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Resumo: Este trabalho descreve a eficiéncia dos
métodos de avaliacdo sob Microscopia Eletronica de
Varredura, com magnificagbes de 200, 500, 10.000,
20.000 e 40.000 vezes e Perfildbmetria 3D sem contato
com lente de aumento de 50 vezes da porosidade de um
biomaterial comercializado no mercado brasileiro,
visando provar a qualidade do método de medicéo e as
caracteristicas do biomaterial como um candidato a
arcabouco tridimensional em engenharia tecidual. O
método de avaliacdo sob MEV se mostra eficaz e sua
aplicacdo no estagio pré-pesquisas in-vitro e in-vivo,
evitando gastos desnecessarios, animais sacrificados e
mao de obra desperdigada, enfatizando assim a ética e
responsabilidade profissional em pesquisas cientificas.
Ja a PSC se mostra ineficaz para a analise deste tipo de
superficie, necessitando mais estudos para sua aplicagao
em Engenharia Tecidual.
Palavras-chave: Células-tronco
Engenharia Tecidual, Arcaboucos
Biomateriais.

Mesenquimais,
tridimensionais,

Abstract: This paper describes the efficiency of the
methods of evaluation under scanning electron
microscopy with magnifications of 200, 500, 10,000,
20,000 and 40,000 times and 3D non-contact
perfilometer with magnifying glass 50 times the porosity
of a biomaterial sold in the Brazilian market, order to
prove the quality of the measurement method and the
characteristics of the biomaterial as a candidate
tridimensional scaffold in tissue engineering. The
evaluation method proves to be effective under SEM and
its application to stage in-vitro pre-and in-vivo studies,
avoiding unnecessary expenses, sacrificed animals and
manpower wasted thus emphasizing ethics and
professional responsibility in scientific research. PSC
already has proven ineffective for the analysis of this
type of surface, requiring further studies for its
application in Tissue Engineering.

Keywords:  Mesenchymal  Stem  Cells,  Tissue
Engineering, three-dimensional scaffolds, Biomaterials.

Introducéo
As pessoas que sofrem com tecidos perdidos devido

a doenca, cirurgia ou trauma sdo a motivacdo para 0s
inimeros estudos de tratamentos regenerativos pela
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Medicina e pela Odontologia [1]. Tendo como objetivo
primordial de aliviar a dor, restaurar mecanicamente a
estabilidade e sua funcdo dos tecidos [2]. As alternativas
utilizadas para a reparacdo como proteses artificiais néo
repararam completamente o tecido e a fungéo do 6rgéo,
além de poder se desgastar e induzir uma resposta in-
flamatdria no hospedeiro, requerendo trocas e gerando
gastos adicionais ao longo dos anos [1].

Devido as limitagbes encontradas em recompor estes
tecidos, como os métodos cirdrgicos de enxertos, 0
desenvolvimento de novos biomateriais com as mesmas
caracteristicas de um padrdo-ouro, como 0 enxerto au-
tégeno, faz-se necesséario. Espera-se que a interacdo
entre os campos da engenharia, biologia e ciéncias mé-
dicas, somados ao estudo de células tronco, venha dire-
cionar as mudancas na area de engenharia tecidual [2].

Neste contexto as terapias celulares envolvendo Cé-
lulas-tronco mesenquimais estdo sendo muito estudadas
na atualidade, isto devido a sua capacidade de auto-
renovacao e de se diferenciarem em varios outros tipos
celulares. Mas para que 0 sucesso na bioengenharia seja
eficaz € necesséria a presenca de trés fatores: as proprias
células-tronco, uma matriz extracelular e fatores de
crescimento, sendo necessario o estudo dos dispositivos
carreadores (arcaboucos), que dara suporte ao seu de-
senvolvimento, transporte e nutricao.

Revisado de literatura

A engenharia tecidual ¢ um campo de estudo
multidisciplinar que abrange diversas areas do
conhecimento humano e tem por objetivo combinar as
ciéncias das engenharias no intuito de desenvolver
substitutos bioldgicos que restaurem, mantenham e
melhorem a funcéo de diferentes tecidos [3]. Dentre os
disponiveis na atualidade podemos citar: 0s enxertos
autélogos, homdlogos, heterolégos e os aloplasticos
(sintéticos).

A literatura cientifica descreve enxerto 4sseo
autdégeno como o padrdo-ouro para a reconstrugdo dssea.
Porém existem desvantagens importantes como a
cirurgia adicional no sitio doador, chances de aumentar
a morbidade, o tempo de internacéo, o risco de infeccéo
e também o custo [4], aumento do tempo e custo
operatorio, dor importante durante a deambulagdo com
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média de 15 a 30 dias, possibilidade de defeito estético
na regido doadora e reabsor¢do éssea imprevisivel [5].

Os enxertos ésseos alogénicos sdo mais utilizados
como alternativas aos autbgenos, mas existem
desvantagens relacionadas ao aumento do risco de
transmissdo de doencas, rejeicéo e reabsorcdo [4]. Outra
desvantagem de 0sso alogénico é que ele ndo fornece
células vidveis para a primeira fase da osteogénese, pois
as mesmas sao destruidas durante o processamento
desse material para reduzir sua imunogenicidade com o
hospedeiro, assim como o heterégeno [6].

Devido a disponibilidade limitada e complicacdes
associadas aos enxertos, pesquisadores estudam para
encontrar  substituitos  sintéticos  (biomateriais)
adequados para recompor tecidos perdidos. Somados a
eles a Engenharia Tecidual no estudo dos componentes
biol6gicos que fardo parte do processo de reparo.
Podemos dividir as estratégias empregadas na
engenharia tecidual em trés grupos: o transplante celular,
0 condutor, e o indutor [3].

No que diz respeito ao transplante celular, podemos

citar as células-tronco mesenquimais como objeto de
estudo para somar no desenvolvimento do Biomaterial
ideal em regeneracdo tecidual.
Recentemente uma nova populagdo de células-tronco
mesenquimais foi encontrada e isolada da polpa de
dentes deciduos humanos esfoliados SHED (stem cells
from human exfoliated deciduous teeth) [2]-[7]-[8].
Existem dados de que estas células-tronco possuem
caracteristicas similares aquelas encontradas no cordao
umbilical [8]. Dentre todas as vantagens quando
comparadas as células-tronco da medula 6ssea e a
SHED destacam-se o seu fécil acesso e também a
auséncia de conflitos éticos [7]-[8] e apresentam uma
maior taxa de proliferagdo [8]. Estudos indicam que as
SHEDs possuem habilidade de se diferenciarem em
células odontoblésticas, adipdcitos e células neurais [8],
constituindo em fonte viavel de recursos para se tornar
objeto de estudo em engenharia tecidual.

A utilizacdo de células-tronco em engenharia
tecidual é promissora, porém, suas propriedades séo
completamente dependentes da presenga de um
arcabouco mecénico que dé suporte ao crescimento
celular e permita a difusdo dos nutrientes [9]. Os
arcaboucos participam de forma decisiva no processo de
reparagdo tecidual e por isso devem ter propriedades
fisico-quimicas adequadas [10].

A estratégia de transplante celular reflete a
multidisciplinaridade da engenharia tecidual, ja que
requerem o cirurgido, o bioengenheiro e o histologista.
O cirurgido é necessario para realizar a cirurgia de
retirada do tecido onde contenha as células de interesse
e para transplantar o tecido ao término de todo o estudo.
Principios de histologia sdo necessarios para multiplicar
células em laboratério e mantendo suas fungdes.
Enquanto isso, 0 bioengenheiro produz tecido, e
materiais para os transportes celulares [3].

A partir do transplante celular podemos dizer que o
principio essencial da engenharia tecidual é combinar, in
vitro, o crescimento de células em substratos
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(arcaboucos) especificos, para repor ou recompor
determinado tecido. Dessa forma, os tipos celulares
escolhidos séo criticos para o sucesso da engenharia
tecidual. Atualmente as células-tronco possuem
propriedades essenciais como a capacidade de se
multiplicarem inimeras vezes de forma idéntica e a
capacidade de diferenciacdo em outros tipos celulares
[2].

A conducdo utiliza os biomateriais de uma maneira
passiva, para facilitar o crescimento ou a capacidade
regenerativa dos tecidos existentes [3]. E para a
engenharia tecidual, uma matriz é essencial, pois
fornece o arcabougo necessario para levar os nutrientes,
oxigénio e retirar residuos metabolicos. Esse arcabouco
deve ser resistente, ndo irritante e biocompativel. Esta
matriz pode ser composta por materiais sintéticos ou
naturais. Os componentes da matriz podem funcionar
ativando morfogenes das células implantadas enquanto
esta sendo gradualmente degradada e substituida pelo
tecido regenerado [8].

Moroz et. al 2009 [9] relata que quando as células-
tronco sdo cultivadas em monocamadas, as células
tendem a aderir ao fundo do recipiente, e passam por
um processo de desdiferenciacdo, onde adquirem
caracteristicas morfolégicas e passam a produzir
componentes de matriz de outro tipo celular, perdendo a
funcionalidade do tecido.

Com excecdo das células sanguineas, a maioria das
células normais em tecidos humanos séo residentes em
uma matriz sélida chamado matriz extracelular (MEC).
Existem inimeros tipos de MEC em tecidos humanos
com multiplos componentes e composicdo especifica a
cada tipo de tecido [11].

O Arcabouco é um substrato tridimensional que
fornece uma estrutura e suporte inicial para as células se
anexarem, proliferarem, diferenciarem e formarem uma
matriz extracelular que serve como um modelo para a
regeneracéo do tecido, sendo que 0 mesmo deve ter uma
superficie quimica e microestruturas adequadas para
facilitar a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular
[12].

Dentre as caracteristicas ideais podemos citar a
permeabilidade, a porosidade, estabilidade mecénica e a
capacidade de degradarem-se sem  quaisquer
subprodutos indesejaveis, de maneira que o tecido
regenerado assuma suas funcges. Além disso, suas
caracteristicas arquiteturais em escala macro e micro
(aproximadamente 100 micra) devem criar um ambiente
celular que preserve a estabilidade fenotipica das células
[13].

Para C. Liu em 2007 um arcabouco ideal deve ter
caracteristicas ideais como uma extensa rede de poros
interconectados de modo que as células possam migrar
multiplicar e anexar profundamente, canais através dos
quais oxigénio e nutrientes sdo fornecidos as células em
toda profundidade do arcabouco e os residuos possam
ser facilmente removidos, biocompatibilidade para as
células se anexar e proliferar, forma como desejado pelo
cirurgido, resisténcia mecénica e taxa de biodegradacéao
adequadas [14].
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A indugdo envolve a ativagdo das células nas
proximidades do local a ser recomposto com especificos
sinais bioldgicos. A origem desse mecanismo tem suas
raizes na descoberta das proteinas morfogenéticas
6sseas (BMPs) por M. R Urist em 1965, quando
demonstraram que um novo 0sso poderia ser formado
por um campo ndo mineralizado ap6s implantacdo de
0sso desmineralizado. Nesse 0sso havia proteinas
(BMPs), as quais se tornaram a chave para a inducdo da
formacao Ossea [15].

O uso integrado dos materiais indutores, somado ao
transplante celular se torna bem atraente. Essa estratégia
envolve o transplante direto de células, cujo crescimento
se deu em laboratdrio sobre arcaboucos e ap6s o
transplante, o material que serve de substrato para o
transporte das células pode degradar-se ou remodelar-se,
resultando em um tecido novo restaurado [3].

Materiais biocompativeis como os metais e as
ceramicas contribuiram significativamente no campo
médico no século XX, principalmente para a reposicdo e
tratamento dos 0ssos. Porém, as cerdmicas ndo sdo
biodegradaveis completamente e o0s metais sdo
desprovidos da capacidade de biodegradacéo, limitando
0 seu uso em engenharia tecidual. J& os polimeros tém
recebido grande atencdo devido ao seu amplo uso em
engenharia, pelos controles em seu processo de
fabricacdo e capacidade de serem degradaveis por
completo. Os polimeros sintéticos biodegradaveis
incluem os poliésteres, o0s policarbonatos, 0s
polifumaratos e os policaprolaticos [9]-[11].

Os poliésteres como o acido poliglicélico (PGA), o
acido polilatico (PLA) e o copolimero dos é&cidos
polilatico e poliglicolico (PGLA) sdo comumente
usados em engenharia tecidual [10].

Objetivos
Objetivo geral

Analisar se 0 método de avaliagdo a partir de Mi-
croscopia Eletrnica de Varredura e sob Perfildmetria
3D sem contato a estrutura superficial do biomaterial
sintético a base de Hidroxiapatita no que se refere as
caracteristicas macro e microestruturais em escalas a
partir do nivel nanémetro/milimetro, sendo que estas
caracteristicas podem ajudar a determinar o qudo bem o
andaime cumpre funcBes mecénicas e bioldgicas, para
assim candidatd-lo ou ndo como objeto de estudo na
area de arcaboucos tridimensionais em engenharia teci-
dual. Indicagdo esta, ndo fornecida pelo fabricante.

Objetivos especificos

Analisar o biomaterial sob: 1- Microscopia Eletroni-
ca de Varredura (MEV): a) O tamanho e orientagdo dos
poros; b) Tamanho médio dos poros numa escala macro
e micrométrica, ¢) Presenca de interconexdes entre 0s
poros. 2- Perfildmetria 3D sem contato (PSC): a) A
densidade da distribuicdo dos poros; b) Perfil de rugosi-
dade do material.

Materiais e métodos
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Em ambiente livre de contaminacdo, poeira e umi-
dade, foram selecionadas duas amostras do biomaterial
em bloco com tamanho de 05mm?,

Foi avaliada uma superficie de cada bloco, totali-
zando duas faces do material, com o objetivo de avaliar
n=02 superficies na mesma medigao.

A metalizacdo foi feita em Ouro no Metalizador
Q150R ES da fabricante Quorum por 8 segundos sob
vécuo, para a analise foi utilizado o Microscépio Ele-
trénico de Varredura EVO MAS 15, da fabricante
ZEISS com tensdo EHT de 20.000 kV, distancia de
trabalho WD de 11.0 mm, sob baixo vacuo e em magni-
ficagbes de 200, 500, 10.000, 20.000 e 40.000 vezes sob
temperatura ambiente de 18°+ - 1. Um exemplo pode
ser observado na fig. 1.

o UTrer
Figura 1 - Mostra o resultado da analise sob MEV com magnificacéo
de 500 vezes do biomaterial e a medi¢do de seus macroporos.

=58
I 50 %

i WO =116 "

Os dados da superficie foi avaliada também pela
medicdo de pardmetros de rugosidade 3D, realizadas
empregando um Perfildmetro sem contato 3D Talysurf
CCI - Lite (Taylor Hobson) do Laboratério de Metrolo-
gia e Qualidade da UTFPR usando uma ampliac&o Gtica
de 05X, a investigacdo experimental compreendeu um
total de duas medicdes, sob temperatura ambiente de
19,7° C.

Resultados e discusséo

A microscopia eletrdnica tem sido uma ferramenta
de trabalho utilizada pelos pesquisadores em varias
areas de estudo, pois ela abrange um conjunto de técni-
cas que possibilitam a caracterizagdo da morfologia do
material, composi¢do quimica e determinacéo da estru-
tura atdmica, tanto de metais, ceramicas e polimeros,
como de espécimes bioldgicas.[16]

Sob uma imagem com ampliagdo de 500 vezes do
MEV em nosso objeto de estudo podemos observar a
conformagdo dos macroporos na forma circular e cons-
tante em toda a superficie da amostra, também quando
avaliada uma area de 17,5mm? aleatoriamente selecio-
nada das amostras mostra que a quantidade de oito po-
ros e seus didmetros variados, sendo calculado seu dia-
metro a partir do software da propria fabricante ZEISS
conforme a fig. 1. Foi observado também a presenga de
interconexdes entre 0s poros em 50% dos mesmos e
quando avaliado o tamanho dos poros em uma escala
micrométrica, observamos valores prdximos aos relata-
dos em literatura.[14]

Os resultados nos mostram um tamanho médio dos
poros da amostra 1 de 0,437+/-0,119mm? e de 0,433+/-
0,065mm? para a amostra 2, nos mostrando resultados
favoraveis, Fig. 2. Sendo que Liu et. al (2007) relata
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valores ideais para a avaliagdo microporos/macro de um
biomaterial em bioengenharia varia entre 200um a 1mm
respectivamente [14]. Vassilis Karageorgiou em 2005
relata requisitos minimos para o tamanho de poro a ser é
considerado ~ 100 pm, devido ao tamanho da célula,
migracéo e de transporte. No entanto, tamanhos de poro
> 300 um sdo recomendadas devido ao aumento da
formacdo de novo tecido dsseo e a formacao de capila-
res em seu interior [17].

Source DF 55 M5 F 3
Factor 1 0,00656 0,00656 0,71 0,414
Error 14 0,12967 0,00926

Total 15 0,13621

5 = 0,09624 R-5g = 4,82%

R-5g{edj) = 0,00%

Indiwvidual 35%
Pooled StDev

CIs For Mean Based on

Mean StDev
0,47387 0,11933 { * )
0,43338 0,08547 | * )

Level n
Pmostra 1 8
Pmostra 2 8

0,400 0,450 0,500 0,550

Figura 2 - Mostra a analise de variancia das médias com 95% de intervalo de

confianga.

A porosidade, o tamanho dos poros e a forma e a
interligacdo dos poros € muito importante, ja que de-
sempenha um papel importante na promog¢do da migra-
cao celular, a ponte celular, vascularizagdo e crescimen-
to interno de tecido novo [18].

Outros estudos sugerem a porosimetria por intrusdo
de mercurio em arcabou¢os 3D, mas o estudo pode se
tornar mais oneroso [19].

Para uma correta interpretagdo do perfil de rugosi-
dade do material a partir da analise da Perfilébmetria 3D
sem contato e obter dados confidveis com as medicGes
realizadas, sera necessario um novo estudo para desco-
brir o motivo da imperfeicdo das medicdes e a grande
quantidade de “ruidos”, tal fato pode ser explicado de-
vido a irregularidade tridimensional da superficie do
material ultrapassar a faixa de medicéo do Perfildbmetro
sem contato 3D Talysurf CCI — Lite (Taylor Hobson).

Portanto faz-se necessario mais estudos junto ao
equipamento/Biomaterial.

Conclusao

Sob as analises do MEV o biomaterial estudado for-
nece dados iniciais importantes como o tamanho médio
dos macro e microporos, sua interconectividade de po-
ros, caracterizando assim a permeabilidade do biomate-
rial, confirmando a compatibilidade do mesmo com o
padrdo-ouro relatado em literatura. A avaliagdo com
MEV parece ser uma proposta de avalia¢éo inicial efi-
caz sua aplicacdo no estagio pré-pesquisas in-vitro e in-
vivo, evitando gastos desnecessarios com animais sacri-
ficados e méo de obra desperdigada, enfatizando assim,
a ética e responsabilidade profissional em pesquisas
cientificas.

Quanto a analise do Perfildmetro 3D sem contato,
serdo necessarios mais estudos e ensaios sobre a aplica-
bilidade do mesmo neste tipo de superficie e obtencédo
do perfil de rugosidade da superficie das amostras.

Para trabalhos futuros, as sugestfes deixadas basea-
ram-se nas dificuldades observadas ao longo deste tra-
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balho e na necessidade de melhorar os métodos de ava-
liagdo do material selecionado tanto sob MEV quanto
PSC.
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