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Abstract — A engenharia tecidual é um campo
interdisciplinar voltado para desenvolvimento de estruturas
bioldgicas que restaurem, mantenham ou melhorem funcdes
teciduais. Dentre os componentes necessarios para isso, ha os
arcaboucos tridimensionais, estruturas criadas para suporte
inicial das células e consequente formagéo de um tecido. Para
avaliagdo do desempenho do arcabouco, é importante analisar
caracteristicas microestruturais como a porosidade, a
interconectividade e o tamanho dos poros. Algumas técnicas
como a microscopia eletronica de varredura (MEV),
picnometria e porosimetria de mercurio, ja vem sendo usadas
para caracterizar os arcaboucos. Todavia, alguns estudos
mostraram a microtomografia computadorizada como padréo
ouro para extrair informacdes detalhadas sem danificar a
amostra em estudo. A Microtomografia Computadorizada de
Raios X (microCT) é uma técnica ndo invasiva e apresenta uma
alta resolucdo, contribuindo para andlise e visualizacdo
tridimensional interna de varios tipos de amostras. Devido a
essas vantagens, diversos pesquisadores vem estudando a
microCT como técnica para caracterizacdo de arcabougos para
engenharia tecidual, visando obter informagdes mais apuradas
a respeito da porosidade dessas estruturas, que irdo influenciar
diversos fatores como o desempenho bioldgico e as propriedades
mecanicas das mesmas. O objetivo do trabalho consiste em
apresentar a microCT como ferramenta de caracterizacdo de
arcaboucos para engenharia tecidual e compara-la com outras
técnicas utilizadas atualmente. Verificou-se que a microCT vem
sendo utilizada na area para andlises qualitativas e
guantitativas, principalmente por conseguir visualizar poros
cegos e area da secdo transversal, sem utilizar elementos tdxicos
ou sem destruir a amostra. Existem algumas desvantagens, que
seriam pouca capacidade de absorcao de raios-x em amostras de
baixa densidade radiografica. No entanto, apesar do crescente
interesse em utilizar essa técnica, é possivel perceber que muitos
pesquisadores ndo a dominam por nado ter relatérios com
detalhes importantes sobre varios parametros da
microestrutura e da utilizagdo correta da microCT. Concluiu-se
gque a caracterizagdo de arcabougos por microtomografia
computadorizada é wuma 4&rea que ainda estd em
desenvolvimento e com acesso limitado, porém vem ganhando
destaque e tende a se tornar mais procurada e usada entre 0s
pesquisadores para aplicacdo na engenharia tecidual.
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l. INTRODUCAO

Segundo Langer e Vacanti, a engenharia tecidual pode ser
definida como um “campo interdisciplinar que aplica
principios da engenharia e das ciéncias bioldgicas para
desenvolvimento de estruturas bioldgicas que restaurem,
mantém ou melhore fun¢Bes teciduais” [1]. A engenharia
tecidual tem como caracteristica a utilizagdo de uma triade
composta por arcaboucos tridimensionais, células e
sinais/estimulos.
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Os arcaboucos sdo usados como matrizes extracelular
artificiais, que fornecem um suporte inicial para as células.
Eles podem ser fabricados a partir de materiais
bioabsorviveis, pois devem se degradar a medida que o novo
tecido é formado, e tais materiais podem ser polimeros,
ceramicas, metais ou compasitos. Na escolha do material e da
técnica utilizada para fabricar um arcabougo para uma
determinada aplicacdo, € preciso levantar caracteristicas
mecanicas, quimicas e morfolégicas desejadas.

Um dos principais requisitos morfoldgicos, comum a
todas as aplicacdes, é a porosidade, visto que a transferéncia
de nutrientes e oxigénio, a remocao de residuos pelas células
e proprio crescimento tecidual ocorrem por entre os poros.
Idealmente, esses poros devem ser interconectados, para
permitir o crescimento tridimensional do tecido e sua
vascularizacdo. Além disso, o tamanho adequado e uma
grande darea superficial costumam favorecer a adesdo e
proliferacao das células.

Para o estudo da porosidade de um arcabouco, o ideal é
utilizar equipamentos e técnicas que consigam extrair o
maximo de informacGes sobre a morfologia, sem danificar ou
alterar a amostra. Dentre as técnicas utilizadas, as mais
comuns sdo a microscopia eletrénica de varredura (MEV),
porosimetria de mercurio, picnometria e a microtomografia
computadorizada de raios-X.

Apesar de existirem vérias técnicas disponiveis, a
caracterizagdo de arcabougos poliméricos € particularmente
desafiadora por eles serem normalmente muito deformaveis.
A Microtomografia Computadorizada de Raios X (microCT)
€ uma técnica muito interessante nesse sentido, pois ela
possibilita a analise de milhares de planos/secoes
microtomograficas e visualizagdo tridimensional interna do
material a ser estudado. E um equipamento que utiliza os
mesmos principios da tomografia hospitalar, entretanto, em
pequena escala e com aumento exponencial da resolugéo [2].

Diante do exposto, o artigo em quest&o tem como objetivo
apresentar a microCT como técnica para caracterizacdo de
arcaboucos, explicando as principais vantagens e
desvantagens e comparando com outras técnicas utilizadas
por pesquisadores.

Il.  CARACTERISTICAS MICROESTRUTURAIS
RELACIONADAS A POROSIDADE

A. Descricéo qualitativa de um sélido poroso

Para ser poroso, 0 material deve conter cavidades, canais
ou intersticios, todavia é importante estar atento quanto as
distincOes referentes ao tipo de poro, para melhor classificar o
material poroso e evitar possiveis ambiguidades.

Os poros podem ser classificados de acordo com o qudo
acessiveis eles sdo a um fluido externo. Na figura 1, o poro a



é um poro fechado, inacessivel a um fluido e totalmente
isolado dos seus vizinhos. Esse tipo de poro influencia
propriedades como densidade, elasticidade, resisténcia
mecanica e térmica e condutividade. Em contrapartida, ha os
poros abertos, com um canal navegavel que se comunica
externamente, como € o caso de b, ¢, d e f. Os poros abertos
podem ser classificados também como poros interconectantes
e poros cegos. Os poros interconectantes, que comegam em
um local e terminam em outros sdo mostrados no percurso c-
e-Cc ou c-e-d. J& os poros cegos, como b) e f), estéo abertos para
a superficie apenas em uma das extremidades. A regido g
também ¢é definida como poro cego, embora seja chamada de
rugosidade da superficie [3].

Na engenharia tecidual, poros fechados e cegos
prejudicam o crescimento em profundidade do tecido e
também impedem a circulagdo de nutrientes e metabdlitos e
excretas. Por esse motivo, o ideal é que os poros de um
arcabouco tenham alta interconectividade.

c

Figura 1: Segdo esquematica transversal de um sdlido poroso.
Fonte: adaptada de [3].

B. Descricdo quantitativa de estruturas de poros

A porosidade é definida como a fragdo ¢ do um volume
especifico de uma amostra que é atribuido aos poros € =V, /
V. Essa proporcdo ird depender do método usado para
determinar o volume especifico aparente V, e do método
usado para avaliar o volume especifico de poro V,. Alguns
métodos fornecem maiores informacdes sobre poros abertos,
outros avaliam tanto poros fechados como os abertos. Além
disso, a técnica escolhida para a medicdo também pode
influenciar o valor do volume do poro medido. Portanto, o
valor de porosidade pode depender do material e 0 método
experimental utilizado.

Além da porosidade, é possivel determinar a éarea de
superficie especifica, indicada como a é&rea da superficie
detectada por unidade de massa do material. Ndo diferente da
porosidade, o valor da area também depende do método
utilizado para a medic¢éo, e de outros fatores como condigdes
experimentais empregadas. Medir a superficie e o tamanho
dos poros é um desafio enfrentado ao analisar a
microestrutura, visto que as formas dos poros geralmente séo
irregulares e variaveis. Na maioria das aplicacbes, a menor
dimenséo é referida como a largura do poro e para realizar a
classificacdo do tamanho desses poros, alguns autores
adotaram os seguintes parametros [3]:

e Microporos: largura <2 nm
e Poros médios: 2 nm < largura <50 nm
e Macroporos: largura > 50 nm

Levando tais parametros descritivos em consideracdo, um
arcabouco ideal deve ter alta porosidade (porém sem que isso
comprometa 0 manuseio da amostra ou as propriedades
mecanicas desejadas), elevados valores de area superficial,
gue tendem a favorecer a adesdo e proliferacdo celular, e um
tamanho de poro adequado a aplicagdo desejada. Portanto, o
levantamento dessas caracteristicas é de extrema importancia
na area de engenharia tecidual. Como diferentes técnicas,
baseadas em diferentes principios fisicos, podem fornecer
informagdes diferentes e também podem causar influéncias
nas medigdes, é preciso conhecer bem as opcbes e saber
adequar a escolha ao material utilizado e a aplicacdo desejada.

I11. PRINCIPAIS TECNICAS PARA CARACTERIZACAO DE
POROSIDADE

A. Microscopia eletrbnica de varredura

Este equipamento utiliza um feixe de elétrons focalizado
para varrer a superficie da amostra, de tal forma que a
interagdo com a matéria gere informacdes sobre a morfologia
e a composi¢do quimica do material. Trata-se de uma das
técnicas mais utilizadas para caracterizagdo de arcaboucos
atualmente, dada a qualidade da resolugdo da imagem gerada,
e a variedade de informagdes que pode ser obtida. Todavia,
para a analise interior do arcabougco, é necessario secciona-lo,
podendo ocorrer uma compressdo desnecessdria e
ocasionando efeitos de borda na arquitetura que podem
comprometer os resultados. Essa desvantagem impossibilita
0 uso da estrutura para os outros testes. Além disso, alguns
estudos também mostraram que em alguns arcaboucos
fabricados com a técnica de FDM (Fused Deposition
Modeling), ndo é possivel obter uma anélise mais completa
da amostra [2], [4] .

B. Porosimetria por mercurio

Esta técnica é muito conhecida e usada para estudar
materiais porosos através da insercdo de mercurio, um liquido
ndo umectante e que entra nos espagos dos poros apenas por
pressdo. A técnica consiste em introduzir a amostra em um
penetrdbmetro com evacuacdo de gas enquanto o fluxo de
merclrio o percorre. Durante esse processo, a pressao
ambiente é aplicada e a amostra é envolvida por mercurio, ou
seja, a pressao necessaria para introduzir mercurio dentro da
amostra é inversamente proporcional ao tamanho dos poros.
Por utilizar pressdo, ela também ndo é indicada para materiais
altamente compressiveis, como é o caso de arcaboucos
poliméricos. Além disso, é uma técnica perigosa e
destrutiva, visto a toxicidade do mercdrio, e a necessidade de
ter  instalagbes  especializadas  para  realizar a
descontaminagdo da amostra [2].

C. Picnometria

Picnometria ¢ uma técnica que determina a densidade
através da medigdo precisa do volume de solidos. Apesar de
ser reconhecido como dispositivo para medir densidade de
solido, também mede o volume por meio do célculo da
relagdo entre massa e volume. A massa é medida por
pesagem, e o calculo do volume é feito medindo a alteracéo
na pressdo experimentada pelo fluido em virtude do
deslocamento do mesmo pela amostra em estudo. No entanto,
a técnica ndo consegue contabilizar poros fechados, e por isso
ndo é possivel obter certas informacgBes. Visto suas



limitacdes, é necessario a juncdo de outra técnica, como
microCT, para obter resultados mais satisfatdrios [2], [5], [6].

Uma alternativa as técnicas descritas € a microCT. Em
estudos recentes, pesquisadores empregaram essa técnica na
avaliacdo dos arcabougos e notaram algumas vantagens
comparada as técnicas anteriores. Dentre as vantagens da
microCT, destacam-se a auséncia de compressao, destruicdo,
corte e uso de produtos toxicos na amostra durante o processo
de aquisicdo das imagens e a habilidade de gerar uma
avaliagdo mais conclusiva do arcabougo, ou seja, a
apresentacdo de uma maior quantidade de detalhes quanto as
propriedades das amostras [7]-[9].

Diferentes técnicas podem ser combinadas de modo a
alcangar o estudo aprofundado das propriedades dos
arcaboucos. Entretanto, notou-se que a microCT sozinha
pode cumprir potencialmente a funcdo de fornecer um
conjunto abrangente de dados sem destruir a amostra a ser
analisada. A Tabela 1 apresenta as principais informacdes
disponiveis para as principais técnicas utilizadas para
caraterizagdo de arcaboucos.

TABELA 1 - Informagdes disponiveis de acordo com cada técnica.

Técnica Informacoes disponiveis
. . A Forma
Microscopia eletronica de T
Tamanho e distribuicéo dos poros
varredura .
Porosidade
Porosidade

Distribuicéo dos poros

Diametro dos poros

Avrea total da superficie dos poros
Interconectividade

Porosimetria

Volume do poro

Picnometria Porosidade
Forma
. . Tamanho e distribuicéo dos poros
Microtomografia Porosidade

computadorizada 5 x
P Avrea de secéo transversal

Visualizagao de poros cegos
Fonte: Adaptado de [10]

IV.  MICROCT: PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO E ESTADO
DA ARTE

Os ganhadores do Prémio Nobel em fisiologia ou
medicina em 1979, Allan Gormack e Godfrey Hounsfield,
foram os primeiros a desenvolver a tomografia
computadorizada (TC), usada para revelar a estrutura interna
de amostras através de projecdes bidimensionais de
diferentes angulos [2].

A TC é conhecida por ser uma técnica de imagem néo
invasiva, que utiliza raios-X para obter imagens de partes
internas do paciente, produzindo radiografias transversais
que sdo processadas por um computador. A principal
caracteristica que a diferencia da radiografia tradicional é o
fato de fornecer muitas imagens do paciente, em diferentes
orientacOes, sucedendo em um conjunto de projecdes ou
sinogramas. Esse equipamento é capaz de gerar 600 cortes
para serem analisados, enquanto um equipamento de
radiologia digital consegue tirar somente 1 corte. Com uma
resolucdo superior a da TC, a microtomografia
computadorizada (microCT) permite realizar a mesma
operacdo com varios tipos de amostras diferentes. Com a

microCT, é possivel atingir resolucbes (referentes ao
tamanho isotrépico do voxel) que variam entre 400 nm a 70
um [11].

A microCT possui um gerador de raios-X, suporte de
amostras, detector, cAmera CCD (charge-coupled device) e
filtro. Os raios X gerados atravessam a amostra, criando
projecbes de sombra na cdmera do detector/CCD. Tanto a
amostra quanto o detector podem ser girados para obter outra
projecdo. A aquisi¢do da imagem da estrutura completa em
3D depende da rotagdo do equipamento, que pode estar em
180° ou 360°. A Figura 2 ilustra os 5 elementos basicos da
microCT (2).

H

O

Fonte de
Raio-X

Detector g
Suporte da
amaostra

Figura 2 - Elementos basicos da microCT
Fonte: adaptado de [2].

A caracterizagdo por microCT depende de trés processos:
aquisicdo, reconstrucdo e andlise. Antes da obtengdo da
imagem do arcabouco € importante prepara-lo de tal forma
que ele ndo se mova durante o processo, evitando possiveis
artefatos de imagem. ApO6s isso, um software faz a
reconstrugdo das imagens através de algoritmos. A imagem
reconstruida pode ser entdo visualizada e analisada utilizando
softwares como o ImageJ [12].

Este equipamento foi usado pela primeira vez no estudo
da estrutura 6ssea trabecular e dados estruturais puderam ser
extraidos/derivados apés a digitalizacdo das amostras, e
desde entdo vem sendo utilizada para diversas aplicacbes na
drea de engenharia tecidual. Posteriormente, outros autores
utilizaram a técnica para andlise da evolucéo de arcabougos
de o0sso ap6s o implante, j& em outro artigo, a microCT
contribuiu para obtencéo de caracteristicas de 0sso, musculo,
nervo e gordura de ratos. Alguns estudos comparativos
mostram a aplicacdo da microCT para geracdo de imagens de
3D de tecidos ndo mineralizados, com e sem coloragdo de
6smio iodo inorgénico e acido fosfotungstico [13].

O estudo de Cengiz, através de uma revisdo sistematica,
analisou artigos que foram publicados em 2016 e que tinham
como foco de estudo avaliar a microestrutura do arcabouco
usando a microCT. Os autores guiaram sua busca procurando
responder questes como (i) que tipo de dados foram
relatados, se eram quantitativos, qualitativos ou ambos, (ii)
que tipos de resultados quantitativos, ou seja, se dados
morfoldgicos como porosidade, tamanho de poro, espessura
etc. foram relatados no artigo e (iii) se o relatério continha
todas as informagdes necessérias sobre os métodos. Com a
busca, conseguiram filtrar 105 documentos, e analisar que a
microCT foi usada qualitativamente apenas em 15% dos
artigos, 9,5% quantitativamente, e com o restante usando
ambos. Apds analise dos artigos, observou-se a auséncia de



relatérios com detalhes importantes sobre varios parametros
da microestrutura e que influencia diretamente no estudo do
desempenho do arcabougo [12]. Isso mostra que a técnica,
apesar de promissora, ainda ndo é tdo difundida e comumente
ndo é dominada pelos pesquisadores que a utilizam.

Embora possua vérias vantagens para a analise de
arcaboucos poliméricos, a microCT também apresenta
limitacdes que devem ser consideradas antes de ser escolhida.
Uma delas é a pouca capacidade de absorcdo de raios-x em
amostras de baixa densidade radiografica. Em virtude disso,
algumas amostras requerem etapas como coloragdo com
contraste e estabilizacdo para serem obtidos dados completos
apo6s a digitalizacdo delas pela microCT. Na Tabela 2 €
possivel obter os principais desafios e solugdes encontrados
para o processo de caracteriza¢do de arcaboucos utilizando a
técnica de micro CT.

TABELA 2 - Desafios e Solugdes para caracterizagdo de arcabougos com a
micro CT.

Desafios Solugdes

- Preparo adequado da amostra,
com montagem que garanta que
ocorra ndo movimentos durante a
rotacdo do equipamento;

- Treinamento do usuério e
utilizacéo de parametros corretos.

Anrtefatos e ruidos

Caracterizacéo de tecido mole,
amostras muito finas/leves ou
um hidrogel

- Utilizacéo de agentes contraste
ou sondas com alto nimero
atdmico

Comparagéo de resultados da
micro-CT de diferentes estudos
com parametros ndo idénticos

- Protocolo com valores fixos de
parametros

- Como néo é possivel utilizar o
contraste, um filtro pode ser uma
solucdo, mas também afetara o
tempo de aquisicéo.

- A amostra pode ser cortada;

- Adaptacédo do tamanho da matriz
de exibitagdo e/ou tamanho do
pixel

- Ajuste da porgdo representativa
da amostra

Caracterizacdo de amostras
muito densas/espessas

Volume limitado de amostra
para analise Unica

Sobreposi¢des em valores de
escala de cinza em amostras com
varios materiais

- Usar protocolo de segmentacéo
avancgado.

- Mensurar a duragdo da
caracteriza¢do do micro-CT e
requisitos de espaco de em disco.
Fonte: Adaptado de [12]

Manutengdo e compartilhamento
de dados da micro CT

CONCLUSAO

A busca por técnicas que consigam fornecer informagdes
importantes sobre a microestrutura dos arcabougos tem sido
alvo de diversos estudos, visto a aplicacdo dessas estruturas
para regeneracdo de tecidos e 6rgdos.

A caracterizacdo de arcabougos por microCT é uma area
que ainda esta em desenvolvimento e com acesso limitado,
porém vem ganhando destaque e tende a se tornar mais
procurada visto sua vantagem em ndo destruir ou danificar a
amostra durante a caracterizacdo, além da gama de
caracteristicas que é possivel obter ap6s a digitalizacdo da
imagem.
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