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RESUMO

A cartilagem articular é um tecido conectivo responsavel pela lubrificagao
e suporte de cargas mecanicas nas articulagoes, sujeito a sofrer lesdes e gerar
defeitos em sua estrutura. Porém, sua capacidade de reparo e regeneragao é
limitada. Como alternativa aos tratamentos convencionais, tem sido estudada a
engenharia tecidual, a qual ofereceria uma solucao mais definitiva para o problema,
através da utilizagdo de estruturas tridimensionais contendo células e fatores para
promocao do crescimento celular. Essas estruturas podem ser produzidas por
manufatura aditiva utilizando a estratégia de extrusdo. Para isso pode-se utilizar
polissacarideos, como o alginato, que é capaz de reticular ionicamente, a
nanocelulose e a goma xantana, que apresentam comportamento pseudoplastico
mais significativo. Desta forma, teve-se por objetivo 0 estudo de hidrogéis contendo
de 0,9 a 2% (m/v) de alginato (A-SF ou A-HF, correspondentes aos diferentes
alginatos utilizados, Protanal SF 120 RB e HF 120 RB, respectivamente), 2,1% (m/v)
de nanocelulose (C) e entre 0,8 e 2,5% (m/v) de goma xantana (X), visando a
producédo de estruturas condrais por impressdo 3D. Nao foi possivel dispersar de
forma eficiente a nanocelulose, porém utilizando-se alginato e xantana péde-se
produzir géis com propriedades reoldgicas promissoras para impressao, sendo que o
aumento da concentracdo de xantana melhorou estas caracteristicas. Na etapa de
impressao, o hidrogel mais promissor continha 1% (m/v) de alginato e 2,5% (m/v) de
xantana (A-SF10Xz25). Pelo uso da formulacdo A-SF10X25 mesmo quando
esterilizada por calor umido (A-HF1,0Xz25), foi possivel obter estruturas com mdltiplas
camadas estaveis. Considerando-se sua aplicacdo como biotinta reticulavel
ionicamente, estudou-se ainda a reticulacdo do material estérii em diferentes
condicoes de tempo de exposicao a solugdes com distintas concentracbes de SrClz,
assim como a toxicidade decorrente das condi¢des de reticulagdo a células-tronco
mesenquimais de polpa dentaria. As condi¢des de reticulagdo observadas como as
mais apropriadas foram as que empregaram uma solugao a 50 mmol/L de estréncio
e um periodo de exposicdo de 10 ou 30 minutos, de acordo com os resultados dos
ensaios mecanicos e de citotoxicidade. Em conclusédo, o uso de alginato e goma
xantana mostrou-se promissor para a composi¢cao de biotinta reticulavel com ions de
estréncio visando a impressao de tecidos.

Palavras chave: hidrogel, polissacarideos, manufatura aditiva, biotinta, estréncio.



ABSTRACT

The articular cartilage is a connective tissue responsible for the lubrication
and support of mechanical loads in the joints, being susceptible to structural injuries
and defects. However, its ability to repair and regenerate is limited. Tissue
engineering has been extensively studied as an alternative to conventional
treatments, given that it could offer a more definitive solution to the problem, by
combining cells to scaffolds and growth factors. These structures can be produced by
additive manufacturing using extrusion. The materials can be based on
polysaccharides, such as alginate (A-SF or A-HF, corresponding to the different
types of alginate used, Protanal SF 120 RB and HF 120 RB, respectively), which can
ionically crosslink, nanocellulose (C) and xanthan gum (X), which exhibit more
significant shear thinning behavior. Thus, in this work the study of hydrogels based
on alginate (between 0.9 and 2% w/v), nanocellulose (2.1% w/v), and xanthan gum
(between 0.8 and 2.5% w/v) was aimed to produce chondral structures by 3D
printing. It was not possible to efficiently disperse the nanocellulose in the hydrogel.
However, by using alginate and xanthan gum, gels with promising rheological
properties for bioprinting could be produced. Also, the increase in xanthan gum
concentration improved the rheology of the material. During printing, the most
promising hydrogel contained 1% (w/v) of alginate and 2.5% (w/v) of xanthan gum
(A-SF1.0X25). By using the formulation A-SF1.0X25, even when sterilized by steam
heat (A-HF1.0X25), it was possible to obtain structures with multiple steady layers.
Considering its application as an ionically crosslinkable bioink, the crosslinking of the
sterile material to solutions with different concentrations of SrCl2 under different
exposure times was also analyzed, as well as the toxicity of the crosslinking
conditions to dental pulp stem cells. The most appropriate crosslinking conditions
were reached when using a 50 mmol/L strontium solution for 10 or 30 minutes,
according to the results of the mechanical and cytotoxicity assays. In conclusion, the
use of a hydrogel combining alginate to xanthan gum crosslinked with strontium
proved to be promising as a bioink formulation for tissue bioprinting.

Key words: hydrogel, polysaccharides, additive manufacturing, bioink, strontium.
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1 INTRODUCAO

A cartilagem é um tecido conectivo responséavel pela transmisséao eficiente
de cargas através das articulagdes e, em alguns casos, por permitir a movimentagcéao
dos ossos (WATKINS e MATHIESON, 2009). Nesse caso a cartilagem é chamada
de articular e compde as articulagdes diartrodiais (FOX; BEDI e RODEO, 2009).

A cartilagem articular (CA) é composta basicamente por agua, células
denominadas condrocitos e pela matriz extracelular (ECM), que é porosa e
permeavel, formada por colagenos, proteoglicanos e, em menores proporgoes,
lipideos, fosfolipideos, proteinas nao colagenosas e glicoproteinas. A agua compde
cerca de 80% da massa umida do tecido, e apresenta ions inorganicos, como sédio,
célcio, cloreto e potassio. Cerca de 30% da agua esta presente nos espacos
intrafibrilares das fibras de coldgeno, uma pequena porcentagem esta nas regides
intracelulares e o restante estd nos poros da matriz. Grande parte dessa agua
interfibrilar interage com os proteoglicanos da matriz, produzindo um gel altamente
viscoso (FOX; BEDI e RODEO, 2009; WATKINS e MATHIESON, 2009). Essa
estrutura dos componentes da cartilagem faz com que ela seja capaz de suportar
altas cargas compressivas, no entanto, como a CA é um tecido avascular e que néao
possui vasos linfaticos ou nervos, sua capacidade de reparo e regeneragédo é
limitada. Assim, lesdes e defeitos nesse tecido devem ser devidamente tratadas para
que nao resultem em artrose precoce (BHOSALE e RICHARDSON, 2008).

A forma mais comum da artrose é a osteoartrite, na qual ocorre a
degeneracdo da cartilagem com posterior degeneragdo éssea, causando falhas
estruturais e funcionais na articulacdo (HUNTER e FELSON, 2006; WITTENAUER,;
SMITH e ADEN, 2013). O desenvolvimento da doenca pode ser influenciado por
diversos fatores, como: idade, lesdes, ocupacgao, pratica de atividades fisicas de alto
impacto, género, etnia, genética, obesidade, dieta alimentar e densidade Ossea
(HAQ; MURPHY e DACRE, 2003). Dentre os fatores citados, a idade € o mais
comumente associado a osteoartrite, sendo que 30% da populacdo com idade
superior a 65 anos apresenta evidéncia radiografica de osteoartrite no joelho. Ainda,
a doenca € a causa mais comum de incapacidade motora em adultos, figurando
entre as dez primeiras doengas que causam reduc¢do de anos produtivos devido a
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incapacidade, gerando fardos sociais e econémicos (WITTENAUER; SMITH e
ADEN, 2013).

Variadas formas de tratamento da doenca podem ser empregadas
dependendo do grau de severidade da mesma, como por exemplo, mudancga de
estilo de vida em estagios iniciais, uso de farmacos para controle dos sintomas em
estagio intermediario e nos estagios mais avangados pode-se recorrer a intervencao
cirurgica, porém, ainda ndo se tem uma solugdo definitiva (HUNTER e FELSON,
2006). Nesse sentido, recentemente tem-se se considerado com interesse 0 uso de
estratégias associadas a engenharia tecidual como forma de prover alternativas
adicionais de tratamento.

A definicao inicial de engenharia tecidual surgiu em 1988, por proposi¢cao
de Skalak e Fox (1988), porém sua definicdo mais conhecida foi estabelecida em
1993 por Langer e Vacanti (1993), como uma 4érea interdisciplinar que aplica
principios de engenharia e ciéncias da vida para o desenvolvimento de substitutos
biolégicos para manter ou melhorar a funcionalidade tecidual (LANGER e VACANTI,
1993; SKALAK e FOX, 1988).

Dentro deste contexto da engenharia tecidual tem-se a abordagem da
utilizacdo de suportes ou scaffolds, que sao estruturas tridimensionais as quais se
podem adicionar células e fatores de diferenciacdo. Essas estruturas fornecerédo o
suporte estrutural e arquitetura adequados para a proliferacdo celular, permitindo
que as células produzam matriz extracelular para substituir o scaffold na medida em
que este se degrada. Esta abordagem representa uma solugdo definitiva, pois,
através da engenharia tecidual, a cartilagem se regeneraria (HUTMACHER, 2000).

Os scaffolds apresentam a vantagem de poder ser produzidos de
diferentes formas, entre as quais encontram-se técnicas convencionais como
moldagem, liofilizagdo, entre outras, e técnicas ndo convencionais como a
manufatura aditiva. Além disso, podem ser produzidos a partir de polimeros
sintéticos ou naturais e outros biomateriais, como policaprolactona, poliglicolideos,
colageno, &cido hialurénico e quitina. Essa variedade de matérias-primas permite a
producéo de scaffolds com diversas propriedades, dependendo do tipo de aplicagao
desejada (HUTMACHER, 2000).

No caso da aplicagcao dos principios da engenharia tecidual para a terapia
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de tecidos cartilaginosos, polimeros naturais ou biopolimeros s&do amplamente
utilizados para a constituicdo de estruturas que mimetizam a matriz extracelular,
particularmente na forma de hidrogéis formados por cadeias poliméricas reticuladas
capazes de reter altas quantidades de agua. Assim, os hidrogéis podem promover o
crescimento tecidual, fornecendo um ambiente tridimensional de cultivo celular em
que as células mantém suas caracteristicas fenotipicas (BALAKRISHNAN e
BANERJEE, 2011; JIN e DIJKSTRA, 2010).

A preferéncia por polimeros de fontes naturais se deve ao fato de que
estes sdo, com frequéncia, capazes de regular a divisdo, adesao, diferenciacéo e
migracao celular de forma mais eficiente do que os polimeros sintéticos. Os
biopolimeros comumente utilizados s&o: acido hialurénico, sulfato de condroitina,
quitosana, alginato, agarose, fibrina, colageno e seda (BALAKRISHNAN e
BANERJEE, 2011).

O alginato pode ser facilmente reticulado na presenca de ions bivalentes
e comumente utiliza-se o célcio (MBRCH et al., 2006), porém a presenca do mesmo
pode ser prejudicial em articulagdes afetadas pela osteoartrite (BONEN e SCHMID,
1991; MARK et al.,, 1992). Desta forma, pode-se reticular o alginato com ions de
estrdbncio, com os quais o alginato apresenta maior afinidade e, ainda, podem
auxiliar no tratamento da osteoartrite (HAUG e SMIDSRGZD, 1970; HENROTIN et al.,
2001).

No entanto, o alginato nao apresenta propriedades mecanicas
suficientemente apropriadas para a engenharia tecidual de cartilagem (LEE e
MOONEY, 2012). Ademais, células suspensas no gel ndo aderem prontamente a
matriz devido a sua limitada interacdo com o polissacarideo (BALAKRISHNAN e
BANERJEE, 2011). Por esse motivo, diversas combinacées de constituintes tém
sido relatadas objetivando o reforco mecénico ou o aumento da biocompatibilidade
de biomateriais contendo alginato em sua formulagédo, como as descritas a seguir.

Li e Zhang (2005) combinaram quitosana e alginato para a produgéo de
um scaffold e melhoraram as propriedades mecanicas da estrutura quando
comparada ao scaffold constituido apenas de quitosana. Almeida e colaboradores
(2016) funcionalizaram um scaffold de alginato com colageno, observando melhoria
na biocompatibilidade (ALMEIDA et al., 2016; LI e ZHANG, 2005).
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Biopolimeros (polimeros de fontes naturais) também tém sido estudados
em formulagbes de biotintas, que sdo materiais poliméricos, normalmente hidrogéis,
combinados com células e/ou moléculas biolégicas utilizados para bicimpressao
(MORONI et al., 2018). A bioimpressdao é um processo automatizado para a
producao de estruturas bi ou tridimensionais para aplicagbes bioldgicas, que podem
ou nao conter células (MORONI et al, 2018). Dentre as possiveis células
empregadas, as células-tronco sdo comumente utilizadas devido a secrecdo de
fatores especificos que auxiliam na regeneracdo de tecidos e, também, pela
capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares que podem promover a
substituicdo de tecidos, por exemplo, o 6sseo e o cartilaginoso (WANG et al., 2018).
Entre as possiveis fontes de células-tronco, as provenientes da polpa dentaria
apresentam as seguintes vantagens: local de facil coleta cirlrgica; alta eficiéncia de
extracdo das células do tecido nativo e capacidade de diferenciagcdo em diversos
tipos celulares (D’AQUINO et al., 2008). Assim a combinagédo de bioimpressdao com
células-tronco, como as células-tronco de polpa dentaria (DPSC), é de grande
interesse no desenvolvimento de tratamentos com base na engenharia tecidual.

Neste sentido, Kundu e colaboradores (2015) empregaram um polimero
sintético (policaprolactona) para reforcar mecanicamente o alginato e melhorar o
desenvolvimento celular no scaffold. Markstedt e colaboradores (2015) combinaram
nanocelulose com alginato na formulacdo de uma biotinta e obtiveram melhor
capacidade de impressao do material e uma gama de propriedades mecanicas da
estrutura pela variagcdo da composicao da mistura (ALMEIDA et al., 2016; KUNDU et
al., 2015; LI e ZHANG, 2005; MARKSTEDT et al., 2015).

Apesar das melhorias verificadas, ainda ndao se tem um material
adequado para utilizacao como biotinta (GROLL et al., 2018; GUNGOR-OZKERIM et
al., 2018; MORONI et al., 2018; WILLIAMS et al., 2018). Assim, € importante que
novas formula¢des e materiais sejam estudados.

Uma substancia que ainda é pouco estudado em formulagcbes de biotinta
€ a goma xantana. No entanto, este polissacarideo é amplamente utilizado pela
industria farmacéutica devido as suas propriedades reoldgicas, para a produgéao de
solugdes viscoelasticas mesmo a baixas concentracdes poliméricas em fase aquosa
(KUMAR; RAO e HAN, 2018).
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Estas mesmas propriedades tornam o uso da goma xantana interessante
em aplicacbes biomédicas (KUMAR; RAO e HAN, 2018). Han e colaboradores
(2012), por exemplo, utilizaram uma solugdo de goma xantana de concentragcéo 1%
(m/v) para injecdo intra-articular em ratos, como forma de tratamento da osteoartrite.
Os autores reportaram que a solugao de xantana foi capaz de proteger a cartilagem
e reduzir a progressao da osteoartrite induzida nos animais (HAN et al., 2012).

Desta forma, este trabalho enfocou o estudo de formulagdes de hidrogéis
compostos de alginato, nanocelulose e goma xantana e a avaliacdo das
caracteristicas do material, tendo em vista a producdo de estruturas condrais por

manufatura aditiva.
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2 OBJETIVO

Neste trabalho objetivou-se a formulacao e caracterizacéo de hidrogéis a
base de alginato, nanocelulose e goma xantana, utilizando-se o cloreto de estréncio
para reticulagdo do alginato, visando-se a aplicagdo na area de regeneracdo de
cartilagem articular, mais especificamente, com foco no projeto de um produto
passivel de uso na impressdo tridimensional de estruturas condrais estaveis e
implantaveis contendo células viaveis.

Para tal, teve-se por meta atingir os seguintes objetivos especificos:

a. Avaliar o efeito do processo de esterilizacdo por calor umido na massa
molar do alginato;

b. Verificar como as diferentes concentragcbes dos biopolimeros afetam as
propriedades reoldgicas e o desempenho dos materiais no processo de
bioimpressao;

c. Comparar as formulacbes estéril e ndao estéril quanto as propriedades
reolégicas e a capacidade de impressao;

d. Analisar o efeito do uso de diferentes condi¢des de reticulacao (tempo e
concentracao da solucdo) nas propriedades mecanicas do hidrogel e na
manutencao da viabilidade de células-tronco mesenquimais.

Estes objetivos, bem como as etapas de realizagcao do presente trabalho,
estdo apresentados na Figura 1.

Figura 1 — Diagrama dos objetivos e das etapas de trabalho da dissertacgao.

Formulacao dos Caracterizacao
hidrogéis reolégica

Impressao

Caracterizacao das propriedades
mecanicas para diferentes tempos e
concentracdes de reticulacao

Esterilizacao

Avaliacao da citotoxicidade da solugéo
reticulante em diferentes concentracoes
e tempos de exposicao




25

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cartilagem

A principal funcado da cartilagem articular € de lubrificar e suportar as
cargas aplicadas as articulagdes durante atividades diarias, sendo capaz de resistir a
inimeros ciclos de carga apresentando nenhuma ou pouca evidéncia de dano ou
degeneracdo. Este tecido apresenta espessura entre 2 e 4 mm (FOX; BEDI e
RODEO, 2009). Quando uma carga € aplicada a cartilagem a mesma se deforma,
gerando tensbes de tracdo, cisalhamento e compressdo ao longo da camada
cartilaginosa. Isso ocorre através de uma perda de volume do tecido decorrente da
exsudacao do fluido de forma dependente a carga aplicada e ao longo do tempo,
representando um comportamento viscoelastico (MOW e GUO, 2002).

Devido ao comportamento viscoeldstico da cartilagem relacionado a este
fluxo do fluido intersticial, fez-se necessaria a definicio de um modelo para
descrever este comportamento e um método para medir as propriedades mecanicas
intrinsecas de compressao desta matriz sélida, permeavel e porosa que € a
cartilagem. Assim, em 1980 Mow e colaboradores introduziram a teoria da mistura
bifasica para modelar o comportamento da cartilagem articular (MOW e GUOQO, 2002).

Segundo o modelo do meio bifasico, a cartilagem é composta por duas
fases, uma fluida e outra sélida, sendo que quando uma carga € aplicada sobre a
cartilagem ha um aumento local de pressao que faz com que o fluido intersticial flua
para fora da ECM, gerando uma alta forca de arraste friccional na matriz, a qual faz
com que o fluido retorne a matriz quando a carga de compressao € removida. Esse
fluxo de fluido intersticial é controlado pela permeabilidade da fase sélida, que esta
relacionada a porosidade, conectividade e densidade de carga da matriz
extracelular. Desta forma, a relacdo entre essas duas fases gera a resisténcia
compressiva da estrutura através das forgcas de repulsdo eletrostatica negativa
presentes na cartilagem (FOX; BEDI e RODEO, 2009; MOW e GUO, 2002).

Esta habilidade de resistir a ciclos de compressao é comumente medida
através de ensaios de compressao confinada, de compressao nao confinada ou de
indentacdo. Com a realizagdo destes testes é possivel determinar variados

parametros, como o médulo agregado de equilibrio compressivo, que esta entre
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0,1 e 2,0 MPa para todos os tipos de cartilagem articular, a permeabilidade
hidraulica, entre 1,2 e 6,2 x 10" m%/N.s, 0 mddulo elastico de equilibrio, entre 0,41 e
0,85 MPa, e o coeficiente de Poisson no equilibrio, entre 0,06 e 0,18 (MOW e GUO,
2002).

As propriedades mecanicas apresentadas pela cartilagem articular se
devem a sua composicao e estrutura organizacional. A cartilagem é composta
majoritariamente por agua; colageno, que pode ser do tipo I, II, VI, IX, X e XI, sendo
o tipo Il o mais abundante; e proteoglicanos, que sao carregados negativamente. De
forma simplificada, o colageno é responsavel por manter a integridade estrutural do
tecido quando cargas de tracdo sdo aplicadas, enquanto a carga negativa dos
proteoglicanos permite que a matriz atraia e retenha agua, gerando a resisténcia
hidrostatica capaz de resistir a cargas de compressao (KUO; LI e TUAN, 2013).

A estrutura anisotropica da cartilagem pode ser dividida em quatro zonas
com diferentes propriedades, sdo elas: zona superficial; zona intermediaria; zona

profunda e zona calcificada (Figura 2).

Figura 2 — Representacao da cartilagem articular: organizacao celular por zona (A);
arquitetura das fibras de colageno (B).

Superficie articular

Zona superficial =
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(30-40%) I

Zona calcificada ——#

Osso subcondral = —

Condrécito Osso esponjoso
Linha de separagao Linha de separagao

Fonte: Traduzida de Buckwalter; Mow; Ratcliffe, 1994 1.

A zona superficial corresponde a faixa de 10 a 20% da espessura da

cartilagem articular e é responsavel pela protecao e manutencdo das camadas mais

T BUCKWALTER, J. A.; MOW, V. C.; RATCLIFFE, A. Restoration of Injured or Degenerated
Articular Cartilage. JAAOS - Journal of the American Academy of Orthopaedic Surgeons, v. 2,
n. 4, 1994.
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profundas. As moléculas de colageno presentes nesta zona sdo dos tipos Il e IX,
arranjadas de forma compactada e alinhadas paralelamente a superficie articular. A
quantidade de condrdcitos nesta zona é relativamente alta, e estes apresentam-se
achatados nesta regiao.

A zona intermediaria € a ponte anatdmica e funcional entre as zonas
superficial e profunda, fornece a primeira linha de resisténcia contra forgcas de
compressao e corresponde a 40 a 60% do volume da cartilagem. Esta zona contém
proteoglicanos e fibras mais espessas de colageno organizadas obliquamente. Nela,
os condrécitos sao esféricos e estdo presentes em baixa densidade (FOX; BEDI e
RODEOQO, 2009; KUO; LI e TUAN, 2013).

A zona profunda compde cerca de 30% do volume cartilaginoso e
promove a maior resisténcia as forcas compressivas. As fibras de colageno estéao
dispostas perpendicularmente a superficie articular e apresentam o maior diametro
da estrutura. Além disso, esta zona possui a maior quantidade de proteoglicanos e
os condrécitos nela estdo estruturados em colunas paralelas as fibras de colageno
(FOX; BEDI e RODEO, 2009; KUO; LI e TUAN, 2013).

Na zona calcificada os condrdcitos sdo escassos e hipertroficos. A fungao
desta zona € de unir a cartilagem ao osso através da fixacdo das fibras de colageno
da zona profunda ao osso subcondral (FOX; BEDI e RODEO, 2009; KUO; LI e
TUAN, 2013).

A preservagao da cartilagem articular depende da manutencao de sua
arquitetura organizada, sendo esta dependente dos condrécitos, uma vez que
regulam a sintese e degradagdo dos componentes da matriz extracelular da
cartilagem articular (BUCKWALTER; MOW e RATCLIFFE, 1994).

Fatores como a composicdo da matriz extracelular, a carga mecéanica
aplicada e a presenca de mediadores soluveis (por exemplo, fatores de crescimento
e citocinas), funcionam como sinalizadores para as células, as quais captam esses
sinais do ambiente ao seu redor e regulam seu metabolismo. Desta forma, os
condrécitos mantém a funcionalidade da cartilagem (BUCKWALTER; MOW e
RATCLIFFE, 1994).

No caso de microlesdes da cartilagem, os condrdcitos sdo capazes de
reparar o tecido, desde que a taxa de produgdo dos proteoglicanos pelas células
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seja superior a de degradacdo. Quando isso ndo ocorre e, portanto, a lesdo néo é
reparada, tem inicio um processo degenerativo irreversivel, como é o caso do
desenvolvimento da osteoartrite (BUCKWALTER; MOW e RATCLIFFE, 1994). A
osteoartrite € uma doenca da articulagdo sinovial e comumente ocorre nas maos,
joelhos e quadris (HUNTER e FELSON, 2006).

Entre as causas da osteoartrite estdo a alteracdo do metabolismo celular
e a acao de cargas mecanicas adversas sobre a cartilagem. Em ambos os casos, 0
processo degenerativo inicialmente se caracteriza pela desorganizagédo da estrutura
colagenosa da cartilagem e da clonagem, verificando-se necrose celular. Em uma
tentativa de reparar o tecido, se tem 0 aumento da taxa de mitose dos condrocitos,
porém, frequentemente, os proteoglicanos e fibras de colageno produzidos migram
para o liquido sinovial. Assim, o processo de reparacao falha e a degeneracao da
cartilagem progride. Além disso, a desorganizacao das fibras de coldgeno causa
uma redugdo da resisténcia a tracdo e rigidez da superficie articular, além do
aumento da quantidade de agua na cartilagem. Esse aumento da quantidade de
agua também é favorecido pelo aumento inicial da concentracéo de proteoglicanos,
seguido de uma redugcdo brusca na concentracdo dessas macromoléculas
(BUCKWALTER; MOW e RATCLIFFE, 1994).

O diagndstico da doenga pode ser feito devido a alguns fatores principais,
como: dor; rigidez; reducdao dos movimentos; inchaco; crepitacdo e idade avancada
(HUNTER e FELSON, 2006). Pode, ainda, ser identificada clinicamente, através de
artroscopia devido ao aumento da rugosidade superficial, a fibrilacdo e a fissuracao
da cartilagem. Essas fissuras podem se estender tanto em extensdo quanto em
profundidade, podendo atingir a zona calcificada e o 0sso subcondral, levando a
destruicdo de toda a camada cartilaginosa. Esses estagios mais avancados se
caracterizam pelo aumento da densidade do osso subcondral, estreitamento do
espaco entre 0os ossos e formacao de ostedfitos. Essas alteracdes estruturais da
cartilagem e do osso subcondral também podem ser identificadas, de forma menos
invasiva, através de imagens obtidas por raio X, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética nuclear. (BUCKWALTER; MOW e RATCLIFFE, 1994;
HUNTER e FELSON, 2006; HUNZIKER, 2002).
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Quando a degradacéo cartilaginosa atinge o osso e a medula éssea,
lesionando vasos sanguineos, ocorre a formagdo de codgulos decorrentes do
sangramento no local, que sdo a base do reparo espontdneo. Nesse processo
também ocorre a liberacdo de fatores de crescimento provenientes do osso, que
estdo envolvidos no reparo as células-tronco originarias de diferentes locais. Essas
células penetram a matriz de fibrina dos coagulos, substituindo-os por um tecido
vascularizado, o que inicia os diversos processos de ossificacdo. No entanto, esse
mecanismo é capaz de reparar apenas lesdes com didmetro entre 1 e 2 mm.
Ademais, o tecido formado tem natureza fibrosa e nao apresenta a estrutura
organizacional e nem as propriedades mecéanicas do tecido original (HUNZIKER,
2002).

A osteoartrite pode ser tratada de diversas formas, a depender da
severidade da doenca. Inicialmente, recomenda-se mudanca no estilo de vida,
como, por exemplo, reducdo de peso, pratica de atividades fisicas e fisioterapia. No
estagio seguinte, pode ser utilizada uma abordagem farmacolégica. Neste tipo de
tratamento faz-se uso de analgésicos (como o paracetamol), de farmacos anti-
inflamatoérios ndo esteroides, opioides, glucosamina e condroitina. Além disso, pode
ser feita a injecdo intra-articular de esteroides, acido hialurénico ou, ainda, de
plasma rico em plaquetas (HUNTER e FELSON, 2006; MAKRIS et al., 2014).

Nos casos mais graves da doenca € necessaria a intervengao cirdrgica.
As formas mais comuns de cirurgias sao: microfratura; debridamento e lavagem por
artroscopia; osteotomia e artroplastia total (HUNTER e FELSON, 2006; MAKRIS et
al., 2014). Os tratamentos apresentados visam o controle da dor e a melhora da
funcionalidade da cartilagem, porém nenhum deles soluciona o problema de forma
definitiva. Assim, alternativas que promovam a regeneracdo da cartilagem,
principalmente em lesdes de grande extensao, tém sido estudadas. Entre as op¢des,
a producédo de biomateriais seguindo os principios da engenharia tecidual tém se
destacado (HUNZIKER, 2002).

Biomateriais podem ser definidos como materiais que entram em contato
com sistemas bioldgicos, independente da fonte do material e de seu estado fisico,
com a funcao de substituir, reparar, regenerar ou melhorar a fungdo de um tecido ou

orgao (MORONI et al., 2018). Assim, estes materiais podem ser utilizados em
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aplicagcdes terapéuticas, cirdrgicas, diagndsticas ou vacinais.

A engenharia tecidual objetiva a produgdo de um biomaterial que
substitua o tecido biol6gico, com vistas a restauragdo, manutencdo ou melhora da
funcdo do mesmo. Para isso se faz a deposicdo das células adequadas em
estruturas produzidas a partir de materiais sintéticos ou naturais, as quais séo
adicionados fatores promotores do crescimento celular (LANGER e VACANTI,
1993). Essas estruturas, conhecidas como scaffolds, fornecem suporte temporario e
arquitetura adequada para a producao de ECM pelas células (HUTMACHER, 2000).

No caso de lesdes a serem tratadas através da abordagem da engenharia
tecidual utilizando as estruturas conhecidas como scaffolds, € de suma importancia
fornecer um ambiente semelhante ao encontrado no tecido nativo as células, para
que as mesmas possam manter seu fenétipo e metabolismo, que sdo fundamentais
para a estruturacdo da cartilagem. Devido a habilidade de mimetizar a natureza de
tecidos moles, os hidrogéis sao promissores para a substituicdo temporaria da matriz
extracelular (TIBBITT e ANSETH, 2009).

3.2 Hidrogel

Hidrogéis sédo redes poliméricas capazes de reter 4gua. A reticulacado dos
hidrogéis pode se dar de forma quimica ou fisica. A reticulacdo polimérica pode
ocorrer por ligacbes covalentes, forca idnica, ligacbes de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas, fotorreticulacao ou ainda induzidas por temperatura ou pH. Além disso,
esses materiais podem apresentar carga ibnica ou serem neutros e a rede
polimérica formada pode ser amorfa, semicristalina, ligada por ligacées de
hidrogénio, entre outros (SLAUGHTER et al., 2009; WANG et al., 2018).

Estes materiais podem apresentar uma ampla gama de propriedades e
prestam-se a diferentes tipos de usos (BALAKRISHNAN e BANERJEE, 2011;
PEPPAS et al., 2000). Por exemplo, os hidrogéis sdo amplamente utilizados em
aplicacoes biomédicas devido a sua estrutura porosa e a presenca de agua em seu
interior, permitindo o transporte de solutos e nutrientes e a remocao de metabdlitos.

Na engenharia tecidual de cartilagem os hidrogéis tém sido largamente
estudados, sendo que, para este tipo de aplicacdo, devem-se produzir estruturas

biocompativeis, capazes de promover a diferenciacdo celular e a formacao de uma



31

nova cartilagem, biodegradaveis em resposta a produgdo da nova cartilagem,
porosas, mecanicamente estaveis e capazes de adesao e integragcdo com o tecido
nativo, além de preencherem a lesédo ou defeito de forma adequada. Para isso, este
tipo de material pode ser produzido com geometria e dimensdes finais pré-definidas
antes da insercdo na lesao, ou um pré-gel pode ser injetado diretamente no local
lesionado e la passar pelo processo de reticulacao (BALAKRISHNAN; BANERJE E,
2011; PEPPAS; HOFFMAN, 2013). Entre as formas de pré-formar o hidrogel tem-se
as técnicas convencionais de producao de scaffolds, como a moldagem, a lixiviacao
com sais (salt leaching), a moldagem utilizando solventes (solvente casting),
liofilizagdo (vacuum drying), entre outros (HUTMACHER, 2001). Essas técnicas
convencionais apresentam reprodutibilidade e versatilidade limitadas, por exemplo
quanto a morfologia e conectividade dos poros. Por esse motivo, novas técnicas de
biofabricagdo utilizando a manufatura aditiva para a producdo de scaffolds tém se
destacado nos ultimos anos (GROLL et al., 2016; GUNGOR-OZKERIM et al., 2018).

3.3 Manufatura aditiva

A manufatura aditiva consiste em um processo em que sucessivas
camadas de material sdo depositadas com precisdo sobre uma superficie, formando
uma estrutura tridimensional (ISO - INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2017). Diversas técnicas podem ser utilizadas, como:
sinterizacao seletiva com laser; estereolitografia; polimerizacdo de dois foétons;
extrusao; jato de tinta; modelagem por deposicado de material fundido; impresséo 3D;
entre outras. A técnica foi inicialmente desenvolvida como uma ferramenta para os
setores de manufatura e consumo e, apenas recentemente, foi possivel a impressao
de biomateriais, permitindo a biofabricacdo de scaffolds (MORONI et al., 2018;
MURPHY e ATALA, 2014).

3.3.1 Biofabricacao

A biofabricagdo, atualmente, foi definida como “a geragdo automatizada
de produtos biologicos funcionais com organizacdo estrutural de células vivas,
moléculas bioativas, biomateriais, agregados celulares (como micro-tecidos, ou

estruturas hibridas célula-material) através de bioimpressao ou bioassembly, seguida
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de um processo de maturacdo do tecido” (GROLL et al., 2016; MORONI et al.,
2018).

Esse processo de geracdo automatizada pode ser feito a partir de duas
abordagens: a bioimpressao e a bioassembly. Ambas consistem na obtencao de
estruturas organizadas bidimensionais (2D) ou tridimensionais (3D), de forma
automatizada. A diferenga entre essas abordagens esta, principalmente, na unidade
minima formadora dessas estruturas. Na bioassembly, essas unidades formadoras
estdo em um estagio mais robusto, uma vez que seriam pré-formadas por auto-
agregacao celular ou pela combinagcdo de células a um material, enquanto na
bioimpressdao empregam-se células livres ou pequenos agregados celulares. Em
ambos os casos a manufatura aditiva pode ser utilizada em alguma das etapas de
fabricacdo dessas estruturas (GROLL et al., 2016; MORONI et al., 2018).A
bioimpressdo é conhecida como a impressdo de biomateriais contendo ou nao
células e fatores que promovem o crescimento celular, visando a obtencdo de
estruturas analogas as teciduais (MORONI et al., 2018; MURPHY e ATALA, 2014).

Dentre as técnicas utilizadas para bioimpressdo, apenas algumas
possibilitam a simultdnea deposicdo de células. As principais estratégias de
bioimpressao consistem em jato de tinta, micro extrusao e assistida por laser. Esse
processo de deposicdo pode ser feito utilizando-se diferentes estratégias,
dependendo das caracteristicas desejadas, como, por exemplo, resolucao,
viabilidade celular e tipo de material biolégico. (MORONI et al., 2018; MURPHY e
ATALA, 2014).

Dentre essas técnicas, a extrusdo € a comumente mais utilizada e mais
acessivel para impressdo de materiais nao-biol6gicos. Ademais, esta forma de
bioimpressao permite a deposi¢cao de fibras do material com altas densidades
celulares, podendo até depositar células organizadas em estruturas tridimensionais
esféricas (esferoides). Esta caracteristica € de suma importancia para a producao de
estruturas utilizadas na engenharia tecidual, uma vez que é necessério manipular
densidades celulares fisiolégicas (MURPHY e ATALA, 2014).

A vantagem da bioimpressdo 3D quando comparada a outras técnicas de
fabricacao de scaffolds é a precisdo de deposicdo, consequentemente se tem uma
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morfologia controlada da estrutura e repetibilidade, e a possibilidade de ser utilizada
com diversos materiais (STRATTON et al., 2016; WOODFIELD et al., 2004).

Para utilizar a bioimpressao 3D, o material a ser impresso deve atender a
alguns requisitos levando-se em consideracdo as caracteristicas desejadas da
estrutura final, como: capacidade de impressédo; biocompatibilidade; cinética de
degradacao e subprodutos; propriedades estruturais e mecéanicas e biomimetismo do
material (MURPHY e ATALA, 2014). Alguns desses requisitos podem ser avaliados
de forma quantitativa, como as propriedades mecanicas, as quais devem ser
semelhantes a do tecido que se deseja reparar ou substituir.

A capacidade de impressao do material, quando se utiliza impressao por
extrusdo, ndao € diretamente quantitativa, porém est4d associada a algumas
caracteristicas reol6gicas, como viscosidade, pseudoplasticidade e tensao limite de
escoamento. A viscosidade do material deve ser suficientemente grande para que
seja possivel a deposicao de fios bem definidos e a menor possivel para reduzir a
tensao cisalhante sobre as células. Para que o material possa formar filamentos ao
ser depositado, é importante que a adesao e a tensao superficial do material sejam
baixas, permitindo a formacao de fios € ndo de gotas. Também € importante que o
material apresente comportamento pseudoplastico, no qual se tem a reducdo da
viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, para que seja mais facilmente
depositado, ademais, com a reducéo da viscosidade do material, a tensao cisalhante
sobre as células também é reduzida, favorecendo a manutencdo da viabilidade
celular. Outra caracteristica relevante é a tenséo limite de escoamento, que é a
tensdo minima que deve ser aplicada para que haja escoamento do material, deve
ser alta o suficiente para que o material ndo escoe e colapse ap6s a impressao
(HOSPODIUK et al., 2017; MALDA et al., 2013).

Segundo Paxton e colaboradores (2017), o hidratante corporal Nivea
Creme (creme Nivea) € um dos melhores materiais imprimiveis por extruséo e
acessiveis. O hidratante, que foi estabelecido pela fabricante de bioimpressoras
RegenHU como tinta de demonstracdo, € capaz de produzir estruturas
dimensionalmente estaveis. Por esse motivo os autores verificaram que o creme
apresenta comportamento pseudoplastico e ajustaram os dados ao Modelo de
Ostwald de-Waele ou Lei de Poténcia (Equagéao 1):
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ny) =ky™ " Equacao 1

onde n é a viscosidade, y é a taxa de cisalhamento, k € o indice de consisténcia e n
é o indice da Lei de Poténcia.

Os indices de consisténcia e da Lei de Poténcia, para o Nivea Créeme,
foram de 26,1 e 0,552 respectivamente. A viscosidade de impresséo e tensao limite
de escoamento do mesmo foram também avaliadas pelos autores, que relataram
valores de 764 mPa.s e 72,1 Pa respectivamente (PAXTON et al., 2017).

Davila e d’Avila (2017) também avaliaram reologicamente a capacidade
de impressdo dos materiais desenvolvidos por eles, compostos por alginato e
laponita, através de curvas de viscosidade, ensaios oscilatérios de amplitude,
oscilatérios de frequéncia e de recuperacdo da viscosidade apds a submissdo a
altas tensdes cisalhantes. Para a melhor tinta estudada, com o ajuste da Lei de
Poténcia (Equacéo 1) obteve-se um indice de consisténcia de aproximadamente 300
Pa.s" e n=0,069. Apo6s altas taxas de cisalhamento serem exercidas sobre o
material, a recuperacdo de viscosidade foi de 95 a 100% apds 250 s (DAVILA e
D’AVILA, 2017).

Li e colaboradores (2017) analisaram biotintas a base de alginato pré-
reticulado e metilcelulose. A formulagdo considerada como a mais adequada pelos
autores apresentou n de 0,23 e recuperou cerca de 60% da viscosidade depois de
60 s da remocdo de uma taxa cisalhante de 500 s (LI et al., 2017).

Além da capacidade de impressao, tendo em vista o tipo de aplicacédo
desejada, alguns requisitos devem ser considerados para o estudo de biotintas
utilizadas na engenharia tecidual de cartilagem.

3.4 Requisitos para bioimpressao de cartilagem

Algumas caracteristicas importantes para uma biotinta estdo sumarizadas
na Tabela 1. Os requisitos para que se obtenha um material imprimivel estao
associados as caracteristicas que o mesmo deve ter antes e ap6s a impressao.



Tabela 1 — Requisitos de formulagdes Uteis como biotinta para aplicagao na engenharia tecidual, em processos de bioimpressao.

Requisitos da

biotinta Finalidade Valor ou condicao desejada Observacao Referéncias

Deve ser suficientemente grande 30 até mais que 6.10” mPa.s; Faixa genérica de .

para a deposicéo de fibras, porém a 764 mPa.s para o Creme Nivea viscosidade para (MALDA et al., 2013;
Viscosidade : : ’ MURPHY e ATALA, 2014;

menor possivel para reduzir a
tensao cisalhante sobre as células

considerado bastante adequado
para este fim

impressao por
extruséo

PAXTON et al., 2017)

Pseudoplasticidade

Reduzir a tensao cisalhante durante
0 processo de impressao, pois
aumentando-se a taxa cisalhante
reduz-se a viscosidade em até uma
ordem de magnitude

K =26,1en=0,552 para o Creme
Nivea

K e n sao coeficientes
pseudoplasticos do
modelo da Lei de
Poténcia

(m=Ky"™?)

(MALDA et al., 2013;
PAXTON et al., 2017)

Tensao limite de
escoamento

Deve ser suficientemente alta para
que a estrutura ndo escoe e colapse

72,1 Pa para o Creme Nivea

(MALDA et al., 2013;
PAXTON et al., 2017)

Tipo de reticulacao

Aumenta a estabilidade da
estrutura. Pode ser fisica, quimica
ou uma combinacao de ambas

Reticulagao fisica (ibnica) devido as
condigbes mais amenas

Solugao de SrCl2
50 mM

(MALDA et al., 2013;
MGRCH et al., 2006)

Propriedades
mecanicas

Devem ser da mesma ordem de
grandeza da cartilagem nativa

Modulo elastico:
¢ Zona superficial: 0,28 £ 0,16 MPa
eZona profunda: 0,73 £ 0,26 MPa

Médulo agregado: 0,44 £ 0,24 MPa

Valores para
cartilagem humana em
ensaios de
compressao

(MURPHY e ATALA, 2014;
O’'CONNELL; GARCIA e
AMIR, 2017)

Permeabilidade

Deve ser da mesma ordem de
grandeza da cartilagem nativa

0,99 x 10> m*N-'s"

Valor para cartilagem
humana em ensaio de
compressao

(O'CONNELL; GARCIA e
AMIR, 2017)

Estimativa feita pela

Cinética de Deve ser adequada a taxa de Meia vida de proteinas da desaminacéo de (HSUEH et al., 2018;
degradacao producédo de ECM pelas células cartilagem entre 3,4 e 2779 dias proteinas ¢ MURPHY e ATALA, 2014)
(ISO - INTERNATIONAL
Ensaio de ORGANIZATION FOR

Biocompatibilidade

Deve ser biocompativel

Viabilidade celular superior a 70%

citotoxicidade

STANDARDIZATION, 2009;
MURPHY e ATALA, 2014)

°13
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Inicialmente se avalia reologicamente a capacidade de extrudar o
material, pela avaliagdo da pseudoplasticidade do mesmo. Em seguida, deve-se
estabilizar a estrutura impressa logo ap6s a impresséao, utilizando um material que
nao colapse apds a deposicao. Essa estabilidade também pode ser avaliada pela
reologia do material, através da viscosidade e tensdo limite de escoamento. A
reticulagéo apo6s a impressao é feita devido a necessidade de manipular a estrutura
impressa sem que haja perda de sua geometria e para conferir alguma resisténcia
mecanica ao scaffold impresso. Dentre os possiveis tipos de reticulacdo, a idbnica é
utilizada por apresentar condigdes mais amenas durante o processo.

Ademais, o material deve possuir as propriedades mecéanicas adequadas
para o tipo de aplicacdo, ter uma taxa de degradacdo semelhante a taxa de
regeneracao do novo tecido, ndo produzir produtos de degradacao tdxicos e ser
biocompativel.

Uma vez que as caracteristicas desejadas foram definidas, encontraram-
se na literatura alguns valores para cada uma delas, apresentados na Tabela 1, para
gue possam ser utilizados como valores de referéncia no estudo de formulagdes de
biotintas, sendo que, dentre os requisitos listados, apenas as propriedades
mecanicas, permeabilidade e cinética de degradagdo estdo associados ao tecido
que se deseja regenerar. As demais sao caracteristicas desejaveis em qualquer
biotinta.

Dentro desta tematica, diversos trabalhos tém estudado formulacdes de
materiais para utilizacdo como biotinta, sendo que comumente se utiliza mais de um
componente, visando a obtencdo das caracteristicas desejadas. Entre os
componentes adicionados as formulagdes, o alginato é largamente empregado,
devido a capacidade de reticular ionicamente em condi¢cdes suaves (AXPE e OYEN,
2016; CHUNG et al., 2013; FREEMAN e KELLY, 2017; GAO et al., 2018; KUNDU et
al., 2015; LI et al., 2017; MARKSTEDT et al., 2015; OUYANG et al., 2016; PARK et
al., 2019).

Kundu e colaboradores (2015) combinaram a policaprolactona, visando a
resisténcia mecanica e a estabilidade da estrutura, com alginato, possibilitando a
deposicao de células em condicbes mais amenas e a reticulacdo i6nica apos a
impressdo. Os autores avaliaram a adicdo de TGFB (fator de crescimento
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transformante ) ao alginato, bem como a utilizagdo de diferentes concentragbes do
polissacarideo. Ao adicionar o TGFB foi observada uma formagdo de ECM mais
expressiva quando comparada a do alginato apenas. Notou-se também que ao
aumentar a concentracdo da solucdo de alginato de 4% para 6% a formacao de
ECM diminuiu (KUNDU et al., 2015).

Outro polissacarideo que, assim como o alginato, reticula ionicamente € a
kappa-carragena, que, além disso, também reticula termicamente. Por esse motivo
ela foi combinada com o nanosilicato, que é altamente pseudoplastico, no estudo
desenvolvido por Wilson e colaboradores (2017). Para avaliar as caracteristicas
reoldgicas do material, foram ajustados os dados da curva de viscosidade a Lei de
Poténcia, obtendo-se um n de aproximadamente 0,5 para diferentes concentracoes
de nanosilicato e 2,5% de kappa-carragena. Os autores também avaliaram a
capacidade de recuperar a viscosidade do material ap6s a aplicacdo de altas taxas
cisalhantes, obtendo recuperacdes de cerca de 69% e 99% para a kappa-carragena
e para a kappa-carragena contendo nanosilicato respectivamente. Além disso,
analisaram a viabilidade de pré-osteoblastos murinos ap6s impressao e observaram
que a viabilidade e manteve estavel durante 7 dias, porém a falta de adesividade da
matriz de kappa-carragena limitou a proliferagéo celular (WILSON et al., 2017).

Em outro estudo, os autores combinaram alginato com colageno ou
agarose para a bioimpressao com foco na engenharia tecidual de cartilagem. Tanto
as propriedades mecéanicas quanto a bioatividade foram avaliadas e se mostraram
melhores com a adicdo de agarose ou colageno, sendo que resultados mais
expressivos para ambas as propriedades foram obtidos com a incorporagdo de
colageno a biotinta (YANG et al., 2018).

Chung e colaboradores (2013), por sua vez, combinaram alginato e
gelatina, a qual reticula termicamente, em sua biotinta. Controlando a temperatura, a
qual foi mantida em 5 °C, foi possivel obter um material com boa capacidade de
impressdo e comportamento de gel, diferente do que ocorre quando se utiliza
apenas o alginato ou o alginato pré-reticulado. Ainda comparando o alginato com a
biotinta a base de alginato e gelatina, o médulo de elasticidade dos materiais em
ambos os casos foram similares, notando que o mesmo aumentou de forma

proporcional a concentracao de alginato. Na avaliacdo de degradacado da biotinta
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apds a impressao e reticulagdo, notaram que o material perde mais de 60% do
mddulo de elasticidade em 7 dias. Também analisaram a viabilidade celular de
mioblastos até 48h apds a impressao. A viabilidade celular se manteve ao longo do
periodo, porém nao houve proliferagdo celular, provavelmente pelo curto periodo de
tempo estudado (CHUNG et al., 2013).

Outro estudo que combinou alginato e gelatina foi o desenvolvido por
Ouyang e colaboradores (2016). Eles desenvolveram uma forma semi-quantitativa
de avaliar a capacidade de impressao do material quantificando a circularidade do
poro da estrutura impressa, uma vez que materiais com melhor capacidade de
impressdo sao capazes de manter a estrutura retangular do poro e,
consequentemente, apresentar menor circularidade. A capacidade de impressao e a
viabilidade celular foram avaliadas em diferentes temperaturas, devido a
termossensibilidade da gelatina, e concentragdes de gelatina. Os pesquisadores
puderam concluir que, no intervalo de 22,5 °C a 30 °C e 5 a 10% de concentracao de
gelatina, a capacidade de impressao melhora com o aumento da concentracao de
gelatina e reducao da temperatura e a viabilidade celular diminui nessas condic¢oes.
Assim, foi necessario comprometer a capacidade de impressdo para manter a
viabilidade celular, que € um problema comumente reportado na literatura para a
formulacéo de biotintas (OUYANG et al., 2016).

O colageno é uma proteina sintetizada por fibroblastos, sendo a mais
abundante em mamiferos. Desempenha relevante papel estrutural e, por esse
motivo, esta presente principalmente em tecidos de fungdo mecanica (LEE; SINGLA
e LEE, 2001). A hidrélise do colageno gera outra proteina, que é a gelatina. No
entanto, a principal origem dessas proteinas é porcina e bovina, o que pode
despertar uma resposta imune quando utilizadas interespécies devido as diferencas
entre as macromoléculas de cada espécie (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011; LYNN;
YANNAS e BONFIELD, 2004).

Ainda evidenciando a combinacdo de mais de um material para compor a
biotinta, pode-se citar o trabalho desenvolvido por Markstedt e colaboradores (2015).
Neste caso utilizou-se o alginato e a nanocelulose, que foram misturados em
diferentes proporcdes, obtendo-se uma faixa de propriedades mecénicas, indicando
que as diferentes formulagcdes poderiam ser utilizadas em aplicagbes que exigem
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propriedades mecanicas distintas. Os autores também verificaram a viabilidade de
condrocitos em dois momentos: ap0s a impressdo seguida da reticulagédo e
incorporados a biotinta mas ndo impressos. Obtiveram uma viabilidade de
aproximadamente 70% em ambos 0s casos, indicando que a morte celular ocorreu,
principalmente, devido a etapa de mistura das células ao material e ndo devido ao
processo de impressdao do material. Dessa forma, os pesquisadores puderam
concluir que obtiveram um material adequado para a bioimpressao de tecidos e
orgaos que poderia ser utilizado, principalmente, para fins de diagnostico
(MARKSTEDT et al., 2015).

Assim, tendo em vista o foco de aplicagdo do presente trabalho e os
estudos ja encontrados na literatura, para a estabilizacdo da estrutura durante e
apos a impressao optou-se pela utilizacao do alginato combinado com nanocelulose
e goma xantana, que se comportam pseudoplasticamente, melhorando a
capacidade de impressao do material.

3.5 Alginato

O alginato € um polimero hidrofilico de origem natural, produzido
usualmente a partir das algas marrons, extensivamente utilizado em aplicacoes
biomédicas devido a sua biocompatibilidade, baixa toxicidade, baixo custo e
gelificacdo em condicbes amenas na presenca de ions bivalentes (LEE e MOONEY,
2012; ONSOQYEN, 1997). A cadeia polimérica do alginato se caracteriza pela
auséncia de ramificacées, sendo formada por acidos B-D-manurénico (M) e a-L-
gulurdnico (G). Estes acidos podem estar arranjados em blocos M, G ou alternados
em blocos MG (Figura 3) (SMIDSR@D e SKJAK-BRAEK, 1990), sendo que o
tamanho e a flexibilidade desses blocos diminui conforme a ordem: MG>M>G
(SMIDSR@D; GLOVER e WHITTINGTON, 1973).

A composicdo e a sequéncia dos monémeros pode variar de acordo com
a fonte do alginato, o qual pode ser extraido de diversas variedades de algas
marrons, como: Laminaria hyperborea; Macrocystis pyrifera; Ascophyllum nodosum;
Laminaria digitata; Laminaria japonica; Eclonia maxima; Lesonia negrescens e
Sargassum sp. A composicao com relacao aos grupos G de alginatos provenientes
de diferentes algas encontra-se na Tabela 2, onde Fg € a fracdo molar de acido
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gulurénico e Ne-1 € 0 numero médio de unidades consecutivas nos blocos G
(SMIDSR@D e SKJAK-BRAK, 1990).

Figura 3 — Estrutura molecular do alginato.
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Fonte: Lee; Mooney, 20122,

Tabela 2 — Composicao e parametros de sequéncia de alginatos de diversas fontes.
Fa refere-se a fragdo molar de acido gulurénico e Ne>1 ao numero médio de
unidades consecutivas nos blocos G.

Fonte Fg Ngsq
A. nodosum 0,10 3,0
D. antarctica 0,29 n.d.
L. japonica 0,34 n.d.
A. nodosum 0,36 3,9
M. pyrifera 0,39 5,0
E. maxima 0,45 54
L. digitata 0,41 6,0
L. hyperborea

Folha 0,55 7,3

Estipe 0,68 10,3

Cortex exterior 0,75 17,5

Fonte: Adaptado de Smidsrad; Skja’k-Brik, 1990 3.

2 Reimpressa de Progress in Polymer Science, 37, Kuen Yong Lee and David J. Mooney, Alginate:
Properties and biomedical applications, pages 106-126, Copyright 2012, com permissdo da
Elsevier.

3 Reimpressa de Trends in Biotechnology, 8, Olav Smidsred and Gudmund Skjak-Brask, Alginate
as immobilization matrix for cells, pages 71-78, Copyright 1990, com permissao da Elsevier.
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Ademais, o alginato também pode ser produzido por bactérias
Pseudomonas e Azotobacter vinelandii, porém os autores reportaram a
predominancia de acido manurénico na composicao dos polimeros produzidos e
apenas pequenas quantidades de acido gulurénico (GORIN e SPENCER, 1966;
LINKER e JONES, 1964). No entanto, os avangos na regulagdo da producdo de
alginato por bactérias e a facil modificagdo das mesmas pode permitir a obtengédo de
alginato com caracteristicas especificas, como composicdo € massa molecular,
especificas, de acordo com a necessidade da aplicacdo desejada (LEE e MOONEY,
2012).

Este composto apresenta carater aniénico em pH acima de 3,7. Além
disso, quando dissolvido em agua produz solugdes altamente viscosas, cuja
viscosidade estd associada a extensdo das cadeias poliméricas e,
consequentemente, a massa molar do alginato (SMIDSR@D, 1970), a qual
usualmente varia entre 20.000 e 600.000 g/mol (ONSQGYEN, 1997).

A massa molar do alginato pode ser medida por diferentes técnicas,
como: cromatografia por exclusdao de tamanho; espalhamento de luz; osmometria e
viscosimetria (MARTINSEN et al,, 1991). Dentre essas técnicas, a viscosidade é
comumente utilizada na estimativa da massa molar viscosimétrica de
polissacarideos.

Para isso faz-se necesséario entdo estimar a viscosidade intrinseca da
solucao do polimero em um solvente apropriado, a qual pode ser calculada a partir
dos tempos de escoamento de solugdes do solvente puro e do solvente contendo o
polimero em diferentes concentragdes, através de um capilar de didmetro conhecido.
A partir desses tempos € possivel calcular as viscosidades relativa (nr), especifica
(nesp), reduzida (nred) € inerente (nine), apresentadas na Equagéo 2, na Equacao 3, na
Equacédo 4 e na Equagédo 5 (LUCAS; SOARES e MONTEIRO, 2001) (LUCAS;
SOARES e MONTEIRO, 2001):

=", Equacéo 2
t—t
Nesp =Nr —1 = to . Equacgéo 3
Nesp

Nred = — Equacéo 4
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= M Equacéo 5

Nine
onde ¢ € a concentracdo polimérica, t € o tempo de escoamento da solucéo
polimérica e to o tempo do solvente.

De posse das viscosidades reduzidas e inerentes para diferentes
concentragdes poliméricas, é possivel estimar a viscosidade intrinseca pelas

equacoes de Huggins e Kraemer, representada pela Equagéo 6 e pela Equacao 7,
respectivamente (LUCAS; SOARES e MONTEIRO, 2001):

"e% — ] + K. [n]2.c Equacdo 6

Inn,
c

=[] +K".[n]*c Equac&o 7

onde K’ é a constante de Huggins e K” é a constante de Kraemer.

Ainda, nos casos em que a variacdo da viscosidade reduzida com a
concentragdo apresenta curvatura consideravel devido ao comportamento nao-
newtoniano do fluido no intervalo de concentragcdo analisado, pode-se utilizar a
equacao de Martin (Equacéo 8) para o calculo da viscosidade intrinseca (LUCAS;
SOARES e MONTEIRO, 2001).

log (ne%) =log[n] + K"".[n].c Equacgéo 8

Uma vez estimada a viscosidade intrinseca, pode-se utilizar a equacao de
Mark-Houwink-Sakurada (Equacéao 9).

[n] = K.M,*¢ Equacao 9
onde [n] é a viscosidade intrinseca, K e a sdo constantes da equacao associadas ao

par polimero-solvente a uma temperatura especifica e Mv € a massa molar

viscosimétrica.
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Ainda, a esta associado a rigidez da molécula no solvente escolhido, uma
vez que polimeros mais flexiveis apresentam menor a (LUCAS; SOARES e
MONTEIRO, 2001).

As diferentes composicoes e sequéncia de blocos na estrutura do alginato
podem alterar significativamente a rigidez da cadeia e, consequentemente, os
parametros K e a da equacdo de Mark-Houwink-Sakurada (MARTINSEN et al.,
1991). Assim, alguns valores desses parametros foram sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores dos parametros K e a a 25 °C.

K (dL/g) em 0,1M NaCl a Fonte do alginato Referéncia
2,00E-05 1 Nao menciona (SMIDSR@D e HAUG, 1968)
2,00E-05 1 Laminaria digitata (SMIDSR@D, 1974)
2,00E-05 0,97 Ascophyllum nodosum e (RINAUDO e GRAEBLING, 1986)

Laminaria digitata
(MANCINI; MORESI e SAPPINO,

1,23E-04 0,963 Laminaria cloustoni 1996) Dados calculados a partir de
(DONNAN e ROSE, 1950)

6,90E-06 1,13 Laminaria hyperborea (MARTINSEN et al., 1991)

7,30E-05 0,92 Macrocystis pyrifera (MARTINSEN et al., 1991)

Ainda sobre os blocos formadores do polissacarideo, estes também séo
capazes de se ligarem a ions bivalentes, como Ca?*, Sr>* e Ba?*, formando géis
ionotrépicos, com propriedades que dependem da composicdo e sequéncia dos
blocos. Quando a gelificacdo ionotrépica ocorre, observa-se redugcdo do volume
inicial da solucdo apds a reticulacdo. Essa reducao € menos significativa para
alginatos de fracao de acido gulurénico menores do que 0,1 e maiores do que 0,6,
para os quais se observou uma reducdo de volume de cerca de 15% apenas
(SMIDSR@D e HAUG, 1972; SMIDSRYD; HAUG e LIAN, 1972).

No processo de gelificagdo existe uma maior seletividade pelos blocos G,
os quais formam cavidades que funcionam como sitios de ligacdo para os ions
(Figura 4a), sendo que essa seletividade é maior quando se utiliza o estroncio como

ion reticulante ao invés do calcio. Além disso, a estabilidade do complexo formado



44

aumenta com o aumento do tamanho da cadeia e, em cadeias longas o suficiente,
ocorre a associagao de cadeias poliméricas, gerando a estrutura descrita pelo
modelo da “caixa de ovos” (Figura 4b) (GRANT et al., 1973; SMIDSR@D e
SKJAK-BR/EK, 1990).

Figura 4 — Esquema da ligacao entre o ion de calcio (circulo grande) e um par de
cadeias guluronato do alginato (a) e do modelo da “caixa de ovos” para a formagéao
do gel de alginato (b).

Ca=t
———

Fonte: Smidsrgd; Skja'k-Brik, 1990 3.

A estrutura do tipo “caixa de ovos” formada permite a obtencédo de géis
com maior resisténcia mecanica, uma vez que esta é conferida aos géis,
principalmente, pelas jun¢des formadas na mesma (SMIDSRYD, 1974). De forma
geral, a resisténcia mecéanica do gel aumenta com o aumento da concentracao
polimérica, do conteudo e extens&o dos blocos G e da massa molecular média das
cadeias poliméricas (MARTINSEN; SKJAK-BRAEK e SMIDSRZD, 1989; MBRCH et
al., 2008).

Desta forma, alginatos com maior conteido de blocos G produzem géis
mais fortes e mais porosos, apresentando maior estabilidade frente a cations
monovalentes (MARTINSEN; SKJAK-BRAEK e SMIDSR@D, 1989). Além disso, o
aumento da extensdo desses blocos também aumenta a rigidez do gel obtido
(Figura 5), sendo que a partir de 12 unidades seguidas de &cido gulurdnico nao se
tem aumento significativo no médulo de elasticidade do material (DRAGET; SKJAK-
BRAK e SMIDSR@D, 1997). Ainda, a resisténcia do gel apds a reticulacdo de
alginatos com alto conteudo de acido gulurénico aumenta com o aumento da massa
molar média, sendo que a partir de 240.000 g/mol ndo se observa mais essa
dependéncia (MARTINSEN; SKJAK-BRAEK e SMIDSR@D, 1989).
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Figura 5 — Mddulo de elasticidade de géis de alginato reticulados com ions de calcio
em fung&o do comprimento médio dos blocos G.
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Fonte: Draget; Skjak-Braek; Smidsrgd, 1997 4.

Em estudos mais recentes se propds que longos blocos MG também se
associem com outros blocos G e MG, como estabelecido, inicialmente, apenas para
blocos G no modelo da “caixa de ovos”. Assim, existem trés tipos de jungdes
possiveis para a reticulagdo do alginato (DONATI et al., 2005).

Segundo Donati e colaboradores (2005) a formacao de jungcdes G/MG no
gel de alginato promove um aumento no modulo elastico do material. No entanto, a
presenca das jun¢cées MG/MG promove a sinérese do gel, que esta de acordo com o
reportado anteriormente por Smidsrad e Haug (1972), que consiste em uma lenta
reducdo de volume do gel com o aumento da concentracdo de calcio, devido a
exsudacao de agua do gel. Este efeito também causa a reducao do médulo elastico
do material e esta diretamente associado a extensédo dos blocos MG (DONATI et al.,
2005; SMIDSR@D e HAUG, 1972).

A reticulacao do alginato e formacao do gel mencionada acima pode ser
feita de duas formas: interna ou externa. No primeiro caso comumente se utiliza
carbonato de célcio (CaCOs), que pode ser solubilizado através da reducao do pH
ou pela adicdo de D-glucono-6-lactona (GDL). A utilizacdo de CaCOs e GDL permite
a gelificacdo em uma gama de pHs e a obtencado de um gel homogéneo. Para isso é
importante utilizar uma solucao de GDL preparada recentemente, evitando que ja se
adicione a lactona completamente hidrolisada, que causara gelificacao instantanea e
incontrolavel (DRAGET; OSTGAARD e SMIDSR@D, 1989; INGAR DRAGET;
JSTGAARD e SMIDSR@D, 1990), como acontece no caso da gelificagcao externa.

4 Reimpressa de International Journal of Biological Macromolecules, 21, Kurt Ingar Draget,
Gudmund Skjak-Brask and Olav Smidsrad, Alginate based new materials, pages 47-55, Copyright
1997, com permisséo da Elsevier.
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Na gelificagdo externa, tem-se a adicdo da solugcdo contendo ions
gelificantes de forma externa a solug¢do de alginato, assim os ions se difundem para
a solucao do polimero, resultando em baixa homogeneidade devido a distribuicéo
nao uniforme da concentracdo polimérica, que € menor no centro da estrutura. A
homogeneidade é prejudicada por alguns fatores como: baixa concentra¢do de ions
célcio; baixa massa molar do alginato; altas concentragbes de alginato e acido
gulurdnico. Para obter géis com maior homogeneidade de concentracao polimérica
pode-se adicionar ions nao gelificantes, como reportado por Skjak-Breek, Grasdalen
e Smidsrgd (1989). Os autores estudaram a adi¢cado de ions de sddio e magnésio e
obtiveram géis homogéneos. Para isso utilizaram uma solucdo de alginato
(Fe =0,71) de 2% (m/v) e uma solucao reticulante de CaClz (0,05 mol/L) contendo
diferentes concentracdes de cloreto de sddio e magnésio. Os autores observaram
homogeneidade do gel tanto com cloreto de sédio quanto com cloreto de magnésio.
No entanto, com o cloreto de magnésio a homogeneidade foi obtida com uma
concentracao de 0,05 mol/L, enquanto com o cloreto de s6dio foi necessaria uma
concentragdo de 0,2 mol/L (SKJAK-BRAK; GRASDALEN e SMIDSR@D, 1989).

Para os dois tipos de gelificacdo mencionados acima, o ion gelificante
mais comumente utilizado é o de calcio. Porém a afinidade do alginato com ions
reticulantes bivalentes diminui conforme a seguinte ordem:
Pb2+ > Cu?* > Cd?* > Ba?* > Sr?+ > Ca?* > Co?*, Ni¢*, Zn?* > Mn?2* (HAUG e
SMIDSR@D, 1970; MJRCH et al., 2006). Além disso, 0 aumento da concentracao
de Ca?* estimula a produgdo de colageno tipo X pelos condrécitos, que esta
associado a calcificacao da matriz extracelular e a diferenciagcdo dos condrécitos em
células hipertroficas em cartilagem afetada pela osteoartrite (BONEN e SCHMID,
1991; MARK et al., 1992).

Por outro lado, o ion de estroncio (Sr?*), além de apresentar maior
afinidade com o alginato, estimula a producédo de proteoglicanos pela cartilagem
(HENROTIN et al., 2001), sendo que seu uso como ranelato de estréncio auxilia no
tratamento da osteoartrite, reduzindo a dor e melhorando a funcionalidade e rigidez
da cartilagem (BRUYERE et al., 2014; REGINSTER et al., 2013).

Ademais, Smidsred (1974) reportou um aumento de cerca de 50% no
médulo de rigidez do gel de alginato de concentragdo de 3% (m/v) (Fe = 0,385)
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reticulado com estréncio, quando comparado ao reticulado com caélcio, para uma
mesma concentragao dos ions (0,34 mol/L) (SMIDSR@D, 1974).

Em outro estudo se avaliou a lixiviagdo do alginato em solugéo salina
(0,9% NaCl) de particulas do material reticuladas com solu¢des de ion de célcio e de
estréncio, durante 24 h, ambas na concentracdo de 0,1 mol/L. Foi reportado que as
particulas reticuladas com estréncio tiveram fragdes menores de alginato lixiviadas
ao longo do tempo (STOKKE et al., 1993), indicando sua maior estabilidade quando
comparado ao alginato reticulado com calcio.

Mgarch e colaboradores (2006) produziram microparticulas de alginato de
diferentes composicdes reticuladas com ions de calcio, bario e estréncio, utilizando
solugbes com concentracdo entre 10 e 50 mmol/L. O gel reticulado com estréncio
apresentou melhor estabilidade dimensional, medida ap6s 10 minutos e 24 h em
solugao reticulante, e maior resisténcia quando comparado ao reticulado com calcio.
Porém, reportou-se que o ion de estrdncio € capaz de ligar-se apenas aos blocos G
do alginato (MBRCH et al., 2006). Assim, para utilizacdo desse ion reticulante é
importante que alginatos com alto teor de acido gulurdnico sejam utilizados.

Kaklamani e colaboradores (2014) avaliaram a reticulagdo externa do
alginato utilizando ions de célcio e estréncio nas concentragdes de 1, 2 e 5 mol/L
durante 60 minutos, avaliando o médulo eldstico do gel reticulado a cada 10
minutos. Em seu estudo observaram que o tempo necessario para reticular com
estrdncio ou com calcio € semelhante, porém os materiais produzidos com estrdncio
apresentaram maior heterogeneidade e menor médulo eldstico quando comparadas
as reticuladas com calcio. Também avaliaram a reticulagdo em meio de cultivo
celular ao invés de agua como solvente da solucao reticulante e ndo encontraram
diferencas quanto aos moédulos de elasticidade dos géis e tempo necessario para
reticulacdo. Além disso, verificaram a viabilidade celular de fibroblastos incorporados
ao gel e reticulados em meio de cultivo com as trés concentracbes de célcio
estudadas durante 60 minutos. Verificaram que as células se mantiveram viaveis
por, pelo menos, 24 h apds a gelificacao (KAKLAMANI et al., 2014).

A diferenga verificada no méddulo elastico encontrada pode ter ocorrido
devido a composicao de blocos do alginato utilizado, uma vez que ja se reportou que
o estréncio reticula apenas com blocos G. Ja4 segundo os autores, a fonte dos
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menores maédulos elasticos ao reticular com Sr?* se deve a menor densidade de
carga da superficie do estréncio quando comparada a do calcio (KAKLAMANI et al.,
2014). Outra possivel razdo para essa reducao do modulo de elasticidade é o fato
de este estudo ter utilizado concentragdes mais altas de ions reticulantes e tempos
mais curtos de reticulagdo quando comparado com os outros estudos discutidos na
presente revisdo bibliografica.

Leroux, Guilak e Setton (1999) avaliaram as propriedades mecéanicas do
gel de alginato de alta razdo de &cido manurénico para gulurénico (1,67), utilizando
concentragdes de alginato entre 1 e 3% (m/v) e reticulagdo por 1,5 h em solucédo de
cloreto de calcio 50 mmol/L. Na faixa de concentragdes de alginato testadas nota-se
um aumento das propriedades mecanicas, como o moédulo de compressdao no
equilibrio, com o aumento da concentracdo de polimero (LEROUX; GUILAK e
SETTON, 1999).

Markstedt e colaboradores (2015) melhoraram a capacidade de
impressao do alginato (Fe > 0,60) através da adicdo de nanocelulose. Para isso
solugdes poliméricas de 2,5% (m/v) foram misturadas em diferentes proporcoes e,
apds deposicao por impressao 3D, reticuladas com uma solucao de cloreto de calcio
90 mM durante 10 minutos. As composicdes que apresentaram melhores
propriedades mecanicas foram as contendo 70 e 80% em massa da solugdo de
nanocelulose na mistura final. Desta forma, a nanocelulose pode ser utilizada para
melhorar a reologia do material para impressdao 3D (MARKSTEDT et al., 2015) e

sera abordada a seguir.

3.6 Nanocelulose

A celulose é o polimero orgéanico mais abundante no mundo e a sua
elevada disponibilidade faz com que ela apresente baixo custo (MALAFAYA; SILVA
e REIS, 2007; SAXENA e BROWN JR, 2005). A celulose € um polissacarideo
extracelular, hidrofilico e de cadeia linear, usualmente proveniente da parede celular
de plantas, formado pela unido de cadeias de glicanas, as quais sdo formadas por
moléculas de glicose unidas por ligagdes (-1,4-glicosidicas, sendo que cada unidade
é rotacionada cerca de 180% como ilustrado na Figura 6. As interagdes intra e

intermoleculares permitem o arranjo cristalino das cadeias de glicanas em
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microfibrilas, (BROWN; SAXENA e KUDLICKA, 1996) e o grau de cristalinidade
pode ser medido por Difracdo de Raio X (DRX) ou Calorimetria Diferencial de
Varredura (CDV) (BERTRAN e DALE, 1986; GJONNES; NORMAN e VIERVOLL,
1958).

Figura 6 — Representacao estrutural da cadeia de B-1,4-glicano (celulose). O
mondmero, celobiose, esta indicado entre colchetes.
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As microfibrilas se associam lateralmente para formar a estrutura da
celulose e conferir estabilidade estrutural, reduzindo a flexibilidade da parede celular
de plantas. A depender da planta de origem, a celulose apresenta diferente massa
molar, estado e grau de cristalinidade. No entanto, independente da fonte celuldsica,
suas fibras apresentam elevada resisténcia, o que as faz insolUveis em agua apesar
de sua hidrofilicidade (BROWN; SAXENA e KUDLICKA, 1996). Estas caracteristicas
tém despertado grande interesse na utilizacdo da celulose na forma de
nanocelulose, devido a alta area superficial desse tipo de material. A nanocelulose é
assim denominada quando pelo menos uma de suas dimensdes é nanométrica,
sendo que o didametro da fibra pode ser medido por Microscopia de Forca Atbmica
(MFA), Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) e Microscopia Eletronica de
Varredura com Emissao de Campo (MEV-EC) (KLEMM et al., 2011).

Existem trés tipos de nanocelulose: celulose microfibrilada (CMF);
celulose nanocristalina (CNC) e nanocelulose bacteriana (NCB). Algumas
caracteristicas destes trés tipos de material estdo apresentadas na Tabela 4.

A celulose microfibrilada € produzida através de um tratamento mecanico,
como a passagem por um homogeneizador de alta pressao, para delaminar as fibras
celulésicas presentes em uma suspensao e possibilitar a liberagcdo das microfibrilas
da estrutura celulésica. Este processo de producédo tem sido estudado, visando a
otimizagdo do mesmo com relacdo ao gasto energético demandado, para que a
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utilizagcdo das nanofibras seja economicamente viavel (KLEMM et al., 2011). No
Brasil, a Suzano Papel e Celulose instalou uma planta de escala piloto em sua
unidade de Limeira, no interior do estado de Sao Paulo, em que combina processo
quimico e mecanico para a producao de CMFs de diametro inferior a 100 nm e com
uma capacidade produtiva de 155 kg de nanofibras secas por dia, indicando a

melhora da viabilidade econémica do processo.

Tabela 4 — Caracteristicas dos diferentes tipos de nanocelulose.

Tipo de
P Sin6nimos Fontes tipicas Formacao e tamanho médio
nanocelulose
o Delaminagao da polpa da madeira por
Nanofibrilas, . L . i
Celulose o Madeira, beterraba, pressurizagdo mecénica antes e/ou ap6s
microfibrilas, o o
microfibrilada ul batata, cAnhamo e  tratamento quimico ou enzimatico.
celulose

(CMF) o linho Diametro: 5-60 nm
nanofibrilada ) . .
Comprimento: varios micrémetros
Madeira, algodao, Hidrolise acida da celulose de diferentes
Nanocristal de  canhamo, linho, fontes.
Celulose ) N
L celulose, palha de trigo, Diametro: 5-70 nm
nanocristalina o )
(CNC) cristalitos, casca de amora, Comprimento: 100-250 nm (plantas),
whiskers rami, celulose de 100 nm a varios microbmetros (alga e
alga e bactéria bactéria)
Celulose Sintese bacteriana.

Nanocelulose

bacteriana
(NCB)

) Agucares e alcoois
bacteriana ou .
) . de baixa massa
microbiana,
] molecular
biocelulose

Diametro: 20-100 nm, diferentes tipos de

redes de nanofibras

Fonte: Traduzida de Klemm et al., 2011.

Ja o0s nanocristais de celulose sao produzidos a partir da remogéao das
zonas amorfas das CMFs por hidrélise acida, seguida de tratamento ultrassénico
(KLEMM et al., 2011). Assim, a CNC apresenta comprimentos menores que a CMF,
nao permitindo o entrelacamento de cadeias poliméricas, que, segundo Samir e
colaboradores (2004) e Siqueira, Bras e Dufresne (2009), proporciona resisténcia
mecanica superior a CMF se compara a CNC (SAMIR et al., 2004; SIQUEIRA;
BRAS e DUFRESNE, 2009).

Além disso, Paakké e colaboradores (2007) reportaram um aumento do
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modulo de armazenamento (G’), associado ao comportamento de gel, com o
aumento da concentracdo de CMF para o intervalo de concentracées analisado
entre 0,25 e 5,9% em massa (Figura 7). Também observaram um comportamento
altamente pseudoplastico, ou seja, a viscosidade diminui com 0 aumento da taxa de
cisalhamento. A pseudoplasticidade do material foi evidenciada para todas as
concentracdes estudadas (Figura 8) (PAAKKO et al., 2007), o que indica que a
suspensdo de CMF seja um material atraente para impressdo tridimensional.

Figura 7 — Mddulo de armazenamento (G’) em fung¢ao da concentragcao de CMF a
25°C e frequéncia de 1 Hz (w = 6,28 rad/s).
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Figura 8 — Influéncia da tensao de cisalhamento (ou taxa de deformacéo, y) sobre a
viscosidade (n) de suspensdes de diferentes concentracdes (Y%om/m) de CMF.
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5 Reimpressa e/ou adaptada de PAAKKO, M.; ANKERFORS, M.; KOSONEN, H.; NYKANEN, A_;
AHOLA, S.; OSTERBERG, M.; RUOKOLAINEN, J.; LAINE, J.; LARSSON, P. T.; IKKALA, O.;
LINDSTROM, T. Enzymatic Hydrolysis Combined with Mechanical Shearing and High-Pressure
Homogenization for Nanoscale Cellulose Fibrils and Strong Gels. Biomacromolecules, v. 8, n. 6, p.
1934-1941, 2007. Copyright 2007 American Chemical Society.
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Outro polimero que apresenta comportamento pseudoplastico é a goma
xantana, o qual sera detalhado a seguir.

3.7 Goma xantana

A goma xantana é um polissacarideo aniénico em pH superior a 4,5,
produzido pela fermentacdo da glicose por bactérias do tipo Xanthomonas
campestris. Apresenta boa solubilidade em &gua, excelente biocompatibilidade,
biodegradabilidade e 6timas propriedades reoldgicas, como alta viscosidade da
solucao em agua e comportamento altamente pseudoplastico (JEANES; PITTSLEY
e SENTI, 1961; KATZBAUER, 1998; PETRI, 2015). Sua producao foi reportada em
1961 e a composicao majoritaria consiste de glicose, manose e acido glicurénico,
arranjados como mostrado na Figura 9, onde a cadeia principal é composta de
unidades de glicose ligadas e a cadeia lateral por B-D-manose-1,4-B-D-acido
glicurénico-B-D-manose, contendo também grupos acetil e piruvato (JANSSON;
KENNE e LINDBERG, 1975; JEANES; PITTSLEY e SENTI, 1961). Dependendo da
forma como as cadeias se associam e devido a variacbes das condicées de
fermentacdo, a massa molar da xantana pode variar entre 2x10% e 20x108 g/mol
(KUMAR; RAO e HAN, 2018).

Figura 9 — Representacao de estrutura quimica da goma xantana.
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Os grupos acetato e piruvato da goma xantana sdo capazes de interagir
com cdations bivalentes; seguindo a ordem de afinidade: Ba,
Ca > Mn > Sr, Mg > Co >> Cs, Na, K, Li; resultando em reticulagcdo intramolecular e
contracdo da cadeia (BAUMGARTNER; PAVLI e KRISTL, 2008; KUMAR; RAO e
HAN, 2018; RINAUDO e MILAS, 1978). Dessa forma, a xantana pode assumir
diferentes conformacgdes tridimensionais, dependendo da temperatura e da forca
ibnica da solucdo em que se encontra. Quando em alta temperatura ou baixa forca
ibnica, as cadeias poliméricas assumem conformagdo enovelada com um
comprimento de aproximadamente 50 A. Ja a baixa temperatura e alta forca idnica,
as cadeias da xantana se arranjam em uma conformacédo helicoidal de com
dimensao de cerca de 350 A (PETRI, 2015).

Carnali (1991) reportou que, ao analisar solucbes aquosas de
concentracdes entre 0,8% e 3% (em massa) de xantana e 0,02 mol/L de cloreto de
potassio, observou propriedade mais caracteristicas de géis do que de solugcbes em
si, devido a conformacao das moléculas nessas condicées (CARNALI, 1991). Esse
comportamento de gel pode favorecer a producdao de materiais dimensionalmente
mais estaveis com a adicdo da goma xantana. No entanto, Kumar, Rao e Han (2017)
reportaram uma reducdo do médulo elastico, associado ao comportamento do gel,
ao adicionarem concentracgdes inferiores a 0,8% de xantana a uma solugéo de
alginato (KUMAR; RAO e HAN, 2017). Assim, o uso de goma xantana para melhorar
as propriedades reolégicas de um material pode, portanto, ser ainda mais bem
explorado.

Assim, neste trabalho explorou-se o uso do alginato, da nanocelulose e
da goma xantana para a formulacdo de uma nova biotinta. Devido a aplicacéao
desejada do material, € necessario que o0 mesmo seja passivel de esterilizacdo para
que possa ser utilizado de forma segura, minimizando as probabilidades da
ocorréncia de infec¢des ao ser implantado no paciente (GALANTE et al., 2018).

3.8 Esterilizacao
A esterilizagdo pode ser definida como um processo que leva a auséncia
de organismos viaveis, ocorrendo por remoc¢ao ou inativagdo dos mesmos. No caso

de biomateriais, mais particularmente dos hidrogéis em questao, existem duas
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abordagens para que essa condi¢cao seja atingida.

Pode-se fazer a esterilizagdo das matérias-primas e, em seguida,
processa-las de maneira asséptica, ou pode-se realizar a chamada esterilizacao
terminal. A esterilizagcdo das matérias-primas s6 deve ser considerada quando nao €
possivel realizar a esterilizagdo terminal (GALANTE et al.,, 2018), dado que o
processo é mais susceptivel a falhas por sua natureza multi-etapas. Nesta
abordagem, sao exigidos ambientes controlados para o processamento asséptico e
que este seja conduzido por profissionais especializados para que a esterilidade seja
mantida. Assim, a esterilizacado terminal é preferida, por estar associada a niveis de
seguranga mais elevados.

Existem diversas técnicas para a esterilizacao de materiais, que, de forma
geral, podem utilizar agentes esterilizantes fisicos, como calor, radiacao e filtracao,
ou quimicos, como o éxido de etileno e plasma (GALANTE et al., 2018; QIU; SUN e
CONNOR, 2011). O procedimento de esterilizagdo de hidrogéis, em particular por
tratamento terminal, deve ser selecionado com cautela, devido a inerente presenca
de agua no material. A agua pode promover a ruptura de ligacées importantes para
a manutencdo da estrutura do hidrogel, causando modificacbes de suas
propriedades, como a viscosidade, a estabilidade tridimensional e a
biocompatibilidade (GALANTE et al., 2018).

Algumas das técnicas com potencial de uso na esterilizacdo de hidrogéis
estao apresentadas na Tabela 5, bem como suas principais limitagdes.

A reducdo da viscosidade € um dos principais problemas associados a
esterilizagdo de hidrogéis constituidos por polimeros de origem bioldgica e tem sido
analisada em detalhes por diferentes grupos, conforme exemplificado em particular
para o caso do alginato na Tabela 6, devido a sua grande aplicabilidade no

desenvolvimento de biomateriais para um extenso rol de aplicagdes.



Tabela 5 — Técnicas passiveis de uso na esterilizacao de hidrogéis e/ou de seus componentes.

Técnica

Forma de esterilizacao

Condicoes
operacionais

Eficacia

Limitacoes

Referéncias

Calor umido

Coagulacao e
desnaturacao irreversivel
de enzimas e proteinas
estruturais

121 °C por 15—
30 min

Inativa esporos
resistentes

Materiais instveis em altas
temperaturas e umidade ou
que vapor nao possa penetrar

Calor seco

Oxidagéao destrutiva de
componentes celulares

160 °C por2h

Inativa esporos
resistentes

Materiais instaveis em altas
temperaturas

Oxido de etileno

Alquilagao de proteinas,
DNA e RNA de
microrganismos

450-1200 mg/L,
29-65 °C, 45—
85% de umidade,
por 2-5h

Inativa bactérias, esporos
e virus

Materiais contendo agua

(QIU; SUN e
CONNOR, 2011)

Filtracao

Remocéo fisica de
microrganismos por
exclusédo de tamanho

Filtro de 0,22 um

N&o remove
microrganismos menores
que 0,22 um

Materiais de alta viscosidade

(AGENCIA
NACIONAL DE
VIGILANCIA
SANITARIA, 2010)

CO; supercritico

Propriedades de
penetracao altas, nao-
toxico e facilmente
removido pela
despressurizagao,
permite o rompimento das
células

35-41°C, 1365-

1455 psi, 650—

710 rpm, por 27
min

Esterilizante quando
combinado com algum
reagente oxidante, como
acido peracético

Somente o CO:2 supercritico

nao é suficiente para matar

endoesporos de bactéria e
virus

(QIU et al., 2009;
QIU; SUN e
CONNOR, 2011)

Radiagao y

Radiacao X

Feixe de elétrons

Ataque as moléculas de
DNA através de
mecanismos diretos ou
indiretos

10 - 35 kGy

Esterilizante

Usualmente prejudicial a
polimeros e materiais
bioldgicos por desencadear
reacoes de degradagao
oxidativa

Radiacao UV

Rompe a estrutura de
acidos nucleicos e
impede a capacidade
reprodutiva de
microrganismos

Luz UV
(~254 nm)

Inativacdo de
microrganismos
presentes no ar e
descontaminacao de
superficies

Radiacdo UV nao é
considerada como método de
esterilizacao efetivo devido a

baixa penetracao

(QIU; SUN e
CONNOR, 2011)

Gs



Tabela 6 — Esterilizagdo do alginato.
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L Estado do Condicoes Mudancas causadas A
Tecnica material operacionais pela esterilizacao Referencia
~ Vapor saturada em Redugéo na
A Solucoes 1 o . .
Calor umido e 3% (M) autoclave a 121 °C por  viscosidade entre 56 e
° 15 min 86%
Oxido de P6 de Oxido de etileno 560  Redugdo de cercade LEO; MCLOUGHLIN;
etileno alginato mg/L por 7h a 57 °C 60% na viscosidade MALONE, 1990
. Fonte de cobalto-60 ~
P Pé de : Reducéo de cerca de
Radiacéo y X 23,15 kGy com taxa de ° . .
alginato 14,4 kGy/h 95% na viscosidade
~ Vapor saturada em ~
_ Solucao o Reducéo de cerca de
Calor umido 1% (miv) autoclave a 1_21 C por 64% na viscosidade
20 min
2, 3. ou 4 ciclos de . Reducéo de cerca de
: = aquecimento de 30 min o . .
Ciclos de Solugao 2 80 °C sequida de 61% na viscosidade
aquecimento 1% (m/v) incubacio gor 24h a apos 4 ciclos de
¢ P aquecimento
25°C
Pequena reducio da  VANDENBOSSCHE;
Membrana de acetato  viscosidade usando o REMON, 1993
Filtracio Solucdo de celulose de 0,22 ym filtro de 0,22 um. Sem
¢ 1% (m/v) e membrana de nitrato  diferenca significativa
de celulose de 0,45 ym  de viscosidade com o
filtro de 0,45 pm
] Oxido de etileno 1,4
Oxido de Pé de g/L, umidade relativa de Reducéo de cerca de
etileno alginato  50%, 93 kPa, 60 mina  24% na viscosidade

50 °C

Observa-se que um dos métodos que causa menor alteracdo na

viscosidade do alginato € o tratamento do p6 com O6xido de etileno, neste caso

haveria necessidade de processamento asséptico do material ap6s a esterilizacéo e,

ainda assim, tem-se reducdo da viscosidade da solucao. Dentre as outras técnicas

utilizadas, as que envolvem o aquecimento da solugcdo parecem causar reducdes de

viscosidade ainda mais significativas. A Unica técnica na qual a solucdo manteve

suas propriedades foi a filtracdo. No entanto, ndo € possivel utiliza-la para solu¢des

muito viscosas devido a significativa retencdo de material em filtros com poros de até

0,22 ym. Essa retencao leva ao entupimento do filtro e consequente aumento da

pressdo necessaria para filtrar, sendo que também ocorre a redug&o da viscosidade
da solucao filtrada (VANDENBOSSCHE e REMON, 1993).
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Uma patente de 1997 propde a esterilizagdo por calor umido de solugdes
de alginato de concentragéo entre 3 e 6% (m/v) contendo de 20 a 30% (m/v) de um
alcool polihidrico. Segundo os autores, a adicdo desses alcoois pode auxiliar na
manutenc¢ao da viscosidade da solucao ap6s a esterilizacdo em autoclave (HARDY e
FINDLAY, 1997). No entanto, a adicdo de um alcool polihidrico pode alterar outras
propriedades reoldgicas da solugdo e mesmo a biocompatibilidade do produto final.

Kundu e colaboradores (2015) esterilizaram o alginato de sua biotinta por
calor umido, porém nao avaliaram se o0 processo de esterilizagdo comprometeu as
propriedades reologicas do material (KUNDU et al., 2015). Em outros trabalhos a
biotinta foi preparada em condi¢cbes estéreis (CHUNG et al., 2013; YANG et al.,
2018).

Markstedt e colaboradores (2015) utilizaram alginato comercializado pela
FMC Biopolymers liofilizado e estéril e esterilizaram a nanocelulose por calor umido,
nao reportando, entretanto, manutengdo ou alteracdo das propriedades reoldgicas
do material (MARKSTEDT et al., 2015). JA Ouyang e colaboradores (2016)
esterilizaram formulacdes de biotintas constituidas de gelatina e alginato através de
ciclos de aquecimento até 70 °C durante 30 minutos por trés vezes e conduziram
testes de deteccdo de micoplasma para evitar contaminagdo. Também néao
reportaram os efeitos resultantes do processo de esterilizacdo (OUYANG et al.,
2016).

Observa-se, portanto, que a esterilizacdo de hidrogéis precisa ser mais
extensivamente estudada para que ndo se constitua em um elemento que dificulte
sua utilizacdo em aplicacbes biomédicas. Deve-se avaliar cada material para
determinar quais as condicbes mais adequadas de esterilizagdo, para que as
propriedades relevantes, tendo em vista a aplicacdo desejada, ndo sejam
comprometidas ao esterilizar o material (GALANTE et al., 2018).

Assim, com base na andlise bibliografica apresentada, nota-se que ha
ainda um vasto campo disponivel para contribuicdes no sentido do desenvolvimento
de hidrogéis Uteis para a engenharia tecidual, em particular para a impressao 3D de

estruturas ja contendo células viaveis.
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4 MATERIAIS E METODOLOGIA

4.1 Materiais

Para a producdo dos hidrogéis foram utilizados os seguintes materiais:
suspensao de celulose microfibrilada (CMF) em agua com concentracédo de 3,1%
(Suzano Papel e Celulose); goma xantana (X) com conteudo de acido piruvico de
4,3% e viscosidade da solucdo 1% em 1% KCI de 1440 mPa.s (Xantural®180, CP
Kelco); alginato de sdédio com viscosidades da solucdao 1% a 20 °C de 498 e
676 mPa.s, respectivamente, Protanal SF 120 RB (A-SF) e Protanal HF 120 RB (A-
HF) (DuPont Danisco); Meio Essencial Minimo de Eagle modificado alfa (a-MEM,
Gibco) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich) e 1% de
estreptomicina e penicilina (LGC Biotecnologia); cloreto de estroncio hexahidratado
(Sigma-Aldrich); glicerol (Synth); corante azul de tripan (Dindmica) e agua
deionizada, utilizada em todos os experimentos, obtida utilizando-se um sistema

Milli-Q (Millipore). Todos os demais reagentes eram de grau analitico.

4.2 Caracterizacao das matérias-primas

4.2.1 Analise de massa seca da celulose microfibrilada

A CMF apresentava concentracdo massica nominal de 3,1%. No entanto,
observou-se certa heterogeneidade na distribuicdo do solvente no material. Por esse
motivo, foram realizadas analises gravimétricas visando confirmar o valor da
concentragdo nominal do material homogeneizado.

Para isso, aliquotas do material foram pesadas, distribuidas em uma
placa de Petri e secadas em estufa a 100 °C até que a massa permanecesse
constante. A massa do material seco foi entdo comparada com a massa inicial para

se determinar a concentracao real de fibras secas no material.

4.2.2 Microscopia eletrénica de varredura da celulose microfibrilada

A nanocelulose microfibrilada foi caracterizada quanto a sua morfologia
por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) no Laboratério de Recursos
Analiticos e de Calibragdo (LRAC) da Faculdade de Engenharia Quimica
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(FEQ/Unicamp) em microscépio Leo 440i (LEO Electron). Para isso a amostra foi
diluida a uma concentracédo de cerca de 0,05 e 0,15% em massa, depositada em
uma placa de Petri em uma fina camada e seca em estufa a 37 °C. Apds a secagem
as amostras foram armazenadas em dessecador por pelo menos 24 h. Em seguida,
foram fraturadas criogenicamente, fixadas a um suporte adequado e recobertas com
ouro (DEDAVID; GOMES e MACHADO, 2007; LIANG et al., 2018).

As fibras (n=12) de duas imagens de cada concentracdo foram medidas
através do programa Imaged. A partir das 24 medidas, calculou-se o didmetro médio
das fibras da celulose microfibrilada.

4.2.3 Determinagdo da massa molar viscosimétrica do alginato

A massa molar viscosimétrica dos alginatos foi avaliada antes e depois de
um processo de esterilizagdo, utilizando-se um viscosimetro de Cannon-Fenske
namero 350 mantido em um banho a 25 °C. Para estimar a massa molar média,
foram preparadas solucdes de alginato na concentragao de 0,0100 g/mL em solugao
salina contento 0,1 mol/L de NaCl em agua deionizada. Em seguida, uma aliquota
dessas solucdes foi esterilizada por calor umido em autoclave (121 °C, 1 bar, por
15 minutos). Com as solugdes iniciais, estéreis e nao-estéreis, foram preparadas
outras quatro solugdes de diferentes concentragdes: 0,0050; 0,0025; 0,0010 e
0,0005 g/mL. Através da medida de tempo do escoamento das solucdes entre dois
pontos pré-determinados, e utilizando-se a equacao de Martin (Equacao 8), estimou-
se a viscosidade intrinseca dos dois alginatos utilizados, antes e depois do processo
de esterilizacdo. Os parametros K = 2x10° dL/g e a = 0,97 foram utilizados para
calcular a massa molar viscosimétrica dada pela equacdo de Mark-Houwink-
Sakurada (Equacao 9).

4.3 Formulacao dos hidrogéis

4.3.1 Géis ndo-estéreis
4.3.1.1 Formulagbes consistindo de alginato, CMF e goma xantana
Foram produzidos hidrogéis contendo 3% (m/v) de alginato e

nanocelulose em uma das proporcdes mais promissoras reportadas por Markstedt e
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colaboradores (2015), que estudaram diferentes propor¢cées de alginato e
nanocelulose, mantendo a concentracao polimérica total de 3% (m/v). A essa
formulacédo, adicionou-se goma xantana em duas proporcdes diferentes, nas
concentracgdes finais de 0,8 e 1,2% (m/v). Em todas as formulacées foi utilizada agua
deionizada como solvente. As formulacdes estudadas estdo sumarizadas na Tabela
7. A abreviagdo AaCcXx foi utilizada para identificar cada formulagéo, onde A, C e X
correspondem ao alginato, a CMF e a goma xantana, respectivamente. Os
subescritos da abreviagdo correspondem as concentracées de cada polissacarideo

em % (m/v) na mistura em agua deionizada.

Tabela 7 — Formulagbes dos hidrogéis contendo CMF.

L Fracao na suspensao em fase aquosa (%, m/v)
Identificacao

Alginato CMF Xantana
A-SF,9C2,1Xo 0,9 2,1 0
A-SF 09C2,1Xo,s 0,9 2,1 0,8
A-SF 09C2,1 X1,2 0,9 2,1 1,2

Para o preparo dos hidrogéis, foi preparada uma solucdo estoque de
alginato na concentracao de 5% (m/v); para isso, a massa de alginato adequada foi
adicionada a agua deionizada e agitada vigorosamente em um agitador de solucdes
AP56 (Phoenix Luferco), a 3800 rpm até que se obtivesse a completa dissolucao do
polimero. Em seguida, a massa apropriada de goma xantana foi pesada e
transferida para um frasco de vidro ao qual se adicionou uma aliquota de agua
correspondente a 10% do volume final da solugdo. A mistura foi mantida a 4 °C por
uma noite para que a xantana se hidratasse de maneira uniforme (JEANES;
PITTSLEY e SENTI, 1961). Apdés a completa dissolucdo da xantana, foram
adicionadas as aliquotas da solugéo de alginato, de suspensao de CMF e o restante
da quantidade de agua necessaria nas devidas propor¢des. As misturas obtidas
foram novamente agitadas a 3800 rpm no agitador de solucdes (AP56, Phoenix
Luferco) e, por fim, foram tratadas em banho ultrassénico (Branson 3510, Branson)
em dois ciclos de 30 minutos.
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4.3.1.2 Formulagdes consistindo de alginato e goma xantana

Além dos géis descritos anteriormente, também foram preparadas
formulacbes a base de alginato e xantana em Meio Essencial Minimo de Eagle
modificado alfa (a-MEM) suplementado com 10% de SFB e 1% de antibiéticos. O
meio de cultivo foi utilizado ao invés da dgua devido ao tipo de aplicagdo pretendida
(biotinta). Inicialmente manteve-se a concentragdo polimérica total de 3% (m/v)
estudada por Markstedt e colaboradores (2015) (MARKSTEDT et al., 2015)
variando-se a propor¢ao dos dois polissacarideos. Também optou-se, em uma das
formulacdes, por aumentar a concentracao de xantana, para promover 0 aumento da
viscosidade e pseudoplasticidade da solugéo.

Para essas formulacgdes, foram preparadas solugdes estoque, em a-MEM,
de alginato e goma xantana nas concentracdes de 3 e 3,75% (m/v) respectivamente.
As solucbes estoque foram preparadas adicionando-se a massa adequada de cada
polissacarideo ao meio de cultivo em agitagdo a 500 rpm em um agitador mecénico
com hélice marinha (agitador de alto torque microprocessado modelo Q250M2,
Quimis) durante 1h. As solugcbes estoque foram misturadas em diferentes
proporgdes, sendo que para as formulagdes contendo 3% (m/v) de concentracao
polimérica total, foi necesséario adicionar um volume de a-MEM correspondente a
25% do volume de solugéo estoque de xantana utilizado para cada formulagéo.

Cloreto de calcio foi adicionado a uma das formulacdes para pré-reticular
0 material e estudar sua capacidade de impressao e reologia, na concentracao de
0,09% (m/v) (8 mmol/L) indicada para alginato de alta massa molar por Freeman e
Kelly (FREEMAN e KELLY, 2017). As solu¢des produzidas apresentaram muitas
bolhas, por isso foram centrifugadas (CT-5000R, Cientec Equipamentos Cientificos)
a 2500 rpm (791 g) por cerca de 20 minutos ou até que as bolhas fossem removidas.

As formulagdes aqui apresentadas estdo sumarizadas na Tabela 8.

4.3.2 Esterilizacao das formulagcées de hidrogéis

A esterilizagdo foi realizada pelo método de calor umido em autoclave
vertical (modelo CS, Prismatec Equipamentos) utilizando solu¢des concentradas dos
polissacarideos em agua, a 121 °C e 1 bar por 15 minutos.
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Tabela 8 — Formulagdes do hidrogel contendo alginato e xantana.

L Fracao na suspensao em fase aquosa (%, m/v)
Identificacao

Alginato Xantana CaCl
A-SF2,0X1,0 2,0 1,0 0
A-SF15X15 1,5 1,5 0
A-SF1,0X2,0 1,0 2,0 0
A-SF1,0X25 1,0 2,5 0
A-SF1,0X20Ca 1,0 2,0 0,09

Inicialmente foram esterilizadas solu¢des de alginato na concentragao de
4 ou 6% (m/v), contendo ou ndo glicerol na concentragdo de 20 ou 30% (m/v),
preparadas sob agitacdo de 500 rpm com um agitador mecanico com hélice
marinha (agitador de alto torque microprocessado modelo Q250M2, Quimis) durante
1 h. Avaliou-se de forma visual o escoamento e a coloracdo das solugbes antes e
depois do processo de esterilizacdo. Ainda, foi preparada uma solugdo aquosa com
o dobro da concentracao polimérica da formulagdo A-SF1,0X2,5, porém utilizando-se o
alginato Protanal HF 120 RB, sob as mesmas condi¢cées de agitacdo mencionadas
anteriormente (500 rpm por 1 h). Em seguida, o pH da solugéo foi ajustado com uma
solucdo de hidroxido de sédio 2mol/L e a solugdo foi esterilizada. Apds a
esterilizagcdo, a solucao foi misturada ao mesmo volume de a-MEM concentrado, em
ambiente estéril, de forma que a concentracdo da solucao final fosse a mesma da
estudada na etapa anterior. Esta solucdo também foi centrifugada para a remocéao
das bolhas, conforme descrito anteriormente. A abreviagdo utilizada para a
formulacao estéril foi A-HF1,0X25.

4.4 Analise da estabilidade e do comportamento reolégico dos materiais

Os géis produzidos foram avaliados visualmente quanto a sua
estabilidade, analisando-se se ocorria separacdo de fases e também se nao
escoavam 5 minutos apds a inversdo dos tubos que os continham, o que daria
indicios de que nao seriam suficientemente apropriados para a finalidade proposta
de impresséao 3D.

O material foi caracterizado reologicamente por meio da andlise da
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viscosidade a 25 °C em fungao da taxa de cisalhamento, para variagdes na faixa de
0,01 até 1000 s'. Para tal, empregou-se o redémetro Haake Mars Il (Thermo
Scientific). Foi também determinada a tenséo limite de escoamento em ensaios
oscilatérios de amplitude, com tensdo variando entre 0,01 e 300 Pa em uma
frequéncia de 1,592 Hz. Apds a determinagao da regiao de linearidade viscoelastica,
foi feito um ensaio oscilatério de frequéncia com variagao entre 0,01592 e 38,20 Hz
a uma tensao de 3 Pa.

Avaliou-se, também, a recuperagdo da viscosidade apds a aplicacao de
uma alta taxa de cisalhamento, objetivando simular o processo de impressao. Para
isso, a viscosidade do material foi medida ao longo do tempo, em diferentes taxas de
cisalhamento. Inicialmente aplicou-se uma taxa de cisalhamento de 1 s durante
25 s, simulando a etapa de repouso antes da extrusdo. Em seguida, foi simulado o
processo de extrusdo, aplicando-se uma taxa de 700 s por 50 s. Apds esse periodo
sob alta taxa cisalhante, monitorou-se a recuperagao da viscosidade ao longo de
300 s.

Todas as caracterizacdes reolégicas passaram por um periodo inicial de
600 s de estabilizacdo da temperatura da amostra a 25 °C e utilizou-se uma tampa
adaptada para evitar a evaporagédo de agua ao longo da analise. As caracterizacoes
reolégicas foram feitas com base nos procedimentos descritos por Davila e D’avila
(DAVILA e D’AVILA, 2019).

4.5 Deposicao das estruturas por manufatura aditiva

Para avaliar a capacidade de impressdo dos hidrogéis, uma parceria foi
estabelecida com o Nucleo de Tecnologias Tridimensionais do Centro de Tecnologia
da Informacdo Renato Archer (NT3D-CTI) para utilizacdo da impressora
desenvolvida por eles, a 3D Fab@CTI, com um cabecote de extrusdo acoplado a
uma seringa contendo a solucao polimérica a ser extrudada (INFORCATTI NETO,
2007). A impressora controla o deslocamento do émbolo da seringa, bem como seu
posicionamento para que as quantidades desejadas de material sejam depositadas
com precisdo na posicdo adequada, de acordo com o modelo computacional
selecionado.
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O modelo para impressao foi criado utilizando-se o programa BioScaffolds
PG (DAVILA et al., 2016) e foram impressas estruturas de 15,2 x 15,2 mm, com
espacamento entre os diametros das fibras de 1,9 mm, com o didmetro da fibra de
1 mm, com uma ou quatro camadas verticais depositadas de forma consecutiva,
cada uma com 0,3 mm de altura. Para isso, foram utilizados bicos cénicos de
didmetro interno de 0,58 e 0,41 mm para as formulagées nao-estéreis e estéreis,
respectivamente.

Ademais, avaliou-se o diametro das fibras depositadas e ajustou-se a taxa
de deposicdo do material entre 0,0010 a 0,0060 mm de deslocamento do
émbolo/ mm da trajetéria de impressao. Os tempos de push out e suck back também
foram ajustados com base na andlise visual das caracteristicas do material que
estava sendo depositado, variando-se de 0,005 a 0,015 s e de 0,00010 a 0,10000 s,
respectivamente.

O diametro médio das fibras depositadas e a drea média dos poros da
estrutura foram calculados a partir de pelo menos 12 medidas utilizando o programa
Imaged. A partir destes valores médios péde-se calcular a razao entre o didametro da
fibra depositada e do bico utilizado, bem como a precisédo de impressédo (Equagao
10) (DUAN et al., 2013; HE et al., 2016).

1 A — A;
Precisdo de impressao (%) = EZ( 1 lxlOO) Equacéo 10

i=1

onde A é a area tedrica de 0,81 mm?2, A é a area medida e n é o nlmero de
medidas.

4.6 Analise da influéncia da concentracao da solucao reticulante e do tempo
de reticulacao

Como para a estabilizagéo final das estruturas impressas é necessario o

uso de processos de reticulagdo, foram estudados os efeitos tanto da concentragéao

quanto do tempo de exposicdo dos géis produzidos a solucées de cloreto de

estrdncio, visando selecionar as condicdes mais apropriadas. As variaveis resposta
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escolhidas para este estudo foram as propriedades mecanicas dos géis reticulados e
a citotoxicidade a células-tronco mesenquimais de polpa dentaria.

4.6.1 Efeito nas propriedades mecanicas

Foram testadas solucdes de cloreto de estroncio nas concentragdes de
50, 100 e 200 mmol/L, todas contendo cloreto de sddio na concentracdo de
0,2mol/L para obter géis mais homogéneos (SKJAK-BRAK; GRASDALEN e
SMIDSR@D, 1989). Discos de aproximadamente 14 mm de diametro e 5 mm (n=6)
de espessura foram imersos em 6 mL de solugdo reticulante e avaliados
mecanicamente apds 30 e 60 minutos, apo6s a remog¢ao do excesso de solugédo
reticulante com papel de filtro. Os géis reticulados com as solucdes de 50 e
100 mmol/L também foram testados apds 120 e 240 minutos.

As dimensbes de cada corpo de prova foram novamente medidas antes
da realizacdo dos ensaios, em modo de compressdo nao confinada, em um
texturébmetro TA.XTPIlus (Texture Technologies) com célula de carga de 0,5 kg. As
amostras foram comprimidas até 70% de deformacéo, a uma taxa de deslocamento
de 0,1 mm/s. O modulo elastico foi calculado a partir do coeficiente angular da regiao
linear da curva de tensao versus deformacédo (AARSTAD et al., 2017).

4.6.2 Efeito da toxicidade da solugéo reticulante

Para avaliar a citotoxicidade da solucédo reticulante, simulou-se uma
condicdo extrema em que as células estariam, apds a impresséo 3D do tecido, em
contato direto com a solucdo de reticulacdo. Para isso, aproximadamente 50.000
células mesenquimais de polpa dentaria (DPSC) (PT-5025, lote 0000361150,
Lonza), conforme determinado anteriormente em ensaios semelhantes do grupo de
pesquisa, foram inoculadas em frascos de cultivo de poliestireno de 25 cm? de area
superficial contendo 5 mL de a-MEM suplementado com 10% de SFB e 1% de
antibiéticos e mantidas a 37 °C e 5% de CO2 em estufa incubadora (Incubadora de
CO2 COM-170AICUVL, Panasonic). Ap6s 72 h, verificou-se se as células se
encontravam aderidas e a confluéncia estava em pelo menos 50% para a realizagéo
dos ensaios. Os experimentos foram conduzidos com solugdes de SrCl2 na
concentracao de 50 ou 100 mmol/L, contendo ou nao 0,2 mol/L de NaCl.
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O meio de cultivo foi removido e adicionou-se 5 mL da solugéao reticulante.
Apoés o periodo de 30 ou 60 minutos, a solugéo foi removida, as células passaram
por uma etapa de lavagem com PBS, seguida da adicdo de 1,5 mL de tripsina. Os
frascos contendo as células e a tripsina foram colocados novamente na estufa a
37 °C e 5% de CO:2 durante 5 minutos para destacar as células dos frascos. Apés
esse periodo, adicionou-se 3 mL de a-MEM para inativagéo da tripsina. A suspensao
celular foi coletada, transferida para tubos falcon de 50 mL de capacidade,
centrifugadas (CT-5000R, Cientec Equipamentos Cientificos) a 900 rpm (102 g) por
5 minutos e ressuspendidas em 1 mL de a-MEM.

Para avaliar a viabilidade celular, utilizou-se o corante azul de tripan em
solucdo aquosa na concentracao de 0,4% (m/v), que cora as células mortas. Em um
tubo eppenforf de 1,5 mL de capacidade adicionou-se 10 uL da solucéao de corante e
0 mesmo volume da suspensao celular. Aliquotas da mistura foram transferidas para
uma camara de Neubauer e as células vivas e mortas foram contadas.
Considerando-se o volume da camara de Neubauer utilizada e a diluicdo da
amostra, calculou-se a concentragao de células viaveis em cada condi¢ao analisada.
O valor encontrado para as células vivas que estiveram em contato com a solucao
reticulante foi comparado ao do controle, que consistia de células expostas ao a-
MEM, pelo periodo de tempo avaliado e ao valor de células mortas. Também foi feito
o controle com uma solucao contendo apenas 0,2 mol/L de NaCl.

4.7 Anadlise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados quanto as diferencas estatisticas
apresentadas pelo teste de Tukey entre as médias, com um nivel de confianca de
95% com o programa Statistica 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das matérias-primas
Os resultados obtidos nas caracterizacbes na CMF e do alginato séo

apresentados e discutidos a seguir.

5.1.1 Analise de massa seca da celulose microfibrilada

Para a andlise gravimétrica da CMF foram determinados os valores
apresentados na Tabela 9. Apesar da aparente heterogeneidade do material, o valor
médio encontrado foi de 3,17+0,15%, o qual encontra-se dentro do valor fornecido
pelo fabricante, que era de 3,1%. Assim, o valor de 3,17% foi assumido como a
concentracdo de CMF nos ensaios subsequentes.

Tabela 9 — Analise de massa seca da CMF.

Amostra Massa de material umido (g) Massa de material seco (g) Fracao massica (%)

1 4,9463 0,1629 3,29
2 5,2262 0,1695 3,24
3 5,0227 0,1648 3,28
4 5,6462 0,1758 3,11
5 5,0554 0,1515 3,00
6 4,9254 0,1428 2,90
7 5,7496 0,1815 3,16
8 5,2081 0,1751 3,36
9 5,0608 0,1610 3,18
Valor médio da fracdo massica (%) 3,17 £0,15

5.1.2 Aspecto visual das fibras de CMF e analisado por microscopia eletrénica de
varredura da celulose microfibrilada

As fibras de CMF, ap6és a secagem, formaram uma pelicula fina,
esbranquicada e semi-transparente (Figura 10). O filme de concentracdo 0,05% era
mais fino, transldcido e mais dificil de manipular do que o de 0,15%.

Observando-se as imagens da Figura 11, nota-se que o material é
heterogéneo no que se refere a espessura das fibras. Na imagem 11b, de
concentracdo mais alta (0,15%) a visualizacdo das fibras individuais é mais dificil
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quando comparada a imagem a. Além disso, em maiores concentragdes, as fibras se

aglomeraram ainda mais.

Figura 10 — Aspecto dos filmes de CMF com concentracao de 0,05% (a) € 0,15% (b).

Figura 11 — Microscopia eletrénica de varredura da CMF com concentragéo de
0,05% (a) e 0,15% (b).
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Pela medida das dimensdes das fibras obteve-se um didmetro médio de
216 +£92nm e 263 x152nm para as concentracbes de 0,05% e 0,15%
respectivamente. As médias ndo apresentaram diferenca estatistica significante para
um nivel de confianca de 95%. Observa-se um valor médio e um desvio padrao mais
alto para o didmetro das fibras obtido a partir de amostras mais concentradas. Isso
provavelmente ocorre devido a aglomeracao das fibras mais evidente na maior
concentragdo. Os altos desvios obtidos se devem naturalmente a ampla distribuicao
de diametros observada. Essa alta variabilidade estd associada ao processo
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produtivo da CMF, que comumente é feito aplicando-se altas tensdes cisalhantes
para desestruturar as fibras de celulose em CMF (PAAKKO et al., 2007).

O diametro médio da CMF encontrado € muito superior ao reportado por
Markstedt e colaboradores (2015) para o uso na formulacdo de materiais para
biotintas, que foi de aproximadamente 20 nm (MARKSTEDT et al., 2015).

5.1.3 Determinagdo da massa molar viscosimétrica do alginato

Os dois alginatos utilizados tém aplicacao originalmente estabelecidas
para a industria de alimentos. Este fato ndo tem maiores implicagcbes para o
propésito deste trabalho, visto que nao se tinha por meta a realizacao de estudos in
vivo nos quais a seguranga biol6gica do material para uso interno deveria ter niveis
elevados, mas sim de analisar a formulagcdo e caracterizacdo de hidrogéis,
particularmente com relagdo a propriedades associadas a impresséao 3D, visando-se
determinar condi¢cdes apropriadas de materiais equiparaveis para aplicacdo na area
de regeneracao tecidual.

A principal diferenga entre os alginatos utilizados € a viscosidade das
solugdes produzidas na concentracao de 1% a 20 °C, que é de 498 e 676 mPa.s
para o Protanal SF 120 RB e HF 120 RB, respectivamente, segundo especificado
pelo fabricante. Ambos os alginatos foram caracterizados quanto a sua massa molar
viscosimétrica, avaliando-se os dados obtidos por meio de duas diferentes
abordagens.

Inicialmente os dados foram ajustados pelas equacdes de Huggins
(Equacgéo 6) e Kraemer (Equagao 7). Observa-se, na Figura 12, que o ajuste linear
as equacoes nao foi satisfatorio. Além disso, ao graficar as viscosidades reduzida e
inerente em fungao da concentracao e ajustar linearmente os dados, os coeficientes
lineares obtidos deveriam ser préximos, pois esses termos nas duas equacdes, de
Huggins e Kraemer, representam a viscosidade intrinseca.

Com o ajuste utilizando-se a equacdo de Huggins obtiveram-se
coeficientes lineares negativos, o que fisicamente ndo é viavel, pois a viscosidade
intrinseca da solucdo é dada por este coeficiente. Além disso, 0s pequenos
coeficientes de determinacdo (R?) e a baixa correlagdo entre as duas equagdes

utilizadas ocorreu porque a faixa de concentracdes utilizadas ndo se encontra em
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uma faixa em que o comportamento das solucdes de alginato possa ser considerado

como Newtoniano, uma vez que a concentracdo polimérica encontra-se em uma

regido em que se pode ter interacdo entre as cadeias, que causam essa mudanca
no comportamento da solucao (LUCAS; SOARES e MONTEIRO, 2001; PAMIES et

al., 2010).

Figura 12 — Viscosidades reduzida e inerente em funcao da concentracao para o
alginato Protanal SF 120 RB (a) e Protanal HF 120 RB (b).
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Por esse motivo, a viscosidade intrinseca foi determinada pela equacao

de Martin (Equacéao 8). O ajuste obtido encontra-se na Figura 13.

Figura 13 — Logaritmo da viscosidade reduzida em funcao da concentracao para o
alginato Protanal SF 120 RB (a) e Protanal HF 120 RB (b).
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Nota-se que o ajuste linear foi significativamente melhor, evidenciado
pelos altos coeficientes de determinacgao obtidos. A partir destes dados, foi possivel
determinar a viscosidade intrinseca e a massa molar viscosimétrica dos alginatos,

cujos valores sdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10 — Viscosidade intrinseca ([n]) e massa molar viscosimétrica (Mv) dos
alginatos na temperatura de 25 °C.

Alginato [n] (dL/g) M, (g/mol)
Protanal SF 120 RB 6,05 302.715
Protanal HF 120 RB 7,09 354.532

Os valores de viscosidade intrinseca e massa molar viscosimétrica foram
maiores para o alginato Protanal HF 120 RB, o que era esperado, uma vez que,
segundo especificado pelo fabricante, a viscosidade deste alginato (676 mPa.s) é
mais elevada em solugcdo na concentragdo de 1% a 20 °C do que a do alginato
Protanal SF 120 RB (498 mPa.s). Ainda, as viscosidades especificadas pelo
fabricante de 498 e 676 mPa.s, sdo proximas a 540 mPa.s, que é a especificada por
Onsgyen (1997) para alginatos de alta viscosidade, quando comparadas na mesma
concentragao e temperatura (ONSJYEN, 1997).

Ademais, um alginato com a massa molar de 120.000 g/mol pode ser
considerado como de alta massa molar (KONG et al., 2004). Nesse sentido, pode-se
considerar que ambos os alginatos utilizados possuiam alta massa molar.

A massa molar viscosimétrica da xantana Xantural®180 da CP Kelco nao
foi determinada neste trabalho. De acordo com o fornecedor, uma solugdo aquosa
da xantana utilizada a 1% em KCI também a 1% apresenta viscosidade de
1440 mPa.s a 25 °C medida em viscosimetro Brookfield modelo LV com eixo #3 a 60
rom (CP KELCO, 2017, 2019).

5.1.4 Efeito da esterilizagdo nas propriedades dos polissacarideos

Dado que para a realizacdo de ensaios de crescimento celular nas
estruturas constituidas de hidrogéis impressos seria necessario esteriliza-los antes
de sua inoculagao com as células-alvo, algumas abordagens de esterilizagdo foram
avaliadas e os resultados alcancados estao descritos nas secdes a seguir.
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5.1.5 Filtracdo

A filtragcéo, por ser o método de esterilizagdo que menos altera o material
(Tabela 5), foi inicialmente testada para uma solucdo 2% (m/v) de alginato, que
posteriormente poderia ser misturada a uma solucdo concentrada de xantana
esterilizada pelo mesmo método.

A solucdo de alginato pbde ser eficientemente filtrada pelo filtro de
porosidade igual a 0,45 um. Entretanto, ao ser submetida, na sequéncia, a filtracéo
por filtro de 0,22 ym, observou-se uma drastica reducao da viscosidade da solucao
de alginato, provavelmente devido a retencdo da maioria das cadeias do
polissacarideo nos poros do filtro. Por esta razdo, este método foi descartado.

5.1.6 Calor umido

Inicialmente foi feita a esterilizacdo do alginato Protanal SF 120 RB e da
xantana na forma de pd. Observou-se que o alginato escureceu, apresentando uma
coloragdo marrom escura ao invés do amarelado caracteristico do p6é antes da
esterilizacdo. Ao dissolver esse alginato esterilizado em meio de cultivo notou-se que
a solugdo possuia viscosidade muito inferior a da solucdo de alginato n&o-
esterilizada. Isso ocorreu possivelmente devido a degradacdo por hidrdlise e térmica
do alginato nas condicbes de esterilizagdo, comumente reportada para
polissacarideos (DRAGET, 2009; SMITH e PACE, 1982).

Ja a xantana nao apresentou mudanca significativa na coloracdo e nem
na viscosidade da solugdo produzida com o material estéril, indicando que nao
houve degradacado. A solugcédo de xantana, em seu processo produtivo, pode chegar
a temperaturas por volta dos 130 °C, por até 20 minutos sem degradar-se
(PALANIRAJ e JAYARAMAN, 2011; SMITH e PACE, 1982). Isso ocorre devido a
uma transicao intramolecular na conformacao da molécula, que a altas temperaturas
e dependendo da forga ibnica do meio, assume conformacdo enovelada (PETRI,
2015). No entanto, se mantida a cerca de 150 °C durante 2 minutos, a xantana se
degradara (SMITH e PACE, 1982).

Dada a comprovada estabilidade do p6é de xantana na condicdo de
esterilizacdo a umido a 1 atm e 121 °C, buscou-se explorar abordagens adicionais
mais efetivas para a esterilizagéo do alginato.
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Inicialmente foi autoclavada uma solugdo concentrada de alginato a
6% (m/v), porém notou-se perda de viscosidade e escurecimento da solugao
caracteristicas da degradacao do alginato. Por esse motivo, analisou-se a op¢ao de
adicao de glicerol a solucao de alginato nas proporcdes de 20 e 30% (m/v), uma vez
que ha relato na literatura de que a adigdo de um alcool polihidrico, como é o caso
do glicerol, poderia estabilizar a solugdo de alginato, evitando a hidrolise, e auxiliar
na manutencdo da viscosidade da solucdo apds o processo de esterilizacdo
(HARDY e FINDLAY, 1997). Como néo foi possivel dissolver 6% (m/v) de alginato na
mistura de adgua com glicerol, a concentracao de alginato foi reduzida para 4% (m/v).

Notou-se significativo escurecimento da solugdo de alginato e queda na
viscosidade mesmo na presenga de ambas as concentracdes de glicerol utilizadas.
De acordo com a literatura (HARDY e FINDLAY, 1997), alcoois dihidricos, como o
propileno glicol, seriam mais apropriados, mas como ndo se dispunha deste
reagente, optou-se por manter a concentracdo de glicerol apenas em 20% (m/v),
porém ajustando-se o pH das solucdes antes da esterilizagdo para a neutralidade,
condigdo em que a degradacao é minima (DRAGET, 2009). Novamente as solu¢des
apresentaram reducao de viscosidade e escurecimento significativos.

Com a finalidade de melhor entender o efeito da esterilizacdo térmica na
estrutura do alginato, repetiu-se o ensaio anterior feito para a determinacdo da
massa molar viscosimétrica, empregando-se, entretanto, nesta oportunidade, uma
solucéo de alginato na concentracédo de 0,0100 g/mL em solugdo contento 0,1 mol/L
de NaCl em agua deionizada. Os resultados obtidos de viscosidade intrinseca e

massa molar viscosimétrica encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 — Viscosidade intrinseca ([n]) € massa molar viscosimétrica (Mv) na
temperatura de 25 °C dos alginatos esterilizados por calor umido.

Alginato [n] (dL/g) M, (g/mol)
Protanal SF 120 RB 2,64 132.044
Protanal HF 120 RB 3,27 163.262

Nota-se que o alginato Protanal HF 120 RB se manteve com a

viscosidade intrinseca e a massa molar viscosimétrica mais elevada do que o
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Protanal SF 120 RB, seguindo a mesma tendéncia das solugbes antes da
esterilizagao.

Comparando-se os valores apresentados na Tabela 11, das solucdes de
alginato estéreis, com os da Tabela 10, observa-se que a esterilizacao por calor
umido causa reducdo significativa de viscosidade intrinseca e massa molar
viscosimétrica, de 56 e 54% para o Protanal SF 120 RB e o Protanal HF 120 RB,
respectivamente.

Como o Protanal HF 120 RB desde o principio apresentou maior
viscosidade e massa molar média, quando comparado ao Protanal SF 120 RB, e a
porcentagem de degradacdo de ambos foi semelhante, optou-se pela utilizacao do
Protanal SF 120 RB para as formulagdes nao-estéreis e do Protanal HF 120 RB para
a formulacao esterilizada por calor umido. Desta forma, a reducéo de viscosidade da
formulagéo estéril seria ligeiramente menos significativa.

Para solugdes de alginato de concentracdo 1% (m/v), a mesma utilizada
neste trabalho para a formulacdo dos hidrogéis, foram reportadas degradacdes de
78 (LEO; MCLOUGHLIN e MALONE, 1990) e 64% (VANDENBOSSCHE e REMON,
1993), apds um processo de esterilizacdo por calor umido durante 20 minutos.
Ademais, Leo, Mcloughlin e Malone (1990) reportaram a variacdo da viscosidade de
uma solugéo a 3% (m/v) apds esterilizagao por calor umido durante 20 e 15 minutos,
obtendo degradacdes de 86 e 56%, respectivamente. Como o tempo do processo é
um parametro que afeta significativamente a degradacdo do alginato (LEO;
MCLOUGHLIN e MALONE, 1990) estabeleceu-se no presente trabalho ndo exceder
ao tempo de esterilizagdo de 15 minutos, para diminuir a degradagdo do
biopolimero.

Na sequéncia, como nenhuma das estratégias de esterilizacdo da solucao
de alginato foi eficiente para impedir a redugdo de viscosidade causada pelo
processo de esterilizagdo, abordou-se, entdo, a possibilidade de esterilizagdo de
uma solugdo contendo simultaneamente alginato e xantana, com o intuito de
mistura-la, depois de estéril, a meio de cultivo concentrado contendo células em
suspensao. Além disso, esta abordagem de esterilizagdo se aproxima mais de uma
esterilizacdo terminal do que a esterilizagdo dos polissacarideos na forma de pd ou
da solugao contendo apenas alginato.
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Para tal, utilizou-se uma solugdo contendo 2% de alginato e 5% de
xantana. Neste caso, notou-se apenas um leve escurecimento das solucbes e
reducao discreta da viscosidade, em niveis significativamente menores do que os
verificados para as solu¢des sem a xantana. Por esse motivo, optou-se por, quando

requerido, fazer a esterilizacao das solugbes concentradas por calor umido.
5.2 Formulacao dos hidrogéis

5.2.1 Formulagdes consistindo de alginato, CMF e goma xantana
Géis a base de alginato, CMF e goma xantana foram preparados e foi
inicialmente realizada a analise visual de sua estabilidade.

5.2.1.1 Andlise da estabilidade dos materiais

Na Figura 14, nota-se que a mistura de alginato, CMF e goma xantana em
diferentes propor¢cdes nao foi homogénea. Houve uma separacdo de fases,
provavelmente em uma fase aquosa contendo alginato e goma xantana e a fase
sblida de aglomerados de CMF, evidenciados pela coloragdo esbranquicada

caracteristica da suspensao antes da mistura.

Figura 14 — Aspecto das suspensdes contendo alginato, CMF e xantana nas
formulacdes Ao,9C2,1Xo (a), Ao,9C2,1Xo0,8 (b), A0,9C2,1X1,2 (C).

b

A CMF tem a superficie levemente carregada negativamente, que gera
uma interacao eletrostatica de repulsao a longas distancias. Porém a distancias mais
curtas, as forcas de van der Waals passam a ser mais significativas e ocorre atracao
intermolecular das cadeias de celulose, que interagem através de ligacdes de
hidrogénio (HUBBE e ROJAS, 2008; KARPPINEN et al., 2012).



76

A xantana, por sua vez, é utilizada na industria papeleira para estabilizar
suspensoes em concentragbes de 0,1 a 0,2%, sendo também muito empregada na
industria alimenticia para reduzir a disponibilidade de agua, devido ao seu carater
hidrofilico em concentracées que variam entre 0,05 a 0,5% (PALANIRAJ e
JAYARAMAN, 2011).

No presente trabalho, a concentragcéo de polissacarideos hidrofilicos varia
entre 0,9 e 2,1%. As altas concentracOes utilizadas provavelmente causaram a
agregacao da MFC, devido as forcas atrativas entre as cadeias de celulose a curtas
distancias. Este fato é evidenciado pela aglomeracdo mais significativa conforme a
concentragdo de xantana aumenta.

Ap0és dois ciclos de tratamento com ultrassom, totalizando um periodo de
1 h, ndo foram observadas mudancas na suspensdao. Como nao foi possivel
dispersar a CMF de forma eficiente, seu uso para o propdsito do trabalho nédo se
mostrou viavel, de forma que o estudo foi continuado utilizando apenas alginato e

goma xantana.

5.2.2 Formulagées consistindo de alginato e goma xantana
As solugbes produzidas com alginato e xantana em meio de cultura a-

MEM foram analisadas conforme descrito abaixo.

5.2.2.1 Andlise exploratéria da estabilidade e do comportamento reol6gico dos
hidrogéis obtidos

Uma maneira pratica, rapida e eficiente de se analisar, em carater
preliminar, se uma formulacao proposta para bioimpressao € ou ndo adequada para
este fim é a avaliacdo do escoamento e da estabilidade do material pelo teste de
inversao de tubo. Li e colaboradores (2017), por exemplo, avaliaram a adequacgéo de
suas formulagdes por inversao de tubo e concluiram que os materiais que escoaram
apés 5 minutos ndo eram adequados para impressao (LI et al., 2017). Com 0 mesmo
propésito, fez-se a avaliagdo no presente trabalho de cinco formulacdes distintas
combinando de 1 a 2% de alginato e de 1 a 2,5% de xantana na presenc¢a ou ndo de
célcio. Os resultados sdo mostrados na Figura 15.
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Figura 15 — Aspecto das solugbes contendo alginato e xantana antes (a) e ap6s (b) 5
minutos da inversao de tubo nas seguintes formula¢des: A-SF2,0X1,0 (1); A-SF15X15
(2); A-SF1,0X2,0 (3); A-SF1,0X2;5 (4) e A-SF1,0X2,0Ca (5).

Nota-se nos tubos logo apds a inversdo que as solucdes apresentam-se
homogéneas. J& na imagem dos mesmos tubos apds 5 minutos, nota-se que a
formulacdo A-SF20X10 escoou neste periodo, indicando que a solucao nao
apresentaria estabilidade suficiente ap6s a impressao, o que dificultaria a deposicao
de camadas verticais subsequentes. Deste modo, a analise da formulagédo A-
SF2,0X1,0 foi descontinuada nas etapas subsequentes.

Observou-se ainda neste ensaio que todas as formulagdes incorporam ar
durante seu preparo, o que pode ser facilmente solucionado pela centrifugacao do
material. Entretanto, ap6s a centrifugacdo, uma das formulagdes, a pré-reticulada (A-
SF1,0X20Ca), ainda apresentava bolhas, possivelmente em funcdo de sua maior
viscosidade.

A formulacao estéril também foi visualmente analisada quanto a sua
homogeneidade e estabilidade, seu aspecto pode ser observado na Figura 16. Nota-
se que nao houve separacdo de fases e que os materiais ndo escoaram apoés
5 minutos da inversao dos tubos.

A Tabela 12 sumariza os resultados descritos neste item, dando, entdo,
subsidios para a selecao das formulacdes A-SF15Xi5, A-SF1,0X20, A-SF1,0X25, A-
SF1,0X20Ca e A-HF1,0X25 que foram mais detalhadamente investigadas adiante no

que se refere as propriedades reoldgicas.
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Figura 16 — Aspecto da solucao estéril contendo alginato e xantana antes (a) e apos
(b) 5 minutos da inversao de tubo para a formulagcao A-HF1,0X25.

Tabela 12 — Sumario das caracteristicas de diferentes formulagdes de hidrogel
verificadas visualmente.

Escoamento Retencao de Formulacao

Formulagcdo Esterilizacao As-pecto 5 min apos bolhas apésa considerada
visual inversao? centrifugacdao  promissora?
A-SF2,0X1,0 Nao Limpido Sim Nao Nao
A-SF15X15 Nao Limpido Nao Nao Sim
A-SF1,0X2,0 Nao Limpido Nao Nao Sim
A-SF10X25 Nao Limpido Nao Nao Sim
A-SF;,0X2,0Ca Nao Limpido Nao Sim Parcialmente
A-HF10X25 Sim Limpido Nao Nao Sim

5.3 Analise das caracteristicas reologicas das formulacées mais promissoras

O comportamento reoldgico das formulacées A-SF15X1,5, A-SF1,0X2,0, A-
SF1,0X25, A-SF1,0X2,0Ca e A-HF1,0X25 foi avaliado e os resultados obtidos encontram-
se neste item. Porém, como a formulagdo A-SF10X2,0Ca continuou apresentando
retencdo de bolhas apds a centrifugacdo, somente um ensaio de caracterizacao
reoldgica pode ser realizado para esta formulagao.

Inicialmente foram avaliados os dados de variagao de viscosidade com a
taxa de cisalhamento, apresentados na Figura 17. Os valores respectivos calculados
para os indices da Lei de Poténcia (n), indice de consisténcia (k) e tensao limite de
escoamento estao apresentados na Tabela 13.
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Figura 17 — Variag&o da viscosidade com a taxa de cisalhamento das formulagdes
contendo alginato e xantana.
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Tabela 13 — indice da Lei de Poténcia (n), indice de consisténcia (k) e tensao limite
de escoamento das formulag¢des contendo alginato e xantana.

Amostra n k (Pa.s") Tensao limite de escoamento (Pa)
A-SF15X15 0,218 + 0,008 2 845+382 160 +3ab

A-SF1,0X2,0 0,158 + 0,005 ° 96,9 +4,12 155+ 152

A-SF1,0X25 0,141 £0,007>  1253+89° 201 + 120
A-SF1,0X2,0Ca 0,092 ¢ 105,3 b 158 a.b

A-HF1,0X25 0,141 +0,000®> 104,8+1,7 &b 182 + 3 ab

*Letras iguais representam resultados estatisticamente iguais para 0 mesmo parametro.

Nota-se, apesar da sobreposicdo das curvas, que a formulacdo que
apresenta carater pseudoplastico mais significativo € a A-SF1,0X2,0Ca, evidenciada
pela inclinacdo mais acentuada da curva de viscosidade, quando comparada as
outras formulacdes. Este fato € comprovado pelos valores dos indices n, uma vez
que para n<1, o fluido se caracteriza como pseudoplastico, ou seja, sua
viscosidade reduz com o aumento da taxa cisalhante aplicada ao material. Ademais,
qguanto menor for o valor de n, mais pseudoplastico € o material (MORRISON, 2001).
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Assim, a pseudoplasticidade dos hidrogéis decresce na seguinte ordem:
A-SF1,0X20Ca > A-SF1,0X25 = A-HF1,0X2,5 = A-SF1,0X2,0 > A-SF1,5X1 5.

Analisando-se o comportamento das amostras que nao foram pré-
reticuladas, nota-se que o carater pseudoplastico do material foi mais evidente nas
formulagbes contendo maior concentragéo de xantana. Isso era esperado, uma vez
gue a xantana apresenta maior influéncia sobre essa caracteristica, devido ao seu
préprio comportamento altamente pseudoplastico (PETRI, 2015). Além disso, de
acordo com a literatura (DAVILA e D’AVILA, 2019; MARKSTEDT et al., 2015), a
curva de viscosidade do alginato, na concentracdo de 1 e 2% (m/v), apresenta um
platd em baixas taxas de cisalhamento, caracteristico de comportamento
Newtoniano. Um leve comportamento pseudoplastico da solug¢do de alginato comeca
a ser evidenciado com taxas de cisalhamento de cerca de 100 s' (DAVILA e
D’AVILA, 2019).

Como a formulacao estéril (A-HF1,0X2,5) apresentou o mesmo valor de n
da formulacao nao estéril de igual concentracdo polimérica apds o ajuste a Lei de
Poténcia, este € mais um indicativo de que a goma xantana nao se degradou com o
processo de esterilizagdo e de que ela é a responsavel por conferir a
pseudoplasticidade ao material.

Ao se comparar a pseudoplasticidade das formulagdes A-SF1,0X2,0Ca e A-
SF1,0X20, observa-se que a formulacdo pré-reticulada apresenta a reducdo da
viscosidade mais significativa com o aumento da taxa de cisalhamento. Isso ocorre
porque ao adicionar os ions calcio a solugcdo, uma estrutura tridimensional é
formada, devido a reticulacdo dos blocos G e formacao da estrutura conhecida como
“caixa de ovos”. A formacao dessa estrutura causa o aumento da viscosidade da
solucdo e reduz o emaranhamento das cadeias poliméricas. Assim, ao aplicar uma
taxa cisalhante, as cadeias poliméricas podem mais facilmente se organizar no
sentido do fluxo da solugéo, a qual apresenta maior reducéo de viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento quando comparada a solugédo de alginato que nao
foi pré-reticulada (FERNANDEZ FARRES e NORTON, 2014; PAMIES et al., 2010).

O indice de consisténcia € a constante de proporcionalidade entre a
viscosidade e a taxa de cisalhamento e é determinado ajustando-se os dados a Lei
de Poténcia, sendo préximo a viscosidade do material a uma taxa de cisalhamento
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de 1 s (MORRISON, 2001; PAXTON et al., 2017). Nas curvas de viscosidade na
Figura 17, a viscosidade em y = 1 s™' decresce na seguinte ordem: A-SF1,0X25; A-
SF1,0X2,0Ca = A-HF1,0X25 = A-SF1,0X2,0 € A-SF1,5X1 5.

Ademais, nota-se, pelos valores de indice de consisténcia apresentados
na Tabela 13 que um aumento mais significativo foi observado para a formulagdo A-
SF1,0X25 quando comparada as outras.

Ao compararmos as formulagées A-SF1,0Xz25 e A-HF1,0X25, nota-se que o
indice de consisténcia da formulacdo estéril diminuiu. Isso era esperado, uma vez
que o processo de esterilizacdo degrada as cadeias de alginato, conforme
evidenciado anteriormente, reduzindo, assim, a viscosidade do material e,
consequentemente, o indice de consisténcia.

Ainda, as formulagbes estudadas apresentaram comportamento mais
pseudoplastico do que o Nivea Creme (creme Nivea), considerado um bom material
para impressao, cujos valores de n e k reportados sao de 0,552 e 26,1 Pa.s",
respectivamente (PAXTON et al., 2017).

Com os ensaios oscilatérios de amplitude foi possivel determinar um valor
de tensdo de cisalhamento dentro da regido de linearidade viscoelastica para, na
sequéncia, realizar ensaios oscilatérios de frequéncia. Os ensaios oscilatérios de
amplitude tiveram o proposito de possibilitar, também, a determinacdo da tenséo
limite de escoamento das formulagdes estudadas, definida como a tenséo
necessaria para que um material escoe (MORRISON, 2001). Abaixo deste valor
supostamente ndo ocorre o deslocamento do material Essa tensado pode ser
determinada pelo ponto em que o médulo elastico (G’) se iguala ao viscoso (G”)
(MALVERN INSTRUMENTS, 2012; WILSON et al., 2017).

Na Figura 18, nota-se que a formulacdo que apresentou maior tensao
limite de escoamento foi a A-SF1,0X25. Isso pode ser justificado pelo aumento da
viscosidade causado pela maior concentragcdo de xantana, que conferiu maior
resisténcia ao escoamento do material.

Os valores da tenséao limite de escoamento determinados com base nos
dados da Figura 18 encontram-se na Tabela 13. Observa-se que ao se manter a
concentragcao polimérica total de 3% (m/v), a tenséo limite de escoamento quase nao
varia entre as trés formulacdes (A-SF1,5X1,5, A-SF1,0X20 e A-SF1,0X2,0Ca). No entanto,
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ao se aumentar a concentragcdo de xantana de 2,0 para 2,5% (m/v) notou-se uma

elevacao da tensao necessaria para que o material escoasse.

Figura 18 — Mddulos elastico (G’) e viscoso (G”) em fungdo da tensao para as
formulacdes A-SF1,5X1,5 (a), A-SF1,0X2,0 (b), A-SF1,0X2,5 (c), A-SF1,0X2,0Ca (d)
e A-HF1,0X2,5 (e).
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Liu e colaboradores (2019) também observaram aumento da tensao limite

de escoamento ao aumentar a concentracao de xantana em suas formulacdes. Esta
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€ uma caracteristica importante do material, pois essa tensdo deve ser superada
para que se tenha a deposicdo do material por extrusdo; no entanto, essa mesma
propriedade deve ser suficiente alta para que o material nao escoe apés a deposicao
e que permita, também, a deposicdo das camadas subsequentes (LIU et al., 2019).

Avaliando-se esta mesma caracteristica para a amostra estéril A-
HF1,0X25, nota-se que esta apresentou um valor intermediario de tensao limite de
escoamento entre as formulagdes contendo 3 e 3,5% (m/v) de concentracao
polimérica total. Isso ocorre porque tanto a concentracdo polimérica quanto a massa
molar média do polissacarideo utilizado influenciam na viscosidade e no escoamento
do material (GOMEZ-DIAZ e NAVAZA, 2003; MANCINI; MORESI e SAPPINO,
1996).

A concentracdo polimérica e a massa molar média influenciam na
flexibilidade e mobilidade das cadeias, devido tanto as interagdes inter e
intramoleculares mais fortes ou fracas quanto ao emaranhamento das cadeias. Ao
reduzir estas propriedades, reduziu-se a tensdo necessaria para que o material
escoasse, se comparada a do material ndo estéril.

Os resultados dos ensaios oscilatorios de frequéncia sdo apresentados na
Figura 19, na qual se nota que, para todas as formulagées, 0 méddulo elastico &
superior ao viscoso em toda a faixa de frequéncias analisada. Dessa forma, os
materiais sdo predominantemente elasticos, caracteristica de géis e nao de liquidos
(MARKSTEDT et al., 2015). Essa propriedade pode ser melhor observada através
de dados da tangente de perda (tan 6), ilustrados na Figura 20, que representa a
relacdo entre a quantidade de energia perdida e de energia armazenada e é dada
pela razédo entre G” e G’ (tan 6 = G”/G’), cujos valores mantiveram-se abaixo de 0,4
para todos os materiais testados. A predominéncia do comportamento elastico, que
€ mais significativo para quanto menor for tan 6, € maior para a formulacdo A-
SF10X20Ca, seguida por A-HF10X2s5 depois por A-SF1o0X2s5 e A-SF10X20 e,
finalmente, por A-SF1,5X1,5.

Mais uma vez, comparando a formulacao estéril e a ndo estéril de mesma
concentragcao, pode-se afirmar que a estéril A-HF1,0X2,5 apresentou comportamento
mais elastico do que a A-SF1,0X25. As cadeias mais curtas do alginato podem ter
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favorecido a deformacao elastica, uma vez que provavelmente encontram-se menos

emaranhadas e com maior mobilidade do que as cadeias mais longas.

a

Figura 19 — Mddulos elastico (G’) e viscoso (G”) em fung¢ao da frequéncia de
oscilacao do rotor para as formulagées A-SF15X15 (a), A-SF1,0X2,0 (b), A-SF1,0X25 (C),
A-SF1,0X20Ca (d) e A-HF1,0X25 (e).
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Assim, pode-se concluir que a formulacédo estéril requer menor tensao

para escoar. Porém, enquanto ndo escoa, sua deformacéo é mais elastica do que a

da nao estéril, devido a menor massa molar das cadeias poliméricas do alginato.
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Figura 20 — Variagao da tangente de perda em fungao da alteragcao da frequéncia de
oscilacao do rotor.
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No entanto, nota-se, na Figura 19, que os modulos elasticos variam com a
frequéncia de oscilagao do rotor, que € um comportamento caracteristico de fluidos
viscosos. O modulo elastico de géis ideais independe da frequéncia e tem-se que G’
é muito maior que G” (PAAKKO et al., 2007).

Pelos dados obtidos pode-se afirmar que a formulacdo que mais se
aproxima de um gel ideal foi a A-SF1,0X20Ca, e que as formula¢des se distanciaram
desse comportamento ideal de forma semelhante a observada para o
comportamento elastico. O fato de as formulagbes estudadas n&o apresentarem
comportamento exatamente de géis ideais ndo necessariamente inviabiliza sua
utilizacdo, como observado por Markstedt e colaboradores (2015), que também nao
obtiveram biotintas com o comportamento de géis ideais (MARKSTEDT et al., 2015).

Os materiais também foram avaliados quanto a sua capacidade de
recuperar a viscosidade apos a aplicacdo de altas taxas de cisalhamento (Figura
21). Para isso, mediu-se a viscosidade dos materiais enquanto foi aplicada uma taxa
de cisalhamento de 1 s durante 25 s, seguido de um periodo de 50 s a uma alta
taxa cisalhante de 700 s e, por fim, novamente um periodo de 300 s a 1 s para
analisar o quanto da viscosidade inicial foi recuperada pelas formulagdes testadas.

Por esse motivo, as curvas apresentam descontinuidade nos tempos em que houve
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a mudancga da taxa cisalhante. Conforme indicado na Figura 21, a viscosidade antes
do aumento da taxa de cisalhamento é muito préoxima para as formulagdes A-
SF10X20Ca, A-HF10X25 e A-SF10X25, seguidas, em ordem decrescente por A-
SF1,0X2,0 e A-SF1,5X1,5, com os respectivos valores de cerca de 130, 105 e 85 Pa.s.

Figura 21 — Viscosidade em fungdo de diferentes taxas de cisalhamento ao longo do
tempo para as formulagdes contendo alginato e xantana.
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Durante a aplicacdo da taxa de cisalhamento de 700 s, as viscosidades
de todas as formulag¢des ficaram muito préximas, variando entre 0,35 e 0,53 Pa.s.
Logo apdés a reducdo da taxa de cisalhamento, os materiais recuperaram
rapidamente sua viscosidade, sendo que ap6s 30 s a viscosidade era muito préxima
da obtida ao fim do periodo de 300 s de avaliacdo da recuperacao, com excecao das
formulacbes A-SF1,0X2,0Ca e A-HF1,0X25.

No entanto, como pode ser melhor observado através dos valores
calculados na Tabela 14, os materiais ndo recuperaram totalmente sua viscosidade.
Devido a esse fato, pelo periodo analisado, as formulacbes nao podem ser
consideradas tixotrépicas, com excegéo da A-SF1,0X20Ca. Para os outros materiais €

provavel que periodos mais longos fossem necessarios para que recuperassem
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completamente sua viscosidade, ap0s a reducdo da taxa cisalhante aplicada, e se

pudesse verificar esse tipo de comportamento (ALGER, 2017).

Tabela 14 — Capacidade das formulac6es contendo alginato e xantana de recuperar
a viscosidade apds a aplicacéo de alta taxa cisalhante.

Amostra Recuperacao da viscosidade (%)
A-SF15X15 69,8 £0,4 2

A-SF1,0X2,0 69,5+0,62

A-SF1,0X25 73,8+0,32
A-SF1,0X2,oCa 94,0 b

A-HF10X25 723+722

As formulacdes A-SF15Xi5 e A-SF1,0X2,0, A-SF1,0X25 € A-HF1,0X25 e A-
SF1,0X20Ca recuperaram cerca de 70, 73 e 94% de suas viscosidades iniciais,
respectivamente. Ao aumentar a concentracao de xantana em 0,5% (m/v) registrou-
se, também, um aumento da recuperagédo de viscosidade. O mesmo foi observado
por Liu e colaboradores (2019) e, segundo eles, essa caracteristica esta, em parte,
associada a interacdo intermolecular da xantana, estabilizada por ligacbes de
hidrogénio, e a habilidade de se deformar rapidamente ao ser submetida a altas
taxas de cisalhamento (LIU et al., 2019). A maior recuperacédo de viscosidade da
formulacéo pré-reticulada também esta relacionada a capacidade de deformacao da
estrutura tridimensional formada devido a pré-reticulacao. Desta forma, mecanismos
que ajudem a estabilizar as interagdes intermoleculares favorecem uma maior
recuperacao de viscosidade.

Wilson e colaboradores (2017) também observaram esse fato, pois ao
adicionar nanosilicato a kappa-carragena, a interacdo entre eles foi responsavel por
um aumento da recuperagdo do médulo elastico de 69 para 99% (WILSON et al.,
2017).

Apesar de as formulagcbes poliméricas testadas nédo terem sido capazes
de recuperarem completamente a sua viscosidade, ainda podem ser utilizadas para
impressdo, uma vez que apresentaram valores suficientemente préximos de 80%,
considerado suficiente para a impresséo, segundo a literatura (PEAK et al., 2018).
Ademais, Li e colaboradores (2017) foram capazes de imprimir um hidrogel a base
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de alginato pré-reticulado e metilcelulose que recuperava apenas 60% da

viscosidade inicial, apos a aplicagdo de uma alta taxa cisalhante (LI et al., 2017).
Assim, as formulacoes A-SF1,5X1,5, A-SF1,0X2,0, A-SF1,0X25 e A-SF1,0X2,0Ca

foram empregadas para a impressdo de estruturas depositadas por manufatura

aditiva, cujos resultados estdo apresentados a seguir.

5.4 Deposicao das estruturas por manufatura aditiva

Inicialmente foi impressa apenas uma camada com cada uma das
formulagcbes ndo estéreis que ndo escoaram durante o teste de inversdo de tubo e
que tiveram sua reologia analisada. O registro fotografico dessas camadas

impressas encontra-se na Figura 22.

Figura 22 — Aspecto da estrutura pré-definida (a) e de uma camada impressa das
formulacdes nao-estéreis A-SF1,5X15 (b), A-SF1,0X2,0 (€), A-SF1,0X25 (d) e A-
SF1,0X2,0Ca (e), com retangulos brancos evidenciando as bordas da estrutura
impressa.

Nota-se que a formulagdo pré-reticulada (A-SFi1,0X20Ca, Figura 22e),
apesar de ter apresentado bons resultados na etapa de caracterizacdo anterior, nao
se apresentou como um material adequado para impressao. Isso se deve ao fato de
o gel produzido apresentar aglomerados, provavelmente causados pela adicao
direta do sal de calcio a solugcdo polimérica, gelificando o material de forma
heterogénea (DRAGET, 2009).
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Os aglomerados produzidos devido a gelificacdo ndo homogénea
comprometeu a uniformidade do gel, sendo que os aglomerados dificultaram a
deposicao do material, provavelmente por serem maiores do que o diametro interno
do bico utilizado e pela heterogeneidade do comportamento reoldgico devido a
presenca dos aglomerados. Dessa forma, tem-se partes da estrutura impressa em
que nao ocorreu a deposicdo do material e partes em que houve deposicao
excessiva, quando a tensdo acumulada foi suficiente para extrudar o aglomerado
(Figura 22e).

Heterogeneidade devido a pré-reticulagdo também foi reportada por
Chung e colaboradores (2013), que observaram flutuacéo da forga necessaria para
extrudar o material, composto de alginato pré-reticulado com calcio (CHUNG et al.,
2013). Desta forma, nao foram feitas as caracterizacdes subsequentes do gel pré-
reticulado, uma vez que a impressdao de uma camada homogénea ndo se mostrou
possivel.

Avaliando as formulacbes as quais ndo se adicionou calcio, pode-se
verificar pela impressdo das bordas da geometria impressa, evidenciadas nos
retdngulos brancos da Figura 22, que a fidelidade da forma impressa a geometria
planejada aumentou na seguinte ordem: A-SFi15Xi5; A-SF10X20; A-SF10X25 A
melhora foi evidenciada pela redugdo do diametro da impressdo na regiao
destacada. Essa melhora pode ser justificada pelo aumento da viscosidade a baixas
taxas de cisalhamento, associada ao aumento da concentracao de xantana, como
evidenciado pelas curvas de viscosidade apresentadas na Figura 17, pois a
viscosidade do material € um fator relevante para evitar o escoamento, e
consequente desestruturacao, da estrutura impressa (MALDA et al., 2013).

AplOs a impressdao de uma camada, foram impressas quatro camadas
sucessivas, uma no topo da outra, com cada uma das formulacées avaliadas
anteriormente. A imagem da estrutura impressa e a respectiva imagem da ampliagéo
estdo na Figura 23.

Observa-se que as formulacées A-SFi15Xi5 e A-SFi10X20 ndo foram
capazes de manter a estrutura impressa em mdultiplas camadas, uma vez que nao é

possivel observar os poros (Figura 23a, b, d, €) nas imagens macroscépicas ou nas



90

ampliagoes. Assim, estas formulagdes também nao foram consideradas adequadas
para serem utilizadas para impressao.

A Unica formulagdo que foi capaz de manter a estrutura porosa apos a
deposicao foi a A-SF1,0X25. No entanto, nota-se que a resolugéo dos poros da borda
da estrutura impressa foi menor do que na regido central, caracteristica reportada
também em outros trabalhos (DUAN et al., 2013; HE et al., 2016). Além disso, na
interseccado das fibras, o material, por nado apresentar estabilidade estrutural
suficiente, escoa por acdo da gravidade. Por esse motivo 0s poros apresentam a
forma de um retangulo de arestas arredondadas.

Figura 23 — Aspecto da impressao de quatro camadas das formula¢des ndo-estéreis
A-SF15X15 (a, d), A-SF1,0X2,0 (b, €), A-SF1,0X25 (c, f), com retdngulos brancos de
linhas pontilhadas evidenciando a regidao ampliada.

oy y , = 1

Assim, buscando melhorar a definicdo do material impresso para a
formulagdo A-SF1,0X25, fez-se o0 ajuste de alguns dos parametros de impressao: a
taxa de deposicdo (TD), medida em mm de deslocamento do émbolo/ mm da
trajetéria de impressao; o tempo de push out (PO), que é quanto tempo antes do
inicio da impressado o émbolo deve comecar a se deslocar; e o tempo de suck back
(SB), que é quanto tempo antes do fim da impressdo o émbolo deve comecar a se

movimentar no sentido inverso.
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As camadas impressas com cada taxa de deposi¢cdo sdo mostradas na
Figura 24. Nota-se que a taxa de deposicdo mais baixa (0,0010 mm/mm) n&o foi
suficiente para depositar as fibras da estrutura de maneira uniforme, evidenciada
pela falha de deposicdo em alguns pontos (Figura 24a). J& as deposigbes a taxas
mais elevadas causaram a deposicao excessiva de material e a formacao de fios de
didametros elevados quando comparado ao espacamento entre os fios pré-
estabelecido, o que resultou na fusao de fios adjacentes, evidenciada principalmente
nas arestas da estrutura (Figura 24c e d). Assim, a taxa de deposicao definida como
ideal, dentre as avaliadas, foi a de 0,0020 mm de deslocamento do émbolo/ mm da
trajetéria de impressdo. Nesse valor de taxa de deposi¢éo, visualmente, tem-se o
didmetro dos fios mais uniforme, sendo que nao foram verificados neste caso
nenhum dos problemas observados anteriormente para as taxas de deposicao

menores e maiores.

Figura 24 — Resultados do ajuste da taxa de deposicao entre 0,0010 mm/mm (a),
0,0020 mm/mm (b), 0,0040 mm/mm (c) e 0,0060 mm/mm (d) para a formulacao A-
SF1,0X25.

A taxa de deposicdo pode ser diretamente relacionada a tensao
necessdria para a manutencdo da deposigcdo do material e, por consequéncia, a
pseudoplasticidade do mesmo, pois quanto mais pseudoplastico o material, menor é
a tensao necessaria para manté-lo escoando.

Assim, como o material aqui obtido, de acordo com a caracterizacao

reoldgica, se mostrou altamente pseudoplastico, nota-se que a taxa de deposigcao
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necessdaria foi baixa quando comparada as outras testadas. Fato semelhante
ocorreu para o tempo de push out, pois nao foi preciso um tempo muito longo para
que a tensdo limite de escoamento fosse superada. Essas caracteristicas sao
importantes para a etapa de impressao contendo células, uma vez que a utilizacao
de condi¢cbes mais brandas de impressdao, como menor taxa de deposicao, reduzem
a taxa de cisalhamento sobre as células, minimizando a reducdo de viabilidade
celular devido ao processo de extrusao (WILLIAMS et al., 2018).

He e colaboradores (2016) também verificaram comportamento
semelhante para sua biotinta (HE et al., 2016). Os autores nao variaram diretamente
a taxa de deposicdo do material, mas variaram a pressédo de deposicdo, que sao
parametros proporcionais. Ao trabalhar com pressdes elevadas, estes autores
reportaram dificuldade em controlar a extrusdo, resultando em baixa qualidade de
impressédo. Em pressdes baixas ndo foi possivel depositar o material.

Outro parametro ajustado foi o tempo de push out, este parametro esta
associado a tensao limite de escoamento, ja que se o tempo for muito curto o
didmetro do fio ainda nao € uniforme quando a estrutura comeca a ser impressa e se
o tempo for muito longo ocorre a deposicdo excessiva do material no inicio da
deposicao. Os resultados visuais do ajuste deste parametro podem ser visualizados
na Figura 25.

Figura 25 — Resultados do ajuste do push out entre 0,005 s (a, d), 0,010 s (b, e) e
0,015 s (c, f) para a formulacao A-SF1,0X25.

Nota-se que para o tempo de push out de 0,005s, o didmetro do fio
aumenta conforme é depositado, no inicio da impressao. Ao aumentar este tempo
para 0,010 s é possivel notar um pequeno aglomerado logo no inicio da deposicao,
no entanto o didmetro do fio impresso encontra-se mais uniforme apos o

aglomerado. Ao aumentar ainda mais o tempo de push out (0,015 s), observa-se a
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deposicao ainda mais excessiva no comeco da impressao. Desta forma, o tempo de
push out considerado mais adequado foi o de 0,010 s.

O tempo de suck back foi ajustado por analise visual do bico, com base
no quanto de material foi aspirado de volta, como ilustrado na Figura 26. O tempo de
suck back definido como mais adequado foi aquele no qual ndo se observou
aspiragao excessiva. Assim, ajustou-se o tempo de SB para 0,0009 s.

Figura 26 — Aspiragao excessiva causada pelo alto tempo de suck back.

M

Obteve-se um didmetro médio de fio de 1,17 £ 0,08 mm, que corresponde
a 201 £ 14% do diametro do bico utilizado. Nota-se que o didmetro de fio obtido é
significativamente maior, possivelmente devido a expansdo do material apds a
deposicao (HE et al., 2016). Isso ocorre devido a viscoelasticidade do material, pois
ao aplicar uma tensao cisalhante, as cadeias poliméricas sdo alongadas, facilitando
sua extrusdo, e quando essa tensdo é cessada as cadeias se reorganizam,
retornando a sua conformacdo e se emaranhando novamente, causando a
expansdao do material extrudado, também conhecida como efeito Barus (WANG,
2012). Em alguns casos essa expansao pode chegar a trés ou quatro vezes o
didmetro do bico utilizado (SHENQY, 1999).

Com estes parametros otimizados foram, novamente, impressas uma e
quatro camadas da estrutura, utilizando o material A-SF10X25, e foram obtidas
estruturas como as ilustradas na Figura 27.

Ademais avaliou-se a area média dos poros impressos (0,62 + 0,13 mm?),
que foi comparada a area projetada, obtendo-se uma precisdo de impressao de
77,1 £16,6%. Essa reducdo de area ocorre devido ao escoamento parcial do
material depositado e a sobreposicdo dos fios impressos (HE et al, 2016). A
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precisdo de impressdo calculada encontra-se préxima a reportada por Duan e
colaboradores (2013), de cerca de 84% (DUAN et al., 2013).

Figura 27 — Aspecto ampliado da impressao de uma (a) e quatro (b) camadas da
formulagéo A-SF1,0X25, apos a otimizagdo dos parametros.

A formulacdo A-SFi10X25 foi considerada a mais adequada para
impressdo dentre as formulagbes nao estéreis. Assim, estudou-se a deposicdo do
material estéril, de mesma concentragéo polimérica A-HF1,0X25.

Inicialmente depositou-se apenas uma camada do material com o0s
parametros que foram mais adequados para o material ndo estéril, cujo aspecto é
mostrado na Figura 28a, porém verificou-se que o didmetro médio do fio depositado
aumentou consideravelmente (1,47 £ 0,08 mm), representando 253 £ 13% do

didmetro do bico utilizado.

Figura 28 — Aspecto ampliado da impressao de uma camada do material A-HF1,0X25
com os bicos de diametro interno de 0,58 mm (a) e 0,41 mm (b).
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Como a estrutura pré-definida para impressao possuia um diametro de fio
de 1 mm, para que a estrutura impressa se mantivesse semelhante a planejada,
trocou-se o0 bico de impressdao para um de diametro interno de 0,41 mm. Os
parametros de impressao foram mantidos e imprimiu-se, novamente, uma camada
do material estéril (Figura 28b). A deposi¢cdo com o0 novo bico resultou em estruturas
com diametro médio igual ao planejado, de 1,00 + 0,08 mm, ou seja, com um
aumento de 243 + 20% com relacéo ao diametro do bico.

Em seguida, foram impressas quatro camadas sucessivas, as imagens
encontram-se na Figura 29. Nota-se que 0s poros apresentam-se mais ovais e
menores do que os obtidos pela impressao da formulagcao A-SF1,0X25 (Figura 23c e
f). Quantitativamente isso fica evidente ao se calcular a precisdo de impressao, que
neste caso foi de 67,7 + 22,5%, com uma area média dos poros de 0,55 + 0,18 mm?2.
Observa-se que a area diminuiu e o desvio padrdo aumentou, devido a maior

irregularidade dos poros.

Figura 29 — Aspecto da impressao de quatro camadas da formulacao estéril A-
HF1,0X25 ampliada (a) e macroscépica (b).

SR

Comparando-se os valores de expansdo dos fios e de precisdo de
impressdo das formulagdes A-SF10X2s5 e A-HF10X25, nota-se que a formulacdo
estéril expandiu cerca de 40% a mais o diametro da fibra quando comparado ao
diametro do bico utilizado para deposicdo. Quanto a precisdao de impresséo, houve
uma reducao de aproximadamente 9,4% e, também, um maior desvio padrdo

associado a medida.
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Essa reducao da qualidade da impressao provavelmente esta associada a
redugcédo da tensdo limite de escoamento (Tabela 13), que diminuiu cerca de 10%,
combinada a recuperacdo de viscosidade mais lenta da formulagdo estéril. Por
esses motivos, o material escoou mais apds a deposicao e nao foi tao eficiente em
suportar o peso das camadas subsequentes quanto a formulagdo A-SF1,0Xz25. Além
disso, os maiores desvios obtidos nas medidas podem ter sido causados pela maior
heterogeneidade do material, uma vez que a etapa final de mistura da formulagcéo
estéril foi manual e, por ser uma solucao polimérica com o dobro da concentracao
final, apresentava alta viscosidade e encontrou-se maior dificuldade de disperséo do
qgue no caso das formulagdes nao-estéreis.

Ademais, foram impressas oito camadas das formulacées A-SF1,0X25 e A-
HF1,0X25, apresentadas na Figura 30. Observa-se que a formulacdo nao estéril
apresenta os poros mais bem definidos e regulares, no entanto, o material estéril
também foi capaz de manter seus poros, ainda que nao tao regulares. Pode-se
verificar também a presenca de sulcos na estrutura impressa com o material estéril,
provavelmente devido a alteracdo da estrutura do material, causada pela
degradacao, principalmente do alginato, durante o processo de esterilizacao por
calor umido.

Na sequéncia do estudo, optou-se por utilizar o material estéril A-HF1,0X25
nas etapas subsequentes, tendo em vista que a aplicacdo vislumbrada para o
material exige que 0 mesmo esteja estéril para que possa ser utilizado como biotinta

para aplicagdes de engenharia tecidual.

Figura 30 — Aspecto das estruturas produzidas com oito camadas impressao das
formulagbes A-SF1,0X25 (a) e A-HF1,0X25 (b), imagens ampliadas.
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5.5 Influéncia da concentracao da solucao reticulante e do tempo de
reticulacao nas propriedades mecanicas e na citotoxicidade dos
hidrogéis

De posse da formulacado estéril considerada mais adequada, foram
analisados os efeitos da concentragédo e do tempo de reticulagdo no médulo de
elasticidade dos corpos de prova determinados por meio de ensaios mecanicos. Em
seguida, foi avaliada a influéncia das condicdes de reticulacdo na citotoxicidade dos
biomateriais. Em ambos os casos, as concentracdes de cloreto de estréncio
utilizadas foram inferiores ao limite de solubilidade do sal em agua a 20 °C, de
aproximadamente 3,4 mol/L (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE

REGISTRY (ATSDR), 2004). Os resultados obtidos sao descritos a seguir.

5.5.1 Efeito nas propriedades mecanicas

Para a analise deste efeito, os corpos de prova reticulados com solugdes
de diferentes concentragdes de SrClz, todas contendo 0,2 mol/L de NaCl, por
diferentes periodos. foram comprimidos até 70% de deformacédo e mediu-se a forca
necessdaria para causar essa deformacéo, visando simular eventos de compressao
articular. A solucao reticulante ne concentracdo de 200 mmol/L de SrCl2 com
0,2 mol/L de NaCl nao foi testada nos tempos mais longos por acreditar-se que as
células ndo se manteriam viaveis se expostas por tempos tdo longos em altas
concentracdes da solucéo reticulante.

Na Figura 31 encontram-se as tensdes de ruptura médias obtidas para os
materiais produzidos nas trés concentracdes de solucdo reticulante de estroncio
utilizadas em cada periodo de reticulacdo. Observa-se uma leve tendéncia de
aumento da tensdo de ruptura com o aumento da concentracdo da solugao
reticulante.

Nota-se que para as concentragdes de 50 e 100 mmol/L de estréncio ndo
se tem um comportamento bem definido para a tensao de ruptura. Para o grupo de
50 mmol/L n&do houve nenhum resultado significativamente diferente com a variagéo
do tempo de reticulacdo e as tensdes variaram em torno de 15 kPa. Ja para a

concentragdo de 100 mmol/L obteve-se uma maior tensdo de ruptura com
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60 minutos de reticulacdo, de 26 £3 kPa, no entanto este resultado
significativamente igual ao obtido para 240 minutos de 22 + 3 kPa.

Figura 31 — Tensobes de ruptura observadas para a formulacdo A-HF1,0X2,5 em
fungcéo do tempo e concentragdo de reticulagao.
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* Letras iguais mailsculas representam resultados estatisticamente equivalentes, dentro do mesmo
grupo de concentragdo. Letras iguais minusculas representam resultados estatisticamente
equivalentes para a composicao geral.

A solugdo reticulante de 200 mmol/L de estroncio foi a Unica que
apresentou uma tendéncia definida, com valores estatisticamente diferentes de
25+2KkPa e 28 +2 kPa para os tempos de reticulacdo de 30 e 60 minutos,
respectivamente. Este resultado indica que ao aumentar o tempo de reticulagéo,
esta € mais efetiva e contribui para que o material suporte uma carga ligeiramente
maior antes da ruptura.

Os valores médios obtidos de deformacdo na ruptura sdo mostrados na
Figura 32. Neste caso, ndao se observa uma tendéncia bem definida para nenhuma
das concentracbes de solucdo reticulante utilizadas, independentemente do tempo
de reticulacdo, evidenciada pelo fato de que nao ha diferencga significativa entre os
valores médios encontrados dentro de cada um dos grupos de concentracido
analisados. De forma geral, a deformacao na ruptura ficou entre 51 e 63%.
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Figura 32 — Deformacdes de ruptura observadas para a formulagdo A-HF1,0X25 em
fungé@o do tempo e concentracdo de reticulagao.
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Devido a dificuldade de reprodutibilidade dos resultados de tensao e
deformacdo de ruptura, Smidsred, Haug e Lian (1972) consideraram que estes
parametros nao eram adequados para avaliar a resisténcia mecanica de géis de
alginato reticulados com solugéao aquosa de CaClz a 0,34 mol/L (SMIDSR@D; HAUG
e LIAN, 1972). Estes mesmos autores propuseram a caracterizacdo mecénica do
material através do calculo do mdédulo de elasticidade na regido inicial do grafico de
tensdo versus deformagéo, que seria a regiado em que o material ainda se comporta
elasticamente. Este parédmetro é adequado para correlacionar as propriedades
mecéanicas de diferentes géis. No entanto, ndo descreve completamente seu
comportamento mecanico, por se tratar de um material viscoelastico (SMIDSR@D;
HAUG e LIAN, 1972).

Estes mesmos autores definiram que o médulo de elasticidade pode ser
calculado levando-se em consideracdo o intervalo de deformagdo até 10%
(SMIDSR@D; HAUG e LIAN, 1972). Outros estudos também reportaram o célculo do
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mddulo de elasticidade na regido linear do inicio da curva de tensao em funcao da
deformacgdo, mas diferentes intervalos de deformacao foram considerados, segundo
critério dos préprios autores para a selecdo da regido linear, conforme pode-se
observar na Tabela 15.

Tabela 15 — Intervalos de deformacgao utilizados por diferentes autores para o
calculo do modulo de elasticidade.

Intervalo de deformacgao considerado

para o calculo do médulo de elasticidade Referéncia
15 a 30% LEE; ZHANG; RYU, 2018
Menor que 5% NORMAND et al., 2000
Menor que 10% SMIDSR@D; HAUG; LIAN, 1972
Menor que 13% ASTM INTERNATIONAL, 2016
Nao especificado AARSTAD et al., 2017

Dado que diferentes valores sdo encontrados dependendo do intervalo
estabelecido para o calculo do mdédulo de elasticidade, comparagdes diretas entre
médulos calculados de diferentes maneiras devem ser feitas com cautela. Por esta
razao, no presente trabalho foram utilizadas duas abordagens diferentes para o
célculo do médulo de elasticidade: considerando o intervalo de deformacéao até 10%,
de acordo com o procedimento empregado por Smidsred e colaboradores (1972)
(SMIDSR@ZD; HAUG e LIAN, 1972) e avaliando o trecho linear até 13% de
deformacdao, conforme especificado na norma ASTM D1621 (ASTM
INTERNATIONAL, 2016). Os valores obtidos para os médulos de elasticidade
calculados utilizando estas duas abordagens estdo indicados na Figura 33 e na
Figura 34.

Ao comparar os resultados obtidos por cada método, nota-se que a
tendéncia geral de comportamento se manteve, porém para o método especificado
na ASTM D1621, os valores foram maiores e o desvio padrao de cada medida foi
menor. Observa-se que os desvios padrdes representam de 28 a 64% e de 18 a
46% dos valores dos médulos de elasticidade médios calculados com 10% de
deformacdo e com a ASTM D1621, respectivamente. Assim, optou-se por fazer a
andlise dos dados obtidos através do método da ASTM D1621.
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Figura 33 — Mddulos de elasticidade da formulagdo A-HF1,0X25 calculados
empregando dados até 10% de deformacéo.
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Figura 34 — Mddulos de elasticidade da formulagdo A-HF1,0X25 calculados
empregando dados até 13% de deformacao.
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Os desvios padrao obtidos para os modulos de elasticidade foram altos,
evidenciando a falta de reprodutibilidade dos ensaios mecanicos. No entanto,
Kaklamani e colaboradores (2014) também reportaram altos desvios para a
reticulacdo com estréncio, entre 10 e 30% do valor médio do médulo de elasticidade,
utilizando solugdes reticulantes de maior concentragdo (1 e 2 mol/L) por até uma
hora. Os autores atribuiram os altos desvios encontrados a heterogeneidade do
material, que foi maior quando reticulado com estrébncio do que com célcio
(KAKLAMANI et al., 2014).

Mgrch e colaboradores (2006) também realizaram ensaios mecanicos
empregando géis reticulados externamente com célcio e estréncio, na concentragdo
de 50 mmol/L de ion reticulante e 0,2 mol/L de NaCl por 72 h e reportaram alta
heterogeneidade do material, que apresentava o interior menos resistente, tornando
a medida das propriedades mecanicas dificeis e pouco reprodutiveis (MJRCH et al.,
2006).

Assim, concluiu-se que os altos desvios encontrados estdo compativeis
com o que se reporta na literatura e que isso ocorre devido a heterogeneidade e
reticulagéo incompleta do material.

Apesar dos altos desvios, algumas informagdes ainda puderam ser
obtidas destes ensaios mecéanicos. Ao analisar o conjunto de dados da concentragao
de 50 mmol/L, concluiu-se que o modulo de elasticidade calculado ndo apresentava
diferenca estatistica com o aumento do tempo. Assim, dentre os tempos avaliados
seria mais adequado utilizar o tempo de 30 minutos, pois encurta o processo e, no
caso da utilizagdo como biotinta, expde as células a condi¢gdes nado ideais para
cultivo por um periodo menor.

Dos médulos determinados para a solugao reticulante de 100 mmol/L
pdde-se afirmar o mesmo que para a solugdo de 50 mmol/L. Entdo, como para a
solugéo reticulante de 200 mmol/L os resultados obtidos nos tempos analisados
foram estatisticamente diferentes, fez-se a comparacao do médulo de elasticidade
obtido apds 30 minutos de reticulacao nas solucdes de 50, 100 e 200 mmol/L com o
obtido apds 60 minutos com a solugao 200 mmol/L. O resultado alcangado encontra-
se na Figura 35.
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Figura 35 — Médulos de elasticidade mais adequados determinados para cada
concentracao testada.
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*Letras iguais representam resultados estatisticamente equivalentes.

Assim, a condicdo de reticulacdo que fornece o material com maior
mddulo de elasticidade é a solugdo 200 mmol/L durante 1 h. Caso o periodo de 1 h
nao seja apropriado para a reticulagdo por comprometer a viabilidade celular, a
segunda melhor condicdo seria a exposi¢cdao a solucao 50 mmol/L por 30 minutos,
pois, como nao houve diferenca significativa entre os mddulos obtidos com a
reticulagdo com solugbes mais concentradas, a utilizagdo da menor concentragéo
seria mais amena para as células incorporadas na biotinta.

Para avaliar se hidrogéis contendo células poderiam ser reticulados nas
condicOes estudadas nos ensaios mecanicos, foram feitos ensaios de citotoxicidade

da solugéo reticulante, cujos resultados encontram-se na préxima secao.

5.5.2 Anadlise da citotoxicidade da solugao reticulante

Inicialmente foram feitas as andlises de viabilidade celular para o tempo
de reticulacdo de 1 h, com todas as solugdes reticulantes de 50, 100 e 200 mmol/L
com 0,2 mol/L de NaCl. Também foram avaliados dois controles durante 1 h, um das
células que permaneceram em contato com o meio de cultura e outro das que foram
expostas a solugdo de 0,2 mol/L de NaCl, na auséncia de SrClz. Foi feita uma
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avaliacdo qualitativa com base na analise visual do aspecto das células antes e
depois da exposi¢ao a cada solucéo reticulante e aos controles, mostrada na Figura
36.

Figura 36 — Morfologia celular antes (a) e depois de 1 h em: 0,2 mol/L NaCl (b);
50 mmol/L SrClz (c); 100 mmol/L SrCl2 (d) e 200 mmol/L SrClz (e), todas as
condi¢des contendo SrCl2 também continham 0,2 mol/L de NaCl.

Comparando a morfologia das células antes da realizagdo do ensaio
(Figura 36a) com a do controle em 0,2 mol/L de NaCl (Figura 36b), verificam-se
células destacadas, mas em sua maioria, estas mantiveram-se aderidas e
espraiadas. Ao avaliar a morfologia apds a exposicao as solugdes reticulantes, nota-
se que a quantidade de células destacadas do suporte de poliestireno € maior na
solucao contendo 50 mmol/L de SrClz (Figura 36b) e ainda observaram-se algumas
células aderidas, porém menos espraiadas. Por sua vez, as células que
permaneceram em contato com as solugdes reticulantes nas concentracdes de 100
(Figura 36c¢) e 200 mmol/L (Figura 36d) por uma hora destacaram-se totalmente do
suporte e alguns aglomerados se formaram. Como as células utilizadas sao
aderentes, o destacamento do frasco de cultivo é um indicativo de citotoxicidade,
pois estas células s6 aderem e se proliferam se viaveis (LEO et al., 2008).
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A 1SO 10993-5:2009 estabelece graus de citotoxicidade qualitativos, de 0
a 4, sendo o0 0 e o0 4 equivalentes a nao citotdxico e severamente citotdxico,
respectivamente, como especificado na Tabela 16 (ISO - INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009). Por esse critério, e avaliando-se
apenas a morfologia, a solugao de NaCl 0,2 mol/L corresponde ao grau 1, a de SrCl2
50 mmol/L com 0,2 mol/L de NaCl corresponde ao grau 3 e as solugdes reticulantes
com 100 e 200 mmol/L de estroncio, ao grau 4.

Tabela 16 — Critérios para avaliagdo qualitativa da citotoxicidade de extratos com
base na morfologia celular, de acordo com a ISO 10993-5:2009.

Grau Reatividade Condicoes da cultura

Granulos intracitoplasmaticos discretos, sem lise celular e sem reducao de

0 Nenhum
crescimento celular.
Nao mais que 20% de células esféricas, fracamente aderidas e sem granulos
1 Leve intracitoplasmaticos, ou evidenciando mudancas morfolégicas; ocasional lise
celular; leve reducéo de crescimento celular observavel.

Nao mais que 50% de células esféricas, sem granulos intracitoplasmaticos,

2 Razoavel sem extensa lise celular; ndo mais que 50% de inibigdo do crescimento celular
observavel.

Nao mais que 70% de células esféricas ou lisadas; camadas celulares nao

3 Moderado estao completamente destruidas, mas com mais que 50% de inibigdo do
crescimento celular observavel.

4 Severo Quase completa ou completa destruicdo das camadas celulares.

Fonte: Traduzida de ISO - International Organization for Standardization, 2009.

Ademais, a norma considera que graus superiores a 2 configuram
solugbes citotoxicas. Assim, todas as solugbes reticulantes foram consideradas
citotéxicas. Por esse motivo, optou-se por avaliar a citotoxicidade de uma solugao
reticulante contendo 50 mmol/L de SrCl2 durante 30 minutos, pois esta seria a
melhor alternativa para este menor tempo de acordo com 0s ensaios mecanicos.
Porém, adicionalmente, objetivando afetar menos as células, optou-se por reduzir a
osmolalidade da solugédo, ndo se adicionando o NaCl, j& que sua funcdo era de
produzir géis mais homogéneos, que ndo foram obtidos de acordo com os testes
mecanicos. Além disso, testou-se também a citotoxicidade da condicao de
reticulacgo com 50 mmol/L de SrCl2 por 10 minutos, conforme reportado por
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diversos estudos que utilizam alginato na composicédo de suas biotintas (CHUNG et
al., 2013; KUNDU et al., 2015; LI et al., 2017; MARKSTEDT et al., 2015).

A morfologia das células neste ensaio antes e depois da exposicao a
solugédo reticulante é mostrada na Figura 37.

Figura 37 — Morfologia celular antes (a) e depois de 30 minutos na presenca de
50 mmol/L SrClz (b), a-MEM (c) e 10 minutos na presenca de 50 mmol/L SrCl2 (d).

Comparando-se a imagem das células que permaneceram em contato
com a solucao reticulante durante 10 e 30 minutos (Figura 37d e b, respectivamente)
com as dos ensaios controle antes e depois desse periodo (Figura 37a e c), nota-se
que nao houve diferenga significativa entre elas, uma vez que as células mantiveram
sua morfologia e continuaram aderidas e espraiadas. Assim, as condi¢coes de
reticulacdo com a solucédo de SrCl2 50 mmol/L durante 10 e 30 minutos puderam ser
consideradas como grau 0 na escala mencionada anteriormente e, portanto, ndo séo
consideradas como citotdxicas.

Além da analise com relacao ao aspecto, também foi feita a contagem
celular de cada condicdo, quando possivel. No caso das solucdes reticulantes de
100 e 200 mmol/L de SrCl2 com 0,2 mol/L de NaCl, nao foi feita esta analise, pois ao

se adicionar PBS para lavar o frasco de cultivo e transferir o material em analise
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para um tubo falcon, notou-se a turbidez da suspensdo e, apds a centrifugacao,
houve a formagao de um precipitado. Acredita-se que isso ocorreu devido a morte e
lise das células, cujos debris ligaram-se aos eletrélitos presentes na solugao,
causando a formacao dos precipitados detectados (VAN ALSTINE; JAGSCHIES e
LACKI, 2017).

A alta osmolalidade da solugdo pode ter causado a morte celular por
apoptose ou mesmo por necrose (PELLEGRINI; PINTO e CASTILHO, 2008). A
osmolalidade pode ser aproximada a concentracao de eletrélitos dissolvidos (SHEN;
LY e HOANG, 2012). No caso das solugdes reticulantes contendo NaCl, seriam de
aproximadamente 550, 700 e 1000 mOsm/kg para as concentracdes de 50, 100 e
200 mmol/L de SrCl2 respectivamente. Esses valores sdo muito superiores a faixa
recomendada de osmolalidade para o cultivo de células de mamiferos, que varia
entre 260 a 320 mOsm/kg (LEO et al., 2008).

A precipitagcdo ndo ocorreu para as células em solugéo reticulante a
50 mmol/L de estrdncio contendo ou ndo NaCl (150 ou 550 mOsm/kg,
respectivamente). Assim, as células vivas e mortas expostas a estas solugbes e ao
meio de cultivo a-MEM, foram contadas e a viabilidade para cada grupo foi calculada
com base nas células totais de cada um deles, cujo resultado encontra-se na Figura
38. O resultado da contagem total de células esta indicado na Figura 39.

Nota-se que para a solucao reticulante SrCl2 50 mmol/L com NaCl
0,2 mol/L a viabilidade calculada foi baixa, com um alto desvio padrao, além do baixo
namero total de células, que reduziu em cerca de 77%. Ja para o controle em NaCl
0,2 mol/L e para as solugdes reticulantes de SrCl2 50 mmol/L sem NaCl durante 10 e
30 minutos, a viabilidade foi semelhante e estatisticamente equivalente a das células
mantidas em a-MEM. No entanto, a quantidade total de células para a condicao de
reticulacéo utilizando 50 mmol/L de SrCl2 por 30 minutos diminuiu significativamente.
Isso pode ter ocorrido devido a baixa osmolalidade da solugdo. Outras analises
seriam necessarias para afirmar-se o motivo desta diferenca, que pode estar
associada a algum outro fator que nao foi considerado nesta analise, como o préprio
fato de manter as células em condi¢cdes nado ideais, como a auséncia do meio de
cultivo, o que é evidenciado pela manutencédo da viabilidade e da quantidade de

células ao expb-las ao periodo mais curto de 10 minutos.
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Figura 38 — Viabilidade celular de cada condi¢do analisada.
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Figura 39 — Total de células de cada condicao analisada.
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Ademais, ainda segundo a ISO 10993-5:2009, o resultado obtido para a
analise quantitativa e qualitativa da exposi¢céo das células a solugao reticulante de
SrCl2 a 50 mmol/L durante 30 minutos, de 75% e grau 0, respectivamente, indicou
que a solucao nao foi citotdéxica, pois a reducao de viabilidade foi menor que 30%.
No entanto, o numero total de células diminuiu, uma vez que a contagem foi
dificultada pelo destacamento das células. Além disso, as células mortas podem ter
sofrido autélise, e assim, nao foram contabilizadas (LEO et al., 2008).

Assim, acredita-se que a condicao de reticulacdo com a solucéo de SrCl2
sem NaCl durante 30 minutos poderia ser aplicada, no caso da utilizacdo do gel
como biotinta, sem comprometer de forma significativa a viabilidade celular.
Ademais, de acordo com a literatura, fibroblastos encapsulados em gel de alginato
mantém-se viaveis por pelo menos 24 h apds a reticulagdo com solucbes contendo
Ca? em concentragdes mais elevadas que as estudadas neste trabalho (1, 2 ou
5 mol/L) (KAKLAMANI et al., 2014).

No entanto, caso a reticulacdo durante 30 minutos comprometa a
viabilidade celular, pode-se ainda, reticular o material durante 10 minutos, uma vez
que essa condicdo ndao se mostrou téxica, com a viabilidade de 90% e grau 0, e as
células mantiveram quantidade e morfologia semelhantes ao controle em meio de

cultivo.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho teve por meta a obtencdo de hidrogéis polissacaridicos
esterilizaveis, cujas propriedades reoldgicas fossem adequadas para bioimpressao
3D, além de avaliar as consequéncias da etapa de reticulagdo nos ensaios de
propriedades mecanicas e de citotoxicidade do biomaterial produzido.

Péde-se concluir que foi possivel produzir um hidrogel a base de alginato
e xantana, nas concentracoes de 1 e 2,5% (m/v), respectivamente, esterilizavel por
calor umido, com redugdo minima das caracteristicas reoldgicas, e passivel de
impressado sem escoamento significativo da estrutura depositada. Ademais, a melhor
condicdo estudada para a reticulacdo do material, segundo a avaliacdo das
propriedades mecéanicas do hidrogel reticulado e da citotoxicidade da solugao
reticulante, foi a de exposi¢cao por 30 minutos em uma solugdo 50 mmol/L de cloreto
de estroncio.

As principais conclusdes alcancadas em cada etapa do trabalho séo
sumarizadas abaixo:

a. A esterilizagdo de uma solugcdo aquosa de alginato a 1% (m/v) por calor umido
resulta em reducgéo de viscosidade de cerca de 55%;

b. A esterilizacdo por calor umido das solugdes poliméricas concentradas consiste
de um processo simples e mais proximo de uma esterilizagdo terminal, levando a
menor reducado da viscosidade;

c. Na&o foi possivel dispersar a suspensdo de CMF de forma eficiente nas solugdes
poliméricas utilizadas para produzir hidrogéis homogéneos;

d. As formulacées mais promissoras, segundo a analise de estabilidade e reologia,
foram: A-SF1,0X25, A-SF1,0X20Ca e A-HF1,0X25;

e. O aumento da concentracdo de xantana favoreceu as propriedades reolégicas
do material;

f. A pré-reticulagdo, no caso da formulagdo A-SF10X20Ca, intensificou a
heterogeneidade do material, impossibilitando seu uso para impresséo;

g. A formulagdo A-HF10X2s5 estérii resultou em estruturas impressas
suficientemente bem definidas, mas a fidelidade de impressdo da mesma

formulagéo n&o esterilizada foi maior;
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h. A melhor condicdo de reticulagdo, com base na andlise dos moddulos de
elasticidade, foi a que envolveu a exposicédo a solugao de SrClz a 200 mmol/L
por 1 h, seguida da solugao a 50 mmol/L por 30 minutos;

i. J& pela andlise dos ensaios de citotoxicidade, o uso da solugcdo de SrCl2
50 mmol/L sem NaCl durante 10 ou 30 minutos resultou na condicdo de

reticulacdo de maior interesse.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Neste trabalho mostrou-se a relevancia de materiais contendo alginato e
goma xantana para utilizagdo como biotinta, no entanto, estudos adicionais podem
ser feitos para melhor avaliar a compatibilidade do material com a aplicagao
desejada ou, ainda, melhorar as caracteristicas deste para bioimpressdo. Seguem
algumas sugestoes:

a. Avaliar a degradacdo do material ao longo do tempo, bem como sua
biocompatibilidade;

b. Conduzir a modificacdo do alginato, por exemplo, com funcionalizagédo peptidica,
para melhorar a adesao celular na matriz polissacaridica;

c. Estudar a bioimpressdao empregando o hidrogel combinado a células isoladas ou
a agregados celulares, e avaliar como o processo de deposicdo afeta a
viabilidade celular;

d. Conduzir o ensaio de citotoxicidade das condigcdes de reticulacdo de forma
semelhante a que se teria na aplicagdo, com as células encapsuladas no gel;

e. Avaliar formas adicionais de esterilizagcdo dos componentes da biotinta como,
por exemplo, com a utilizagéo de didxido de carbono supercritico;

f. Estudar formas adicionais de estabilizar as cadeias poliméricas tanto na etapa
de esterilizagdo; quanto na etapa de extrusdo, para que o material seja mais
eficiente na recuperacdo da viscosidade apds a aplicacdao de altas taxas
cisalhantes;

g. Verificar outras abordagens, como a utilizagdo de concentracées mais altas de
goma xantana, que poderiam melhorar a capacidade de impressao do material e
se estas seriam possiveis pelo aspecto biol6gico da aplicacao;

h. No caso da bioimpressdo de estruturas condrais, avaliar a possibilidade de
impressdo com diferentes materiais, de forma que se possa ter estruturas
semelhantes a nativa, que apresenta quatro zonas distintas, com diferentes
propriedades.
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