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APRESENTACAO

O conhecimento cientifico & extremamente importante na vida do ser humano e
da sociedade, pois possibilita entender como as coisas funcionam ao invés de apenas
aceita-las passivamente. Mediante o conhecimento cientifico é possivel provar muitas
coisas, ja que busca a veracidade através da comprovacgao.

Sendo produzido pela investigacdo cientifica através de seus procedimentos,
surge da necessidade de encontrar solu¢des para problemas de ordem pratica da vida
diaria e para fornecer explicacdes sistematicas que possam ser testadas e criticadas
através de provas. Por meio dessa investigacdo, obtém-se enunciados, leis, teorias
que explicam a ocorréncia de fatos e fendmenos associados a um determinado
problema, sendo possivel assim encontrar solugdes ou, até mesmo, construir novas
leis e teorias.

Possibilitar o acesso ao conhecimento cientifico € de suma importancia para a
evolucao da sociedade e do ser humano em si, pois através dele adquirem-se novos
pontos de vista, conceitos, técnicas, procedimentos e ferramentas, proporcionando o
avanco na constru¢ao do saber em uma area do conhecimento.

Na engenharia evidencia-se a relevancia do conhecimento cientifico, pois o seu
desenvolvimento esta diretamente relacionado com o progresso e disseminacao deste
conhecimento.

Neste sentido, este E-book, composto por dois volumes, possibilita 0 acesso
as mais recentes pesquisas desenvolvidas na area de Engenharia, demonstrando a
importancia do conhecimento cientifico para a transformacéo social e tecnoldgica da
sociedade.

Boa leitura!

Marcia Regina Werner Schneider Abdala
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TECIDOS

RESUMO: Neste trabalho foram desenvolvidos
suportes celulares bioativos e minimamente
invasivos, a partir do poli(acido
coglicélico), PLGA, um polimero sintético
bioreabsorvivel, aprovado pelas agéncias
reguladoras. Esse suporte celular podera ser
usado como modelo in vitro tridimensional
e como substituto para regeneracédo de
tecidos (ex.: pele, cartilagem). Foi utilizada a
tecnologia de eletrofiacdo para producdo de
matrizes fibrosas a partir de solugdes de PLGA
(50:50), dissolvido em 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol (HFIP). As solucdes pré-eletrofiadas
de PLGA foi incorporado o Oleo-resina de
copaiba, um farmaco natural da regiao
amazobnica com comprovadas propriedades
terapéuticas de cicatrizagdo, analgesia, anti-
inflamagcdo e acdo antimicrobiana. Foram

latico-

investigadas as interfaces material/células e
material/tecidos, utilizando scaffolds sem oleo-
resina e com a incorporagcao do olé-resina de
copaiba. Na fase 1 foram realizados testes in
vitro e na fase 2, testes pré-clinicos, a partir
de implantes do material in vivo. Os ensaios
in vitro demonstraram citocompatibilidade dos
scaffolds sem a presenca do Oleo-resina, e
citotoxicidade dos scaffolds incorporados com
o Oleo-resina de copaiba. A imunocitoquimica
dos suportes sem Oleo-resina comprovou
a presenca dos colagenos Tipo | e Tipo lll, o
que indica a deposicdo de uma nova matriz
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extracelular em menos de 6 dias de cultivo. Diferentemente do que ocorreu in vitro,
nas analises histopatolégicas dos implantes intramuscular e subcutdneo em modelo
animal, os tecidos tiveram reac&o positiva na interface com os scaffolds sem e com a
presenca 6leo-resina de copaiba. Além da biocompatibilidade e tolerancia positiva dos
tecidos ao biomaterial, observou-se a biointegracdo entre eles; com maior formagéo
de neovasos nos implantes com 6leo-resina de copaiba. Nao houve qualquer tipo de
resposta inflamatoria cronica, necrose, calcificacdo, tumorogénese, ou infeccéo.
PALAVRAS-CHAVE: electrospinning, microfibras, engenharia de tecidos, ensaios
pré-clinicos, bioimpressao 3D

IMPLANTS OF ELECTROSPUN PLGA SCAFFOLDS INCORPORATED WITH
COPAIBA OLEORESIN (COPAIFERA SSP.)

ABSTRACT: In this work we developed a bioactive and minimally invasive substrate,
from a bioreabsorbable polymer, which is approved by the regulatory agencies, as
FDA. Focus on the application as an in vitro model for three-dimensional cell growth
or as a scaffold for tissue regeneration, such as skin. Using the electrospinning
technique, fibrous matrices were generated from 50:50 poly (lactic-co-glycolic acid)
solutions, PLGA, dissolved in 1,1,1,3,3,3- hexafluoro-2 -propanol (HFIP). The PLGA
pre-electrospun solutions also were incorporated with copaiba oil-resin, a natural drug
from the Amazon region with proven therapeutic properties of healing, analgesia, anti-
inflammation, and antimicrobial action. Firstly, in vitro and later, in vivo assays were
performed, the material/cells, and material/animal tissues interfaces were investigated.
The in vitro assays demonstrated cytocompatibility of the scaffolds without the presence
of copaiba oil-resin, and cytotoxicity of the scaffolds incorporated with the copaiba oil-
resin. With 6 days of in vitro culture, immunocytochemistry tests demonstrated, besides
cytocompatibility, the presence of Type | and Type Il collagens, proving the deposition
of a new extracellular matrix by the cells. About the histopathological analyzes of the
implants, the intramuscular and subcutaneous tissues of the rats reacted positively
to both scaffolds, with and without oil-resin. The scaffolds were well tolerated and
biointegrated into the tissues of the animals, with no chronic inflammatory response,
necrosis, calcification, tumorogenesis, or infection. Therefore, in the animal model, the
fibrous matrices presented high biocompatibility and biointegration. Aiming for future
work, a 3D bioprinter was developed by the group for the production of layer-by-layer
biomaterials, combining the technologies of electrospinning and 3D bioprinter.
KEYWORDS: electrospinning, microfibers, tissue engineering, in vivo assays, 3D
printing

11 INTRODUCAO

Aengenharia de tecidos € um campo multi e interdisciplinar atualmente focado em
duas principais areas: (i) desenvolvimento de novos métodos para reparar, regenerar
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e substituir tecidos e/ou 6rgéos danificados e (ii) geracdo de modelos equivalentes in
vitro para teste de novas formulas (drug screening) ou simulagcéao de doencas (LANGER
E VACANTI, 1993; NGUYEN et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

Sob a perspectiva da medicina regenerativa, voltada aos transplantes e ao
reparo/regeneracao de tecidos e 6rgdos, ha traumas e situacoes degenerativas que
requerem intervengao urgente visando a restituicdo da integridade/funcionalidade dos
tecidos e remodelacdo da matriz extracelular. Como se sabe, um transplante consiste
na remocéao do 6rgéo ou tecido deteriorado e implantacédo de um novo tecido. Para
evitar rejeicao ou respostas inflamatorias crénicas (sistémicas), esse novo tecido deve
ser preferencialmente retirado do mesmo organismo (autégeno), ou, alternativamente
retirado de outro paciente, cadaver (alogénico) ou de outra espécie que néo a humana
(xenogénicos).

O Brasil em termos de dispéndios publicos tem o maior programa de transplantes
do mundo, pois financia 92% dos procedimentos feitos no pais e € o segundo pais em
namero de transplantes, sendo superado somente pelos Estados Unidos (MARINHO,
2006; BENTLEY & HANSON, 2011). O problema é que a obtencdo de enxertos
autégenos e, principalmente alégenos, por questdes éticas, religiosas e pela falta
de informacgdo, constituem um processo complicado, cuja demanda ultrapassa a
disponibilidade (HARRISON, 1999). Mesmo com os avangos da industria farmacéutica
e médica nos ultimos 30 anos para desenvolver alternativas como substitutos
biossintéticos de tecidos (biomateriais), ainda existem desafios relacionados ao tema
(METCALFE & FERGUSON, 2007).

Tendo essa problematica em vista, esse trabalho trata do desenvolvimento de
tecidos sintéticos alternativos baseados em biomateriais poliméricos. Os biomateriais
séo dispositivos de origem natural ou sintética que interagem na interface de sistemas
biolégicos, podendo ser usados temporaria ou definitivamente, com a finalidade de
melhorar ou substituir, parcial ou totalmente, tecidos ou 6rgaos (WILLIAN, 1987).
Diversos sao seus tipos, cada um com uma determinada finalidade de aplicagdo. Os
polimeros pertencem a classe mais diversificada dos biomateriais (DROBNY, 2007).

Para todos os biomateriais o conceito de biocompatibilidade € muito importante,
pois reflete as respostas da interface entre os biomateriais implantados e os tecidos
do hospedeiro. A biocompatibilidade refere-se a: (a) segurancga biolégica, que engloba
uma resposta do hospedeiro atdxica, ndo mutagénica, € ndo carcinogénica, e (b)
biofuncionalidade, que é a capacidade do biomaterial perfazer a sua tarefa (RATNER,
1996; ANDERSON, 2001; SICARI et al., 2013 ).

No caso da geracdo de scaffolds para substituir temporariamente tecidos
perdidos, como a pele, por exemplo, a técnica de eletrofiacdo (FORMHALS, 1934)
€ extremamente interessante, pois apresenta: 1) facilidade, do ponto de vista da
producao de fibras ultrafinas, nas escalas nano e micro, com alta razdo de aspecto
superficie/volume, sem a necessidade de uma instrumentagdo cara e complexa
(RENEKER & CHUN, 1996); 2) versatilidade, por se aplicar a uma gama de polimeros,
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naturais e/ou sintéticos, que podem combinados (compoésitos) e incorporados como
analogos da matriz extracelular nativa (SIMPSON & BOWLIN, 2006; HEYDARKHAN-
HAGVALL et al.,2008; BHARDWAJ & KUNDU, 2010); e 3) flexibilidade, pois possibilita
controlar o diametro, a disposicao aleatéria ou alinhada dos filamentos, a porosidade
e a topografia das fibras, variando-se as condi¢cbes do processo (equipamento) e da
solugéo polimérica (DEITZEL et al., 2001; RAMAKRISHNA et al., 2005; SOLIMAN et
al., 2011; ZHONG et al., 2011).

A alta razdo de aspecto superficie/volume, combinada a estrutura porosa das
fibras fornece espaco suficiente a acomodacao, proliferacao, migracéo e diferenciacao
celular, além de aumentar a eficiéncia no transporte de nutrientes, na troca de sinais
entre camadas e na excrecao de metabdlitos entre a matriz da fibra e o ambiente
externo (ZELTINGER et al., 2001), se aproximando mais de uma matriz extracelular
natural (HAYASHI, 1994).

Além das qualidades estruturais dessas matrizes porosas, € interessante que elas
atuem como matrizes bioativas, ou bioinspiradas (JI et al., 2011; ZHANG et al., 2012),
agregando propriedades biolégicas, seja através da adicao de moléculas sinalizadoras,
como fatores de crescimento (VENDRAMIN et al., 2006), genes terapéuticos (LUU
et al., 2003), seja através da adicdo de biomoléculas, como vitaminas, citocinas ou
incorporacao de 6leos naturais (MILLAS et al., 2012, MILLAS, 2016). Esses métodos
vém sendo largamente utilizados em sistema diagnosticos e terapéuticos procurando
funcionalizar e melhorar a capacidade de regeneracéao dos implantes (WATANABE &
ISHIHARA, 2003; LANGER & TIRRELL, 2004; YANG et al.,2011).

Considerando que o Brasil é reconhecido internacionalmente por possuir a maior
reserva florestal diversificada do planeta e ciente do potencial da sua flora para o
uso na medicina, nesse trabalho o Oleo-resina de copaiba foi selecionado para
desempenhar essa fung¢ao terapéutica quando incorporado aos scaffolds de PLGA.
Esse 6leo-resina é extraido do tronco das arvores do género Copaifera ssp e usado
desde o séc. XVI pelas populagdes tradicionais da América Latina para o tratamento
de enfermidades (COSTA-LOTUFO et al., 2002; MACIEL et al., 2002; VEIGA JR. &
PINTO, 2002; SILVA et al., 2009). Estudos mostram comprovadas agdes terapéuticas,
como agente antiinflamatorio (PAIVA et al., 2004), analgésico, antitumoral (VEIGA JR.,
2007), cicatrizante, gastro-protetor (GE et al., 2009), antiedematogénico, e bactericida
(HUANG et al., 2010).

Poli (Acido Lactico-Co-GlicaLico)

Os poli(a-hidréxi acidos) como o acido poli lactico (PLA), o acido poli glicolico
(PGA), ou a combinacdo desses dois polimeros, o copolimero poli(acido lactico-
co-glicolico) PLGA, sé&o ésteres alifaticos biocompativeis e bioreabsorviveis que
apresentam 6timas propriedades biomecéanicas, suportando o0 manuseio pré-implante
e amorfogénese celular poés-implante. Esses polimeros sintéticos por serem aprovados
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pelo 6rgdo regulamentador Food and Drug Administration - FDA, sédo extensivamente
investigados e usados na area da medicina como implantes de ossos (HUANG et al.,
2010; LI et al., 2010), figado, nervos (LI et al., 2007; XIONG et al., 2009), pele (YANG
et al., 2002), vasos sanguineos (HAN et al., 2011) e suturas em humanos (PAN &
DING, 2012). No corpo sao degradados em acido lactico e glicélico via hidrolise das
ligacOes ésteres.

O interessante em se utilizar o copolimero PLGA é que a sua taxa de degradacéo
pode ser controlada utilizando diferentes composi¢des do acido lactico e glicélico. O
PGA por ser mais hidrofilico, possui taxa de degradacéo mais elevada (MA & LANGER,
1995), e o PLA, mais hidrofobico, possui taxa de degradacao mais baixa. O PLGA na
composicao 50:50 se degrada entre 1 e 3 meses dependendo da regido e do tamanho
do implante (MA & CHOI, 2001; YOU et al., 2006).

2 | MATERIAIS E METODOS

Producao dos scaffolds

As fibras (scaffolds) foram produzidas utilizando a técnica de eletrofiagdo (Figura
1). Foram preparadas solugdes com 12,5%(p/p) de poli(acido lactido-co-glicélido)
(PLGA) 50:50, Mw 40 -75 K (PURASORB, 5004, Purac., Reino Unido) dissolvido em
1,1,1,3,3,3- hexafluoro-2-propanol (HFIP) (Sigma Aldrich). Para preparo dos scaffolds
com Oleo-resina de copaiba (WNF: World’s Natural Fragrancies- phytotechnologies),
1% (p/p) do 6leo foi adicionado as solugbes. As solugdes foram entregues a uma
taxa de alimentagcédo constante da bomba de infuséo de 0,8 ml/h e com uma voltagem
de aceleracéo de 11 kV fornecido por uma fonte de alimentac&o de alta tensdo. As
matrizes fibrosas foram recolhidas em folhas de papel aluminio envolvidas em torno
de um coletor rotativo ligado ao terra a 30 cm da ponta da agulha e seringas de 10 mL
foram usadas. As fibras foram fiadas até atingirem espessura de 50 pm.

Figura 1: Equipamento de eletrofiagdo DemBio/FEQ/UNICAMP da startup 3D Biotechnology
Solutions - 3DBS (link: https://www.3Dbiotechnologysolutions.com).

As fibras foram secas overnight em estufa a vacuo para retirada de qualquer
residuo volatil proveniente do processo. Todo material foi esterilizado com radiacéo
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gama (Y) (condicéo, dose aplicada: 20 KGy).
Ensaios in vitro

A metodologia detalhada dos cultivos in vitro esta protocolada no trabalho da
pesquisadora Millas (2016) e no artigo do pesquisador Yusuf e colaboradores (2014).
Nos ensaios in vitro foram cultivados fibroblastos de linhagem imortalizada de pulméo
(CCD-37Iu, passagem 8) (YUSUF et al., 2014) e fibroblastos de linhagem primaria de
pele humana. As células foram cultivadas em placas de 12 pocos sobre os scaffolds
pelo periodo de 24 horas e 6 dias e 3x104 células em suspensao foram distribuidas
por poco. Foi utilizado meio M199 (Sigma-Aldrich), suplementado com L-glutamina
(0,2 mg/mL), penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (0,1 mg/mL) (GIBCO/Invitrogen)
e soro fetal bovino 10% (FBS - LGC Biotechnology). A troca do meio de cultura foi
realizada a cada 2 dias (MILLAS, 2016).

Ensaios in vivo (modelo animal)

Foram utilizados ratos Wistar fémeas com idade de 6 meses. Os animais foram
anestesiados com xilasina e ketamina na proporcdo 1:4, intraperitoneal, e para
analgesia foi utilizado éter. Em cada animal foram realizados quatro implantes, dois
intramusculares e dois subcutaneos com scaffolds com Oleo-resina de copaiba e
scaffolds sem o 6leo de copaiba (Figura 2).

Para os ensaios histopatolégicos, com os animais sedados, foram coletadas
amostras ap6s 7 e 28 dias da cirurgia. Apos coleta os animais foram sacrificados.

Figura 2: Testes in vivo. Foram realizados quatro implantes na regido abdominal de cada
animal, dois intramusculares e dois subcutaneos. Quatro amostras de scaffolds, duas com
Oleo-resina de copaiba e duas sem 6Oleo (Fonte: Laborat6rio de Cirurgia do Prof. Dr. lvan Koh/
UNIFESP, 2016).
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O material coletado foi fixado por imersao em solugao a 7% paraformaldeido em
tampao PBS 0,1M, pH 7,4 e desidratado em séries crescentes de alcool etilico. As
amostras foram imersas incluidas em resina e com auxilio de um micrétomo American
Optical model m de espessura e pés corados pela técnica deu820® foram feitos cortes
de 5 Hematoxilina/Eosina (HE).

Analise e caracterizacao do material

Diametros de filamentos, espessura, andlises de morfologia e porosidade dos
scaffolds foram realizadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para
analise dos ensaios in vitro foi utilizada microscopia eletrénica de varredura (MEV)
segundo métodos propostos por Millas et al. (2014) e Yusuf et al., (2014) (YUSUF et
al., 2014; MILLAS, 2016). As amostras dos ensaios in vivo foram coradas pelo método
de hematoxilina-eosina (HE) e observadas em microscopia éptica (MO).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados dos ensaios in vitro

O método de coloragdo com Platinum blue (YUSUF et al., 2014) utilizado para
visualizacdo das amostras em MEV, possibilitou a andlise detalhada da morfologia
celular e das estruturas tridimensionais celulares formadas na matriz polimérica.
Observou-se que a morfologia dos fibroblastos muda de acordo com o substrato
onde é cultivado, nas laminulas bidimensionais e planas, as células adquiriram
formas mais fusiformes e menos alongadas; nas matrizes fibrosas tridimensionais, os
prolongamentos sao mais longos, “abracando” os filamentos da fibra e os citoplasmas
tem formas estrelares, como observa-se na Figura 3, A.

Nos ensaios in vitro, a citocompatibilidade das matrizes incorporadas com
Oleo-resina de copaiba (Figura 3,B) foi bastante diminuta quando comparada a
citocompatibilidade do material sem o 6leo-resina (Figura 3, A). Apés 24 horas de
cultivo, observa-se que nas matrizes com 6leo houve adeséo celular, mas o crescimento
e a proliferagao foram visivelmente menores, acompanhados de morte celular e menor
diferenciacao. Nota-se que os prolongamentos celulares sdo menores e 0s nucleos
sao pequenos e arredondados, alguns com aspecto picnético (Figura 3,B).

Observou-se ainda que o maior tamanho de poro e a alta porosidade, sao fatores
determinantes para a migracéo e crescimento tridimensional das células nos scaffolds.
Por isso, optamos por trabalhar com microfibras no lugar das nanofibras, Metcalfe
(2007) propdem diametros de fibra entre 2 e 3 um visando a migragcao e o crescimento
tridimensional (3D) das células, esses foram os diametros utilizados nos scaffolds com
12,5% (p/p) de PLGA (50:50) (METCALFE & FERGUSON, 2007).
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Figura 3: Micrografias de MEV. Fibroblastos de pulmao cultivados por 24 horas sobre os
scaffolds de PLGA (50:50), A) primeira linha, fibras com 6leo-resina de copaiba, B) segunda
linha, fibras sem éleo-resina (método de coloracao: Platinum blue). Fonte: The Electrospinning
Company/UK/2012.

Confirmada a citocompatibilidade do biomaterial, com adeséo, proliferacéo e
diferenciacao celular, novos paradigmas e questdes surgiram na pesquisa, dentre eles
a hipotese de que as células cultivadas estavam produzindo colageno e, portanto,
depositando uma nova matriz extracelular, fator de extrema importancia para o
desenvolvimento de substitutos de tecidos in vitro. Nas imagens da Figura 4 observa-se
que além dos corpos celulares e dos prolongamentos citoplasméaticos dos fibroblastos,
hé redes de fibras e fibrilas delgadas de colageno depositadas sobre toda a estrutura
(Figura 4). Essas estruturas delgadas séao birrefringentes em microscopia 6ptica de luz
polarizada, caracteristica da anisotropia do colageno.

Figura 4: Micrografias de MEV. Fibroblastos cultivados por 6 dias sobre as matrizes de PLGA
(50:50). Filamentos delgados e brancos indicando a presenca de colageno. Fonte: Imagens
Phenom G2, Eindhoven, The Netherlands, The Electrospinning Company/UK, 2012.

Aprovade que as células em poucos dias de cultivo estava produzindo colageno é
de extrema importancia para a pesquisa que busca desenvolver substitutos de tecidos
(MILLAS, 2016). Em uma lesdo grave, o colageno, principal componente da matriz
extracelular é totalmente perdido ou danificado. Durante a cicatrizacao e remodelacao
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do tecido lesado é imprescindivel que essa matriz de colageno seja reconstruida.
Resultados dos ensaios in vivo (implantes)

Como discutido no item anterior, foi observada citotoxicidade do éleo-resina de
copaiba nos ensaios in vitro, 0 mesmo néo foi constatado nos ensaios in vivo. Com
base nos resultados qualitativos obtidos, apds 7 dias dos implantes em modelo animal,
as amostras com Oleo-resina de copaiba apresentaram maior angiogénese e maior
formacao de neotecido, que os implantes sem o Oleo-resina (Figura 5).

Figura 5: Imagens dos implantes subcutaneos (setas), material coletado ap6s 7 dias da
cirurgia, A) scaffolds sem 6leo-resina de copaiba, B) scaffolds com 6leo-resina de copaiba.
Técnica de coloracdo HE, MO (Fonte: Laboratério de Cirurgia do Prof. Dr. lvan Koh/UNIFESP,
2016).

Levando em conta que as diferencas mais claras de resposta do hospedeiro sao
detectadas entre os 7 e 14 dias e que caso houvesse encapsulamento do implante,
por resposta ao corpo estranho, ele apareceria em aproximadamente 2 semanas junto
com muitos fibroblastos, e que em um més uma camada fibrosa teria se formado
em torno do implante (BADYLAK et al., 2011); nos ensaios in vivo nenhum scaffold
foi encapsulado e ndo houve resposta inflamatéria crénica (Figura 6). Com 28 dias
nao foram observados macrofagos, nem células gigantes de corpo estranho, também
nao ocorreu necrose, calcificagdo, tumorogénese ou qualquer tipo de infeccdo. O
material além de ter demonstrado alta biocompatibilidade, se biointegrou ao tecido do
hospedeiro. Nos scaffolds implantados nas duas regides, intramuscular e subcutanea,
observou-se regides de infiltragcao celular e de tecido neoformado (Figura 6).

Figura 6: Imagens dos implantes subcuténeos, A) scaffolds sem 6leo-resina de copaiba, B)
scaffolds com 6leo-resina de copaiba, ap6s 28 dias da cirurgia. Nos dois casos observa-se a
biointegracéo e infiltragdo dos tecidos do animal no material implantado. Técnica de colora¢do

HE, MO (Fonte: Laboratério de Cirurgia do Prof. Dr. Ivan Koh/UNIFESP, 2016).

A Aplicagéo do Conhecimento Cientifico nas Engenharias Capitulo 2




41 CONCLUSOES

Os scaffolds gerados a partir do polimero poli(acido lactico-co-glicolico) PLGA
(50:50) com diametros entre 2 e 3 um demonstraram significante potencial para
aplicacao como modelo in vitro e como substitutos alternativos para a regeneracao de
tecidos. Os implantes em modelo animal séo biocompativeis e se biointegraram aos
tecidos subcutaneo e intramuscular dos animais.

Nos ensaios in vivo observou-se maior angiogénese, formacao de neovasos
dos implantes com a presenca do Oleo-resina de copaiba. No entanto, nao
notamos diferengas significativas entre os dois scaffolds, ambos demonstraram ser
biocompativeis, se biointegrando aos tecidos dos animais, houve infiltracao celular e
colagena tridimensional (3D) na estrutura porosa dos scaffolds.

Essa pesquisa caminha no sentido de combinar as técnicas de bioimpresséo
3D (Figura 7) e eletrofiagdo para gerar estruturas mais complexas de tecidos. A
tecnologia de bioimpressdo 3D traz consigo capacidades unicas de prototipagem
rapida, repetibilidade e alta precisdao (WATANABE & ISHIHARA, 2003; OZBOLAT et
al., 2017). Poucos, mas recentes trabalhos demonstraram, que a combinacdo das
técnicas de electrospininng e bioimpressdo merecem atencéo especial, ja que com
elas é possivel controlar propriedades nas escalas nano, micro e macro, construindo
estruturas camada-a-camada, com porosidade, arquitetura interna, propriedades
mecanicas, e capacidade de carga para substédncias como drogas e proteinas
ajustaveis, aprimorando a resposta celular que orientara o ambiente para a melhor
regeneracgao tecidual (LIU et al., 2014; YU et al., 2016; MELLOR et al., 2017).

 Emyc o«

Figura 7: Modelo Genesis de Bioimpressora 3D da startup 3D Biotechnology Solutions - 3DBS
(link: https://www.3Dbiotechnologysolutions.com).

51 AGRADECIMENTOS

Sinceros agradecimentos ao Prof. Dr. Benecdito de Campos Vidal e ao aluno Eli
Heber do Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia da UNICAMP, pela

A Aplicagéo do Conhecimento Cientifico nas Engenharias Capitulo 2




colaboragéo na identificagdo do colageno no material. A The Electrospinning Company/
UK, empresa onde parte da pesquisa de doutorado da PhD. Ana Millas foi realizada.
Ao pesquisador Mohammed Yusuf do Research Complex em Harwell, Rutherford
Appleton Laboratory na Inglaterra que colaborou com a técnica de coloracdo por
platina. A FAPESP (Processo 2012/09110-0), CNPq e FAPEMIG.

REFERENCIAS
ANDERSON JM. Biological responses to materials. Annu Rev Mater Res 31:81-110. 2001.

BADYLAK SF, Brown BN, Gilbert TW, Daly KA, Huber A, Turner NJ. Biologic scaffolds for constructive
tissue remodeling. Biomaterials. 2011; 32:316-9. [PubMed: 21125721]

BENTLEY TS, HANSON SG. U.S. organ and tissue transplant cost estimates and discussion. 2011.

BHARDWAJ N, KUNDU SC. Electrospinning: A fascinating fiber fabrication technique. Biotechnology
Advances. 2010; 28:325—47. [PubMed: 20100560]33.

COSTA-LOTUFO LVC, CUNHA GM, FARIAS PA, VIANA GS, CUNHA KM, PESSOA C, MORAES MO,
SILVEIRA ER, GRAMOSA NV & RAO VS. The cytotoxic and embryotoxic effects of kaurenoic acid, a
diterpene isolated from Copaifera langsdorffii oleo-resin. Toxicon 40 (8): 1231-234.2002.

DEITZEL, J. M., KLEINMEYER, J., HARRIS, D. AND TAN, N. C. B. The effect of processing variables
on the morphology of electrospun nanofibers and textiles. Polymer. 42, pp. 261-272.2001.

DROBNY JG. Handbook of thermoplastic Elastomers. Norwich: Plastics Design Library; 2007. p.215-
234.

FORMHALS, A. Process and apparatus for preparing artificial threads. US Patent. 1,975,504.1934.

GE, Z., TIAN, X., HENG, B. C., FAN, V., YEO, J. F. & CAO, T. Histological evaluation of osteogenesis
of 3D-printed poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA) scaffolds in a rabbit model. Biomed. Mater. 4, 021001.
2009.

HAN, J., Lazarovici, P., Pomerantz, C., Chen, X., Wei, Y. & Lelkes, P. I. Co-electrospun blends of
PLGA, gelatin, and elastin as potential nonthrombogenic scaffolds for vascular tissue engineering.
Biomacromol. 2011.

HARRISON T. Globalization and the Trade in Human Body Parts. Canadian Review. 1999.
AYASHI, T. Biodegradable Polymers for Biomedical Uses. Progress in Polymer Science, p.19. 1994.

Heydarkhan-Hagvall S, Schenke-Layland K, Dhanasopon Ap, Rofail F, Smith H, WU BM. Three-
dimensional electrospun ECM-based hybrid scaffolds for cardiovascular tissue engineering.
Biomaterials. 2008; 29:2907—-14.

HUANG, W., SHI, X., REN, L., DU, C. & WANG, Y. PHBV microspheres-PLGA matrix composite
scaffold for bone tissue engineering. Biomaterials 31, 4278—4285. 2010.

Ji, W.; Sun, Y.; Yang, F.; Beucken, J.J.J.P.; Fan,M.; Chen, Z. Bioactive Electrospun Scaffolds Delivering
Growth Factors and Genes for Tissue Engineering Applications. Expert Review. Springerlink. P. 1261.
2011.

A Aplicagéo do Conhecimento Cientifico nas Engenharias Capitulo 2



LANGER R, TIRRELL D.A. Designing materials for biology and medicine. Nature. P.428:487-492.
2004.

LANGER R. & VACANTI J.P.,, Tissue engineering, Science 260. 920 — 926. 1993.

LI, J. et al. 3D PLGA scaffolds improve differentiation and function of bone marrow mesenchymal stem
cellderived hepatocytes. Stem Cells Dev. 19, 1427 — 1436. 2010.

LI, X. K. et al. Characteristics of PLGA-gelatin complex as potential artificial nerve scaffold. Colloid
Surf. B 57, 198 — 203. 2007.

LIU, YUANYUAN; XIANG KE; LI, YU; CHEN, HAIPING; HU, QINGXI. Combining 3D Printing and
Electrospinning for the Fabrication of a Bioabsorbable Poly-p-dioxanone Stent . J. Cha et al. (Eds.).
2014.. doi:10.3233/978-1-61499-440-4-343

Luu, Y.K,, Kim, K., Hsiao, B.S., Chu, B. And Hadjiargyrou, M. Development of a nanostructured DNA
delivery scaffold via electrospinning of PLGA and PLA-PEG block copolymers. J. Control Release
89:341-353.20083.

MA, P. X. & Choi, J. W. Biodegradable polymer scaffolds with well-defined interconnected spherical
pore network. Tissue Eng. 7, 23 — 33. 2001.

MA, P.X., & LANGER, R. Degradation, structure and properties of fibrous nonwoven poly(glycolic acid)
scaffolds for tissue engineering. In: Mikos, A.G., Leong, K.W., Radomsky, M.L., Tamada, J.A., and
Yaszemski, M.J., eds. Polymers in Medicine and Pharmacy. Pittsburgh: MRS, 1995, pp. 99—104.

MACIEL, M.A.M.; PINTO, A.C. & VEIGA, V.E. Plantas medicinais: a necessidade de estudos
multidisciplinares. Quimica Nova 23: 429-438.2002.

MARINHO, Alexandre. Um estudo sobre as filas para transplantes no Sistema Unico de Saude
brasileiro. Cad. Saude Publica [online]. 2006, vol.22, n.10, pp. 2229-2239. ISSN 0102-311X.

MELLOR et al. Fabrication and Evaluation of Electrospun, 3D-Bioplotted, and Combination of
Electrospun/3D-Bioplotted Scaffolds for Tissue Engineering Applications. Hindawi BioMed Research
International Volume 2017, ID do artigo 6956794, Https://doi.org/10.1155/2017/6956794

METCALFE AD, FERGUSON MW. 2007. Tissue engineering of replacement skin: the crossroads of
biomaterials, wound healing, embryonic development, stem cells and regeneration. J. R. Soc. Interface
4:413-37

MILLAS, A.L.G., R. Mckean, R. Stevens, M. Yusuf, J.V.W. Silveira, M.B. Puzzi, E. Bittencourt.
Fabrication of electrospun scaffolds incorporating an Amazonian therapeutic oil from the Copaifera Sp.
for wound care applications. J Biomater Tissue Eng. 2014. 4:217-220.

MILLAS, A.L.G.; SILVEIRA J.V.W., BITTENCOURT E. Title of Invention: Adhesion and proliferation of
fibroblasts on nano and microfibers embedded with natural oils of the Amazon. INOVA / UNICAMP/
BRAZIL. (2012). BR13201302310. INPI - Instituto Nac. da Prop. Industrial.

MILLAS, ANA LUIZA G. MASSAGUER. Tese de Doutorado: Avaliagdo de propriedades in vitro e in
vivo de scaffolds de plga incorporados com 6leo-resina de Copaiba preparadosa por eletrofiagéo.
Faculdade de Engenharia Quimica, UNICAMP. 2016.

NGUYEN, D. G., Funk, J., Robbins, J. B., Crogan-Grundy, C., Presnell, S. C., SINGER, T., et al.
Bioprinted 3D primary liver tissues allow assessment of organ- level response to clinical drug induced
toxicity in vitro. PLoS ONE 11:e0158674. 2016. doi:10.1371/journal.pone.0158674

A Aplicagéo do Conhecimento Cientifico nas Engenharias Capitulo 2



Https://doi.org/10.1155/2017/6956794

OZBOLAT, I. T.; Moncal, Kazim K.; Gudapati, HemantH. Evaluation of bioprinter Technologies. Additive
Manufacturing. Volume 13, Pages 179-200. 2017.

PAIVA LA, GURGEL LA, CAMPOS AR, SILVEIRA ER & RAO VS. Attenuation of ischemia/reperfusion-
induced intestinal injury by oleo-resin from Copaifera langsdorffii in rats. Life Sciences 75 (16): 1979-
87.2004.

Pan, Z & Ding, J. Poly(lactide-co-glycolide) porous scaffolds for tissue engineering and regenerative
medicine. Interface Focus 2, 366-377. 2012.

RAMAKRISHNA, S., FUJIHARA, K., TEO, W.-E., LIM, T.-C., MA, L., MA., Z. An Introduction to
Electrospinning and Nanofibers. World Scientific Publishers, Singapore, 2005.

RATNER BD. Biomaterials science: an introductions to materials in medicine. Elsevier Academic
Press, Amsterdam, 484 pp. 1996.

RENEKER, D. H., CHUN, I. Nanometer diameter fibres of polymer, produced by electrospinning,
Nanotechnology, v. 7, p. 216-223, 1996.

SICARI, B., TURNER N., BADYLAK S. An In Vivo Model System for Evaluation of the Host Response
to Biomaterials. Chapter 1. Wound Regeneration and Repair: Methods and Protocols,Methods in
Molecular Biology, vol. 1037, 2013.

SILVA J.J.L., Guimaraes Sb, Silveira Er, Vasconcelos Pr, Lima Gg; Torres Sm & Vasconcelos Rc.
Effects of Copaifera langsdorffii Desf. on ischemia-reperfusion of randomized skin flaps in rats.
Aesthetic Plastic Surgery 33 (1): 104-109.2009.

SIMPSON DG, BOWLIN GL. Tissue-engineering scaffolds: can we re-engineer mother nature? Expert
Review of Medical Devices. 2006; 3:9-15.

Soliman S, Sant S, Nichol Jw, Khabiry M, Traversa E, Khademhosseini A. Controlling the porosity
of fibrous scaffolds by modulating the fiber diameter and packing density. J Biomed Mater Res A
2011;96(3):566—74.

VEIGA JR, Copaifera multijuga Hayne, in the earlier phytochemical studies with this species (Delle
Monache et al., 1969, 1970).

V.F. et al./Journal of Ethnopharmacology 112 (2007) 248-254 .
VEIGA JR, V.F,; PINTO, A.C. O Género Copaifera L. Quimica nova, v.25, n.2, p.273-86, 2002.

Vendramin F.S.; Franco D.;Nogueira C.M.; Pereira M.S.; Franco T.R. Platelet-rich plasma and growth
factors: processing technique and application in plastic surgery. Rev. Col. Bras. Cir. 2006.

WATANABE, J. & ISHIHARA, Phosphorylcholine and poly(D,L-lactic acid) containing copolymers as
substrates for cell adhesion, Artif. Organs 27,24—248. 2003.

WILLIAN, D. F. Definitions in Biomaterials. New York, Elsevier. 61p. 1987. Xiong, Y. et al. Synaptic
transmission of neural stem cells seeded in 3-dimensional PLGA scaffolds. Bio- materials 30, 3711 —
3722. 2009.

Yang, J., Bei, JZ & Wang, SG. Enhanced cell affinity of poly (D,L-lactide) by combining plasma
treatment with collagen anchorage. Biomaterials 23, 2607—-2614. 2002.

YANG, Y., Tang, G., Zhang, H., Zhao, Y., Yuan, X., Wang, M. & Yuan, X. Controllable dual-release of
dexa-methasone and bovine serum albumin from PLGA/ b-tricalcium phosphate composite scaffolds.

A Aplicagéo do Conhecimento Cientifico nas Engenharias Capitulo 2



J. Biomed. Mater. Res. Part B Applied Biomat. 96B, 139 — 151..2011.

YOU Y,; Lee, S.J.; Min Bm.; Park, W.H.. Effect of Solution Properties on Nanofibrous Structure of
Electrospun Poly(lactic-co-glycolic acid). Journal of Applied Pol. Science, Vol. 99, 1214-1221 2006.

YUSUF, M. ; Millas A. L. G. ; Estandarte, A. K. C. ; Bhella, G. K. ; R. Mckean ; Edison Bittencourt ;
ROBINSON, I. K. . Platinum blue staining of cells grown in electrospun scaffolds. BioTechniques .
2014.

ZELTINGER J, Sherwood Jk, Graham Da, Mueller R, Griffith Lg. Effect of pore size and void fraction
on cellular adhesion, proliferation, and matrix deposition. Tissue Engineering. 2001.

ZHANG, Z.; HU, J.; MA, P.X. Nanofiber-based delivery of bioactive agents and stem cells to bone
sites. Advanced Drug Delivery Reviews 64 (2012) 1129—-1141.

ZHONG S, ZHANG Y, LIM CT. Fabrication of large pores in electrospun nanofibrous scaffolds for
cellular infiltration: a review. Tissue Eng Part B: Rev 2011;18(2):77-87.

ZHANG, Y. S., Duchamp, M., Oklu, R., Ellisen, L. W., Langer, R., And Khademhosseini, A.
Bioprinting the cancer microenvironment. ACS Biomater. Sci. Eng. 2, 17710-1721. 2016. doi:10.1021/
acsbiomaterials.6b00246

A Aplicagéo do Conhecimento Cientifico nas Engenharias Capitulo 2




Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-7247-244-9

977885727472449





