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Apresentacao do IPT

O IPT

® Uma das primeiras instituicoes
de P&D&I aplicados no Brasil

® Sociedade An6nima, cujo socio
controlador é o Governo do
Estado de Sao Paulo, por meio
da Secretaria da Fazenda




Nucleo de Bionanomanufatura

Apresentacao do IPT

LPP - Lab. Processos Quimicos

e Tecnologia de Particulas
Nanotecnologia e processos quimicos
avancados

LBI - Laboratério de

Biotecnologia Industrial
Desenvolvimento e caracterizacao de
solucdes biotecnoldgicas

LMI - Lab. de Micromanufatura
Miniaturizacao e intensificacao de
Processos e desenvolvimento de
sensores e atuadores.

*
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Nanotechnology in Medicine -

Application

Drug delivery

In vitro diagnostics
In vivo imaging
Therapy techniques
Biomaterials

Tissue engineering
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Engenharia Tecidual

Campo interdisciplinar que aplica principios da

engenharia, biologia e ciéncias da vida para o

desenvolvimento de substitutos bioldgicos que
possam manter, restaurar ou melhorar a fun¢ao de

orgaos e tecidos

LANGER e VACANTI 1993.
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Engenharia Tecidual

s Década de 80: O termo era associado a proteses e
dispositivos de manipulacao cirurgica de tecidos;

s Em 1991: Primeiro registro do termo como ele é
atualmente reconhecido, citado no artigo “ Tissue
Engineering”;

s Em 1994: Tissue Enginieering Society International
(TESI) e Tissue Enginieering and Regenerative
International Society

(TERMIS).

CHANG, GUPTA 2010 1ptC



Engenharia Tecidual

Estratégias (Langer e Vacanti, 1993)

— T

Uso de
moléculas que
induzem ao
tecido

Isolar células ou
substituir
células

Adesdo de células
na matriz ou nas
proximidades

Terapia celular em

Scaffold
promove adesao
e fixacao das

células lpt"

.apllcado e[n Promover diversos efeitos
diversos orgdos, sobre as células

tais como pulméo, (crescimento, sobrevivéncia,
figado e baco migragdo e novo tecido.



Engenharia Tecidual

Scaffold de
biomateriais

CIDUA

Fatores de
crescimento
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Engenharia Tecidual

“Criar construcdoes de tecidos que possam ser

usadas para restaurar, reparar ou substituir tecidos

danificados”
v Alternativa para transplante;

v Melhoria da qualidade de vida.

10
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Engenharia Tecidual

Regenerac¢ao Tecidual

Adsorcao da biomolécula -> interacao celular -> reacao tissular e
integracao

} s
P -Q \ g Proteina
e _‘5
Biomaterial

v e : I/-’_;\_"E\E
-Jﬁ M - :‘\9’ a

SOOI N E :> S

% N— - {;5/ -

_\\:\3‘; > —N * Bioreator ou in situ
— Células
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Células

Diferentes caracteristicas;

Origem autdgena,

alogénica e xenogénica;

s Progenitoras;

células sanguineas

células musculares

s Autorenovadoras;

b OO s Embrionadrias: se diferenciam
célula-tronco

OO em outras células;
% 12
AT vason saninecs » Adulta: mantém e repara ’

1pt
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Engenharia Tecidual

Fator de crescimento
Sao proteinas que se ligam a receptores celulares
induzindo a proliferacao /diferenciacao celular ou a
excrecao e producao de tecido

PDGF i Fator de crescimento derivado E Mitégeno, quimiotdfico, promove a
' da plaqueta ' angiogénese, ativa o TGF B

_______________________________________________________________

! i Promove a formagdo da matriz extracelular,

PR P a P =P L é % 0 o000 O 05 TGF ! Fator de crescimento i sintese de colageno e elasting, proliferacio
SN el , e diferenciacdo celular

______________________________________________________________________________________________

Promove a proliferacéio de fibroblastos, célula

1 - 0 . -
FGF ! Fator de crescimento fibroblastico |  endofelial e esimula a angiogénese.
i Importante nas lesées musculares e tendinosas

’ IGE E Fator de crescimento semelhante :  Proliferagao e diferendiagao celular.
m\m o 00O a insulina 1+ Importante na formagao dssea
B e e e B R e B e s e e e s S s

Mitégeno, promove a reepitelizagdo e
sintese de colageno. Importante no
! : s : :
EGF . Fator de cresaimento epitelial i« tratamento de feridas, tratamento de
i i pele e lesGo na comea

I.i;,’li:ﬁ,liII--‘Itll=n_

R N VEGF ' Fator de crescimento do endo- E Angiogénico (vascularizagdo), diferenciagdo
[ Cell adhesbon substrate ' teho vascular ' celular e sintese de colageno.
A00  Cell adhesion ligands ! .
Y Cell adhesion receptars

*
Recrutamento celular realizado por 1Dt
, . L. . CASAGRANDE, 2008
proteinas aderidas na superficie do material




Scaffold

Estrutura 3D que direciona o crescimento das
células aderidas.

Requisitos:

Suporte estrutural; Esquema de interacao célula e biomaterial

Biocompativel;
Bioreabsorvido;

Nao citotdxico;

Reprodutivel;

calls s caffald bioactive

Poroso. factars

Its e - g e ered
construct



~ Medicina regenerativa

P Regeneragao
e Y oo )

Células

2 .

Regeneraca '
o tecidual Regeneration of large bone defects by bone substitute materials
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Biomateriais utilizados construcao scaffold

Poliméricos: Poli (acido lactico) (PLA), Poli (€E-caprolactona )
(PCL), Poli (hidroxibutirato) (PHB), Colageno, Acido

Hialuronico.

 Ceramicos: Biovidro, Hidroxiapatita, Trifosfato de Calcio (

TCP).

 Metalicos: Titanio, Tantalo, Magnésio.

-~

1pt
 Compositos: PLA e AH, colageno e AH, PCL e gelatina P



- Modelos de scaffold

Arquitetura do scaffold: Estrutura flexivel e porosa
Nanofibras poliméricas

Obtido por: Eletrofiacao

llustracdao esquematica do processo de eletrofiagao Nanofibras de PCL e gelatina compésitol tp

( ZHANG et al 2007)



- Modelos de scaffold

Arquitetura do scaffold: Estrutura rigida e
porosa
Obtido por: Impressao 3D

Aplicacao: Regeneragao dssea

Cilindro guia Filamento de material

Bico extrusor

Alimentador
de matarial

Base do suporte

Plataforma

llustracdo esquematica do processo de impressdo 3D

Arcabougo de hidroxiapatita

( LEUKERS et al 2005)



Modelos de scaffold

Arquitetura do scaffold: Estrutura
maleavel e porosa

Obtido por: Liofilizacao

Aplicagdao: Regeneracao de tecidos

moles, cartilagens

=> Cungelamento:> Liofilizador :D Membrana porosa

sublimacio

llustracdo esquematica do processo de obtencdo de scaffolds por
liofilizacdo

( GUARINO et al 2012)

Arcabouco de Poli ( etileno glicol)
diacrilato ( PEGDA) para tecido
osteocondral e disco invertebral

1pt



Modelos de scaffold

Relacionar propriedades do biomaterial utilizado e estrutura

do scaffold com as respostas teciduais esperadas

e |dentificar variaveis importantes e investigar

COMO a topografia, composicao quimica ou propriedades
mecanicas PODEM INFLUENCIAR a ades3o, viabilidade celular

e formacao de tecido ?

1pt



Producao de Nanofibras

Meétodos de fabricacao de nanofibras

Processo Laboratorio/ Facilidade de | Vantagens Limitacoes
Industrial processo
Self assembly Lab Dificil * Atinge fibras com diametro * Obtencao de fibras curtas (<lmicron)
bem pequeno (5-8nm) * Baixo campo
* Fabricacao direta da matriz
* Limitado a poucos polimeros
Separagao de Lab Facil *Propriedades mecanicas * Baixo campo
fases adaptaveis, tamanho de * Fabricacao direta da matriz
poro, interconectividade | * Limitado a poucos polimeros
*Reprodutibilidade lote a lote
E]etrofiag{uj Lab/Industrial | Facil *Rentavel * Uso de solventes organicos

*Nanofibras longas continuas

*Producao de fibras alinhadas
e orientadas

*Propriedades mecanicas,
tamanho, forma

*Varios polimeros podem ser
usados

* Nao ha controle da estrutura de poros
3D

1pt




Producao de Nanofibras

Por que as nanofibras tem alto potencial para diferentes
aplicacoes?

s Area especifica elevada (1 — 100 m?/g)

s Alta porosiade (ap. 90 %)

s Pequenos tamanhos de poros

s Controle do diametro das fibras

s Material leve e flexivel

s Flexibilidade na funcionalizacao das superficies

1pt



- Produgao de Nanofibras

1pt



Producao de Nanofibras

Uso de agulha simples ou monoaxial

Uma alta tensao é aplicada na ponta da agulha / capilar o qual
contem a solucao polimérica com uma tensao superficial
especifica. Um gota é formada na ponta do capliar (conhecida
como cone de Taylor) e encontra-se carregada e induz acumulo
de carga na superficie. Esta gota se deforma até formar um jato
que se move na dire¢ao do coletor com simultanea evaporacao
do solvente formando uma fibra / membrana. O coletor das fibras
encontra se aterrado para favorecer a eje¢ao do jato carregado na
direcao do coletor (Zanin et al. 2011).

1pt



Producao de Nanofibras

Monoaxial

pt



Producao de Nanofibras

Coaxial

Solucao Polimérica +
ativo (""core'")

Solucao polimérica
Shell

Fonte de alta tensao




Producao de Nanofibras

L_ 10O

Electrospinning

Clakuancmmuas

Solucio Polimérica
+ ativo

N

CHOR

Electrospray
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Processo de Eletrofiacao

Equipamento escala laboratorial do NREL (USA)



Electrospinning

g 00k

D Shig 018
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Processo de Eletrofiacao

Nanospinner 24-XP

Equipamento escala piloto em fase de aquisi¢ao pelo Bionano - LPP E

1pt



Processo de Eletrofiacao

s Multi-spineret : Sistema com varias agulhas ou capilares




Polimeros aplicados em processo de
eletrofiacao

Tipo de Polimero
Polimero

Polimeros

naturais

Polimeros
sintéticos

Fibroina de seda

Quitosana

Gelatina

Colageno

Fibrinogénio

PCL

PLA
PVA

Acido Férmico
Acido acético,
TFA

Acido acético
HFIP

(Hexafluorisopropa
nol)

HFIP

Cloroformio / DMF,
Acido acetico

DCM
Agua

1pt



Polimeros aplicados em processo de
eletrofiacao

Tipo de Polimero
Polimero

Polimeros
sintéticos

PGA Agua

PEO Agua

1pt



Degradable periods of synthetic
polymer

Degradation Hidrophobicity
period
Polycaprolactone (PCL) > 20 months  Hydrophobic
Poly L-lactic acid (PLLA) 20 =60 Hydrophobic
months
Polydioxanone (PDO) 6 months Hydrophilic
Polyglycolic acid (PGA) 1=4months v drophilic

Poly (lactic-co-glycolic acid) PENEITTN Depend of PLA and PGA
(PLGA)

compositions. Increase of PLA =>

less hydrophilicity

-
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Efeitos dos parametros de processo na
eletrofiacao

Parametros da Solucao

Parametros de Processo

Parametros do Ambiente

1pt



Caracterizacao fisica / Fisico Quimica de
Nanofibras

s Morfologia (SEM)

s Analise térmica (DSC e TG)

s Espessura

s Identificacdo de grupos funcionais (FT-IR)

s Resisténcia mecanica

s Determinacdo do Angulo de contato (hidrofébico / hidrofilico)

s Tamanho de poro, distribuicao dos tamanhos de poros, porosidade
s Espectroscopia por energia dispersiva de raios X (EDS)

s Determinacao do ativo incorporado na nanofibra

s Determinacao do perfil de liberacao do ativo

s Estudo de permeacao cutanea do ativo incorporado na nanofibra (uso
da Célula de Franz)

1pt



Caracterizacao biolégica de Nanofibras

Critérios para selecao do teste de avaliagao toxicolégica de dispositivo biomédico — ISO 10993-1

ISO 10993-1

Dizpositivo Biomédico categorizado por:

Efeito Bioldgico
Hatureza do contato no conpo
Duragio do contato
A = limitado
(= 24H) u
B = prolongado :E g g -
Categoria Cornitate (=24h a 30 &) : § i - g
Copemaneteme | = | o |F |G| F| |3
{>30d) g3 o
; 5|3 £ 8
£ |4 g =
AR s | 2] 3
Ll i E 2 2 £ g ;|:III
A X X X
B X X X
c X X X
A X X X
Superficie do dispositiva | Membrana da mucosa B X X X
c X X X X X
A X X X
Modificacdo ou
compromaetimento da B X X X
superficie - " % "
A X X X
Fluxo sanguineo, indireto | B X X X
c X X X x X
A X X x X X
Dispositivo de -
T Tecidolossoidentina B X X X X X X
c X X X X X X
A X X X
Cinculagio sanguinoa B X X X X x X
c X X X x X x X
A X X X
Tecidolosso B X X X x X X
oi v imolantivel c X X X x X X
L ] wal
pos i A i W i u o o
Sangue B X X X X X X
c X X X X X X

1pt



- Exemplo de arquitetura de nanofibra

-,
Fonte: COSTA, Rodrigo G. F. et al . Eletrofiagado de Polimeros em Solugao: parte |: fundamentagao -I t
Tedrica. Polimeros, Sao Carlos, v.22,n. 2, p. 170-177, 2012. D



- Exemplo de arquitetura de nanofiber

00—

-,
Fonte: COSTA, Rodrigo G. F. et al . Eletrofiagao de Polimeros em Solugao: parte |: fundamentagao -I t
Tedrica. Polimeros, Sao Carlos, v.22,n. 2, p. 170-177, 2012. p



- Exemplo de arquitetura de nanofibra

. PVA electrospun with a feed rate of 2
PVA electrospun with a feed rate of 2.5 mL/h
and tenpsion of 11kV . SEM 3500x. mL/h and tension of 22 kV. SEM 3500x -

1pt



- Exemplo de arquitetura de nanofibra

IPT Quanta 3D FEG

PVP/PMMA electrospun with a feed rate of
1.7 mL/h and tension of 12.5kV . SEM
5000x

PVP/PMMA electrospun with a feed rate of
1.7 mL/h and tension of 12.5kV . SEM
75000x

-

1pt



Exemplo de arquitetura de nanofibra

; | ‘l i i

S

| HY | WD |mag @ |mode| pressure | _ 10 r ' ; HY | WD |mag @ |mode| pressure 4pm
20.0 kv 108 mm| 5000x | _SE_|358e-4Pa IPT Quanta 3D FEG 4120.0kV|10.8 mm|12500x| SE |3.58e-4 Pa IPT Quanta 3D FEG

PVA:active electrospun with a feed rate
of 1.0 mL/h and tension of 12kV . SEM
125000x

PVA:active electrospun with a feed rate of
1.0 mL/h and tension of 12kV . SEM 5000x

*
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R Funcionalizagao das fibras | ..:*
o~ T

Biocompatible nanofibers

> @ —

Plasma or wet
chemical treatment

Electrospun nanofibers Functionalized Surface \

\
\ . ___!_/ Biologically or
r ,:74 therapeutically
{ functionalized
Induced by e nanofibers
plasma or °
radlatlon
|
. I [ ]
Monomer o® " Bioloai
o » » Biologically or
Electrospun nanofibers Surface graft Immobilization of therapeutically
polymerization protein, enzyme, functionalized
growth fator, drug nanofibers
C Biologically or D
therapeutically
functional agents
oo,
????????? I = .‘:’.‘
EIXIIIIIIE ‘
w Electrospinning Surface orientation T Shell polymer
Core polymer
] Coaxial Electrospinning ®Biologically or
Blend solution therapél.ﬂﬁly

functional agents



Desafios na construcao do Scaffold

Achille's Hill of tissue engineering:
production of scaffolds for
biological applications

http://www.mdpi.com/2079-4983/3/4/799/htm




Desafios na construcao do Scaffold

v Vascularizacdo dos tecidos construidos
v' Alinsercao precisa de diferentes tipos celulares em scaffolds 3D poroso

v O tipo de material de construgcdo, o qual pode interferir na diferenciagao
celular quando adesao de celulas tronco

v’ Biodegradabilidade dos materiais / polimeros

v' Tempo de degradacao do material compativel com o tempo de regeneracao
do tecido alvo

1pt



Desafios na construcao do Scaffold

v A escolha do polimero e solvente no processo de eletrofiacdo sao
determinantes para a aplicagao fim, considerando que o polimero possa
ser eletrofiado e o solvente residual ndo seja um contaminante para
produto final.

v Embora esta tecnologia aparentemente seja simples, o ajuste do
processo necessita ser considerado para cada polimero empregado e
um estudo rigoroso das variaveis de processo deve ser feito.

v/ Custos altos das biomoléculas e dos kits de quantificacdes das
biomoléculas.

1pt



Estudo de caso empregando Nanofibras
como Scaffolds no IPT

pt
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NH, z NH, NH,
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COOH COOH COOH COOH COOH COOH COOH COOH

Vanessa Tiemi Kimura (MSc.) Supervisors:
Dra.Wang Hui (EPUSP) /

Dra. Maria Helena Ambrosio Zanin
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Mechanical tensile
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Wettability
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Case studies of Scaffold at IPT

ZANIN, M. H. A; KIMURA, V. T ;
SANT'ANNA, D. A. . Fabrication of Graphene
oxide-PLGA hybrid nanofiber for tissue
engineering application'. In: 27th Assembly of
Advanced Materials Congress, 2019,
Stockholm. Abstracts.... Stockholm: |AAM,
2019. p. 186-187.
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Dra. Maria Helena Ambrosio
Zanin

mhzanin@ipt.br
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