCOA 95 | 641 41.0 29.4
SCoB 93 | 649 48.7 34.9

Oes do policaprolactona po, filamento e scaffold
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APENDICE C. Resumos em jornal internacional e anais de

congressos internacionais

Senedese, A.L.C., Lixandrao Filho, A.L., Silva, J.V.L., Pereira, F.D.A.S., Inforcatti Neto, P., Maciel
Filho, R. A new design approach for scaffolds parameters. Il International Conference on Tissue

Engineering, Lisboa, 2011. Aceito.

Scaffolds can be used in Tissue Engineering as a porous temporary support for tissue replacement
or regeneration. Some scaffolds parameters must be determined before there construction. To facilitate
this job stage, the morphological chart, a tool for selection and visualization of new solutions, was used to
produce different scaffolds configuration based on new construction design parameters. Those parameters
as pore size and shape, porosity and layer orientation were studied in search for innovative designs. Some
possible solutions were found and realized using an open-source experimental platform, developed in our
research center, called Fab@CTIl. The samples produced were analyzed by scanning electron microscopy
(SEM). Three porosity variations were generated from 40 to 80% based on the air gaps of 250, 500 and 1000
BIm, determining the scaffolds pores dimensions. The regular and irregular pores shapes were determined by
angular variation between layers of 90 degrees and randomly, respectively, resulting six different scaffolds
designs. All scaffolds were three-dimensionally structured using polycaprolactone filaments in an extruder
heated head coupled at Fab@CTIl machine. SEM images of scaffolds corroborated the pores dimensions and
shapes. The strategy adopted in this work was successfully done and promising. Future applications of these

scaffolds design can take into account mechanical properties and cell adhesion and proliferation.

Keywords: Tissue Engineering, Fab@CTlI, Polycaprolactone, SEM.
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Senedese, A.L.C., Lixandrao Filho, A.L., Silva, J.V.L., Pereira, F.D.A.S., Inforcatti Neto, P., Maciel
Filho, R. Additive manufacturing of scaffolds: controlling mechanical properties by means of
extrusion parameters. VI International Materials Symposium MATERIAIS 2011, XV meeting of

SPM - Sociedade Portuguesa de Materiais, Guimaraes, 2011. Aceito.

Manufacturing scaffolds for human body substitutes is a difficult mission due to the complex shape
of these parts and controlled mechanical properties. The Additive Manufacturing (AM) process is one way to
achieve it. One characteristic of this process is the capacity to produce three-dimensional (3D) real models
of parts controlling the structure layer-by-layer. Scaffolds characteristics as material, size, morphology and
dimensions of pores, and mechanical properties can be adapted according to the body region where the
scaffold will be implanted. The material to be used in scaffold production shall present some specific fea-
tures such as biocompatibility and degradation time according to the area that it will be implanted. This
work shows that using AM processes, like extrusion, it is possible to choose scaffolds™ material and control
their mechanical properties enabling better reproducibility of biological structures to replace missing parts

of the human body.

To control the scaffolds mechanical properties we proposed a method based on an experimental
extrusion process that permits changing layer and raster parameters such as height, width, air gap and angle
of the filament deposition. Generally the raster angle is the same every two layers. It is possible to get the
same object every time, ensuring the repeatability of structure. Differently, changing the angle of filament
deposition every layer, in a random way, we can get an anisotropic porous distribution with no preferential
direction for mechanical properties. Combining angle and air gap it is possible to reproduce a wide range of
models with different porous distribution and mechanical properties. Two types of material were used to
test our method: silicon and polycaprolactone — a thermoplastic biomaterial. Silicon as a very flexible mate-
rial was used in a qualitative evaluation of the above concepts. It was performed comparing, by hand press-
ing, a model produced with the same angle each two layers with another model with a different angle every
layer. The former has a preferential region for compression and the latter does not have. Tests using poly-
caprolactone scaffolds proved the concepts verified with silicon by means of quantitative results for scaf-

folds production.
Keywords: additive manufacturing; extrusion; scaffolds; polycaprolactone.
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Senedese, A.L.C., Lixandrao Filho, A.L., Silva, J.V.L., Maciel Filho, R. Scaffolds in Tissue Engineer-
ing: new perspectives with nanotechnology. Segunda Escuela de Nanomedicinas 2010, La Plata,

2010. Aceito.

The loss or failure of an organ or tissue is one of the most common, harmful, and expensive prob-
lems in health care. Tissue Engineering (TE) emerged because of the need for multidisciplinary approaches
to solve this long standing problem in medicine. Most advances in medicine has increased due to the inte-
ractions among multiple disciplines such as biology, material sciences and engineering [1,2]. This work
presents the state of the art and some research line tendencies of nanotechnology applied to TE.

Nanomaterials and devices is an integration that can help advance medicine. The application of na-
notechnology to medicine is referred to as “nanomedicine” or “nanobiomedicine” and could impact diagno-
sis, monitoring, and treatment of diseases as well as control and understanding of biological systems [3]. To
restore functions and structure of native tissues, it is important to mimic tissue properties at the nanoscale.
Nanotechnologies, microtechnologies and biomaterials can assemble intelligent scaffolds that can maintain
and regulate cell behavior. Also, it is possible to regulate in vitro cellular microenvironment to direct stem
cell differentiation. The most successful TE strategy relies on the use of biodegradable scaffolds to sustain
cells in close proximity to each other. Later, cells deposit their own matrix and as scaffold degrades they
form tissue structure that mimics the body’s natural tissues [3]. The optimal pore size should be designed to
each specific cell type and be larger enough to allow cell migration. The scaffold surface architecture and
chemistry should facilitate the cell migration, provide developmental signals to the cells, and promote cell
recruitment from the surrounding tissue [1].

Some applications of nanotechnology in TE scaffolds refer to neural, cardiovascular and muscu-
loskeletal tissues [1]. It seems that new nanomaterials that provide proper signals and environmental cues
to cells as well as generate 3D microenvironments may be advantageous over today’s biomaterials. Nanos-
cale structures such as surface topography and patterning could be used to direct cell behavior. The incorpo-
ration of these strategies within TE scaffolds could further enhance their function [3].

Nevertheless fabrication of scaffold with nanoscale particulars is still immature and far from what
nature can do. Artificially directed and specifically controlled nanofabrication of scaffold remainder a pro-
ductive research area and may concretize over time.

Keywords: Scaffolds, Tissue Engineering, Nanotechnology.

[1] Laurencin, C.T., Nair. L.S. Nanotechnology and Tissue Engineering - The Scaffold. CRC Press, Boca Raron,
FI, USA. 2008. 388pp.

[2] Hutmacher, D.W., Schantz, J.T., Lam, C.X.F.U., Tan, K.C., Lim, T.C., 2007, "State of the art and future direc-
tions of scaffold-based bone engineering from a biomaterials perspective"”, J Tissue Eng Regen Med, N2 1,
pp. 245-260.

[3] Khademhosseini, A. and Langer, R. Drug Delivery and Tissue Engineering. Nanobiotechnology SBe Special
Edition. 38 - 42pp.
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Senedese, A.L.C., Silva, J.V.L., Inforgatti Neto, P., Lixandrao Filho, A.L., Pereira, F.D.A.S.,., Maciel
Filho, R. Study of € -polycaprolactone for Scaffolds Construction by Rapid Prototyping. Biocell
(ISSN 0327 — 9545), Argentina, 2009, v. 33, n. 3, p. A281.

Tissue engineering has been a great focus of research in the last years. These studies involve a mul-
tidisciplinary field of research, including, among many areas, biotechnologists, material and chemical engi-
neers, and clinics. The main idea is to produce biological substitutes to replace damaged or missing organs
or tissues. Therefore, scaffolds are expected to play an important role in allowing physicians to simulta-
neously reconstruct and regenerate damaged human tissue such as bone, cartilage, ligament and tendon. It
is necessary a tight integration of biomaterials, cells, differentiation factors, and sometimes a place to ma-
ture the substitute, like bioreactors. One technology available until now is the rapid prototyping or additive
fabrication, a research tool for biomedical applications. This class of technology is based on technique of
material deposition layer-by-layer to create parts with any complex geometry via Computer-Aided Design
(CAD). Then, scaffolds with anatomical geometries and controlled pores in terms of size and shape can be
produced. Among biomaterials, €-caprolactone (€ -PCL), an aliphatic polyester, is an interesting one for 3D
scaffold prototyping for the reason that is biocompatible, biodegradable and can be easily processed. This
work proposes the € -PCL study as an adequate biomaterial to be used in rapid prototyping process to fabri-
cate 3D scaffolds. We used an experimental platform - Fab@Home - with free and open-source hardware
and software, using a Fused Deposition Modeling process. At first time, the €-PCL was in form of powder and
was transformed in filaments to be used at a heated deposition head developed and adapted for
Fab@Home. Subsequently, under determined conditions, the filaments were extruded, producing the scaf-

folds.

Keywords: Biomaterial, Rapid Prototyping, Scaffolds, Fab@Home, €-PCL.
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Senedese, A.L.C,, Silva, J.V.L., Inforcatti Neto, P., Bavaresco, V.P., Jardini, A.L., Maciel Filho, R ¢&-
polycaprolactone as Biomaterial for 3D Scaffold Produced by Rapid Prototyping. 11" Interna-

tional Conference on Advanced Materials — VIII Encontro SBPMat, Rio de Janeiro, 2009.

Abstract — Tissue engineering combines principles of life sciences and engineering to replace and repair dam-
aged human tissue. Present practice generally requires the use of porous, bioresorbable scaffolds to serve as
temporary 3D templates to guide cell attachment, differentiation, proliferation, and subsequent regenerate
tissue formation [1]. The thermal study is one of the characterizations necessary for the production of 3D
scaffolds using &policaprolactone (&-PCL) as biomaterial in an Extrusion Rapid Prototyping Process. To cha-
racterize this material, a Mettler Toledo DSC 823e calorimeter will be used for thermal dynamic analysis.
With these results we can understand how the polymer thermally behaves for a better use as biomaterial for

prototyping on SLS and Fab@Home. Cells will be cultured and a construct will be produced.

Tissue engineering has been a great focus of research in the last years. These studies involve a mul-
tidisciplinary field of research including among many areas, biologists, material and chemical engineers, and
clinics. The main idea is to produce biological substitutes to replace damaged or missing organs or tissues.
Therefore, it is necessary a tight integration of biomaterials, cells, differentiation factors, and sometimes a

place to mature the substitute like bioreactors [2].

On the other hand, a new class of technologies called rapid prototyping or additive fabrication is
available commercially and being developed as researches for engineers applications. This class of technolo-
gy is based on the paradigm of material deposition layer-by-layer to create parts with any complex geometry
via Computer Aided Design (CAD). Then, it seems to be natural to use this paradigm to produce scaffolds

with anatomical geometries and controlled pores in terms of size [3].

Among biomaterials, €-PCL, aliphatic polyester, is an interesting one for 3D scaffold prototyping for
the reason that is commercially used, can be easily processed and is biocompatible. This work proposes the
characterization of € -PCL as an adequate biomaterial to use in the rapid prototyping processes to produce
3D scaffolds. The thermal analyses will be performed at Mettler Toledo DSC 823e calorimeter. The € -PCL
(Solvay CAPA® 6505) sample mass will be from 5 to 10 mg. 3 following dynamic analysis will be done: 25°C to
110°C, 110°C to -50°C and -50°C to 210°C at 10°C/min Heating Rate. The scaffold porosity will be controlled
at SLS (Selective Laser Sintering) and Fab@Home (Experimental platform) (Fig.1), and cells will be cultured

for a posterior addition to the scaffold, building a construct.

Scaffolds are anticipated to play an important role in allowing physicians to simultaneously reconstruct and

regenerate damaged human tissue such as bone, cartilage, ligament and tendon [1].
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