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RESUMO

A engenharia de tecidos atua como uma alternativa para substituir 6rgéos e tecidos do
sistema bioldgico que foram afetados por alguma enfermidade. Torna-se necessario, portanto,
estudar com profundidade o tipo de material que sera usado como scaffold. Entre os materiais
nessa area, destacam-se os polimeros e hidrogéis, como: a poli (e-caprolactona) (PCL) e 0
poli (2-hidroxietil metacrilato) (PHEMA), respectivamente. A PCL é um polimero
biorreabsorvivel, biodegradavel e biocompativel, no entanto, € hidrofébica. Por outro lado, o
pHEMA é um hidrogel biocompativel e hidrofilico, mas nédo apresenta boa degradabilidade.
Além disso, é possivel intercalar compostos bioativos, através do uso de Oleos vegetais
amazonicos, nessas estruturas, para potencializar, ainda mais, a regeneracdo do tecido e
combater possiveis infeccdes por microrganismos. Visto isso, portanto, esse trabalho
objetivou a obtencdo e caracterizacdo de redes semi-IPN de PCL-PHEMA-copaiba para uso
como scaffolds na engenharia de tecidos, usando a técnica de rotofiacdo. Os resultados
demonstraram, com sucesso, 0 processamento de fibras PCL (com e sem 6leo de copaiba) e a
formacéo de redes semi-IPN PCL-C-PHEMA. A cromatografia gasosa confirmou a presenca
de componentes bioativos no 6leo essencial de copaiba, sendo majoritario o (B)-cariofileno
(40,75%). O espectro de FTIR mostrou interacbes dos grupos funcionais dos materiais,
confirmando a incorporacdo do 6leo na estrutura da PCL e a formacgdo de redes semi-
interpenetrantes. As micrografias e topografias revelaram microfibras emaranhadas e
desorganizadas em todas as amostras, com diferentes diametros, porosidades e rugosidades.
As amostras de PCL, PCL-C, e PCL-C-PHEMA apresentaram variacao de diametros de fibras
em torno de 18,40 a 19,50 um, 3,11 a 24,44 um, e 6,29 a 8,14 um, respectivamente. As
analises do angulo de contato ( PCL: 86,96°, PCL-C: 93,99°, PCL-PHEMA: 29,42°, e PCL-
C-PHEMA: 56,02°) e teste de inchamento ( PCL: 4,49%, PCL-C: 2,73%, PCL-PHEMA:
21,57%, e PCL-C-PHEMA: 10,11%) demonstraram que a adi¢cdo do hidrogel a estrutura do
PCL otimizou as propriedades hidrofilicas do material. Os ensaios sol-gel indicaram que 0s
materiais PCL-PHEMA e PCL-C-PHEMA apresentaram 73,5 e 74,3% de fracdo gel,
respectivamente. Os termogramas confirmaram que o material ndo sofreu alteracdo
significativa na estabilidade térmica com a adicdo do hidrogel e do Oleo. Testes
microbiologicos confirmaram a a¢ao antimicrobiana do 6leo de copaiba e dos scaffolds (PCL-
C-PHEMA e PCL-C) contra bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus, com halo de
inibicdo de 9, 7, e 5 mm, respectivamente. E o0s ensaios de citotoxicidade concluiram que os
scaffolds de PCL, PCL-PHEMA e PCL-C apresentaram boa viabilidade celular, todavia



torna-se necessario otimizar o processo de fotopolimerizacéo da rede semi-IPN, haja vista que
os materiais PCL-C-PHEMA deram moderada toxicidade. Espera-se, por fim, que um novo

biomaterial seja desenvolvido para uso na engenharia de tecidos valorizando o uso de recursos
naturais amazonicos.

Palavras-chave: Engenharia de tecidos; scaffolds; rede semi-IPN; PCL-pHEMA-copaiba;
6leos vegetais amazo6nicos.
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ABSTRACT

Tissue engineering is an alternative to replace organs and tissues in the biological system
affected by an illness. Therefore, it is necessary to study the material used as a scaffold in
depth. Among the materials in this area, polymers and hydrogels stand out, such as poly (e-
caprolactone) (PCL) and poly (2-hydroxyethyl methacrylate) (PHEMA), respectively. PCL is
a bioresorbable, biodegradable, and biocompatible polymer. However, it is hydrophobic.On
the other hand, pHEMA is a biocompatible and hydrophilic hydrogel but does not show good
degradability. Furthermore, it is possible to intersperse bioactive compounds through the use
of Amazonian vegetable oils in these structures to further enhance tissue regeneration and
combat possible infections by microorganisms. Therefore, this work aimed to obtain and
characterize PCL-PHEMA-copaiba semi-IPN networks for scaffolds in tissue engineering
using the rotospinning technique. The results successfully demonstrated the processing of
PCL fibers (with and without copaiba oil) and the formation of PCL-C-PHEMA semi-IPN
networks. Gas chromatography confirmed the presence of bioactive components in copaiba
essential oil, the majority being (B)-caryophyllene (40.75%). The FTIR spectrum showed
interactions of the materials' functional groups, confirming the incorporation of the oil into the
PCL structure and the formation of semi-interpenetrating networks. Micrographs and
topographies revealed tangled and disorganized microfibers in all samples, with different
diameters, porosities, and roughness. The PCL, PCL-C, and PCL-C-PHEMA samples
presented fiber diameters ranging from 18.40 to 19.50 pm, 3.11 to 24.44 pm, and 6.29 to 8.14
um, respectively. Contact angle analyses (PCL: 86.96°, PCL-C: 93.99°, PCL-PHEMA:
29.42°, and PCL-C-PHEMA: 56.02°) and swelling test (PCL: 4.49%, PCL-C: 2.73%, PCL-
PHEMA: 21.57%, and PCL-C-PHEMA: 10.11%) demonstrated that the addition of the
hydrogel to the PCL structure optimized the hydrophilic properties of material. The sol-gel
tests indicated that the PCL-PHEMA and PCL-C-PHEMA materials presented 73.5 74.3% gel
fractions. Thermograms confirmed that the material did not significantly change in thermal
stability with the addition of the hydrogel and oil. Microbiological tests confirmed the
antimicrobial action of copaiba oil, PCL-C-PHEMA, and PCL-C scaffolds against the gram-
positive bacterium Staphylococcus aureus, with an inhibition halo of 9, 7, and 5 mm,
respectively. Moreover, the cytotoxicity tests concluded that the PCL, PCL-PHEMA, and
PCL-C scaffolds showed good cell viability. However, optimizing the photopolymerization
process of the semi-IPN network is necessary, given that the PCL-C-PHEMA materials were
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moderately toxic. Finally, a new biomaterial is expected to be developed for use in tissue
engineering, valuing the use of natural Amazonian resources.
Keywords: Tissue engineering; scaffolds; semi-IPN network; PCL-pHEMA-copaiba;

Amazonian vegetable oils.
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1. INTRODU(;AO E JUSTIFICATIVA

O ser humano esta imerso em uma constante busca de solu¢bes que possam contornar
problematicas e garantir melhor qualidade de vida para a sociedade. O avanco da engenharia
de tecidos é uma prova concreta disso. Diante as desvantagens que acometem o transplante
tecidual (rejeicdo, numero limitado de doadores, utilizagdo de imunossupressores, etc.),
pesquisadores ndo medem esforgos para desenvolver dispositivos biomiméticos que
substituam tecidos naturais danificados (FATHI-ACHACHELOUEI et al., 2019). Portanto, €
realizada a unido entre diversas areas do conhecimento (engenharia, medicina, biologia e
biotecnologia), permitindo a elaboracdo de materiais cada vez mais realisticos com as funcdes
teciduais (RAHMATI et al., 2021).

Basicamente, para mimetizar essa estrutura, sdo utilizados suportes tridimensionais
(3D) (scaffolds), células e fatores de crescimento, que, juntos, vao criar um ambiente propicio
para o desenvolvimento celular (JAMMALAMADAKA; TAPPA, 2018). Nessa aplicacéo,
portanto, o scaffold acaba sendo um pilar essencial para que toda adaptacéo e proliferacdo de
células, in vitro e in vivo, ocorra, além de ser uma alternativa interessante para substituir o
cultivo bidimensional (2D). Pois, o cultivo 3D possibilita a avaliacdo mais fidedigna do
comportamento das células. Sendo assim, pardmetros como geometria, morfologia,
porosidade, propriedade mecénica e biocompatibilidade, desses biomateriais, devem ser
minuciosamente analisados durante sua sintese (NAUREEN et al., 2021).

Materiais como metais, cerdmicas, polimeros e compoésitos sdo estudados com
frequéncia para o desenvolvimento dos scaffolds, todavia, os materiais poliméricos ganharam
maior destaque nos Ultimos anos. Os polimeros podem ser de origem sintética ou natural,
apresentam potencial de biocompatibilidade, biodegradabilidade, e facilidade de
processamento. Entre sua vasta opc¢do, pode ser destacada a policaprolactona (PCL). Esse
material, embora hidrofébico (ndo interessante para o crescimento celular), apresenta um
perfil favoravel para atuar como scaffold. E biodegradavel, biorreabsorvivel pelo organismo e
apresenta boa propriedade mecénica, além de ser processado por varias técnicas. Uma forma
de se obter scaffolds de PCL é atraves da rotofiacdo. Essa técnica utiliza alta rotagdo que
expele a solucdo e forma fibras ao redor de um coletor. Trata-se de um processo acessivel
economicamente, rentavel e rapido (ROGALSKI; BASTIAANSEN; PEIJS, 2017). Vida et al.
(2018), por exemplo, desenvolveram scaffolds de PCL e poli (L-acido latico) (PLLA), via
método de rotofiacdo (VIDA et al., 2018).

Uma forma interessante de modificar as propriedades de um material, todavia, é

unindo suas caracteristicas individuais mais vantajosas com as de outros materiais. Sendo
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assim, para otimizar a caracteristica hidrofébica da PCL, podem ser produzidas redes semi-
interpenetrantes (semi-IPN). As redes se caracterizam pela combinagdo de um polimero na
forma linear ou ramificada (PCL, neste caso), e o outro, na forma reticulada (hidrogel, por
exemplo). Os hidrogéis sdo estruturas tridimensionais reticuladas que possibilitam alta
absorcdo de liquidos, sem se desfazer (ADVINCULA et al., 2021) (ZHAO et al., 2022). Um
exemplo de hidrogel que pode ser empregado para essa finalidade é o poli (2-hidroxietil
metacrilato) (pbHEMA). O pHEMA foi um dos primeiros hidrogéis usados como biomaterial,
mais especificamente, na sintese de lentes de contato. Sua alta hidrofilicidade,
biocompatibilidade, estimulo na adesdo e proliferacdo celular ampliaram seu leque de
aplicacdes.

Em conjunto a esses dois materiais, podem ser adicionados compostos bioativos que
aceleram a regeneracdo do tecido. Sabe-se que diversos éleos vegetais, oriundos da regido
Norte do Brasil, apresentam propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas, cicatrizantes,
etc. E um deles é o 6leo essencial de copaiba. Tradicionalmente utilizada pela populagéo
amazonica, a copaiba apresenta propriedades que a tornaram alvo de estudo dos pesquisadores
(PINTO et al., 2023a). Pinto et al. (2020), por exemplo, adicionaram o Oleo essencial de
copaiba em filmes de quitosana para possivel uso na engenharia de tecidos (PINTO et al.,
2023b). Portanto, neste projeto, unir as propriedades da PCL-6leo de copaiba- PHEMA
representou uma estratégia terapéutica na elaboracdo de scaffolds, sob a premissa de ajuste de
suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas para potencial aplicacdo na engenharia de

tecidos.

1.1.  Objetivos
1.1.1. Objetivo Geral
Desenvolver e caracterizar scaffolds de PCL-copaiba-PHEMA, pela técnica de

rotofiacdo, para potencial aplicacdo na engenharia de tecidos.

1.1.2. Objetivos especificos
e Auvaliar a composicdo quimica do 6leo essencial de copaiba via cromatografia gasosa
(CG)
e Obter fibras de PCL (sem/com 6leo de copaiba) a partir da técnica de rotofiacao;
e Sintetizar hidrogéis de PHEMA sob membranas rotofiadas a base de PCL, obtendo,
assim, a rede semi-interpenetrante de PCL-PHEMA e PCL- 0leo de copaiba -PHEMA;
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Analisar a interacdo estrutural entre o 6leo/ polimero/ hidrogel, usando espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);

Estudar a cristalinidade dos materiais via difracdo de raios-x (DRX);

Compreender a estabilidade térmica dos scaffolds através da analise
termogravimétrica (TGA);

Determinar a capacidade de inchamento das redes em PBS e realizar ensaio Sol-Gel,
Caracterizar a superficie, a morfologia, e topografias das redes, por meio de medidas
de angulo de contato, microscopia eletronica de varredura, e microscopia confocal a
laser;

Avaliar a atividade antimicrobiana do éleo essencial de copaiba e dos scaffolds;

Analisar a viabilidade celular do material atraves dos ensaios in vitro (MTT).



23

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.  Engenharia de tecidos

A Engenharia de Tecidos (ET) é um ramo que tem se demonstrado bastante promissor na
substituicdo e tratamento de tecidos e 6rgdos lesionados (SPICER, 2020). Através da
interdisciplinaridade entre vérias areas do conhecimento (engenharia, medicina, ciéncias dos
materiais, biologia, etc.), foi possibilitado o desenvolvimento de materiais que biomimetizam
a funcionalidade de tecidos afetados do sistema bioldgico (tecido cutaneo, cartilaginoso,
0sseo, nervoso, cardiaco, etc.) (MABROUK; BEHEREI; DAS, 2020). Com isso, essa nova
linha de pesquisa surgiu como uma alternativa interessante para substituir métodos antigos,
como, por exemplo, o enxerto de tecidos (HABIBZADEH; MAHDI; MANSOORI, 2022),
suprir 0 excesso de demanda de transplantes de Orgdos, além de minimizar,
consideravelmente, o indice de rejeicdo por parte do sistema imunoldgico do individuo
receptor (PRAMANIK et al., 2022). Entretanto, para que ocorra a sintese de um novo tecido,
torna-se imprescindivel a presenca de um ambiente que favoreca a proliferacdo celular. Sendo
assim, a ET utiliza, para a elaboracdo de seus materiais, a associacdo de um biomaterial
(scaffold, neste caso) com células e fatores de crescimento (Figura 1) (ZHANG et al., 2021)
(ZHOU et al., 2022).

Figura 1 — llustracdo dos componentes chave da engenharia de tecidos (scaffolds, células e fatores de

crescimento)
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Fonte: Adaptado de Jodati, Yilmaz e Evis (2020)
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Todo o procedimento, até a criagdo de um novo tecido, é complexo e pode ser
compreendido nas seguintes etapas (Figura 2): primeiramente, é realizada a biopsia do tecido
lesionado alvo (I). Apds esse procedimento, as células sdo cultivadas e multiplicadas em
laboratdrio (11). As células, entdo, sdo realocadas nos scaffolds, em conjunto com os fatores de
crescimento, para estimular a proliferacao celular (111). Logo ap6s, o material, com as células,
é colocado em um meio de cultura para estimular o crescimento celular e formar um novo
tecido (IV). Por fim, a nova estrutura formada pode ser implantada para substituir o tecido
danificado, sem ocasionar acdes adversas no sistema biologico do paciente (V) (SHARMA et
al., 2019).

Figura 2- llustragdo referente as etapas da Engenharia de Tecidos

Fonte: Autora (2023).

2.2. Biomateriais

A Engenharia de Tecidos trabalha em conjunto com materiais especificos conhecidos
como biomateriais. Os biomateriais podem ser constituidos por metais, compositos,
polimeros e/ ou ceramicas, que entram em contato com o sistema bioldgico com o intuito de
reparar ou substituir érgdos, tecidos e/ou fungdes do organismo (DEC; MODRZEJEWSKI;
PAWLIK, 2023). Simultaneamente a isso, esses materiais podem ser usados para a liberacéo
de medicamentos ou compostos bioativos, tornando ainda mais efetiva a restauracao tecidual.
Historicamente, ha relatos de dispositivos que eram colocados no corpo, com o intuito de

suprir alguma necessidade (PEREZ-PUYANA et al., 2020). Exemplos disso séo os implantes
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dentérios a base de ferro, datados de 200 d.C., encontrados em restos mortais na Franca, e as
suturas de linho que foram utilizadas pelos primeiros egipcios (RATNER; ZHANG, 2020).
Entretanto, nesses periodos, ndo havia estudos profundos indicando se o material poderia ou
ndo causar reacOes adversas no organismo dos individuos. Esse questionamento foi
primeiramente feito em meados do século XX (MARIN; BOSCHETTO; PEZZOTTI, 2020).
A partir de entdo, o campo de pesquisa sobre biomateriais foi ampliado (Figura 3) e novas
conceituacOes e parametros foram formalizados, a fim de garantir qualidade, seguranca e

eficacia nos produtos comercializados para a sociedade (SONG et al., 2022).

Figura 3 - Evolucéo dos biomateriais
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propriedades
biorreabsorviveis,
etc.

Fonte: Adaptado de Bhaskar et al. (2021)

Portanto, antes de um biomaterial ser aprovado para uso clinico, ele deve seguir varios
critérios: fisico-quimicos, biolégicos, mecanicos, morfoldgicas, térmicos, etc. Além disso,
algumas caracteristicas sdo requisitadas para esses materiais como: biocompatibilidade,
atoxicidade, ndo ocasionar a formacao de coagulos sanguineos, ndo causar alergias, ndo ser
mutagénico, ndo ser antigénico e, dependendo da aplicacdo, podem ser biorreabsorvivel e
biodegradavel (PAXTON et al., 2019) (BISWAL; KUMAR; PRADHAN, 2020)
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(ABDULGHANI; MITCHELL, 2019) (RAHMATI; MILLS; URBANSKA, 2021). Na Tabela

1, a sequir, destacam-se alguns dos principais biomateriais utilizados.

Tabela 1- Exemplos de biomateriais e suas aplicaces

Biomateriais Aplicacoes Referéncias
Zirconia (Ceramica) Odontologia (SHARANRAJ et al., 2019)
Alginato (Polimero Curativos cutaneos (POOPROMMIN et al.,

natural) 2022)
Titanio (Metal) Implantes ortopédicos (WANG et al., 2021a)
Nanofibras a base de Liberacdo de farmacos (EL-OKAILY et al., 2021)

quitosana, vidro bioativo e

alcool polivinilico (PVA)

(Compésito)
Poli (s-caprolactona) Scaffolds / Engenhariade  (HOU; WANG; BARTOLO,
(PCL) Tecidos 2022)

(Polimero sintético)

Poli (2-hidroxietil Lentes de contato
metacrilato) (PHEMA)

(Hidrogel polimérico)

(LI et al., 2020)

2.3. Scaffold, o dispositivo chave da engenharia de tecidos e cultura celular

A utilizagdo de scaffolds tornou-se amplamente almejada na engenharia de tecidos, uma

vez que esses materiais conseguem mimetizar a matriz extracelular (ECM) dos tecidos

nativos, sdo biocompativeis, podem ser biodegradaveis, apresentam poros que permitem a

adesdo, diferenciacdo, proliferagdo celular e difusdo de nutrientes, além de garantir
sustentacdo mecénica para as células (CHRISTMAN, 2019) (RIBAS et al., 2019)
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(CHOCHOLATA; KULDA: BABUSKA, 2019) (HANUMANTHARAO; RAO, 2019) (TAN:
ZHOU, 2020).

Os scaffolds s@o suportes/ matrizes nos quais as células sdo cultivadas com o propdsito de
construir um tecido in vitro. Sdo, de fato, os principais agentes que permitem o crescimento
das células em uma orientacéo tridimensional, podendo ter a conformidade do tecido avaliado
(JING et al., 2019). Portanto, parametros como: geometria dos poros, didmetro médio e
interconectividade entre 0s poros sdo necessarios para avaliar tanto a eficiéncia do
desenvolvimento celular ao longo da matriz 3D, como também a resisténcia mecanica do
material (LIVERANI et al., 2019) (JODATI; YILMAZ; EVIS, 2020) (PANAYI; ORGILL,
2019). Essas caracteristicas (porosidade, propriedade mecénica e proliferacdo celular) devem
sempre estar em harmonia para garantir uma estrutura estavel e ter éxito na formacédo de um
novo tecido (Figura 4) (RUIZ-ALONSO et al., 2021). Huang et al. (2020) elucidam muito
bem esse argumento através da sua pesquisa, em que scaffolds a base de fibroina de seda
foram sintetizados, via técnica de eletrofiacdo, com diferentes tamanhos de poros (pequeno,
médio e grande) e avaliados usando células do tipo L929. Os autores, entdo, verificaram que
cada material apresentou caracteristicas diferentes. No caso dos poros pequenos (microporos
com diametro médio de 5,9 + 1,4 um), houve restricdo na infiltracdo e proliferacdo das
celulas. Ja os médios (mesoporos com didmetro médio de 11,6 + 1,4 um) apresentaram uma
melhora no crescimento celular. Por fim, os materiais com maior didmetro de poros
(macroporos com didmetro médio de 37,2 + 12,9 um) promoveram melhores condi¢fes para

infiltracdo celular no interior do scaffold.
Figura 4- Modelo de scaffold 3D com poros interligados para a proliferacao de células

Parede porosa para fornecer

células suporte mecanico e
estrutural para o
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=4 Poros para facilitar a
infiltragdo, migragédo,
Modelo 3D reticulado E?trUturas porosa adesdo, proliferagdo
(propriedades mecanicas fortes interconectada celular, transporte de
e controle da bioestabilidade) oxigénio e nutrientes

Fonte: Adaptado de Ullah e Chen (2020).

Essa nova abordagem de -cultivo celular, usando scaffolds, contorna algumas

problematicas encontradas no cultivo em superficie plana bidimensional (2D) (AFEWERKI et
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al., 2018) (BADEKILA,; KINI, 2020) (Figura 5), onde existe uma limitagcdo na interacédo entre
as células e a matriz extracelular, contribuindo para alteracdes na morfologia, comportamento
celular e fungbes bioldgicas (CASTIAUX; SPENCE; MARTIN, 2019) (HUANG et al.,
2020). Uma comprovacdo disso pode ser vista na pesquisa de Fontoura et al. (2020). Nesse
trabalho, os autores desenvolveram scaffolds & base de polihidroxibutirato (PHB) para serem
usados no cultivo celular de melanoma murino B16 F10 e células de cAncer de mama murino
4T1. Os autores, entdo, compararam o crescimento celular nos modelos 2D e 3D. Os
resultados indicaram que o cultivo realizado nos scaffolds (modelo 3D) permitiram melhor
contato e organizacdo entre as células, além de apresentar maior semelhanca com a

morfologia celular in vivo.

Figura 5- llustracdo comparativa entre o cultivo celular em scaffolds (a) e em plataformas 2D (b)

(@)

(b)

Fonte: Adaptado de Campuzano, Pelling e Ellis (2019)

Compreende-se, deste modo, que a utilizacao de estruturas tridimensionais possibilita uma
avaliacdo mais completa e complexa do comportamento celular e da formacédo tecidual,
contribuindo para a criagdo de estruturas mais fidedignas com as fung¢fes do corpo humano
(HABANJAR et al., 2021).

2.4. Principais tipos de scaffolds

Com o crescente avanco da tecnologia, um numero significativo de scaffolds vem sendo
desenvolvido para ser aplicado no campo da ET. Eles podem ser de origem variada (metais,
ceramicas, compositos e polimeros), e dependendo da regido onde a lesdo sera sanada, cada
um desses materiais deve apresentar caracteristicas especificas para garantir éxito na
restauracdo tecidual (Tabela 2) (LIVERANI et al., 2019) (BADEKILA; KINI, 2020). Por
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exemplo, no caso de regeneracdo de regifes mais duras (0ssos), os scaffolds devem ser
capazes de suportar constantes cargas e, em paralelo, guiar a formagdo do novo tecido
(ELTOM; ZHONG; MUHAMMAD, 2019). J& em relacdo a regides moles, os materiais
devem ser preparados para mudar suas propriedades mecanicas com o tempo, imitando a
matriz extracelular do tecido natural (CHAWLA et al., 2020).

Tabela 2 - Principais materiais usados para sintese de scaffolds

Materiais Vantagens Desvantagens Referéncias
Metais Boa propriedade Pode causar corrosdao e  (LV et al., 2021)
mecanica. liberacdo de ions
tOXicos no corpo, caso (ELIAZ, 2019)
0 material ndo possua
resisténcia ao desgaste.

Polimeros Boa Resisténcia mecanica  (ABBASIAN et
biocompatibilidade, fraca (no caso de al., 2019)
biodegradabilidade polimeros de origem
ajustavel, contribui natural) (OGUERI etal,

positivamente na 2019)
adesdo e proliferacédo
celular

Ceramicas Boa Baixa ductilidade, (PUNJ; SINGH;

osteocondutividade, usinabilidade e SINGH, 2021)
compatibilidade sinterizacao (HERMENEAN

tecidual e porosidade. etal., 2017)

Compositos Biocompatibilidade Dificuldades no (PIRES;

superior, pode ser preparo BIERHALZ;

processado por MORAES,
diferentes métodos, 2015)(YAQUB
propriedades KHAN; MOHD
mecanicas e YAQUB; MIN-

bioldgicas otimizadas

HUA, 2019)
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2.4.1. Materiais Poliméricos

Mesmo com opcdes diversificadas, os polimeros tornaram-se, nos ultimos anos, o foco de
estudo pela maioria dos pesquisadores para a sintese de scaffolds (LIU et al., 2022). Esse fato
pode ser facilmente compreendido, ja& que esses materiais apresentam caracteristicas
potenciais favoraveis, como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, variedade de
processamento, além de alguns serem reabsorvidos pelo organismo (GUO; POOQOT,;
GRIJPMA, 2021).

Os polimeros podem ser classificados de duas formas: naturais e sintéticos. Os naturais,
geralmente, sdo derivados de proteinas e polissacarideos, motivo pelo qual exibem excelente
biodegradabilidade e compatibilidade (EBHODAGHE, 2021) (ABDULGHANI; MITCHELL,
2019). Entre o leque abundante de polimeros naturais, destacam-se: colageno, gelatina,
quitosana, alginato, fibroina de seda e &cido hialurénico (WU et al., 2021). Sendo que, cada
um, apresenta vantagens e desvantagens individuais que influenciam diretamente na sintese

de novos scaffolds, como pode ser visto na Tabela 3.

Tabela 3 - Principais polimeros naturais

Polimero natural Vantagem Desvantagem Referéncia
Colageno Apresenta similaridade Baixa (DONNALOJA et
com a matriz propriedade al., 2020)
extracelular, mecanica e (REZVANI GHOMI
citocompatibilidade, apresenta etal., 2021) (COPES
versatilidade de problemas etal., 2019)

processamento, além de relacionado a taxa
ser aprovada pela Food de degradacéo
and Drug
Admnistration (FDA)

Gelatina Baixo custo, boa Propriedade (ZHANG,; KING,
biocompatibilidade, mecanica ruim e 2020) (SUAMTE;
biodegradabilidade alta TIRKEY; BABU,

previsivel degradabilidade 2023) (GUO et al.,
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em condigdes 2021)
fisioldgicas
normais
Quitosana Biodegradavel, Fracaresisténcia  (JAZAYERI et al.,
biocompativel, e estabilidade 2019)
apresenta propriedade mecanica (SARAVANAN;
antibacteriana, estimula LEENA;
a proliferacdo celular SELVAMURUGAN,
2016)
Alginato Né&o-toxico, boa E bioinerte, (KOSTENKO;
absorcéo de fluidos, possui baixa SWIOKLO;
apresenta propriedade CONNON, 2022)

biocompatibilidade e

mecanica e rapida

biodegradabilidade taxa de
degradacéo
Acido Hialuronico Propriedades nao- Baixa (TIWARI; PATIL;
imunogénicas, propriedade BAHADUR, 2019)

biodegradabilidade

controlada

mecanica e rapida
degradacédo in

Vivo

Todavia, quando se aborda polimeros naturais existe uma desvantagem que aflige quase
todos os materiais mencionados acima, que € baixa propriedade mecanica e reprodutibilidade,
e isso afeta, consideravelmente, o desempenho do scaffold. Portanto, com o intuito de
contornar tal problematica, geralmente esses materiais sdo misturados (“blended” - blenda, no
portugués) com os polimeros sintéticos (KESHVARDOOSTCHOKAMI et al., 2021)
(MOHAMMADALIZADEH; BAHREMANDI-TOLOUE; KARBASI, 2022).

Os polimeros sintéticos podem ser projetados e modificados para atender fungdes distintas
como scaffold, possuem boas propriedades mecanicas, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, e podem ser processados por diferentes métodos (WASYLECZKO,;

SIKORSKA; CHWOJNOWSKI, 2020) (YE et al., 2022). Eles também dispdem de uma
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amplitude consideravel de materiais que podem ser estudados, sendo os mais populares: poli
(e-caprolactona) (PCL), poli (&cido lactico-co glicdlico) (PLGA), poli(acido lactico) (PLA),
poli (l-lactideo) (PLLA), poli (2-hidrdxietil metacrilato) (PHEMA) e poliuretano (PU)
(JAZAYERI et al., 2019) (MCMAHAN et al., 2020). Como mencionado anteriormente, esses
materiais contribuem para a melhora das propriedades mecénicas dos polimeros naturais,
através das blendas, e isso pode ser visto em diversos trabalhos (JOSEPH et al., 2019). Wang
et al. (2021), por exemplo, fabricaram scaffolds micro e nanofibrosos a base de PCL e
gelatina. Foi constatado, através das técnicas de caracterizacao, que a PCL garantiu um apoio
estrutural e orientou a proliferagdo celular, enquanto a gelatina permitiu 0 aumento da

hidrofilicidade do material e adesdo das células.

2.4.1.1. Poli (e-caprolactona) (PCL) e rotofiacéo

Policaprolactona € um polimero sintético e semicristalino pertencente a classe dos
poliésteres alifaticos biodegradaveis, tendo seu uso aprovado pela FDA (ILYAS et al., 2022).
N&o apresenta toxicidade; é biorreabsorvivel; é biocompativel; possui boas propriedades
mecanicas, reologicas e viscoelasticas, tornando-a, deste modo, uma escolha em potencial
para ser utilizada na elaboracdo de scaffolds para engenharia de tecidos (SOWMYA,
HEMAVATHI; PANDA, 2021) (BEHTAJ et al., 2021) (DWIVEDI et al., 2020). Ademais, a
PCL é soluvel em grande parte dos solventes organicos (tolueno, diclorometano, cloroférmio,
benzeno, tetracloreto de carbono, etc.), embora seja hidrofébica (MAHMOUD SALEHI et al.,
2021). Os primeiros pesquisadores a reportarem a sintese de PCL foram Van Natta e
colaboradores (1934) (NATTA; AND; CAROTHERS, 1934). A partir de entdo, variados
métodos de sintese da PCL surgiram na literatura, sendo o mais comum a polimerizacao por
abertura do anel (ROP), onde o monomero (g-caprolactona) sofre reacfes idnicas (anibnica e
catibnica), catalisada por ions e metais (BARTNIKOWSKI et al., 2019). Encontram-se,
também, mencles a respeito da polimerizacdo de abertura do anel radical (RROP) de 2-
metileno-1,3-dioxepano (MDO) e condensacdo de acido 6-hidroxicapréico (Figura 6)
(SOWMYA; HEMAVATHI; PANDA, 2021).
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Figura 6 - Esquema da sintese da PCL por diferentes rotas
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Fonte: Adaptado de Guarino et al. (2017)

Devido a sua hidrofobicidade e degradacdo mais lenta (quando comparada a outros
polimeros sintéticos), a PCL geralmente é copolimerizada ou misturada com outros materiais,
e, assim, suas propriedades fisico-quimicas se tornam modificadas e otimizadas (MANDAL;
SHUNMUGAM, 2020) (YAO et al., 2017) (SINGH et al., 2020).

Outro fator interessante é que esse polimero pode ser processado de diferentes modos
para atuar como scaffold, destacando a eletrofiagdo, impressdo 3D, bioimpressdo 3D,
evaporacdo de solventes e rotofiacdo (SOUZA et al., 2022a) (HEDAYATI et al., 2020)
(BEHTAUJ et al., 2021). Cada técnica pode formar estruturas diferentes, dependendo do tipo de
aplicacdo desejada na engenharia de tecidos. Atualmente, na literatura, existe um abundante
acervo de estudos referente a scaffolds de PCL processados através das técnicas de
manufatura aditiva (impressdo 3D e bioimpressdo 3D) (CIUZAS; KRUGLY; PETRIKAITE,
2022) e eletrofiacdo (ALLAFCHIAN et al., 2019) (JANMOHAMMADI; NOURBAKHSH,
2019). No entanto, a rotofiacdo (ou rotary jet spinning (RJS), ou, ainda, centrifugal spinning,
como € comumente conhecida na lingua inglesa), mesmo que “timida”, surge como uma

alternativa interessante para obter scaffolds com micro e até nanofribras (altamente porosas),
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ja que possui facil operacao e apresenta uma producdo com bom rendimento (HAIDER et al.,
2020) (GUNER et al., 2020). Deve-se destacar, também, que a utilizacdo de fibras (alinhadas
ou desalinhadas) garantem maior estabilidade mecanica e auxiliam melhor a orientacdo do
crescimento celular quando comparada com materiais sem fibras (comumente obtidos via
técnica de evaporacdo de solvente) (JANOUSKOVA, 2018). Isso pois, na técnica de
evaporacao, como pode haver resquicio de solventes residuais, geralmente sdo preparados
materiais com espessura pequena, além do fato de que a alta miscibilidade entre polimero-
solvente tende a ocasionar baixa porosidade, o que interfere no desenvolvimento celular
(MONTANHEIRO et al., 2022).

A RJS, basicamente, utiliza a alta velocidade rotacional para ejetar solugdes
poliméricas atraves de pequenos orificios. O solvente, entdo, é rapidamente evaporado e as
estruturas poliméricas sdo formadas ao redor de um coletor (Figura 7) (ROGALSKI et al.,
2020). Portanto, ndo existe a necessidade em utilizar fonte de alta tensdo ou solugdes
condutoras, diminuindo, assim, seu custo (DE SOUZA et al., 2021) (BAHU et al., 2022).

Figura 7 — llustragdo da técnica de rotofiacdo

Reservatério
ﬂﬂd"

e

\ Jato

&

e

VAN "
Forca Coriolis : 0

Forca centrifuga

Fonte: Adaptado de Liu e Parker (2018)

De Nadai Dias et al. (2022) desenvolveram e avaliaram scaffolds a base de PCL com
diferentes concentragdes de polifenol resveratrol, produzidos pela técnica de RJS. Os

materiais apresentaram uma morfologia acessivel para adesdo e proliferacdo celular
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(microfibras e microporos) e ndo exibiram citotoxicidade. J& na pesquisa de Machado-Paula et
al. (2020), foi feita uma comparacdo entre a técnica de eletrofiacdo e RJS para obter scaffolds
de PCL. Constatou-se, que a PCL apresentou morfologias distintas: fibras rugosas com a RJS
e fibras lisas com a eletrofiagdo, onde ambas favoreceram a proliferacdo de células de

mamiferos.

2.4.2. Hidrogéis poliméricos

Outro material bastante requisitado para atuar como scaffold, sdo os hidrogéis. Eles
sdo formados a partir de redes poliméricas (naturais e/ou sintéticas) tridimensionais
reticuladas, com capacidade de absorver uma quantidade significativa de agua e/ou fluidos
biol6gicos (>90%), sem se dissolver (MONTASERI et al., 2023) (LIMA; PASSOS, 2021).
Essa propriedade ocorre devido a presenca de grupos hidrofilicos como -COOH, -CONHg, -
CONH, -OH, SOzH, e — NH.. No entanto, quando estdo em excesso, podem influenciar
negativamente na propriedade mecénica do material (MADDUMA-BANDARAGE;
MADIHALLY, 2020). Outrossim, os hidrogéis apresentam semelhanga estrutural com a
matriz extracelular, biocompatibilidade, consisténcia macia e elastica, alta porosidade,
promovem a proliferacdo das células e sdo altamente permeaveis, contribuindo para troca de
nutrientes e oxigénio (SAMIEI et al., 2021).

A reticulacdo de um hidrogel pode ser classificada de dois modos: fisica ou quimica
(NIKOLOVA; CHAVALLI, 2020) (Figura 8). Na reticulacdo quimica, ocorre a formacéo de
ligacGes covalentes, na rede polimérica, por intermédio de um agente de reticulacdo (PATEL;
THAREJA, 2022). Através dessa técnica, 0s materiais apresentam boa estabilidade mecanica
(UNAL; WEST, 2020). Entretanto, como a maioria dos agentes de reticulacdes é toxico,
deve-se remové-los completamente antes da aplicacdo final. Por outro lado, a reticulagédo
fisica € formada por reacBes nao-covalentes reversiveis, podendo ser do tipo: ligacdes de
hidrogénio, forca de Van der Waals, interacdes hidrofobicas, radiacdo ultravioleta (UV) ou
interacdes idnicas (GHANE et al., 2020) (HU; WANG; XIAO, 2019). Ao contrario da
reticulagdo quimica, esse método ndo requer a utilizacdo de agentes toxicos, todavia, acaba
gerando instabilidade mecéanica e fragueza em seus materiais diante de estimulos externos
(temperatura, pH, etc.) (PETERS et al., 2021).



36

Figura 8 - Representacéo das reticulagdes fisica e quimica dos hidrogéis

Modificagdo quimica do
polimero

Fonte: Adaptado de Farrukh et al (2018)

2.4.2.1. Poli (2-Hidroxietil Metacrilato) (PHEMA) e scaffolds a base de hidrogel /
PCL
O PHEMA ¢é um hidrogel formado por redes poliméricas tridimensionais reticuladas, a
partir da polimerizacdo do mondmero (2-hidroxietil metacrilato) (HEMA) (Figura 9). Esse
processo pode ser realizado via polimerizacdo em massa, em solugdo, em suspensao, ou em
emulsdo, sob influéncia de iniciadores térmicos, agentes quimicos ou radia¢do ultravioleta
(UV).
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Figura 9 - Processo de polimerizacdo do (PHEMA)
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Fonte: Adaptado de Praveen et al. (2021)

No ambito estrutural, o PHEMA contém um grupo carbonila (C=0) e uma hidroxila
(O-H), onde o grupo (C=0) atua como receptor de prétons, e o grupo (O-H) como receptor e
doador, o que possibilita a formagdo de ligagdes de hidrogénio (OH---OH e C=0---HO)
(Figura 10) (MA; WEN, 2020) (KASPROW et al., 2021). A presenca dessas ligacdes € que
proporciona a alta hidrofilicidade (ACHILIAS; SIAFAKA, 2017) e a formacdo de uma rede

tridimensional desse material.

Figura 10 — Representacdo ilustrativa das ligagOes de hidrogénio presentes nos hidrogéis de PHEMA
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Fonte: Adaptado de Morita (2014)



38

Historicamente, o PHEMA foi um dos primeiros hidrogéis a serem estudados para
aplicacdes biomédicas, sendo Wichterle e Lim (1960) os precursores, propondo a sua
utilizacdo como lentes de contato (PAYDAYESH; HELEIL; DADKHAH, 2022). A partir de
entdo, diversas pesquisas identificaram que esse material apresenta boa biocompatibilidade,
hidrofilicidade, facilidade de fabricacdo em diferentes configuracdes e propriedades
mecanicas ajustaveis, ampliando, deste modo, seu acervo de aplica¢des (SVOZILOVA et al.,
2021) (PASSOS et al., 2019) (BARUI, 2018). E valido ressaltar, também, que esse hidrogel
ndo é um material degradavel, e sua solubilidade em agua depende da massa molar
(MACKOVA et al., 2017).

Atualmente, o PHEMA pode ser utilizado como scaffold na engenharia de tecidos,
liberacdo de farmacos, elaboracdo de cdrneas artificiais, curativos cutaneos, cartilagem
articular, etc. (ZARE et al., 2021) (SAPTAIJI et al.,, 2021). Janouskova et al. (2019)
desenvolveram scaffolds macroporosos a base de hidrogel de PHEMA para atuarem no
cultivo celular 3D. J& Arica e colaboradores (2021), sintetizaram fibras de metacrilato de
gelatina (GelMA), por eletrofiacdo, circundadas com matriz de PHEMA, para serem usadas
como scaffold na engenharia de tecido corneano. Os resultados da pesquisa mostraram que as
células endoteliais da cornea tiveram uma boa adaptabilidade e proliferacdo, sem o registro de
citotoxicidade. No trabalho de Singh et al. (2019) foi elaborado um scaffold oriundo de uma
rede interpenetrante entre alginato/gelatina/PHEMA para aplicacdo na engenharia de tecido
cartilaginoso. De acordo com 0s autores, os estudos in vitro e in vivo demonstraram que o
material promoveu a neovascularizacdo, teve a capacidade de formar tecido conjuntivo com
elevadores teores de colageno na estrutura e conseguiu recrutar células do tecido circundante,
sem ocasionar resposta imune no hospedeiro.

Yao et al. (2022), sintetizaram scaffolds de PCL intercalado com hidrogel de alginato e
com o composto melatonina (antioxidante natural) para serem usados na regeneracdo de
tenddo. Os resultados in vitro e in vivo demonstraram a eficacia na adaptacdo e proliferacdo
celular, alem da otimizacdo da hidrofobicidade da PCL (YAO et al., 2022). Khandaker et al.
(2022) desenvolveram scaffolds de PCL com diacrilato de polietileno glicol (PEGDA-PCL),
PCL com alginato de sodio (PCL-SA) e PCL com colageno tipo | (PCL-CG1). Em cada um
dos materiais foram cultivados fibroblastos dérmicos humanos para verificar sua eficacia no
reparo da pele. Os resultados mostraram que, embora todos os materiais tenham favorecido a
adesdo e o desenvolvimento das células, o scaffold PCL-CG1 indicou superioridade nas
caracteristicas mecanicas e bioldgicas. Ja no caso do PHEMA, Filipovic e equipe (2022)

tentaram melhorar a sua degradabilidade atraves da sintese de scaffolds de PHEMA
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combinado com poli(B-aminoéster) (PBAE), gelatina e nanohidroxiapatita. Mackova et al.
(2017) desenvolveram scaffolds biodegradaveis a partir da copolimerizacdo do PHEMA com
2-(acetiltio) etil metacrilato (ATEMA) e zwitteribnico 2-metacriloiloxietil fosforilcolina

(MPC) para serem usados no cultivo de células-tronco mesenquimais humanas (MSCs).

2.5. Redes semi-interpenetrantes (semi-1PNs)

Os polimeros/hidrogéis, conforme comentado anteriormente, de forma individual, podem
apresentar desvantagens que influenciam nas caracteristicas fisico-quimicas, mecanicas,
morfoldgicas e bioldgicas para uso como scaffold. A PCL, por exemplo, € um material com
alto grau de hidrofobicidade. O PHEMA, ndo é um material degradavel. Entdo, para contornar
essa problematica, muitos pesquisadores desenvolvem misturas e blendas entre os polimeros
(RAJENDRA et al.,, 2022). Alguns materiais, por exemplo, podem ser preparados
simultaneamente em uma solucdo, ou o material pode ser sintetizado em um outro ja
processado, que € o caso das redes semi-interpenetrantes (semi-1PNs).

De acordo com Suo et al. (2018), as redes semi-IPNs ocorrem quando uma rede
polimérica é sintetizada, independentemente, na presenca de outras cadeias poliméricas.
Através dessa pratica, € possivel garantir mais estabilidade mecénica, elasticidade e
hidrofilicidade na nova estrutura formada. Malcher et al. (2021) sintetizaram scaffolds
poliméricos semi-IPNs a base de poli (acido L-latico) (PLLA) e PHEMA. O material
apresentou boas propriedades térmicas, morfoldgicas, auséncia de toxicidade, e contribuiu
para a aderéncia e crescimento celular. Em outra pesquisa, Shahrousvand et al. (2019)
desenvolveram redes semi-IPNs de poliuretano (PU) e PHEMA (reticulado na presenca de
nanocristais de celulose (CNCs)) para serem usadas como scaffolds. As analises
demonstraram que o material possuiu biodegradabilidade, hidrofilicidade, atoxicidade, bom
comportamento mecanico e boas taxas de proliferacdo de células.

Sendo assim, unir as caracteristicas da PCL com o PHEMA, via redes semi-IPNs,
pode ser uma alternativa interessante na elaboracdo de novos scaffolds para a engenharia de
tecidos. Algumas pesquisas, com a juncdo desses materiais, ja foram realizadas e obtiveram
excelentes resultados. Um exemplo disso, foi o estudo de Shams et al. (2020) que fabricaram
scaffolds porosos, bioativos e biocompativeis a base de PHEMA-PCL-apacita para ser usado
como scaffold na engenharia de tecido 6sseo, via técnica de evaporacdo de solvente. Ja
Damonte e colaboradores (2022), buscaram melhorar a propriedade mecanica dos hidrogéis
de PHEMA através da polimerizacdo com a PCL. Os resultados mostraram que 0s materiais

tiveram elevada resisténcia a falha compressiva e estabilidade de inchamento, podendo ser
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aplicado em varias areas de pesquisa, incluindo uso como biomaterial. Todavia, até o
momento presente, poucos trabalhos sobre o desenvolvimento de redes semi-IPN de PHEMA-

PCL foram encontrados na literatura.

2.5.1. Composto medicinal natural da regido amazbnica — 06leo de copaiba (Copaifera
officinalis)

A floresta amazbnica, entre seu vasto ecossistema, abriga uma das maiores
biodiversidades do mundo, unindo espécies essenciais de fauna e flora (PEREIRA et al.,
2019). Nessa regiao, encontra-se um leque abundante de plantas oleaginosas que apresentam
caracteristicas fisico-quimicas interessantes para o desenvolvimento de produtos medicinais,
cosmeéticos, farmacéuticos, etc (SERRA et al., 2019) (IBIAPINA et al., 2021). Espécies como:
andiroba (Carapa guianensis), babacu (Attalea speciosa), patua (Oenocarpus bataua), pracaxi
(Pentaclethra macroloba), copaiba (Copaifera officinalis) e pequi (Caryocar brasiliense) ja
eram utilizadas, durantes anos, por povos tradicionais da regido para o tratamento de lesdes,
hidratagdo da pele e repelentes (SILVA et al., 2021) (ALVES et al., 2019) (HENRIQUES et
al., 2022).

A copaiba é uma oleorresina extraida do tronco da leguminosa Copaifera (GHIZONI
et al., 2017). Existem mais de 70 espécies de copaiferas distribuidas pelo mundo (Copaifera
officinalis, C. guianensis, C. majorina Dwyer, C. cearensis Huber ex Ducke, etc.), embora
sua maior concentragdo esteja alocada na América do Sul, especialmente, na regido Norte do
territério brasileiro, tendo como espécies majoritarias a C. multijuga Hayne , C. reticulata
Ducke, C. langsdorffii Desf , C. paupera (Herzog) Dwyer, etc. (Figura 11). Por esse motivo,
o perfil quimico desse material pode variar de acordo com clima, espécie ou composi¢ao do
solo (TRINDADE; KELLY, 2018). Tradicionalmente, o seu uso medicinal ainda é utilizado

com frequéncia pela populacdo do Norte do Brasil, devido a heranga dos povos antepassados.
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Figura 11 - llustragdo da dispersdo da Copaifera ao redor do mundo

[ 1espécie
"] 2-5espécies
o 69 espécies
LN 10 espécies

Fonte: Adaptado de Arruda et al. (2019)

Através da oleorresina de copaiba é possivel extrair sua fracao volatil (6leo essencial)
utilizando a técnica de destilacdo a vapor (URASAKI et al., 2020). A busca por utilizar o 6leo
essencial de copaiba esta relacionada com o potencial das propriedades anti-inflamatorias,
antimicrobianas, antiproliferativas, analgésicas, cicatrizantes e antifingicas, gragas a presenca
de &cidos diterpendides e sesquiterpendides na composi¢do quimica do 6leo (PINTO et al.,
2023c) (TOBOUTI et al., 2017) (Tabela 4). Tal fato contribuiu para sua aprovagdo como
fitoterapico pela FDA (SOUZA et al., 2022b).

Tabela 4 - Composicdo de diterpenos e sesquiterpenos do dleo de copaiba (Copaifera officinalis)

Copaifera officinalis

Acidos diterpenoides Sesquiterpendides
Acido polialtico B-cariofileno
Acido copalico B-bisaboleno
Acido pinifélico a-humuleno

Acido cativico B-selineno
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Acido ent-16B-caurano-19-6ico a-bisabolol
Acido hardwickiico a-elemeno
Acido labdanico y-cadineno

Fonte: Adaptado de De Galdcio et al. (2016) e Narvaez et al. (2022).

Pesquisas realizadas por Ames-Sibin et al. (2018) investigaram a acdo do f-
cariofileno, maior constituinte do 6leo essencial de copaiba, na inflamacdo sistémica, no
estado oxidativo e no metabolismo das células hepaticas de ratos com artrite induzida. Os
resultados demonstraram que o B-cariofileno melhorou a inflamacao sistémica e o estado
oxidativo de ratos artriticos e, além disso, ndo foi associado a hepatotoxicidade. Alvarenga et
al. (2020) estudaram a eficécia da atuacdo da copaiba na inflamacéo e reparacdo tecidual de
feridas orais em camundongos. Os resultados indicaram que o 6leo promoveu aceleracdo na
cicatrizacao do ferimento, com altos indices de reepitelizacéo e otimizacdo na organizacao das
fibras colagena. Ja Becker et al. (2020), investigaram os efeitos anti-inflamatorios e
antinociceptivos de uma formulagdo em forma de creme (a base de Lanette N®, solucgdes de
parabenos em propileno glicol, &gua e solugdo aquosa de imidazolidinil ureia) e dleo de
copaiba para o tratamento de queimaduras cutaneas em camundongos.

A incorporacdo de Oleos, com propriedades semelhantes a da copaiba, também foi
estudada para o desenvolvimento de scaffolds. Em 2023, Souza e colaboradores, sintetizaram
scaffolds de quitosana/gelatina incorporados com extrato de Jatropha molissima (“pinhao-
bravo”) como possivel material para engenharia de tecido cutdneo (SOUZA et al., 2023).
Bonan et al. (2015) desenvolveram nanofribras - via técnica de fiacdo da solucdo por sobro
(solution blowspinning (SBS)) - a base de poli (acido latico) (PLA) e polivinilpirrolidona
(PVP) intercaladas com 0leo de copaiba para aplicacfes biomédicas. Os materiais tiveram
acdo antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Em outra pesquisa, Paranhos et al. (2022)
sintetizaram membranas de quitosana, através do método de evaporagdo de solvente (“casting
method ”), carregadas com diferentes concentragdes do 6leo fixo de copaiba para serem
aplicadas no tratamento de feridas cutaneas. Visto isso, as propriedades biologicas do dleo
essencial de copaiba podem ser um potencial otimizador nos scaffolds rotofiados de PCL-
PHEMA, pois sabe-se que os implantes biomeédicos podem sofrer com infecgdes ocasionadas
por patdgenos presentes no organismo, dificultando o processo de regeneracao e recuperacao

dos pacientes. Para contornar tal problematica, compostos bioativos, como 6leos essenciais,
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podem ser adicionados para evitar a proliferacdo de microrganismos nos scaffolds (COMINI
etal., 2022).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

Policaprolactona (PCL) (MM = 80,000 g/mol), solucdo tampédo fosfato-salina (PBS) (10
vezes concentrado), oxido de 2, 4, 6 — trimetilbenzoildifenilfosfina (TPO), e 2-hidroxietil
metacrilato (HEMA) (MM = 130,14 g/mol) foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (Cotia-SP,
Brasil). O oleo essencial de Copaiba (Copaifera officinalis) foi adquirido pela d6TERRA
Cosméticos do Brasil Ltda (Barueri-SP, Brasil). Diclorometano P.A (MM = 84,93 g/mol e

teor de pureza > 99,5 %) foi obtido pela Neon Comercial (Suzano-SP, Brasil).

3.2.  Metodologia

As Figura 12 e 13 mostram as etapas de processamento dos scaffolds e o fluxograma
da metodologia deste trabalho, respectivamente. Os materiais foram desenvolvidos no
Laboratorio de Biomateriais, Bioprodutos e Tecnologias de Biofabricagdo (LABBIO3D),
situado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Pard (UFPA). As
caracterizacdes fisico-quimicas, de superficie e biolégica ocorreram em parceria com 0
Museu Paraense Emilio Goeldi (Laboratério Adolpho Ducke) (Cromatografia gasosa), a
Universidade Federal de Sdo Paulo (Diadema / UNIFESP) (TGA e DRX), o Laboratério
Nacional de Nanotecnologia (LNNano) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (CNPEM) (microscopia confocal e angulo de contato), o Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (Beléem / UFPA) (atividade
antimicrobiana), Laboratério de Espectroscopia Vibracional e Altas Pressbes da UFPA
(LEVAP/ UFPA) (FTIR), Laboratdrio de Microanalises do Instituto de Geociéncias (IG) da
UFPA (MEV), e o Laboratdrio de Microscopia Eletronica (Belém / IEC) do Instituto Evandro

Chagas (testes in vitro).
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Figura 12- Etapas experimentais para obtencéo dos scaffolds
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Figura 13- Fluxograma da metodologia
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3.3.  Preparo da solucdo de PCL

Pellets de PCL foram solubilizados em diclorometano, sob agitacdo magnética constante,
obtendo uma concentracdo final da solucdo de 20% m/v. Para as amostras de PCL-Gleo
essencial de copaiba (PCL-C), 2% m/ v de dleo, foi adicionado na solugdo de PCL totalmente
homogeneizada, e o sistema foi mantido por mais duas horas de agitacdo, a temperatura

ambiente.

3.4. Rotofiacdo: obtencdo das mantas a base PCL
No processo de formacdo dos scaffolds fibrosos de PCL, foi utilizado o sistema de
rotofiacdo desenvolvido pelo Laboratério de Biomateriais, Bioprodutos e Tecnologias de

Biofabricacdo (LABBIO3D), da Universidade Federal do Par4, com adaptaces de Andrade
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(2017). O sistema € constituido basicamente de trés componentes (Figura 14): (a) um
reservatorio central (recipiente das solugdes), com quatro capilares na parede, utilizado para
expulsdo da solucdo; (b) um coletor de formato cilindrico, onde as fibras recém rotofiadas se
depositam; e uma base circular, acoplada ao motor elétrico (127 V) com velocidade de
rotacdo controlada - 19200 rpm (c). A distancia entre o coletor e o reservatério central foi
mantida constante (50 cm). Quatro mililitros da solugdo foram adicionados no recipiente do
sistema de rotofiacdo, a cada giro, em seu préprio eixo. As fibras obtidas foram secas em
estufa por 48hrs, a 40 °C, para eliminar possiveis solventes residuais. Em seguida, 0s
materiais foram cortados em quadrados, nas dimensdes 1x1 cm e armazenados sob

refrigeragéo para caracterizagdes posteriores.

Figura 14 - Sistema de rotofiacdo

--------- > (A)Reservatorio das solucoes

--- (C) Base acoplada aum motor elétrico

Fonte: Adaptado de Lima et al. (2023)

3.5.  Preparo da solucdo de PHEMA
Solucdes de PHEMA foram preparadas na concentracdo de 60/40% m/m, usando agua
como solvente e trimetilbenzoil-difenil-fosfina (TPO) como fotoiniciador (1% m/ m em

relacdo & massa do mondmero), & temperatura ambiente.

3.6.  Preparo das redes semi-interpenetrantes
O PHEMA 60/40% m/m foi gotejado (ImL), com uma pipeta, nos scaffolds de PCL

rotofiados (com/sem o 6leo de copaiba), de area 1,0 x 1,0 cm, e o0 excesso de solugéo foi
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retido em papel toalha. Em seguida, hidrogeis de PHEMA foram obtidos via polimerizacéo
em solucdo na presenca das cadeias lineares e/ ou ramificadas da PCL. As reacgdes foram
conduzidas via fotopolimerizacdo durante 20 min (Figura 15). A Tabela 5 mostra a

identificacdo das mantas estudadas.

Figura 15- Processo de fotopolimerizagdo dos hidrogéis de PHEMA na estrutura da PCL (formacao das redes
semi-1PN)

Fonte: Autora (2024)

Tabela 5 - Identificacdo dos scaffolds estudados

Identificacéo das Composicéo
amostras
PCL PCL 20% (m/v) — controle
PCL-C PCL 20 % (m/v) / 6leo essencial de copaiba (2%
vIv)
PCL-PHEMA PCL 20 % (m/v) / PHEMA (60/40 m/m)
PCL-C-PHEMA PCL 20 % (m/v) / 6leo essencial de copaiba (2%

VIV) | PHEMA (60/40 m/m)
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3.7.  Caracterizacoes

3.7.1. Determinacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial de Copaiba

A composicdo quimica dos constituintes volateis do 6leo essencial de copaiba foi
analisada no Laboratério Adolpho Ducke (LAD), do Museu Paraense Emilio Goeldi por
cromatografia de fase gasosa acoplada & espectrometria de massas (CG/EM), em sistema
Shimadzu QP Plus- 2010 equipado com coluna capilar de silica DB-5MS (30 m x 0,25 mm;
0,25 m de espessura do filme) nas seguintes condigcdes operacionais: gas de arraste: hélio, em
velocidade linear de 36,5 cm/s; tipo de inje¢do: sem divisdo de fluxo (2 pL de 6leo em ImL
de hexano); temperatura do injetor: 250 °C, programa de temperatura: 60-250 °C, com
gradiente de 3 °C/min; temperatura da fonte de ions e outras partes 220 °C. O filtro de
quadrupolo varreu na faixa de 39 a 500 daltons a cada segundo. A ionizacao foi obtida pela
técnica de impacto eletronico a 70 eV. A identificacdo dos componentes volateis foi baseada
no indice de retencédo linear (IR) calculado em relacdo aos tempos de retencdo de uma série
homdloga de n-alcanos injetados nas mesmas condi¢cdes das andlises, e no padrdo de
fragmentacdo observados nos espectros de massas, por comparacdo destes com amostras
auténticas existentes nas bibliotecas do sistema de dados e da literatura (ADAMS, 2007
MONDELLO, 2011; NIST, 2011).

3.7.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das amostras (diametro das fibras) foi investigada no Laboratério de
Microanalises do Instituto de Geociéncias (IG) da UFPA usando o equipamento MEV Zeiss
modelo SIGMAVP pertencente ao Instituto Tecnoldgico Vale (ITV), cedido em contrato de
comodato para a UFPA. As condicbes de operacdo foram: corrente do feixe de elétrons
secundérios = 80 pA, voltagem de aceleragdo constante = 10 kv, distancia de trabalho = 8,5

mm.

3.7.3. Microscopia confocal a laser

A medida topografica dos scaffolds foi analisada através da microscopia confocal a
laser, um equipamento que combina a microscopia 6tica convencional e a laser (comprimento
de onda = 408nm) para obter imagens com alta resolugdo espacial. O equipamento utilizado

para as medidas foi um Microscopio Confocal a Laser (LSCM VK-X200 — Keyence, Osaka,
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Japdo), disponibilizado pelo Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano). O software
utilizado nas medidas foi 0 VK Viewer e para as analises, o software usado foi 0 VK Analyser

versao 3.3.0.0.

3.7.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Possiveis interagdes inter/intramolecular das cadeias poliméricas (PCL e PHEMA), e
da adigdo do 6leo essencial nos scaffolds foram avaliadas pela técnica de espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), modo ATR, de 4000 a 650 cm
(espectrofotdmetro FTIR Bruker, modelo Vertex70v) e resolucdo de 4cm™. As analises foram
realizadas no Laboratorio de Espectroscopia Vibracional e Altas Pressdes da UFPA (LEVAP/
UFPA).

3.7.5. Difracao de Raio-x

Para mensurar a cristalinidade e avaliar estruturas cristalograficas dos materiais,
utilizou-se o Difratdbmetro de Raios X, marca Bruker (Germany) / D8 Advance DAVINCI,
equipado com radiagdo Cu Koa. As andlises foram avaliadas a 30kV e 30 mA, intervalo de 26
(5-40°), a uma velocidade de 2°/min, no Centro de Equipamentos e Servi¢os Multiusuarios da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).

3.7.6. Capacidade de intumescimento e Fracao sol-gel

O teste de intumescimento e fracdo sol-gel (fracdo sollvel e gel) tem como intuito
verificar a absorcdo de fluidos e a solubilidade ou degradacdo das amostras em meios
especificos, respectivamente. No caso da fracdo sol-gel, é fundamental identificar a eficiéncia
do processo de fotopolimerizacdo, que tende a gerar monémeros residuais. Assim, caso 0
material ndo tenha formado ligagBes cruzadas, havera a sua dissolugdo no meio (fracéo sol),
sobrando a sua parte insoluvel (fracdo gel). Portanto, os materiais foram imersos em PBS,
mantendo uma temperatura constante de 37°C, similar a do corpo humano. As massas das
amostras foram verificadas em periodo de 72 horas (material seco (Ms) e inchado (Mi)) para
calcular a capacidade de intumescimento (Equacdo 2). O procedimento foi feito em
quintuplicata, e ao finalizar, os materiais foram lavados em &agua destilada e secos para
calcular a massa residual (Mr), sequindo a metodologia de Salawi et al. (2022) (Equac0es 2, 3
e4).
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Mi—-Ms
&

100 [2]

Inchamento (%) =

Na equacéo [2], Mi representa a massa dos scaffolds inchados e Ms representa a massa

dos scaffolds secos.

Fracao sol (%) = M:MP =100 [3]

Fracao gel (%) = 100 — fracio sol [4]

Na equacdo [3], Mo representa a massa inicial seca dos scaffolds e Mr representa a

massa seca dos scaffolds apds 72 horas de imersédo em PBS.

3.7.7. Angulo de contato

Medidas de angulo de contato estatico e aparente (8) foram obtidas via observacao de
uma gota de agua destilada na superficie de todos os scaffolds. As imagens foram capturadas
usando o equipamento gonidmetro de angulo de contato dptico da marca One Attension,
modelo Theta Lite, do Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano/CNPEM), a fim de
verificar a molhabilidade da superficie dos materiais.

3.7.8. Andlise Termogravimétrica

Analisador termogravimétrico Shimadzu DTG-60H (TGA) (Kyoto, Japédo) foi
utilizado para determinar a estabilidade térmica dos scaffolds, na faixa de 25 a 600°C, usando
atmosfera inerte, com fluxo de nitrogénio a 50ml / min e taxa de aquecimento a 10°C / min.
Os ensaios foram realizados na Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). no Centro de

Equipamentos e Servi¢os Multiusuérios da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).
3.7.9. Avaliacéo da atividade antibacteriana dos scaffolds e do dleo essencial de copaiba

3.7.9.1. Microrganismos

Foram utilizadas cepas padrdo (American Type Collection Culture - ATCC) de
Staphylococcus aureus 29213; Escherichia coli 25922, e Klebsiella pneumoniae 29212. As
cepas bacterianas foram repicadas e cultivadas em agar nutriente e mantidas no Laboratério

de Microbiologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal do Para.
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A analise da atividade antimicrobiana dos scaffolds e do 6leo essencial foi realizada através
dos métodos de difusdo em &gar, pela técnica de microdiluicdo em caldo. Como controle
positivo foram utilizados os antibioticos cloranfenicol (Staphylococcus aureus, e meropenem

(Escherichia coli). Como controle negativo, para todas as espécies, foi utilizado o DMSO.

3.7.9.2. Preparo de Indculo Bacteriano

Inicialmente, para o preparo do inoculo, utilizando-se uma alca bacteriologica, foram
transferidas 3-4 coldnias da cepa isolada em agar nutriente, com a mesma morfologia e foram
inoculadas em caldo Mueller-Hinton ou solucéo fisiologica 0,9%. A cultura foi incubada a
3542 °C até atingir a turbidez de 0,5 da escala de McFarland (1x108 UFC/mL).

3.7.9.3. Teste antimicrobiano de Difusdo em Disco

Ajustado o indculo de acordo com a escala de McFarland, com auxilio de um swab
estéril, o inoculo foi semeado na superficie de agar Mueller-Hinton em trés direcdes
diferentes. A seguir, discos de papel de filtro estéreis de 6mm foram impregnados com 10uL
de oOleo essencial de copaiba e os controles foram colocados sobre a superficie do éagar
Mueller-Hinton inoculado. Os halos de inibicdo para cada antimicrobiano testado foram
interpretados nas categorias sensivel, intermediario ou resistente, de acordo com 0s critérios
estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M100-S28, 2018
(revisado anualmente), M02, 13th Ed., 2018 (Performance Standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Tests).

3.7.10. Testes in vitro

3.7.10.1. Cultivo de fibroblastos 3T3

O ensaio de citotoxicidade utilizou fibroblastos murinos da linhagem BALB/c 3T3,
clone A31, do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ:0047). As células foram cultivadas
em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e mantidas em
atmosfera com 5% de CO, a 37°C até a cultura atingir 80% de confluéncia. Nesse momento,
os fibroblastos foram lavados com solugdo salina fosfatada esteril (PBS) e submetidos & acéo
da tripsina 0,05%, sendo incubados a 37 °C por 3 min, para o desprendimento dessas celulas
da superficie do frasco. Em seguida, foi adicionado meio DMEM suplementado com SBF

para neutralizar a a¢do da tripsina. O contedo do frasco foi entdo transferido para um tubo e
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centrifugado (1500 RPM/5 min/4 °C). O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em PBS para lavagem, sendo novamente centrifugadas nas mesmas condigdes
citadas acima. O sobrenadante foi novamente descartado e as células sedimentadas foram
ressuspensas em DMEM, depois contadas e a sua concentracdo ajustada para 1.105

celulas/pogo.

3.7.10.2. Avaliacdo da citotoxicidade pelo ensaio MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]

Em placas de 24 pogos foram adicionados os scaffolds devidamente esterilizados
seguido da adicdo de 1x10* células/mL sobre o curativo em cada poco. Nos pogos foram
adicionados meio DMEM contendo 5% de SBF, e as placas contendo as células e os scaffolds
foram mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO- por 48 horas. Apos 0
periodo de incubacdo, o sobrenadante foi retirado dos pogos e 0s mesmos lavados com PBS.
Logo apds a lavagem, foi adicionado 0,5 mg/mL de MTT ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
dipheny!l tetrazolium bromide]) diluido em PBS sendo, posteriormente, incubados a 37 °C em
atmosfera contendo 5% de CO por 3 horas. Apds o término da incubagéo, foi retirado o
sobrenadante, lavado 1 vez com PBS e adicionado 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO) em
cada poco para solubilizagéo dos cristais de formazan e incubado em agitagéo por 10 minutos.
Posteriormente, a solucdo resultante foi transferida para placa de 96 pocos e lida em
espectrofotdmetro com um comprimento de onda de 570 nm (LIMA et al., 2023). Como
controle do ensaio, um grupo de células foram mortas com solucéo de 10% de formol em PBS
e como controle da viabilidade celular (considerado 100% de viabilidade) outro grupo de

células foram cultivadas sem a presenca de qualquer scaffold teste.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.  Cromatografia gasosa do 0leo essencial de copaiba
Com o objetivo de identificar a composi¢do quimica do 6leo essencial de copaiba foi

realizada a analise de cromatografia gasosa. Os resultados estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 - Composi¢do quimica do 6leo essencial de copaiba via cromatografia gasosa

IR Compostos Conteldo
(%)
1116 allo-Ocimeno 0,15
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1325
1337
1356
1359
1366
1378
1380
1393
1406
1414
1420
1425
1429
1432
1435
1442
1444
1448
1451
1458
1463
1466
1469
1472
1475
1480
1483
1487
1490
1492
1499
1504

2E-Decenal
d-Elemeno
a-Cubebeno
2E- Undecenal
a-Ylangeno
a-Copaeno
7-epi-Sesquitujeno
B-Elemeno
a-Gurjuneno
cis-a-Bergamoteno
(B)-Cariofileno
v-Elemeno
trans-a-Bergamoteno
Aromadendreno
(2)-p-Farneceno
a-Himachaleno
Isogermacreno D
(E)-B-Farneseno
a-Humuleno
allo-Aromadendreno
dehydro-Aromadendrano
9-epi-(E)-Cariofileno
v-Muurolene
v-Himachaleno
Germacreno D
trans-pB-Bergamoteno
B-Selineno
y-Amorfeno
a-Selineno
g-Amorfeno
(2)-a-Bisaboleno
B-Bisaboleno

y-Cadineno

0,11
0,75
1,2
0,13
0,19
5,92
0,41
1,38
0,43
0,17
40,75
3,2
10,25
0,6
0,63
0,84
0,82
0,53
9,47
1,16
0,36
0,27
1,99
0,37
0,88
1,1
1,39
0,29
1,01
0,89
0,55
4,54
0,65
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1509 5-Cadineno 2,49
1515 B-Sesquifelandreno 0,75
1518 (E)-y- Bisaboleno 0,17
1524 trans-Cadina-1,4-dieno 0,16
1528 a-Cadineno 0,17
1532 (E)-a-bisboleno 0,54
1543 Hidrato de cis-sesquisabineno 0,06
1569 Cariolan-8-ol 0,41
1574 Oxido de cariofileno 0,69
1602 Epdxido de humuleno 11 0,05
1615 Junenol 0,19
1620 1-epi-Cubenol 0,05
1636 Cubenol 0,13
1640 a-Muurolol 0,25
1650 a-Cadinol 0,16
1671 n-Tetradecanol 0,07

A anélise identificou a presenca de 50 compostos sesquiterpénicos, tendo como compostos
majoritarios o (B)-cariofileno (40,75%), trans-a-bergamoteno (10,25%), a-humuleno (9,47%), e
a-copaeno (5,92%). Resultados similares podem ser encontrados nos trabalhos de Rodrigues et
al. (2020) e Ames-Sibin et al. (2024) (RODRIGUES et al., 2020) (AMES-SIBIN et al., 2024).
Como descrito na pesquisa de Pinto et al. (2023), o dleo essencial de copaiba apresenta
propriedades interessantes para tratamento anti-inflamatério e antimicrobiano, gracas a
presenga de sesquiterpenos como: [-cariofileno, a-copaeno, e a-humuleno (PINTO et al.,
2023b). Portanto, através dessa analise comprovou-se a presenca de compostos quimicos
essenciais que podem contribuir para a otimizacdo de agdes anti-inflamatorias e

antimicrobianas do 0leo essencial estudado.

4.2. Formacéo das fibras de PCL e Rede semi-IPNs

Através da combinacdo de aceleragdo centripeta e do processo de centrifugacdo,
formaram-se as fibras de PCL, em batelada, na parede do coletor (Figura 16). Uma
combinacdo de pressdo hidrostatica e de pressdo centrifuga na extremidade do orificio

excedeu o fluxo resistente das forgas e expulsou o liquido na forma de um jato. Assim, 0
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solvente utilizado foi evaporado e contribuiu para formacgdo dos scaffolds, como mantas/

malhas polimericas fibrosas.

Figura 16- Fibras de PCL obtidas pela técnica de rotofiacéo, (a) durante o processo, (b) fibras de PCL-6leo de
copaiba (PCL-C), e (c) fibras de PCL controle (PCL)

Fonte: Autora, (2024).

Visualmente, ndo houve diferenca significativa entre as fibras de PCL e PCL-C, exceto
pelo aroma caracteristico do 6leo. Apds o processamento, 0 material foi encaminhado para
estufa para eliminagéo de possiveis solventes residuais, mantendo uma temperatura constante
de 40 °C durante 48 horas. Logo em seguida, as fibras foram cortadas e dobradas para formar
os scaffolds nas dimens@es de 1cm x 1 cm. Todo procedimento foi realizado com o auxilio de
um paquimetro para melhor precisao (Figura 15). Essas etapas foram iguais para as amostras

de PCL controle (PCL) e com o 6leo essencial de copaiba (PCL-C).

Figura 17 — (a) Scaffolds de PCL cortados com auxilio do paquimetro, (b) scaffolds de PCL e, (c) PCL-C

Fonte: Autora (2024)
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A Figura 18 mostra a caracteristica visual dos scaffolds desenvolvidos. As redes semi-
IPNs foram sintetizadas com sucesso e, macroscopicamente, pode-se perceber um brilho
caracteristico do hidrogel PHEMA na estrutura da PCL. Mesmo com a adi¢do do hidrogel na
estrutura, ndo houve o desaparecimento das fibras. Além disso, as amostras de PCL-PHEMA
e PCL-C-PHEMA se tornaram mais rigidas ao tato quando comparadas com a PCL e PCL-C.
Esse comportamento pode ser explicado pela mudanca do estado vitreo do PHEMA, quando

secos. Inchados em fluidos, o hidrogel tende a se tornar mais flexivel.

Figura 18 - Comparacdo macroscopica entre os scaffolds

Fonte: Autora (2024)

4.3.  Angulo de Contato

A molhabilidade da superficie dos scaffolds é um parametro base que pode influenciar no
comportamento celular (adeséo e proliferacdo) (IDASZEK et al., 2016). Essa propriedade esta
ligada a fatores como porosidade, rugosidade superficial e composicdo quimica dos materiais
(FILIPOVIC et al., 2022). Uma das formas de entender como a superficie dos scaffolds esta
se comportando é através da técnica de angulo de contato, que consiste em realizar um
gotejamento na superficie do material, com o intuito de verificar sua hidrofilicidade. Caso a
angulacdo da gota seja inferior a 90°, o material é considerado hidrofilico (PAXTON;
WOODRUFF, 2022). Por outro lado, se o valor for superior a 90°, o material é hidrofobico
(KUNG et al., 2019). Deste modo, foi realizado o teste de angulo de contato para entender o
comportamento da superficie dos scaffolds estudados. Os resultados da analise podem ser
vistos na Figura 19.
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Figura 19 - Valores médios e desvio padrdo do angulo de contato da superficie dos scaffolds
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Verificou que as amostras de PCL apresentaram um comportamento hidrofilico, com
angulacdo superficial média de 86,96°. Embora a PCL seja descrita na literatura como um
material hidrofébico (SHARIFI et al., 2020) (KAHDIM et al., 2023), o processo de fabricacdo
dos scaffolds de PCL utilizado nesse trabalho (rotofiagéo), favoreceu o surgimento de porosidade
dentro das fibras e entre as fibras do polimero, otimizando sua molhabilidade. Resultados
similares foram encontrados no trabalho de Lima et al. (2023). Nas amostras PCL-C observou-se
um comportamento hidrofébico, com angulacdo média de 93,99°. Esse resultado esta
relacionado com a caracteristica hidrofobica do 0leo acrescentado nos scaffolds de PCL
(BONAN et al., 2015b). Sadaiyandi e colaboradores (2023) também demonstraram em sua
pesquisa que o acréscimo de 6leo essencial em fibras de PCL diminui a molhabilidade dos
materiais. Em relacdo aos scaffolds do grupo PCL-PHEMA houve um aumento acentuado da
hidrofilicidade do material, com uma angulagcdo meédia de 29,42°. Esse fato esta relacionado com
a presenca do hidrogel de PHEMA na estrutura da PCL (formacdo da rede semi-IPN). O
PHEMA apresenta grupamentos hidrofilicos (COOH, C=0, O-H) em sua estrutura quimica
otimizando a molhabilidade da superficie das amostras (TABATABAEE; BAHEIRAEI,
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SALEHNIA, 2022). A melhora na hidrofilicidade dos scaffolds, ap6s o acréscimo do PHEMA,
também podem ser vistas na pesquisa de Filipovic et al. (2022). Por fim, as amostras de PCL-C-
PHEMA também apresentaram um comportamento hidrofilico, com angulacdo média de 56,02°.
Todavia, quando comparada com as amostras do grupo PCL-PHEMA percebe-se uma menor

molhabilidade, haja vista a presenca do dleo essencial de copaiba.

4.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias da superficie dos materiais podem ser vistas na Figura 20. Os resultados
demonstraram a presenca de uma regido porosa nos scaffolds de PCL, além de formagdo de
microfibras dispersas, com diametros variando de 18,40 a 19,50 um, e auséncia de beads
(defeitos nas fibras). A presenca do perfil poroso pode estar associada ao processo de rotofiacao,
em conjunto ao uso do solvente diclorometano (solvente volatil com ponto de fusdo igual a
39,6°C). Nas amostras PCL-C (Figura 20 C e D) também foram identificadas fibras dispersas e
porosas, com variagdo de didmetros de 3,11 a 24,44 um. Além disso, 0S poros (micro, macro e
mesoporos) presentes nas fibras apresentaram maiores didmetros (com variacdo de 288,5 nm a
3,40 um), com perfil eliptico, quando comparado com as amostras controle. Tal fato pode estar
associado com uma possivel influéncia do éleo no processo de evaporacdo do solvente, durante a
formacao das fibras. Ja as amostras PCL-C-PHEMA (Figura 20 E e F) tiveram uma variacdo do
diametro das fibras de 6,29 a 8,14 um, além de apresentar uma superficie rugosa e com poros
variando de 1,41 a 4,33 um. Quando comparada com a amostra controle, percebe-se 0 aumento
da rugosidade nas fibras, sugerindo que o hidrogel de PHEMA foi fotopolimerizado na estrutura
fibrilar do material. Perfil similar as amostras de PCL-C-PHEMA também pode ser visto nas
amostras de PCL-PHEMA. Compreende-se, deste modo, que a porosidade e rugosidade
encontradas nos materiais podem permitir maior adeséo e proliferacdo de células (MACHADO-
PAULA et al., 2020).
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Figura 20 - Micrografias dos scaffolds estudados: A: PCL a magnitude de 200 KX, B: PCL a 1000 KX, C: PCL-
C a200KX, D: PCL-C a 1000 KX, E: PCL-C-PHEMA a 200KX, F: PCL-C-PHEMA a 1000 KX, G: PCL-
PHEMA a 200KX, e H: PCL-PHEMA a 1000 KX.
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45.  Microscopia Confocal a Laser
A microscopia confocal foi utilizada para estudar a rugosidade da superficie dos scaffolds
(Figuras 21 e 22). Dados referentes a rugosidade média superficial (Ra) podem ser

encontrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Tabela referente a rugosidade média dos materiais, obtidos via tratamento no software Gwyddion

Amostras Rugosidade média da

superficie (Ra) (p)

PCL 69,27 + 20,31

PCL-C 116,3 + 10,74
PCL-PHEMA 71 +5,43

PCL-C-PHEMA 112,5 + 18,17

Fonte: Autora (2024)

Figura 21- Topografias 3D obtidas via microscopia confocal, com lente de ampliacéo de 10x, dos scaffolds: (A)
~PCL, (B) - PCL-PHEMA, (C) - PCL-C, (D) — PCL-C-PHEMA
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Figura 22 - Imagens Opticas via microscopia confocal: (A) — PCL, (B) — PCL-PHEMA, (C) — PCL-C, (D) —
PCL-C-PHEMA

Observou-se que todos os materiais apresentaram rugosidade superficial, caracteristica
que esta associada ao processo de obtencdo das fibras (rotofiacdo). Diversos estudos na
literatura relataram que o processo de rotofiacdo contribui para formacdo de materiais mais
rugosos (MACHADO-PAULA et al., 2020) (VIDA et al., 2018). O acréscimo do hidrogel e
do 6leo essencial na estrutura da PCL potencializaram o aumento da rugosidade, como pode
ser visto na Figura 22. O processo de adicdo do PHEMA pode ter contribuido para a formacao
da rede semi-IPN (por ligacdo de hidrogénio), ndo somente no interior do material, como
também na superficie das fibras (Figura 22 b e d). A rugosidade torna-se uma propriedade
interessante em scaffolds, j& que favorece a ancoragem das células e contribui para o seu
crescimento (CAN-HERRERA et al., 2021) (PLATH et al., 2023).
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4.6. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Figuras 23 mostra os espectros de FT-IR dos scaffolds de PCL, PCL-C, PCL-C-
PHEMA, do hidrogel de PHEMA e do ¢leo essencial de copaiba (O.C) (in natura),
objetivando comparar as bandas de vibragdo correspondente aos principais grupos funcionais
pertencentes aos scaffolds e ao 6leo essencial de copaiba bruto. Este estudo vibracional é
importante devido aos espectros de absor¢do no IR permitir inferir insights (informaces)
sobre a estrutura molecular de ambos os sistemas polimeéricos investigados neste trabalho e do

Oleo in natura.

Figura 23- Espectro FTIR dos scaffolds de PCL, PCL-C, PHEMA, PCL-C-PHEMA, e O.C
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Os espectros de absor¢do no IR do scaffold PCL apresenta bandas caracteristicas e
similares do polimero PCL: a 2944 cm!, estiramento assimétrico do grupo CHa; a 2866 cm™,
estiramento simétrico do grupo CHp; a 1721 cm, estiramento do grupo éster carbonila
(C=0); e a 1293 cm?, estiramento no grupamento C-C e C-O (OBASI et al., 2018) (ELZEIN
et al., 2004). Em relagio ao 6leo essencial de copaiba foram detectadas bandas a 2924 cm™ e
2853 cm™ referente a deformagdes axiais das ligagdes -CH dos compostos encontrados no

6leo (como os sesquiterpenos, por exemplo); a 1713 cm™ foi detectada vibracdes de
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estiramento no grupo carbonila (C=0); a 1634 cm™ sugere vibragdo de estiramento no
grupamento alceno (C=C); a 1449 cm™ indica estiramento no grupo -CHz; a 1450 cm™ foi
detectada vibragdes do grupamento C-O, e a 884 cm™ flexdo do grupo C=C (RODRIGUES et
al., 2023) (PASCOAL et al., 2017). Ja para o hidrogel de PHEMA, foram identificadas
regibes caracteristicas: estiramento na ligagdo O-H (3600 - 3000 cm™), estiramento da ligagdo
C-H (3000 — 2900 cm'Y), estiramento da ligagdo C=0 (1770 — 1660 cm™), C=C (1650 cm™), e
estiramento na ligagdo C-O (1160 cm™) (COSTANTINI et al., 2006) (DEMIR et al., 2023).
Quando comparado os scaffolds de PCL-C-PHEMA (rede semi-IPN) com as amostras
controle (PCL e PHEMA) (Figura 20), percebe-se a presenca dos grupamentos funcionais
caracteristicos (tanto da PCL, quando do hidrogel PHEMA), além da diminuicdo da
intensidade do grupo O-H presente nas amostras contendo o hidrogel, o que sugere a
formacéo de possiveis ligacdes de hidrogénio entre as cadeias laterais do PHEMA. Resultados
similares podem ser encontrados na pesquisa de Dias Junior et al. (2021) (DIAS JUNIOR et
al., 2021). Ademais, é observado a presenca da ligacdo C=C, grupamento presente no
mondmero HEMA, o que indica mondmeros residuais na estrutura nos scaffolds (PCL-C-
PHEMA). Ja em comparacdo as amostras com acréscimo do oOleo essencial (Figura 21), é
possivel observar a sobreposicdo dos grupamentos funcionais da copaiba com os da PCL,
apenas sendo possivel identificar uma leve banda a 885 cm™ referente ao estiramento C=C do
6leo de copaiba nas amostras PCL-C e PCL-C-PHEMA. Rodrigues et al. (2020) também
demonstraram que a adi¢cdo do Gleo essencial de copaiba ndo alterou a intensidade e faixa das
bandas (RODRIGUES et al., 2020).

4.7.  Andlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi utilizada para verificar a decomposicdo térmica dos
scaffolds sob variacdo de temperatura de 25 a 650 °C. As Figura 24 e 25 mostram a perda de
massa e as derivadas de massa dos materiais estudados, respectivamente. A decomposi¢ao
méaxima (Tdmax), temperatura de inicio de degradacdo (Tonset), porcentagem de perda de

massa e de residuos podem ser encontrados na Tabela 8.



64

Tabela 8 - Parametros das curvas TGA e DrTGA dos scaffolds: temperatura de inicio da degradacdo (Tonset),

temperatura maxima de degradacdo (Tdmax), perda de massa (%) e porcentagem de residuo.

Massa Residuo
Tonset (°C) Tdmax (°C) total
Amostras perdida (%)
(%)
1° 2° 3° 1° 2° 3°
Estdgio Estadgio Estdgio Estdgio Estagio Estagio
PCL 314,01 408,95 98,28 1,72
PCL-C 333,67 474,12 412,49 513,53 99,38 0,62
PCL-C- 63,43 311,62 478,33 122,47 411,21 521,26 98,82 1,18
PHEMA
PCL- 60,19 319,70 117,96 414,67 98,18 1,82
PHEMA

Fonte: Autora (2024)

Figura 24 - TGA dos scaffolds de PCL, PCL-C, PCL-PHEMA, e PCL-C-PHEMA
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Figura 25- DrTGA dos scaffolds de PCL, PCL-C, PCL-PHEMA, e PCL-C-PHEMA
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Nos scaffolds PCL foi observado apenas um estagio de perda de massa de 98,28% a
temperatura maxima de 408,95 °C (Tonset = 314,01 °C), representando a degradacao total do
polimero, devido a quebra da cadeia principal da PCL via pirélise. Resultados similares séo
encontrados nas pesquisas de Mendonca et al. (2022) e Giorno et al. (2022) (GIORNO;
RODRIGUES; SANTOS, 2022) (MENDONCA et al., 2022). Os scaffolds PCL-C, por outro
lado, apresentaram dois patamares de perda de massa de 95% e 4,38% nas temperaturas
méaximas de 412,49 e 515,53 °C, respectivamente. Esses eventos estdo relacionados com a
quebra da cadeia principal da PCL e reacdo de pirdlise dos sesquiterpenos presentes no 6leo
essencial de copaiba (DEBONE et al., 2019). Para as amostras PCL-PHEMA também foi
possivel observar dois patamares de perda de massa de 11,02% e 87,16% nas temperaturas
maximas de 117,96 e 414,67 °C. A perda de massa no primeiro estagio pode estar relacionada
com a eliminacdo de agua e/ou monémeros residuais retidos na matriz do hidrogel PHEMA
incorporado na estrutura da PCL. Ja o segundo estagio pode estar relacionado com a
degradacédo da cadeia principal tanto da PCL quanto do hidrogel PHEMA (PASSOS et al.,
2016). Por fim, os scaffolds PCL-C-PHEMA apresentaram trés patamares de perda de massa
(11,75%, 82,41% e 4,66%), com temperatura maxima de 122,47 °C, 411,21 °C, e 521,26 °C.
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O primeiro patamar refere-se a eliminacdo de componentes volateis, devido a presenca do
hidrogel; o segundo, indica a degradacdo da cadeia polimérica da PCL e do PHEMA, e o
terceiro, é referente a evaporacdo dos sesquiterpenos do 6leo. Portanto, o acréscimo do 6leo
essencial de copaiba e do hidrogel PHEMA nao alteraram, significativamente, a estabilidade

térmica dos scaffolds.

4.8. Ensaio de Inchamento e fracdo sol-gel

A Figura 26 mostra os resultados dos ensaios de inchamento. Os scaffolds de PCL
apresentaram uma absorcdo media ao PBS de 4,49% =+ 0,77. Ja as amostras de PCL-C tiveram
um inchamento médio de 2,73% + 0,42. Esse comportamento esta ligado diretamente com a
presenca do Oleo na estrutura do polimero, aumentando a hidrofobicidade do material.
Todavia, as amostras de PCL-PHEMA e PCL-C-PHEMA tiveram sua capacidade de absorcéo
média aumentadas (21,57% * 0,84 e 10,11% % 0,34, respectivamente), devido a incorporacao
do hidrogel (rede semi-IPN) na estrutura da PCL, como também demonstrado anteriormente
na literatura (DIAS JUNIOR et al., 2021). Contudo, a influéncia da hidrofobicidade do 6leo
essencial de copaiba foi perceptivel nas amostras de PCL-C-PHEMA, tendo uma reducéo de
absor¢do quando comparada com PCL-PHEMA. No entanto, ainda assim 0s materiais

absorvem fluidos. Tais resultados corroboram com o teste de angulo de contato.
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Figura 26 - Perfil de absorc¢éo de fluidos das amostras estudadas, em PBS
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A Tabela 9 apresenta os valores médios da fragdo sol-gel dos scaffolds e os seus desvios-
padrdo. Percebe-se que em ambas as amostras, que apresentam o hidrogel em sua estrutura
(PCL-PHEMA e PCL-C-PHEMA), houve a liberagdo de mondmeros residuais e/ou
oligdmeros que ndo foram reticulados completamente (fracdo sol), fato que pdde ser
comprovado analisando os dados obtidos pelo FT-IR e TGA. Tais resultados apresentaram
indicios importantes para a necessidade de lavagem dos materiais antes de realizar as analises
de citotoxicidade. Ademais, sabe-se que, 0 aumento do tempo de exposicdo dos materiais na
luz UV e o aumento da quantidade de agente de reticulacdo (TPO), poderia contribuir para a
maior densidade de reticulacdo das redes semi-IPN, reduzindo a quantidade de monémeros
residuais, como descrito em trabalhos anteriores (SALAWI et al., 2022). Ja as amostras de
PCL e PCL-C, mesmo nédo tendo sido reticuladas com PHEMA, apresentaram uma breve
perda de massa. Isso pode estar associado ao fato de a PCL ser um polimero degradavel.
Resultados similares podem ser encontrados no trabalho de Abdal-hay et al. (2020).
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Tabela 9 - Fragdo Sol-Gel dos scaffolds em PBS

TESTE SOL-GEL /72 HORAS

Amostras Média da fracéo
Gel (%)
PCL 99,70+ 0,2
PCL-C 98,35+ 0,19
PCL-PHEMA 73,50 £ 2,03
PCL-C-PHEMA 74,30 £ 2,23

49.  Difragédo de Raio-X

A Figura 27 mostra os difratogramas de raios-X das amostras PCL, PCL-C, PCL-C-
PHEMA e PCL-PHEMA. Todas as amostras apresentam trés picos de difracdo caracteristicos
da PCL, localizado proximo de 20 = 21,4°, 22,0° 23,8° que correspondem aos planos
cristalinos (110), (111) e (200), os quais pertencem a estrutura cristalina ortorrombica do
polimero puro, como reportado pela literatura (FAWAL et al., 2021). No padrdo de difragdo
da amostra PCL-C-PHEMA, observa-se uma supressdo dos picos de difracdo em torno de 20
= 29,3° e 30,7°, sugerindo uma suave reducdo de cristalinidade do polimero. Tal fendmeno

deve ser melhor investigado.
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Figura 27 - Cristalinidade dos scaffolds estudados: PCL, PCL-C-PHEMA, PCL-PHEMA e PCL-C
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4.10. Ensaios Microbioldgicos

Com o intuito de verificar a atividade antimicrobiana dos scaffolds e do 6leo essencial
de copaiba, foram realizados ensaios microbioldgicos. A Figura 28 (A, B e C) mostra a
atividade antimicrobiana do 6leo (com o acréscimo do Tween 80), contra bactérias gram-
negativas (Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli) e gram-positivas (Staphylococcus
aureus), e a Figura 28 (D) mostra a atividade dos scaffolds PCL-C-PHEMA e PCL-C (com o
acréscimo do Tween 80) para Staphylococcus aureus. A Figura 29 mostra a atividade dos
scaffolds e do 6leo essencial (sem Tween 80), somente para Staphylococcus aureus. Os
resultados mostraram que as bactérias K. pneumoniae e E. coli foram mais resistentes contra
os efeitos do 6leo essencial de copaiba que a S. aureus (Figura 28 A, B e C). Para a bactéria
gram-positiva foi detectado um halo de inibicdo de 9 mm. Compreende-se que bacterias
gram-positivas sdo mais suscetiveis a sofrer acdes de 6leo essenciais que as gram-negativas.
Tal fato esta associado a composi¢do da membrana celular das gram-positivas, que tem suas
extremidades compostas por acidos lipoteicoicos que facilitam a penetracdo de compostos
hidrofobicos, nesse caso o 6leo essencial de copaiba. Por outro lado, as gram-negativas
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limitam a difusdo de compostos hidrofébicos através da sua parede celular lipopolissacaridica
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014). A pesquisa de Rodrigues et al. (2020) também
apresentou resultados similares, onde o 6leo essencial de copaiba teve agdo antimicrobiana
apenas para as bacterias gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus). Ademais,
foi identificado que os scaffolds estudados (PCL, PCL-C, PCL-PHEMA, e PCL-C-PHEMA)
ndo apresentaram zona de inibigdo antimicrobiana, sem a incorporagdo do Tween 80 (Fig.
29). Com a incorporacdo do agente difusor, observou-se que as amostras PCL-C-PHEMA e
PCL-C apresentaram halo de inibicdo de 5 e 7 mm, respectivamente (Figura 28 D). A Figura
29-H demonstra que o Tween nédo apresentou agao antimicrobiana, apenas contribuiu para o
processo de liberacdo do 6leo. Compreende-se, portanto, que como a copaiba esta intercalada
nas fibras da PCL, existe uma barreira polimérica que dificulta a sua difusdo para o meio,
além de sua concentracdo adicionada ter sido baixa, sendo necessario, portanto, a atuacdo de
um agente difusor para liberacdo do 6leo. Pinto et al. (2023), por exemplo, demonstraram que
materiais com maiores concentragdes do 6leo de copaiba tiveram maior eficicia contra S.
aureus (PINTO et al., 2023d).

Figura 28 - Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de copaiba contra: (a) Escherichia coli, (b) Klebsiella
pneumoniae, e (c) Staphylococcus aureus. Atividade antimicrobiana dos scaffolds contra Staphylococcus aureus:
(D1) PCL-C-PHEMA e (D2) PCL-C

r




71

Figura 29 - Atividade antimicrobiana dos scaffolds (F1) PCL-C-PHEMA, (F2) PCL-C, (G3) PCL-PHEMA, (G4)
PCL, e do 6leo (H5), contra Staphylococcus aureus, sem a incorporacao do Tween 80.
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4.11. Ensaios in vitro

A viabilidade celular foi estudada através da técnica de MTT (Figura 30). Para
verificar a toxicidade dos materiais, usou-se como referéncia a ISO 10993-5, onde
porcentagens de viabilidade celular superiores a 80% séo consideradas ndo citotdxicas; entre
80% e 60% citotoxicidade fraca; 60% a 40% moderada e abaixo de 40% forte. Os
fibroblastos 3T3 incubados nos scaffolds de PCL, PCL-C e PCL-PHEMA mostraram
viabilidade celular de aproximadamente 106% + 0.028, 112% + 0.066, e 90% + 0.02081; j& as
amostras PHEMA e PCL-C-PHEMA apresentaram viabilidade em torno de 75% = 0.0034 e
50% =+ 0.007, respectivamente, em comparagdo com o grupo controle sem tratamento,
considerando o valor de 100%. Como observado no MEV, a presenca de porosidade e
rugosidade nos scaffolds de PCL, PLC-C e PCL-PHEMA pode ter influenciado na presenca
de células vidveis. Andrade et al (2019) também relataram que scaffolds porosos de PCL
apresentaram boa viabilidade celular. Ademais, a presenca da copaiba (PCL-C) ndo
demonstrou nenhuma resposta toxica para os fibroblastos. Houve, por outro lado, um aumento
na viabilidade celular quando comparado com o controle. O 6leo essencial estudado tem
efeitos potenciais antimicrobianos que podem ter auxiliado na propagacdo das células.
Todavia, o scaffolds PHEMA e PCL-C-PHEMA, apresentaram baixa e moderada toxicidade
celular, respectivamente. Uma das hipoteses pode estar ligada a presenca de

monémeros/oligdbmeros na estrutura das amostras, como visto no teste sol-gel e no FTIR, o
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que indica que os scaffolds devem ser lavados por um periodo mais longo para eliminagdo dos

possiveis residuos quimicos.

Figura 30 — Viabilidade celular dos fibroblastos 3T3 nos scaffolds de PCL, PCL-C, PHEMA, PCL-PHEMA e
PCL-C-PHEMA. CTL — sem tratamento, grupo controle. CTLD — células mortas, grupo controle de reacéo. (*)

diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05) em comparacéo ao grupo controle (#).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Diante 0 que foi exposto acima, percebe-se a importancia em desenvolver novos
biomateriais que auxiliardo na melhora da qualidade de vida da populacdo, e que garantam
uma base para estudos futuros no ramo da engenharia de tecidos. Sendo assim, os resultados
dessa pesquisa mostraram, com sucesso, a obtencdo de scaffolds de PCL (sem e com o 6leo
essencial de copaiba), via técnica de rotofiacdo, e a formacdo da rede semi-IPN de PCL-
PHEMA e PCL-6leo essencial de copaiba-PHEMA.

A caracterizacdo morfologica (MEV) demonstrou, para todas as amostras, a presenca
de microfibras emaranhadas e distribuidas aleatoriamente. Além disso, observou a formacao
de poros nas fibras e entre as fibras, com perfis e didmetros diferentes entre as amostras
avaliadas (PCL, PCL-C, PCL-PHEMA, PCL-C-PHEMA). Para as redes semi-IPN de PCL-
PHEMA e PCL-C-PHEMA foi possivel verificar a presenca de rugosidade na superficie da
estrutura, ocasionada pela incorporacdo do hidrogel PHEMA. A presenca dessas
caracteristicas tem alto potencial para contribuir na proliferacdo e adesdo celular.

Na cromatografia gasosa (CG) foi identificada a presenca de 50 compostos
sesquiterpénicos, tendo como majoritarios (p)-cariofileno (40,75%), trans-a-bergamoteno
(10,25%), a-humuleno (9,47%), e a-copaeno (5,92%). Estes componentes tém potencial de
atividade anti-inflamatoria no dleo essencial de copaiba.

A andlise estrutural (FTIR) demonstrou interacfes dos grupamentos funcionais da
PCL com o PHEMA, atraves da formacdo de pontes de hidrogénio, e da PCL com o 06leo,
visto a sutil presenca do grupo C=C do 6leo na estrutura da PCL. Deste modo, confirmou-se a
formacdo da rede semi-IPN e a presenca do 6leo na estrutura do material.

O teste de angulo de contato e inchamento mostraram que a adi¢do do hidrogel nos
scaffolds aumentou a hidrofilicidade do material.

Na analise térmica (TGA) foi possivel verificar que a adicdo do dleo e do hidrogel na
estrutura da PCL ndo alteraram a estabilidade térmica dos scaffolds. Ademais, a técnica
demonstrou que o 0leo essencial ndo foi evaporado, majoritariamente, em etapas anteriores do
processamento dos materiais.

Através dos ensaios antimicrobianos verificou-se que o 6leo e os scaffolds PCL-C-
PHEMA e PCL-PHEMA apresentaram atividade antimicrobiana somente para bactéria gram-
positiva (Staphylococcus aureus), e com auxilio do Tween 80.

Por fim, os testes in vitro demonstraram que os scaffolds de PCL, PCL-C e PCL-
PHEMA contribuiram para o crescimento celular. Por outro lado, o scaffold de PCL-C-

PHEMA apresentou moderada toxicidade para os fibroblastos. Sugere-se, entdo, a
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necessidade de novos ensaios, aléem de otimizacdo das etapas de fabricacdo das redes semi-

IPN, a fim de eliminar mondmeros residuais.
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SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Otimizar o processo de adicdo do hidrogel na estrutura da PCL;
Realizar o teste de proliferacdo de secretoma;
Estudo do scaffold para o crescimento de células dérmicas;

Realizar ensaios in vivo para verificar o comportamento dos scaffolds na regeneracéo

tecidual.

Realizar ensaio mecanico das amostras
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8. ANEXOS
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Abstract: 3D bioprinting has gained visibility in regenerative medicine and tissue engineering due
to its applicability. Over time, this technology has been optimized and adapted to ensure a better
printability of bioinks and biomaterial inks, contributing to developing structures that mimic human
anatomy. Therefore, cross-linked polymeric materials, such as hydrogels, have been highly targeted
for the elaboration of bioinks, as they guarantee cell proliferation and adhesion. Thus, this short
review offers a brief evolution of the 3D bioprinting technology and elucidates the main hydrogels
used in the process.

Keywords: 3D bioprinting; hydrogels; tissue engineering

1. Introduction

Three-dimensional bioprinting (3DBP) is a multidisciplinary area of interconnection
between life sciences and engineering. Through the combination of cells, growth factors,
and biomaterials, and the principles of additive manufacturing, 3DBP emerges as a promis-
ing technology for use in tissue engineering and regenerative medicine [1,2]. Itis, in fact, a
therapeutic alternative in the development of materials that mimic the structure, composi-
tion, and function of native tissues. Some injured organs or tissues have a limited ability to
regenerate, and their physicochemical and biological characteristics are heterogeneous and
complex. Thus, 3D bioprinting technology uses different biomaterials to meet biological
and mechanical functionalities. Recent advances have highlighted, in particular, hydrogels
as a raw material in 3DBP [3-5].

Hydrogels are three-dimensional polymeric networks that have a high capacity to
absorb fluids without dissolving [6-8], being well established as scaffolds in the area of
tissue engineering (TE) [9,10]. Due to their hydrophilic nature and design with a porous
structure, they tend to support cellular growth, proliferation, and differentiation. They can
also be vehicles for biologically active substances or cells [2,11]. However, the successful
scientific results with 3DBP hydrogels, of natural or synthetic origin, are usually fragile,
with limited mechanical tenacity [12]. Research demonstrates, for example, that hydrogels
for use in cartilage tissue engineering, have a fracture energy in J/m? that is ten times lower
than the fracture energy of natural cartilage (~1000 ] /m?). However, with 3D bioprinting
of hydrogels, the architecture of these materials, in terms of geometry, interconnection, and
pore size, can be adjusted, integrating other mechanisms of mechanical reinforcements [9].
Such properties play a crucial role in intercellular signaling, enhancing the development of
macroscopically functional living constructs.

3D Bioprintng Evolution

Bioprinting is an emerging and multidisciplinary technology that originated from 3D
printing (additive manufacturing) (Figure 1). The first milestone, in 1984, was provided
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Abstract: Tissue engineering is vital in treating injuries and restoring damaged tissues, aiming to
accelerate regeneration and optimize the complex healing process. In this study, multizonal scaffolds,
designed to mimic tissues with bilayer architecture, were prepared using the rotary jet spinning
technique (RJS scaffolds). Polycaprolactone and different concentrations of alginate hydrogel (2,
4, and 6% m/v) were used. The materials were swollen in pracaxi vegetable oil (PO) (Pentaclethra
macroloba) and evaluated in terms of surface morphology, wettability, functional groups, thermal
behavior, crystallinity, and cytotoxicity. X-ray diffraction (XRD) showed the disappearance of the
diffraction peak 20 = 31.5° for samples from the polycaprolactone/pracaxi/alginate (PCLOA) group,
suggesting a reduction of crystallinity according to the presence of PO and semi-crystalline structure.
Wettability gradients (0 to 80.91°) were observed according to the deposition layer and hydrogel
content. Pore diameters varied between 9.27 pm and 37.57 um. Molecular interactions with the
constituents of the formulation were observed via infrared spectra with Fourier transform (FTIR),
and their influence was detected in the reduction of the maximum degradation temperature within
the groups of scaffolds (polycaprolactone/alginate (PCLA) and PCLOA) about the control. In vitro
tests indicated reduced cell viability in the presence of alginate hydrogel and PO, respectively.

Keywords: rotary jet spinning; alginate; hydrogel; pracaxi oil; Pentaclethra macroloba; tissue engineering

1. Introduction

Tissue engineering (TE) is a branch of multidisciplinary research that has emerged as
an exciting alternative to overcome problems involving the scarcity of resources to trans-
plant damaged organs and tissues [1]. In this technique, the patient’s cells are cultivated
and placed on a three-dimensional (3D) support (scaffolds), contributing to the formation
of new tissue and reducing the rejection rates of the biological system [2,3]. Scaffolds
are three-dimensional structures designed to mimic the natural extracellular matrix and
provide physical and mechanical support for cell growth. These materials can be devel-
oped into multizonal architectures made of biocompatible polymers and hydrogels and
loaded with bioactive compounds essential for regeneration [4]. A multizonal material
presents more than one layer in its composition to imitate the heterogeneity of the tissue’s
native structure. It can be constituted by joining two or more materials, presenting an
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