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RESUMO

Gularte, Matheus da Silva. Hidrogéis de carboximetilcelulose/amido
fabricados por impressdo 3D para uso como substratos para cultivo
celular. 2023. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Programa de Pés-
Graduacao em Quimica, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

O uso de hidrogéis como biomateriais tem crescido consideravelmente
nas Ultimas décadas e com o auxilio de processos de manufatura aditiva, novos
materiais com formas e geometrias complexas tém sido produzidos para uso
como scaffolds. Como contribuicdo a esse campo de aplicagéo, este estudo
formulou uma biotinta de carboximetilcelulose (CMC) e amido (St) utilizando-a
para impressao 3D de hidrogéis, visando seu uso posterior como scaffolds para
o cultivo celular. As biotintas CMC/St aditivadas com 15% (m/m) de acido citrico
(reticulante) apresentaram propriedades reolégicas vantajosas, garantindo uma
boa capacidade de impresséo. Imagens de microscopia eletrénica de varredura
revelaram que os hidrogéis impressos possuem uma estrutura com poros
duplos, com dimensdes relativamente grandes (336,6 £ 32,5 ym) e microporos
uniformemente distribuidos de tamanho médio (60,3 + 18,9 ym). Plasma rico em
plaguetas (PRP) foi adsorvido nos hidrogéis como estratégia para aumentar sua
atividade biologica. O PRP na superficie dos hidrogéis resultou em alteracdes na
porosidade e nas propriedades térmicas dos mesmos, indicando sua
incorporacao. Junto com as andlises de caracterizacdo, os testes de estabilidade
ratificaram a reticulacdo dos hidrogéis CMC/St, evidenciando sua notavel
estabilidade em ambientes aquosos, meios de cultivo celular e solucdo tampao
fosfato (PBS) com pH 7,4. Analises mecénicas revelaram que o PRP nao alterou
significativamente a rigidez dos materiais, enquanto os hidrogéis CMC/St
intumescidos em PBS apresentaram um maodulo de elasticidade 72% maior em
comparacdo com os hidrogéis contendo PRP (CMC/St-PRP). Por fim, os
hidrogéis CMC/St apresentaram uma alta taxa de intumescimento (cinética),
alcancando um méximo de 136% em PBS em apenas 5 min, o que é associado
a natureza hidrofilica da matriz e a sua morfologia porosa. Todas essas
caracteristicas sdo atraentes para que os hidrogéis CMC/St possam ser no futuro
testados como scaffolds para aplicagdes em engenharia de tecidos e medicina
regenerativa.

Palavras-chave: Biomateriais, scaffold, manufatura aditiva, biotintas,
carboximetilcelulose, amido, materiais reticulados, engenharia de tecidos.



ABSTRACT

Gularte, Matheus da Silva. 3D Printed hydrogels of
carboxymethylcellulose/starch as scaffolds for cell culture. 2023. 86 p.
Dissertation (Master Degree in Chemistry) — Chemistry Post-Graduation Program.
Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

The use of hydrogels as biomaterials has significantly grown in recent decades,
and with the aid of additive manufacturing processes, new materials with complex
shapes and geometries have been produced for use as scaffolds. As a
contribution to this research field, a bioink of carboxymethylcellulose (CMC) and
starch (St) was formulated and used for 3D printing of hydrogels, which will be
tested as scaffolds for cell culture. The CMC/St bioink, supplemented with 15%
(w/w) citric acid (crosslinking agent), showed favorable rheological properties,
ensuring a good printing capability. Scanning electron microscopy images
revealed that the printed hydrogels have a dual-porous structure, with relatively
large pores (336.6 £ 32.5 ym) and uniformly distributed micropores of medium
size (60.3 £ 18.9 um). Platelet-rich plasma (PRP) was adsorbed on the hydrogels
as a strategy to enhance their biological activity. The presence of PRP on the
hydrogel surface resulted in changes in porosity and thermal properties,
indicating its incorporation. Alongside characterization analyses, stability tests
confirmed the crosslinking of the CMC/St hydrogels and demonstrated their high
stability in water, cell culture medium, and phosphate-buffered saline (PBS) at pH
7.4. Mechanical analyses revealed that PRP did not significantly alter the
material's stiffness, while CMC/St hydrogels swollen in PBS showed a 72%
increase in elastic modulus compared to PRP-containing hydrogels (CMC/St-
PRP). Finally, the CMC/St hydrogels exhibited a high swelling rate (kinetics),
reaching a maximum of 136% in PBS in just 5 minutes, which is attributed to the
hydrophilic nature of the matrix and its porous morphology. All these features are
appealing for potential future testing of CMC/St hydrogels as scaffolds for tissue
engineering and regenerative medicine applications.

Keywords: Biomaterials, scaffold, additive manufacturing, bioinks,
carboxymethylcellulose, starch, crosslinked materials, tissue engineering.
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1. Introducgéo

Os hidrogéis sao, por definicdo, materiais poliméricos reticulados que tém
a capacidade de reter grandes quantidades de 4gua em sua estrutura mesmo
sob pressédo. Esses materiais sdo formados por uma rede tridimensional (3D) de
polimeros hidrofilicos que interagem com as moléculas a agua por meio de
ligacdes ndo covalentes (Chai et al., 2017). Devido a essas caracteristicas, 0s
hidrogéis sdo amplamente utilizados em diversas aplicagfes em diferentes areas
do conhecimento, (medicina, agricultura, alimentos, indUstrias de cosméticos,
entre outras). Por apresentarem estruturas e as propriedades que podem
mimetizar aquelas encontradas nos tecidos bioldgicos, varios tipos de hidrogéis,
sdo adequados e atraentes para uso em aplicac6es biomédicas (Bashir et al.,
2020).

De modo geral, os hidrogéis podem ser sintetizados a partir de diversos
polimeros (naturais e sintéticos) e de uma grande variedade de metodologias e
processos, incluindo diversas técnicas de preparacdo adotadas, como
reticulacéo fisica, reticulagdo quimica, polimerizacao por enxerto e reticulacdo
por radiacdo (Chamkouri, 2021; Ullah et al.,, 2015). Mais recentemente, a
impressao 3D (3DP) passou a fazer parte dessas metodologias permitindo a
fabricacéo de estruturas 3D altamente precisas e personalizadas, o que os torna
ideais para aplicacdbes em engenharia de tecidos e regeneragcdo de tecidos
(Mallakpour et al., 2021). Além disso, hidrogéis impressos também pode ser
usada para criar modelos de tecidos e 6rgdos para fins de pesquisa, testes e
desenvolvimento de medicamentos.

Um dos pontos cruciais para viabilizar a impressdo de hidrogéis é a
obtencéo de biotintas que tenham caracteristicas adequadas ao processo. O uso
de polissacarideos na formulacdo de biotintas para a 3DP de hidrogéis constitui
uma area de pesquisa em rapido crescimento, pois estes permitem fabricar
materiais com maior biocompatibilidade, sustentaveis e ecologicamente corretos
(Islam et al., 2020). Além disso, os polissacarideos tém propriedades biolégicas

Gnicas, como a capacidade de interagir com proteinas e células, tornando-os
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ideais para aplicacbes biomédicas e para a producdo de hidrogéis para esse
segmento.

A 3DP utilizando biotintas a base de polissacarideos pode ser realizada
por meio de varias técnicas como, por exemplo, a extruséo direta (Zamboulis et
al., 2022). Neste caso, 0 uso de éteres de celulose, como a carboximetilcelulose
(CMC) se destaca em processos de extrusdo por fusdo a quente, devido a sua
capacidade de amolecer com a temperatura, em contraste com 0s
termoplasticos que fundem. Além disso, a solubilidade em &gua torna esses
derivados da celulose, ideais para construir arquiteturas plasticas com padrbes
delicados internos e externos (Butler et al., 2020). Em suma, a 3DP de hidrogéis
utilizando biotintas a base de polissacarideos € uma area de pesquisa
promissora, com potencial para criar materiais biocompativeis, sustentaveis e
ecologicamente correto. Tais materiais podem atender uma variedade de
aplicacdes na area da saude, por exemplo, sendo utilizados como substratos
(scaffolds, em inglés) para o cultivo e crescimento celular (Butler et al., 2020).

No entanto, ainda ha desafios a serem superados, como a limitacao da
resolugéo de impresséo e a dificuldade em controlar a estrutura e a composigéo
do material impresso. Aspectos relacionados as caracteristicas biolégicas dos
hidrogéis também necessitam de aprimoramento. Nesse sentido, esse trabalho
propde utilizar uma biotinta preparada a partir de misturas de CMC e amido (St)
como alternativa para 3DP de hidrogéis para uso como scaffolds para cultivo
celular. A boa compatibilidade entre o derivado de celulose e o amido, a
possibilidade de reticulacdo com acido citrico (AC), e as propriedades fisico-
quimicas da biotinta formulada podem viabilizar tanto a producdo dos hidrogéis
qguanto sua posterior aplicacdo. Ainda, plasma rico em plaquetas (PRP) foi
utilizado fonte de fatores de crescimento (Butler et al., 2020; Diaz-Gomez et al.,
2022), os quais foram incorporados aos hidrogéis impressos como estratégia
para aumentar a atividade bioloégica dos mesmos. Por fim, as amostras de
hidrogel fabricadas foram caracterizadas em termos de suas propriedades fisico-
quimicas, morfologicas, mecénicas e de intumescimento. Ainda, ensaios in vitro
foram feitos para avaliar a estabilidade dos hidrogéis. Em suma, os hidrogéis
CMC/St apresentaram um notéavel potencial como scaffolds para aplicacdes em
engenharia de tecidos e medicina regenerativa, sendo uma alternativa

atrativaessas aplicagoes.

17



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Fabricar hidrogéis de CMC/St quimicamente reticulados com AC por 3DP

com caracteristicas e propriedades adequadas para uso como scaffolds no

cultivo celular.

2.2 Objetivos especificos

Vi.

Desenvolver e caracterizar biotintas de CMC e St com
printabilidade adequada;

Otimizar a arquitetura 3D do hidrogel e os parametros de
impressao;

Carregar PRP nos hidrogéis fabricados;

Caracterizar as propriedades fisico-quimicas, morfoldgicas,
mecanicas e de intumescimento dos hidrogéis fabricados;

Avaliar a estabilidade dos hidrogéis em diferentes meios;

Realizar ensaios preliminares para viabilizar a aplicagdo como

scaffold.

18



3. Reviséo da Literatura
3.1 Hidrogéis como biomateriais

Hidrogéis sao estruturas 3D formadas por cadeias poliméricas hidrofilicas
reticuladas, que permitem a absorcdo de grandes quantidades de agua e a
expansao extensiva em meios aquosos (Sanchez-Cid et al., 2022). De maneira
geral, é possivel classificar os hidrogéis em duas categorias de acordo com a
natureza da ligacédo entre as redes poliméricas que compdem a sua estrutura,
sendo elas hidrogéis fisicamente ou quimicamente reticulados (Sikdar et al.,
2021). No caso dos hidrogéis fisicamente reticulados, a sua estruturacdo
depende principalmente de interacbes fracas e temporarias, como
entrelacamentos moleculares, ligacdes idnicas, forcas hidrofdbicas e ligacdes de
hidrogénio, que podem ser alteradas por mudancas fisicas, como temperatura e
pH, e ndo modificam a estrutura quimica do hidrogel (Sharma & Tiwari, 2020).
Por outro lado, os hidrogéis quimicamente reticulados sao caracterizados por
interacbes permanentes e fortes entre suas cadeias poliméricas, ja que sao
conectados por ligacdes covalentes (Catoira et al., 2019).

Devido as suas caracteristicas inerentes, os hidrogéis tém sido aplicados
em diversas areas. Em particular, esses materiais tém grande potencial para
aplicacbes biomédicas como, na engenharia de tecidos, liberacdo de
medicamentos, materiais auto cicatrizantes, biossensores e bandagens
hemostéticas (Floren et al., 2016; Xavier et al., 2015). Comparados a outros
biomateriais, hidrogéis podem apresentar vantagens como aumento da
biocompatibilidade, biodegradabilidade ajustavel, resisténcia mecanica
adequada e estrutura porosa (Chai et al.,, 2017; Revete et al., 2022). Ainda,
dependendo da aplicacdo desejada, os hidrogéis podem ser projetados para
responder a varios estimulos no corpo, como mudancas no pH, forca idnica e
temperatura (Sanchez-Cid et al., 2022).

Para ilustrar, hidrogéis sdo considerados como alternativas ideais para a
cicatrizacdo de queimaduras e feridas cirdrgicas e necroticas devido a sua
capacidade de transferir vapor e oxigénio para o local da ferida, resultado de seu
alto teor de agua (Kalirajan et al.,, 2021). Além disso, os hidrogéis sé&o
apropriados para feridas secas, pois nao precisam de liquido para se

transformarem em géis. Os hidrogéis também séo atrativos na area de liberacao
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de medicamentos devido a sua configuracdo porosa controlavel que facilita a
difusdo de moléculas dentro do gel, essencial para a aplicacédo na liberagcéao de
medicamentos (Kalirajan et al., 2021). Devido a sua alta relacdo superficie-
volume, hidrogéis séo capazes de absorver e dissolver mesmo drogas com baixa
solubilidade (Lai & He, 2016). Regeneracao e reparacéo de tecidos sao outras
aplicacdes dos hidrogéis, especialmente para hidrogéis injetaveis, aplicaveis
para transplante celular e regeneracdo de tecidos esqueléticos, como 0Sso0s,
cartilagens e mdusculos. Devido a sua capacidade de mimetizar tecidos
biolégicos, os hidrogéis também podem conter fatores de crescimento, que séo
proteinas essenciais para estimular o desenvolvimento das células e auxiliar no
processo de reparacao e regeneracao de tecidos (Egawa et al., 2011). Quando
aplicados nesse nicho especifico, os hidrogéis podem atuar como uma
plataforma 3D que imita o ambiente do tecido real e facilita a aderéncia e
proliferacdo das células (Chahal et al., 2019). Materiais com essa
funcionalidade/atuacdo sdo conhecidos como scaffolds e suas principais

caracteristicas serdo descritas na proxima secao.

3.2 Scaffolds

Scaffolds sé@o estruturas 3D que servem como substratos para cultivo
celular in vitro ou como suporte para o crescimento e regeneragao de tecidos in
vivo. Esses materiais sd0 essenciais para apoiar as células ex vivo com um
ambiente propicio, semelhante as suas condi¢cdes naturais in vivo. Antes do
implante no corpo, os scaffolds podem ser semeados com as células desejadas
e incorporados com fatores de crescimento tecidual para melhorar a
funcionalidade celular. Essas estruturas, por sua vez, sdo projetadas para
mimetizar a matriz extracelular (MEC) do tecido nativo, fornecendo suporte
mecanico e bioquimico para as células (Dutta et al., 2017).

Os scaffolds devem ser biocompativeis e ndo toxicos para os tecidos e
orgaos no corpo, além de possuirem propriedades mecéanicas adequadas para
o local tratado apds o implante. Eles também sao frequentemente carregados
com ceélulas, fatores de crescimento e medicamentos, pois estes podem
estabelecer uma combinacéo sinérgica, melhorando significativamente as taxas

de retencdo celular no tecido local e servir como portadores de fatores de
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crescimento e medicamentos (X. Liu et al.,, 2022). Além disso, os scaffolds
devem atender aos requisitos mecanicos da regido tratada apds serem
implantados (Cai et al., 2015). Outra exigéncia que deve ser cumprida pelos
scaffolds é a sua biodegradacéo progressiva durante o processo de regeneracao
celular enquanto o novo tecido esta sendo formado (Aldana & Abraham, 2017).
A biodegradabilidade dos scaffolds evita a necessidade de remoc¢éao do material
e previne possiveis efeitos colaterais decorrentes de residuos deixados no
corpo. Portanto, os scaffolds devem ter algumas propriedades fisico-quimicas e
mecanicas especificas para alcancar a difuséo celular e a formacéo de tecido 3D
(Eltom et al., 2019).

Conforme ja mencionado, os scaffolds tém sido amplamente utilizados em
estudos de engenharia de tecidos, onde sdo usados como suporte para o
crescimento de células e tecidos in vitro, bem como em estudos pré-clinicos e
clinicos para o desenvolvimento de terapias regenerativas. Eles tém o potencial
de fornecer solucbes terapéuticas eficazes e personalizadas para uma ampla
gama de doencas e lesdes, incluindo perda Ossea, lesdes de cartilagem e
defeitos na pele (Cunniffe & O’Brien, 2011).

Os materiais mais comuns usados para construir scaffolds incluem
hidrogéis, polimeros sintéticos, proteinas e materiais compadsitos. Dependendo
da origem dos materiais utilizados para fabricar o scaffold, surgem preocupacdes
relacionadas a biocompatibilidade, composicdo e produtos de decomposicdo
dessas matrizes. Embora uma ampla variedade de materiais tenha sido avaliada
para um scaffold, foi relatado que alguns materiais ndo suportam o crescimento
celular dentro dos scaffolds (Heydari et al., 2020). Hidrogéis sao frequentemente
usados porque possuem excelente capacidade de retencdo de agua e
flexibilidade, imitando muitas caracteristicas do microambiente celular nativo
(Kalirajan et al., 2021). Polimeros sintéticos como, por exemplo o polianidrido,
policaprolactona, poliéter-éter-cetona, poliacido latico e poliacido glicolico, sé&o
frequentemente escolhidos devido a sua estabilidade mecéanica e controle
preciso sobre a arquitetura do scaffold (Pina et al., 2019). As macromoléculas
naturais, como acido hialurénico, fibrina, colageno e celulose, possuem boa
compatibilidade biolégica, baixa imunogenicidade e osteocondutividade e séo
usadas para imitar a MEC natural. No entanto, scaffolds a base dessas
macromoleculas sofrem de taxas de degradacdo livre e baixa estabilidade

21



mecanica. Os materiais compdsitos, por sua vez, sdo frequentemente utilizados
para combinar diferentes propriedades fisicas e mecanicas em um unico scaffold
(Krishani et al., 2023).

Os scaffolds com microporos aleatérios sdo empregados na engenharia
de tecidos h4 muito tempo (Dutta et al., 2017). Existem diversas técnicas
convencionais utilizadas para a fabricacdo desse tipo de material, como a
fundicdo de solvente com lixiviacdo de particulas, espuma de gas, malhas de
fibras ou unido de fibras, separacéo de fases, moldagem por fuséo, secagem por
congelamento de emulséo, fundicao de solucao e freeze-drying (Do et al., 2015).
Os métodos convencionais tém varias limitacbes, pois geralmente nao séo
capazes de obter um controle preciso sobre a arquitetura interna do scaffold, de
produzir um tamanho preciso de poros, geometria de poros e alto nivel de
interconectividade o que pode afetar sua resisténcia mecanica, area efetiva de
superficie para o crescimento celular e fluxo de nutrientes (Bahraminasab, 2020).
Além disso, as técnicas convencionais podem ter uma distribuicdo ndo adequada
de células, devido as imprecisfes inerentes no processo de semeadura manual
de células. Isso pode se tornar problematico, jA que as células precisam ser
dispostas com precisdo de acordo com a necessidade e funcéo do tecido, como
células endoteliais alinhando para formar vasos ou osteoblastos formando
aglomerados mineralizados (Do et al., 2015).

O desenvolvimento da tecnologia de 3DP é vista como uma solucdo
avancada para superar as limitacdes dos métodos convencionais na fabricacao
de scaffolds citados acima, o que pode levar a criacdo de suportes de matriz que
podem promover melhor a regeneracgéo de tecido funcional. Recentemente, tem
havido uma tendéncia em utilizar a 3DP como uma técnica de prototipagem
rapida para fabricar estruturas porosas em microescala com as complexidades
desejadas, permitindo uma verdadeira engenharia do scaffold (Mani et al., 2022).
Esses métodos envolvem a criacdo de objetos 3D usando uma abordagem de
deposicao camada por camada. Técnicas desse tipo tém sido empregadas com
sucesso em engenharia de tecidos para desenvolver scaffolds baseados em
materiais poliméricos duros e hidrogéis, conforme ilustrado na Figura 1 (Eltom
et al., 2019).
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Figura 1: Esquema geral do processo de fabricacdo e aplicacdo de scaffolds
por tecnologia de impressao 3D. (Adaptado de Cheng et al., 2021)

3.3 Impresséo 3D

A tecnologia de 3DP tem se mostrado uma ferramenta promissora para a
fabricacdo de scaffolds com alta precisdo e exatidao, criando estruturas 3D
biomiméticas detalhadas e precisas (Bozkurt & Karayel, 2021; Shokouhimehr et
al., 2021). Os métodos utilizados atualmente para essa finalidade envolvem um
processo camada por camada, que inclui, mas nao se limita a, impresséao direta
em 3D, modelagem por deposicdo fundida, estereolitografia e sinterizacdo a
laser seletiva. Os scaffolds produzidos por meio dessas técnicas podem variar
em tamanho, desde milimetros a nanémetros (Mani et al., 2022).

As vantagens do uso da 3DP na producdo de scaffolds incluem a
capacidade de fabricar estruturas com formas complexas capazes de imitar
MEC, criando um microambiente ideal para células se fixarem, proliferarem, se
distribuirem e se diferenciarem, com potencial para formar tecido funcional
(Celikkin et al., 2017). Aléem disso, a técnica permite a fabricacdo de scaffolds
mais precisos e complexos com menor trabalho manual, em comparagdo com
0S métodos convencionais, que geralmente envolvem processos manuais
demorados e trabalhosos (Dutta et al.,, 2017). A 3DP também oferece a
possibilidade de personalizacdo dos scaffolds para atender as necessidades
especificas de cada paciente, o que pode levar a uma maior eficacia no

tratamento de lesbes e doencgas (Shokouhimehr et al., 2021). A 3DP apresenta

23



ainda outra vantagem que é a habilidade de produzir estruturas ja embebidas
com células, fazendo com que as mesmas tenham uniforme no scaffold, fator
crucial para a regeneracdo de tecidos. No entanto, a disponibilidade de
biomateriais constituidos de hidrogéis com estabilidade e propriedades
adequadas para a 3DP de scaffolds ainda € limitada, dependendo da tecnologia
de impressao utilizada (Murphy & Atala, 2014). Embora varias tecnologias de
3DP possam imprimir o mesmo material, a composi¢cdo do material imprimivel,
conhecido como "formulacdes de tinta", pode diferir significativamente. Para ser
imprimivel, as tintas 3D devem exibir uma resposta viscoelastica bem controlada,
resistir a tensées compressivas de forcas capilares e ter encolhimento minimo
durante a secagem para evitar deformacéo ou rachaduras no objeto (Dai et al.,
2019). Além disso, o tempo de producdo pode ser maior a medida que o design
do scaffold se torna mais preciso e complexo. Contudo, a evolugdo e
aprimoramento continuo da 3DP e o uso de materiais hibridos e multiplas
tecnologias de impresséo, a producédo de scaffolds mais complexos e eficientes
pode ser alcancada (Ambrosi & Pumera, 2016).

Dentre as técnicas utilizadas, a impresséao direta em 3D é mais vantajosa
em relacdo a outras técnicas devido a sua alta preciséo e rapidez na fabricacéo
de scaffolds (Dai et al., 2019). Nessa técnica, os materiais sdo depositados
diretamente na plataforma de impressdo, sem a necessidade de preparar
camadas intermediarias. Isso permite a fabricacdo de estruturas complexas com
alta resolucao, possibilitando a producédo de scaffolds com formas variadas,
desde as simples até as mais complexas. Essas caracteristicas tornam a
impressdo direta em 3D uma técnica muito vantajosa para a producdo de
scaffolds em comparagédo com outras técnicas que podem ser mais limitadas em
termos de precisao e flexibilidade (Mandrycky et al., 2016).

Essencialmente, a 3DP de tecidos utilizando biotinta permite a fabricacao
de tecidos moles em trés dimensdes que combinam biomateriais, células vivas
e fatores de crescimento, maximizando a imitacdo das caracteristicas de tecidos
naturais. Esse método € conhecido como bioimpresséo e a tinta, nesse caso, €
chamada de biotinta. Existem quatro principais categorias de bioimpressédo 3D
de tecidos (Figura 2): Impresséao por jato de tinta, impressao assistida por laser,
impressao por extrusao e estereolitografia (W. Jia et al., 2016; Mandrycky et al.,
2016). A técnica de impressao por extrusdo € baseada na extrusdo de liquidos
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(pasta, solucédo) de uma seringa pressurizada através de uma agulha para uma
solucdo com densidade controlada. Os materiais sdo extrudados em forma de

longas linhas ou pontos para criar estruturas complexas.
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Figura 2: llustracdo esquematica das técnicas de (A) impressao por extrusao,
(B) por jato de tinta, (C) assistida por laser e (D) estereolitografia. (Adaptado de
Jang et al., 2016)

A bioimpressao permite a medicina personalizada ao aproveitar a forma
técnica do crescimento celular, utilizando a transferéncia de materiais para
desenvolver um padréo biolégico e montagem de materiais relevantes, células,
moléculas, tecidos e biomateriais biodegradaveis com uma estrutura prescrita
para alcancar algumas fungdes bioldgicas (Eltom et al., 2019). Existem dois tipos
de bioimpresséo: construcdes acelulares e celulares. A bioimpressao acelular
envolve a producdo do biomaterial como scaffold sem o uso de células vivas
durante o processo de impressdao. Em contraste, a bioimpresséo celular integra
células vivas e outros bioagentes com o material durante a produgéo para
fabricar construcdes de tecido vivo. As condi¢des e a otimizagc&do dos parametros
na construgao dessas constru¢des variam dependendo da presencga ou auséncia

de células vivas e substancias bioldgicas. A bioimpresséao acelular pode oferecer
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maior complexidade e precisao de forma do que a celular, devido a condi¢des
de fabricacdo menos restritivas (Tallapaneni et al., 2021).

Os polimeros representam uma importante categoria de materiais com
potencial para uso na bioimpressdo 3D de scaffolds para engenharia de tecidos.
Os materiais depositados para a formacao do scaffold podem ser reticulados ou
polimerizados por meio de calor, luz ultravioleta ou solucbes aglutinantes.
Utilizando essa tecnologia, hidrogéis impressos podem ser preparados para
engenharia de tecidos otimizados conforme necessério (Mani et al., 2022). Além
disso, uma abordagem promissora é o uso de biotintas, que sao formulacdes
especificas contendo ou nao células vivas, biomateriais e outros componentes
necessarios para o processo. O desenvolvimento de biotintas adequadas €
essencial para o sucesso da bioimpressao, garantindo propriedades fisico-
quimicas adequadas, biocompatibilidade, atendendo as necessidades
especificas de cada aplicacdo (Gungor-Ozkerim et al., 2018). Por exemplo,
Mohan et al. (2020) desenvolveram scaffolds acelulares com morfologia
espacialmente estruturada, macroporos e microporos interconectados, utilizando
uma combinacao de técnicas de 3DP direta e liofilizagdo (Figura 3). A biotinta
utilizada foi a base de CMC e celulose nanofibrilada (CNF). O scaffold pos
liofilizado foi submetido a um tratamento de desidrotermia, no qual aumentou
significativamente a dureza superficial, 0 médulo de indentacao, a resisténcia a
compresséo e a estabilidade dimensional dos scaffolds, em comparacdo com
materiais ndo tratados. Vale ressaltar que ndo foram observadas diferencas nos
espectros de caracterizacdo quimica, sugerindo que o aumento das
propriedades mecanicas e da estabilidade dimensional € baseado na reticulacédo
fisica de grupos funcionais na interface entre CMC e CNF. Os scaffolds
reticulados apresentaram alta proliferacdo, viabilidade e adesédo de células
osteoblasticas derivadas de tecido 6sseo humano. Além disso, ndo houve a
necessidade de quaisquer reticulantes adicionais, tornando os scaffolds

degradaveis e atraentes para regeneracao de tecido 6sseo (Mohan et al., 2020).
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Figura 3: Esquema do desenvolvimento de bioscaffolds 3D autbnomos e sua
morfologia macroporosa e microporosa interconectada a partir da biotinta de
CMC contendo CNF. (Adaptado de Mohan et al., 2020)

3.4 Biotintas

As biotintas desempenham um papel fundamental na bioimpresséo,
oferecendo um ambiente propicio para o desenvolvimento de células vivas.
Essas biotintas consistem em materiais biocompativeis que protegem as células
do estresse durante o processo de impresséo (Zennifer et al., 2021). Embora a
presenca de células seja comum na composi¢do das biotintas, é importante
destacar que nem todas as biotintas precisam necessariamente conter células
incorporadas. Em alguns casos, as biotintas podem ser compostas apenas por
biomateriais que fornecem suporte estrutural e propriedades bioativas,
permitindo a posterior incorporacéo de células apos a impressao (Donderwinkel
et al., 2017).

As biotintas podem ser compostas por polimeros naturais, sintéticos ou
hibridos, com requisitos fundamentais. Os requisitos bioldgicos de uma biotinta
ideal incluem biocompatibilidade, biodegradabilidade e citocompatibilidade, que
incluem adesé&o celular, viabilidade, migracdo, proliferacdo, diferenciagédo e
maturacdo. A escolha das biotintas deve ser baseada em propriedades fisico-
quimicas adequadas, como viscosidade, tensdo superficial e concentragéo (W.
Sun et al., 2020).

Ao utilizar a impressao baseada em extrusao, as biotintas devem possuir
caracteristicas viscoelasticas e de cisalhamento, para que os scaffolds possam
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ser impressos com uma melhor resolucéo, integridade mecanica e com alta
capacidade e fidelidade de impressdo. A biotinta também deve endurecer
imediatamente apds a impressdo de maneira citocompativel para formar um
complexo estruturalmente estavel com integridade mecénica. Essa transicéo sol-
gel instantanea in situ melhora a estabilidade mecéanica, mantendo o tamanho e
a forma da construcéo impressa (W. Sun et al., 2020). A resisténcia mecanica
da construcdo também depende da porosidade do suporte e de sua
interconectividade, o que ajuda na troca de nutrientes e gases necessarios para
a sobrevivéncia e maturacao celular (Hospodiuk et al., 2017). Por fim, é preferivel
que a estrutura do suporte deve ser degradada pelo corpo para permitir a
integracdo de novos tecidos (Yue et al.,, 2016). O processo de impressao
baseada em extrusdo envolve 0 uso de um sistema pneumatico pressurizado
que empurra a biotinta através da agulha. No entanto, este método tem uma
desvantagem para biotintas celulares, ja que o estresse de cisalhamento criado
pelos bicos de tamanhos variados pode ter um efeito prejudicial na viabilidade
das células que estdo sendo impressas (W. Sun et al., 2020).

Existem quatro principais tipos de materiais utilizados como biotintas:
hidrogéis, microcarregadores, agregados de células e componentes de matriz
descelularizada (Dzobo et al., 2019; Ozbolat & Hospodiuk, 2016). Os hidrogéis
sdo frequentemente usados como biotintas. A natureza hidrofilica desses
polimeros permite que o gel inche em um ambiente com alto teor de agua,
proporcionando suporte estrutural para as células e permitindo a encapsulacao
celular em 3D quando ocorre a gelificacdo do hidrogel (Munaz et al., 2018). No
entanto, uma desvantagem dos hidrogéis é sua fraca resisténcia mecénica, o
que pode afetar a forma e a funcdo do objeto impresso, dependendo da
aplicacdo (Donderwinkel et al., 2017). O sucesso da impressao depende
principalmente das propriedades reoldgicas do hidrogel e do método de
reticulacéo utilizado, que pode ser fisico ou quimico. No caso de biotintas a base
de polissacarideos a reticulacao pode ser feita, por exemplo, utilizando agentes
de reticulagdo como o CaClz, luz UV, glutaraldeido e o acido citrico (AC)
(Chimene et al., 2020; Ji et al., 2020; Piola et al., 2022; Schmid et al., 2022;
Zamboulis et al., 2022). O AC, por sua vez, € uma substancia organica nao téxica
para produzir scaffolds reticulados (Stiglic et al., 2022). Seu processo de

s

reticulacdo é realizado através de um tratamento térmico conhecido como
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desidrotermal (DHT, do inglés dry heating treatment) em um estado seco. Nesse
meétodo, o scaffold é exposto a temperaturas elevadas sem a presenca de agua.
O calor desencadeia uma reacdo de reticulacdo aonde ocorre a reacao com
grupos funcionais presentes nos polimeros do scaffold, como hidroxilas,
carboxilas ou grupos aminos, formando liga¢cdes covalentes entre as cadeias
poliméricas (Figura 4). O uso do AC tem como principal vantagem sua
biocompatibilidade, carater ndo toxico e origem organica. Além de sua
abordagem simples e eficiente para obter a reticulacdo pelo método DHT,
eliminando a necessidade de utilizar produtos quimicos adicionais ou realizar
etapas de processamento complexas (Lim, 2022). Além desses aspectos
mencionados acima, varias propriedades, como fracéo gel, viscosidade, calibre
da agulha, estresse de cisalhamento, propriedades da rede e tempo de
fabricacdo, também afetam a printabilidade e a sobrevivéncia celular (Kyle et al.,
2017).
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Figura 4: Mecanismo de reacao de reticulacdo de cadeias de St com AC.
(Uliniuc et al., 2013)

A CMC e o St sdo dois exemplos de polimeros comumente usados na
formulacdo de biotintas (Habib et al.,, 2018; Kyle et al., 2017). A CMC é um
polissacarideo derivado da celulose, que € sollvel em agua e forma um hidrogel

guando em contato com liquidos. Essa propriedade torna a CMC uma escolha
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popular para a formulagéo de biotintas, pois ajuda a criar uma estrutura suporte
onde consegue manter as células no lugar durante o processo de impresséo e
pos impressdo (Maver et al., 2020). Ja o St € outro polissacarideo encontrado
em plantas e sementes, que também pode ser utilizado na formulacdo de
biotintas. O St tem propriedades hidrofilicas que ajudam a aumentar a
viscosidade da biotinta, o que pode melhorar a capacidade de impressao da
biotinta e a retencdo das células (Butler et al., 2020). Além disso, tanto a CMC
quanto o St sdo materiais biocompativeis, o que significa que eles sdo menos
propensos a causar uma resposta imune negativa ou a morte celular,
principalmente quando aliados a biomoléculas e/ou fatores de crescimento
celular. Ambos esses polissacarideos também podem ser modificados
quimicamente para ajustar suas propriedades fisicas e quimicas para se
adequarem melhor a finalidade desejada (Cochis et al., 2018; Mancha Sanchez
et al., 2020).

3.5 Carboximetilcelulose (CMC)

Nos ultimos anos, os polissacarideos naturais tém se tornado um tema de
grande interesse entre 0s pesquisadores devido as suas propriedades
desejaveis, incluindo biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade,
boa formacdo de gel e estabilidade pés-impressdao (Kanwar &
Vijayavenkataraman, 2021). Cientistas tém estudado a bioatividade e
biocompatibilidade de muitos tipos diferentes de polissacarideos, como a
quitosana, dextrana, &cido hialurénico, celulose, alginato e goma xantana. A
celulose € o polimero natural mais abundante e renovavel da Terra, composto
por glicose, e € amplamente utilizado em diversas aplicacdes industriais e
biomédicas. Trata-se de um polissacarideo linear que fornece suporte mecanico
as ceélulas de plantas, bactérias, algas e fungos, sendo um componente estrutural
essencial (Xie et al., 2018; Zennifer et al., 2021). A celulose possui uma estrutura
guimica composta por uma unidade anidra de moléculas de D-glicose ligadas
por ligages glicosidicas do tipo B(1,4) (Figura 5). O carbono anomérico néo
redutor (C1) é encontrado em uma das extremidades da cadeia, enquanto a
forma hemiacetal redutora da D-glicopiranose (C4) é localizada na outra

extremidade. A ligacdo B faz com que a cadeia de celulose gire 180 graus,
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resultando em trés grupos —OH reativos (posi¢des C6, C2 e C3) em uma Unica
unidade de glicose que podem formar fortes ligacdes de hidrogénio

intermoleculares com cadeias adjacentes (Dai et al., 2019; Heinze et al., 2018).

OH
)
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Figura 5: Representacdo da estrutura da celulose.

As fortes ligacbes de hidrogénio intermoleculares entre as fibrilas
individuais de celulose permitem que ela seja semicristalina, rigida e insoluvel
em agua, formando longas fibras paralelas. No entanto, as modificacdes
quimicas dos grupos hidroxila na celulose demonstraram aumentar
significativamente sua solubilidade, tornando-a mais versatil para varias
aplicacbes. Além disso, essas modificacdes tém sido eficazes na melhoria do
processamento e manuseio da celulose, permitindo sua adaptacdo para
aplicacdes especificas (Chen et al.,, 2018). CMC é um derivado da celulose
obtido por meio de modificacdo quimica. O CMC pode ser produzido por métodos
de sintese simples e com matérias-primas acessiveis, o que € a principal razdo
para o grande potencial de mercado em larga escala do CMC em comparacao
com outros derivados da celulose. A modificacdo da CMC consisti na
substituicdo do grupo hidroxila nas cadeias de glicopiranose da celulose por
grupos carboximetil (-CH2COO"), conforme a Figura 6 (Roy et al., 2018). A
presenca desses grupos confere ao CMC diversas propriedades notaveis, como
alta hidrofilicidade, boas propriedades mecanicas, capacidade de formacéo de
hidrogéis controlados quimicamente e biocompatibilidade. Por conta dessas
caracteristicas, o CMC ¢é bastante utilizado nessa categoria de materiais
(Zennifer et al., 2021). Devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, a
CMC tem sido proposta para varias aplicagbes na area da bioquimica. Além
disso, o CMC pode ser facilmente reticulado e convertido em hidrogéis usando
varios métodos fisicos e quimicos, tornando-a um material promissor para

biotintas em aplicacdes na engenharia de tecidos. Muitas pesquisas tém se
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concentrado na sintese de tintas CMC buscando boa estabilidade e eficiéncia

durante e ap0s a impressao (Mallakpour et al., 2021; Zennifer et al., 2021).

OR
OR 0

2 C T \)J\
RO @) '0) R=H ou o Na+

OR

\

OR 1

Figura 6: Representacéo da estrutura da CMC.

3.6 Amido (St)

O St é o principal polissacarideo de reserva das plantas, que se apresenta
na forma de granulos discretos de amilose e amilopectina. A amilose é um
polimero linear que compde de 20 a 30% do granulo de St. O teor de amilose no
St de milho, por exemplo, varia de 25 a 28% em diferentes gendétipos. (Apriyanto
et al., 2022). O St é composto por cadeias longas de unidades de D-glicose
unidas por ligagées a(1,4), com um grau de polimerizacédo que varia de 3x10? a
1x10%. Ele é encontrado na forma de granulos de amilose e amilopectina (Figura
7). A amilopectina € uma molécula ramificada, que compde 70-80% do granulo,
com cadeias de glicose unidas por ligacdes do tipo a(1,4) e ligacdes pB(1,6), com
um grau de polimerizacédo de cerca de 108. Quando aquecido na presenca de
agua, o St passa pelo processo de gelatinizacdo, no qual os granulos incham, a
amilopectina é liberada e h& perda de birrefringéncia (Palanisamy et al., 2020).

As propriedades do St dependem de caracteristicas fisicas e quimicas,
como tamanho e distribuicdo do granulo e relacdo amilose/amilopectina. O
conteudo de amilose no St varia dependendo da fonte botanica, bem como das
condicdes climaticas e do tipo de solo durante o crescimento. Por isso, é evidente
gue as exigéncias das propriedades do St sdo muito diferentes para diversas
aplicacfes (Ogunsona et al., 2018). As propriedades fisico-quimicas dos amidos
nativos, em muitos casos, ndo séo ideais para processamento adicional, e
esforcos sdo necessarios para adapta-los para uso industrial especifico. Os
granulos de St nativos sédo insoluveis em agua, em grande parte inertes e,

também, resistentes a hidrélise enziméatica. Eles também tendem a ser bastante
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retrogradados em relacdo as mudancas de pH, temperatura e forcas de
cisalhamento. Assim, frequentemente é necessario modificar o St para melhores

caracteristicas fisicas e funcionais (Siroha et al., 2019).

Amilopectina Amilose

HO—CH» HO—CH, OH L OH " J300-g00 OH
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Figura 7: Estrutura quimica do amido de milho constituindo os polimeros
naturais amilopectina e amilose. A amilopectina € um polimero ramificado,
enquanto a amilose é um polimero linear formando uma hélice.

Diferentes técnicas sdo utilizadas para a modificacdo do St, incluindo
métodos quimicos, fisicos, enziméticos e genéticos, seja individualmente ou em
combinacado. As modificagfes fisicas tém sido amplamente exploradas devido a
sua simplicidade, sustentabilidade ambiental e auséncia de uso de produtos
quimicos (Q. Wang et al., 2020). A pré-gelatinizacdo € um dos métodos de
modificacao fisica mais comumente utilizados que pode melhorar a absor¢éo e
capacidade de expansao do St em agua fria, resultando em maior viscosidade e
propriedades espessantes do sistema (H. Ma et al., 2022).

A técnica de pré-gelatinizacdo € um tipo de modificacéo fisica em Amidos,
realizada através de aquecimento e cisalhamento mecéanico. A modificacao pré-
gelatinizada € obtida através do aquecimento adequado, seguido de secagem e
moagem. O objetivo € produzir o St com solubilidade instantanea em agua fria e
capacidade de espessamento/gelificacédo (He et al., 2020). O St pré-gelatinizado,
também conhecido como St "instantaneo”, pode ser dissolvido em agua em

temperaturas abaixo da gelatinizagdo dos Amidos nativos (Hong & Liu, 2018). A
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propriedade de intumescimento é um parametro importante das propriedades de
hidratacdo do St, que é significativamente afetado pela interacdo entre as
cadeias de St amorfo e cristalino. Durante a gelatinizacdo, a estrutura cristalina
do St é interrompida devido a quebra de ligacbes de hidrogénio inter e
intramoleculares, resultando em mudancgas na capacidade de ligacdo do St com
a agua (Ye et al., 2018). O St pré-gelatinizado tem poder de intumescimento e
solubilidade significativamente maiores em agua fria do que o St nativo. Isso
pode ser porque o processo de pré-gelatinizacdo leva ao enfraquecimento de
ligacbes de hidrogénio intramoleculares e a diminuicdo da interacdo entre
moléculas de amilose e amilopectina e entre cadeias de amilopectina. Contudo,
o St pré-gelatinizado, como um tipo de St fisicamente modificado, é considerado
seguro e ecologicamente correto, tornando-o mais facilmente aceito.
Consequentemente, o uso de St pré-gelatinizado em scaffolds apresentam um
grande potencial na pesquisa (dos Santos et al., 2019).

Os biomateriais derivados de St tém sido propostos como uma alternativa
viadvel para aplicag6es biomédicas, incluindo o uso como scaffolds para cultivo
celular. At¢ o momento, o amido tem sido principalmente explorado como
material biomédico em sistemas de liberacdo de medicamentos e na fabricacao
de hidrogéis. Dentre as diversas aplicacbes do St, pesquisas demonstram um
potencial para o desenvolvimento de scaffolds para engenharia de tecidos.
Assim como a maioria dos polimeros naturais, o St pode orientar o crescimento
e desenvolvimento celular devido a sua estrutura altamente organizada (Omedi
et al., 2019). O St apresenta propriedades reoldgicas Unicas que o tornam um
material adequado para o desenvolvimento de biotintas usadas na 3DP. As
propriedades das tintas de St tém mostrado potencial para esse fim devido ao
seu comportamento pseudoplastico. Esse comportamento permite que elas
fluam através de uma ponteira sob pressdo, mas se solidifiquem quando a
pressdo é removida. Além disso, as propriedades de impressdo e a taxa de
degradacdo das biotintas contendo St, resultam em um aumento na
concentragéo de glicose no meio de cultura. A glicose é uma fonte priméria de
energia para as células neuronais e um aumento na sua concentragdo pode
promover o crescimento celular (Ye et al., 2016). Contudo, as propriedades dos
materiais a base de Stimpressos em 3D nem sempre atenderam as expectativas

(Kyle et al., 2017). Por exemplo, as tintas a base de St muitas vezes tém baixa
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resisténcia ao calor, presséo e corte, e tendem a sofrer retrogradacdo durante o
armazenamento, caracteristicas indesejaveis para muitas aplicacdes industriais.
Além disso, as propriedades dos materiais a base de St impressos em 3D sao
altamente sensiveis aos procedimentos de processamento, incluindo tipos de
impressora 3D, parametros de operagédo da impressora, formulagdes de tinta e
condicbes ambientais. Por esta razdo, pesquisadores tém investigado métodos
para superar esses desafios. Estudos preliminares mostram que a utilizagdo do
St na preparagéo de scaffolds requerem a utilizagdo de outros materiais para
melhorar as propriedades mecéanicas e quimicas desses suportes (Koski et al.,
2018). Neste caso, 0 uso da CMC pode trazer estabilidade e printabilidade as

biotintas compostas destes dois polimeros.
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4. Materiais e Métodos
4.1 Reagentes

— Carboximetilcelulose (CMC) com grau de substituicdo igual a 0,5 (P.A., Synth,
Brasil);

— Amido pré-gelatinizado de milho (doado pelo LabGraos/UFPel);

— Acido citrico (P.A., Synth, Brasil);

— Solugéo tampao fosfato salina (PBS) pH 7,4 (P.A., Synth, Brasil);

— Cloreto de sadio (NaCl) (P.A., Synth, Brasil);

— Acido cloridrico 37% (HCI) (P.A., Synth, Brasil);

— Hidroxido de Sodio (NaOH) (P.A., Synth, Brasil);

— Dulbecco’s Maodified Eagle Medium (DMEM) (P.A., Sigma-Aldrich, Brasil).

4.2 Procedimentos experimentais
4.2.1 Preparo e caracterizacao das biotintas CMC/St

Dispersdes aquosas de CMC/St em propor¢cdes massicas diferentes
(Tabela 1) foram preparadas misturando manualmente em um almofariz os
polimeros com agua (10 mL). Essas dispersfes foram termicamente tratadas a
120 °C por 20 min. ApGs uma avaliacdo preliminar, apenas a dispersdo da
entrada 5 (Tabela 1) foi selecionada para posterior aditivacdo com o AC
(reticulante). Nesse caso, as quantidades de AC adicionadas a dispersdo
CMC/sSt selecionada séo descritas na Tabela 2.

A viscosidade das dispersdes de CMC/St (com e sem AC) foram
caracterizadas, em triplicata, usando um reémetro rotativo Brookfield RST-CPS
(Brookfield Engineering, EUA) equipado com um rotor (spindle) S-25. O reGmetro
foi acoplado a um controlador de temperatura Peltier PTR-I, no qual fixou-se a
temperatura em 22 °C utilizada na impresséo. A viscosidade de cada dispersao
foi registrada variando livremente a tenséo de cisalhamento e fixando a taxa de
cisalhamento em 3 Hz. Esse ultimo parametro foi fixado para simular as
condicbes de impressdo utilizadas. A printabilidade (parametro qualitativo
relacionado a qualidade do filamento impresso) das dispersdes preparadas
também foi avaliada usando o teste de queda de filamento e o teste de geometria
da forma dos poros (Gillispie et al., 2020; Paxton et al., 2017).
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4.2.2 Impressao dos hidrogéis CMC/St

Inicialmente, o projeto do hidrogel foi criado utilizando o software Slic3r
em um arquivo CAD e, em seguida, convertido para o formato STL, 0 que
possibilitou a separacdo da estrutura em camadas para a impressao 3D. Essa
etapa de fatiamento foi realizada atravées do software grafico Prontface, conforme

mostrado no Esquema 1.

Modulagem Software de Bioimpressao da
computacional fatiamento estrutura

Estrutura impressa

Formato STL Formato GCODE

Esquema 1: Etapas envolvidas no processo de bioimpresséo 3D.

As biotintas CMC/St estéreis imediatamente apds a incorporacédo do AC
foram depositadas em seringas de impressao de 5 mL e extrusadas a 22 °C
através de uma agulha conica 22G (0,41 mm de diametro interno) a uma taxa de
alimentacéo de 30% e velocidade de deposi¢do de 30% em relacdo ao projeto.
Os hidrogeéis foram fabricados em formato cilindrico, com 6 camadas, medindo
17,62 mm de diametro e 3,48 mm de altura. Essas impressdes foram realizadas
em um padrdo hachurado de 90°, utilizando uma impressora 3D GENESIS
(3DBS, Brasil). Imediatamente apds a impressao, os hidrogéis foram congelados
a -20 °C em um freezer e liofilizados por 24 h & -55 °C (Liofilizador LS 3000 B,
TERRONI, Brasil). Os hidrogéis liofilizados foram entdo reticulados por
tratamento térmico a 120 °C por 7 min e armazenados a temperatura ambiente
(Figura 8).
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Dispersao CMC/St Incorporagao AC Biotinta CMC/St CMC/St Lio

"CMC/St-PRP Adsorgao em PRP CMC/St Reticulacio (120 °C)

Figura 8: Fluxograma de trabalho.

4.2.3 Preparo do PRP

Para a obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP), foi seguido o
protocolo descrito por Vendramin et al. (2006), com modificacdes.
Resumidamente, foi coletada uma quantidade variavel (a depender do volume
final desejado de PRP) de sangue, armazenados em tubos contendo o
anticoagulante citrato de sddio. Apds a coleta, ocorre uma primeira centrifugacao
em 400 rpm por 10 min, onde ha a separacdo do sangue em 3 partes: Plasma
(que contém pouca quantidade de plaquetas), interfase (que contém células
nucleadas e a maior quantidade de plaguetas) e a porcédo vermelha do sangue,
composta majoritariamente de eritrécitos. Aspira-se a totalidade das duas
primeiras fases e transfere-se o material a um tubo conico tipo Falcon, o qual
uma quantidade pequena de eritrocitos acaba por ser aspirado juntamente com
as duas primeiras fases por conta do processo manual de aspiracao,
caracterizando a cor vermelha do PRP. Apds, uma segunda centrifugacdo, que
se da em 800 rpm, acaba formando novamente as 3 fases, porém formando um
bot&o eritrocitario no fundo do tubo, e uma porcéo grande de plasma, chamado
de plasma pobre em plaquetas. Desse plasma, é retirado em torno de 2/3 do
volume total, sendo suspendido através de agitacdo manual (vortex), o volume

final de plasma, obtendo-se o PRP (Vendramin et al., 2006).
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4.2.4 Preparo dos hidrogéis CMC/St carregados com PRP

Os hidrogéis CMC/St impressos foram colocados individualmente em
placas de 24 pocos e incubados com 1,5 mL de PRP (277x10° plaquetas/pL)
ativado por 30 min (tempo estabelecido apos testes posteriores) a 22 °C. As

amostras CMC/St-PRP foram usados imediatamente apos a preparacao.

4.3 Caracterizacdo dos hidrogéis

4.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Espectros de FTIR foram obtidos utilizando um equipamento da marca
Shimadzu, modelo IR-Affinity-1 (Japdo). Para as analises, foram preparadas
pastilhas contendo as amostras solidas previamente trituradas e misturadas a
KBr anidro. As andlises foram realizadas em um intervalo de comprimento de
onda de 450 a 3800 cm™ com uma resolucéo de 2,0 cm™ e 128 varreduras por

amostra.

4.3.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A avaliagdo morfologica das amostras CMC/St Lio, CMC/St e CMC/St-
PRP foram realizadas a partir de imagens obtidas com auxilio de um MEV da
marca JEOL, modelo JSM-6610LV (EUA). Para obter as imagens, a porcéo
superficial de cada amostra fraturada (utilizando Nz()) foi primeiramente revestida
com uma fina camada de Au utilizando um metalizador DentonVacuum, modelo
Desky (EUA). Posteriormente, as imagens foram capturadas a partir das regides
de superficie e de fratura das amostras com uma aceleragéo potencial de 15 kV.

Essas andlises e procedimentos foram feitos no CEME-Sul da FURG.

4.3.3 Analise termogravimétricas (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas no equipamento
SDT Q600, da marca TA Instruments, modelo TA60 (EUA) em uma faixa de
temperatura de 30 a 500 °C, sob um fluxo de N2 de 20 mL/min, a uma taxa de
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aquecimento de 10 °C/min. Amostras com peso de 4,0 mg foram pesadas

previamente e, entdo, colocadas em um portador de amostras de platina.

4.3.4 Analises de propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas dos hidrogéis CMC/St e CMC/St-PRP foram
investigadas utilizando um Texturémetro TA. XT Plus Extra Lab (Reino Unido).
Essas andlises foram feitas no modo compresséo, utilizando as seguintes
condicbes: Velocidade pré-teste: 2 mm/s; velocidade teste: 0,5 mm/s; e até a
deformacgéo: 129%. As amostras de CMC/St possuiam formato cilindrico com
dimensdes de 20,6 x 3,6 mm (diametro x altura). J& as amostras CMC/St-PRP
tinham dimensdes de 20,4 x 3,7 mm. Para cada hidrogel um total de 3 corpos de
prova foram avaliados.

Foi realizada uma regressao linear nessa fracéo, resultando no célculo do
mobdulo de elasticidade (E), que é determinado pelo angulo dessa reta. A
densidade de reticulacéo foi calculada usando a Equacéao 1, conforme descrito
no trabalho de (Chung & Washburn, 2012).

o E
~ 3kgT 1)

Onde, N (1/m?3) é a densidade efetiva de reticulacéo, E (kPa) é o modulo
de elasticidade, ks (J/K) é a constante de Boltzmann e T (K) é a temperatura

absoluta.

4.3.5 Grau de intumescimento

A capacidade de intumescimento dos hidrogéis CMC/St foram avaliadas
utiizando PBS, DMEM e PRP. Para isso, as amostras foram colocadas
individualmente em placas de 24 pocos contendo 1,5 mL de PBS (pH 7,4),
DMEM (1 % m/v) ou PRP ativado (277x10° plaguetas/pL) e incubadas a 37 °C
por 12 h. Em tempos pré-estabelecidos, os hidrogéis foram retirados da solucéo,
0 excesso de fluido foi removido cuidadosamente e o0 peso e as dimensdes de

cada amostra foram registrados usando uma balanca analitica e um paquimetro,
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respectivamente. O procedimento experimental foi realizado em triplicata para
cada amostra. A partir das massas em funcdo do tempo, o grau de

intumescimento foi calculado utilizando a Equacéao 2.

m,, —m
Grau de intumescimento (%) = Wm—d x 100 (2)
d

Onde, mq (g) é a massa do hidrogel seco e my (g) @ massa do hidrogel

intumescido em um intervalo de tempo t.

4.3.6 Estabilidade

A estabilidade das amostras de hidrogel fabricadas foi avaliada a partir da
perda de massa das mesmas apos incubacdo em tampao PBS (pH 7,4). Para
isso, um hidrogel completo, impresso com um peso de 80 mg, foi submerso no
meio de incubacdo e mantido a uma temperatura de 37 °C por até 21 dias. ApGs
esse periodo, as amostras foram recuperadas, lavadas com agua destilada,
liofilizadas e pesadas novamente. O percentual de perda de massa foi calculado

utilizando a Equacéo (3):

Perda de massa (%) = %

i

x 100 (3)

onde ms e m; sédo os valores de massa das amostras ap0és e antes da incubacéo

em PBS. Esse experimento foi realizado em triplicata.

4.3.7 Teste do iodo

Para o teste do iodo, primeiramente, os hidrogéis CMC/St Lio e CMC/St
intumescidos foram submetidos a um processo de desidratacdo/intumescimento
usando agua e etanol como solventes. Em seguida, os hidrogéis desidratados

foram imersos em uma solucéo alcodlica de iodo com concentracdo de 0,1
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mmol/L a uma temperatura de 25 °C até que ocorresse a desidratacdo completa.
Durante esse processo, foi observado que a amostras encolheram e adquiriram
uma coloracdo marrom, indicando a absorcao de iodo pelas matrizes de hidrogel.
Posteriormente, os hidrogéis desidratado foram imersos em agua para serem re-
intumescidos. Apos cerca de 12 h, os hidrogéis foram observados e fotografados
em suas respectivas solucdes a fim de avaliar o seu comportamento e a

distribuicdo do St em suas matrizes.
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5. Resultados e discusséao
5.1 Caracterizagdo da biotinta CMC/St

Nesse trabalho foram fabricados hidrogéis por 3DP utilizando uma biotinta
de CMC/St. A CMC foi selecionada devido a sua habilidade de gerar
tintas/biotintas passiveis de impressdo e de suas propriedades bioativas,
incluindo a capacidade de promover a migracéo celular (Singh & Ramakrishna,
2017). Tais caracteristicas séo interessantes considerando a possivel aplicacao
dos hidrogéis fabricados como scaffolds. JA o St foi escolhido pois esse
apresenta biocompatibilidade, facilidade de processamento e ajuste da rigidez
mecanica tanto da biotinta quando da matriz de hidrogel. Além disso, o ajuste da
rigidez mecanica oferecem um suporte adequado para o crescimento e
diferenciacéo celular (Zhuang et al., 2021). Dentre os parametros relevantes a
presente proposta, temos o grau de substituicdo (DS) da CMC, o qual influéncia
diretamente as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da biotinta (Shui et al.,
2017; Zennifer et al., 2021). O grau de substituicdo estd intrinsecamente
relacionado a proporcéo de grupos carboximetilado ancorados nas unidades de
glicose presentes na CMC, exercendo uma influéncia significativa sobre a
estrutura, rigidez e bioatividade desses compostos (X. Zhu et al., 2021). No
presente estudo, utilizou-se uma CMC com DS igual a 0,5.

Como primeira etapa, foram realizados estudos para avaliar a
concentracéo e propor¢ao dos polissacarideos CMC/St na biotinta considerando
parametros como extrudabilidade, fidelidade no formato do filamento e
reprodutibilidade. O conjunto desses parametros foi utilizado para definir
qualitativamente a printabilidade das biotintas. Dentre as varias amostras
testadas, a biotinta com composicao descrita na entrada 5 da Tabela 1 foi a Unica
selecionada para o uso posterior devido a sua excelente capacidade de
impressdo. E importante destacar que as biotintas com concentracdes mais
elevadas de CMC/St, ou seja, com maior viscosidade, apresentaram
desempenho semelhante, porém exigiram maior tempo e pressao de extrusao,

chegando ao limite da capacidade da impressora utilizada.
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Tabela 1: Avaliacdo da capacidade de impressao proporcional ao polimero.

Entrada Quantidade Quantidade Razdo CMC/St  Printabilidade
CMC (%) (m/v) St (%) (m/v)

1 4,0 0,0 1:0 N&o adequada
2 2,0 5,0 1:2,5 N&o adequada
3 1,2 7,0 1:5,8 N&o adequada
4 2,8 3,0 1:1,1 N&o adequada
5 3,5 3,0 1:0,8 Adequada
6 4,2 3,0 1:0,7 Adequada

A selegdo de materiais com alta printabilidade desempenha um papel
crucial no éxito da 3DP, uma vez que impacta diretamente na qualidade e nas
propriedades finais dos hidrogéis. Materiais com boa printabilidade devem exibir
caracteristicas como viscosidade apropriada para a extrusdo, capacidade de
manter a forma desejada apds a deposicdo, aderéncia adequada entre as
camadas impressas e estabilidade estrutural durante todo o processo de
impressao (Kyle et al., 2017; Naghieh & Chen, 2021). Ap0s a etapa de
impressdo, os materiais fabricados foram liofilizados, visando preservar sua
estrutura 3D enquanto a agua era removida. Posteriormente, os hidrogéis foram
reticulados para aumentar sua resisténcia mecanica. O AC foi selecionado como
um agente de reticulacéo, considerado seguro e ecologicamente correto, capaz
de modular a integridade do hidrogéis (Stiglic et al., 2022). Dessa forma,
diferentes quantidades de AC (Tabela 2) foram adicionadas a biotinta de

composicao igual a entrada 5 da Tabela 1.

Tabela 2: Avaliacdo da quantidade de AC, printabilidade e propriedades dos
scaffolds apds a impressao.
Quantidade de AC (%)

Entrada (i) Printabilidade Forma e estrutura
1 0 Adequada Sem fidelidade de forma
2 15 Adequada Muito boa
3 20 Adequada Sem fidelidade de forma
4 25 N&o adequada -

a Percentual em relagcdo a massa total de CMC/St na biotinta.
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Os parametros de design do hidrogel foram predefinidos no software
Slic3r no formato SLT, apos a realizacdo de testes que levaram a selecdo do
design mais adequado. Nesse processo, foram estabelecidos o espacamento
entre os filamentos, a orientacdo dos mesmos e a espessura da camada. A
biotinta foi caracterizada em termos de seu comportamento de fluxo e
propriedades fisicas. Por fim, os parametros do processo de impressédo, como
altura da seringa em relacdo a mesa, temperatura, taxa de fluxo e velocidade,
foram determinados experimentalmente, levando em consideracao
simultaneamente os parametros relacionados ao desenho do hidrogel. O
mecanismo de reticulacao utilizando AC foi estudado apds a etapa de impressao,
uma vez que ocorre posteriormente a deposicdo do material (Naghieh & Chen,
2021).

Os testes preliminares desempenham um papel importante na avaliacao
da capacidade de impressdo da biotinta, atendendo a dois requisitos
fundamentais para a bioimpressdo por extrusdo. O primeiro requisito € a
capacidade da biotinta em formar filamentos cilindricos consistentes, garantindo
a deposicao precisa do material. O segundo requisito é a habilidade de empilhar
camadas sucessivas para formar estruturas coerentes, onde a primeira camada
desempenha um papel crucial, exigindo fidelidade de forma e estabilidade.
Esses testes preliminares fornecem uma avaliagdo rapida e eficaz da
capacidade da biotinta de atender a esses requisitos, sendo essenciais para o
sucesso da bioimpressao por extrusao (Paxton et al., 2017). Conforme ilustrado
na Figura 9, a adicdo de 15% (m/m) de AC a composicao da biotinta resultou na
fabricacdo de hidrogéis com uma estrutura claramente definida nas 6 camadas
impressas, alta precisdo de impressdo e uma altura ilimitada dentro dos
parametros de teste. Ja os testes de queda do filamento demostraram que a
biotinta com 15% (m/m) de AC possui caracteristicas de gel adequadas ap6s a
extrusdo, produzindo um filamento consistente, continuo e com uma
extremidade lisa no bocal da seringa. No entanto, a medida que a concentracao
de AC aumentou (> 20% m/m), foi observado uma excessiva gelatinizacéo,
resultando na formacao de goticulas na ponta do bocal da seringa e impedindo
a formacdo de um filamento continuo. Como resultado, a formacdo de
macroporos entre as camadas ndo pbéde ser observada, uma vez que 0sS

filamentos se fundiam a mesa de impressdo, perdendo sua estrutura e
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colapsando (Figura 10). Essa mesma observacéo foi feita para a amostra
fabricada com a biotinta sem AC. No entanto, foi observado um leve colapso na
estrutura durante a impressdo, mesmo sendo possivel realizar a impresséo
completa (Figura 11). Comparando as biotintas com 0 e 15% (m/m) de AC fica
evidente que a adicdo do reticulante é essencial ndo apenas para a reticulacao
do material apos a liofilizac&o. A reticulacéo confere estabilidade para aplicacdes
futuras, mas também é fundamental para obter as propriedades ideais de

Impresséo da biotinta.

Figura 9: Teste de filamento para as biotintas aditivadas com 0% (a), 15% (b),
20% (c) e 25% (d) (m/m) de AC.

Figura 10: Avaliacao da primeira camada impressa com as biotintas aditivadas
com 0% (a), 15% (b), 20% (c) e 25% (d) (m/m) de AC.
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Figura 11: Resultados de empilhamento de 6 camadas para os hidrogéis

impressos com biotintas aditivadas com 0% (a,a’) e 15% (b,b’) (m/m) de AC.

Complementarmente a observagbes com relagdo a printabilidade das
biotintas, analises de viscosidade foram realizadas. De modo geral, essas
analises foram realizadas a fim de acompanhar o comportamento viscosimétrico
das biotintas durante o processo de impressdo (Amorim et al., 2021). Os
resultados das medic¢des da viscosidade de cisalhamento das biotintas com 0%
e 15% (m/m) de AC em relagéo a variacéo da tenséo de cisalhamento, com uma
taxa fixa de 3 Hz, séo apresentados na Figura 12. Ambas as biotintas exibiram
um comportamento semelhante, ou seja, a viscosidade aumenta com o0 aumento
da tenséo aplicada. Foi observado que a adicdo de 15% (m/m) de AC resultou
em um aumento significativo na viscosidade da biotinta. Além disso, essa
formulagdo demonstrou ser a mais resistente a tensdes mais elevadas em
comparacao com a tinta sem AC. Essa caracteristica proporciona uma maior
margem de trabalho sem atingir o limite da biotinta. Esse aumento de
viscosidade é crucial para formar estruturas homogéneas com geometrias de
poros precisas, semelhantes a quadrados ideais, independentemente do
tamanho dos poros (J. Jia et al., 2014). Como resultado dessas analises, as
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dispersdes de CMC/St aditivadas com 15% (m/m) de AC foram selecionadas a
etapa de impresséo dos hidrogéis. E importante destacar que a sobrevivéncia e
a multiplicacao das células em estruturas bioimpressas produzidas por extrusdo
séo favorecidas quando as células sdo expostas a niveis minimos de estresse,
embora isso possa variar dependendo do tipo de célula (Masri et al., 2022). No
entanto, vale destacar que nosso objetivo é criar um suporte acelular e adicionar
as células somente apds a conclusdo da fabricacdo do suporte. Dessa forma,
ndo ha necessidade de nos preocuparmos com estudos relacionados aos efeitos

da extrusao da tinta sobre as células.
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Figura 12: Dados de viscosidade em relacdo a tensdo de cisalhamento para a
biotinta sem AC (0%) (a) e com 15% (m/m) (b) de AC, realizada a 22°C, sob
uma taxa de cisalhamento de 3 Hz.

5.2 Caracterizacdo dos hidrogéis

Os hidrogéis foram fabricados no formato cilindrico, com um didmetro de
17,62 mm, altura de 3,48 mm. Utilizou-se um padrdo hachurado de 90° durante
a 3DP, conforme o desenho definido no software de impressédo. As estruturas
resultantes mostraram uma alta fidelidade de impresséo em relagdo ao modelo
3D original. Apos a impressao, os hidrogéis foram submetidos ao processo de
liofilizacdo para preservar sua estrutura 3D durante a remoc¢ao da agua e, em
seguida, foram reticulados para aumentar sua resisténcia mecanica. Esperava-
se que o processo de liofilizacdo promovesse a desidratagéo do AC, resultando

na formacéo de espécies reativas de anidrido (Diaz-Gomez et al., 2022; Mohan
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et al., 2020; Stiglic et al., 2022). Os hidrogéis foram reticulados por meio de uma
reacao de esterificacdo, na qual os grupos hidroxila da CMC e do St reagiram
com os grupos carboxilicos do AC. ApGs investigagdes iniciais, um tempo de
reticulacdo de 7 min a 120 °C foi determinado como adequado para obter
amostras com propriedades de intumescimento e uma estrutura flexivel capaz
de se adaptar a aplicacéo alvo (scaffolding). A Figura 13 apresenta imagens
fotograficas dos hidrogéis CMC/St Lio, CMC/St e CMC/St-PRP ap0s o0 processo
de liofilizacéo e reticulagéo por tratamento térmico. A reticulacdo ndo afetou as
propriedades de didmetro e altura dos hidrogéis, que se mantiveram
aproximadamente em 17,62 mm e 3,48 mm, respectivamente. Isso indica que a
reticulacdo ndo causou alteracdes nessas caracteristicas da amostra. Além
disso, ndo foi observada nenhuma mudanca de cor significativa apds a
reticulacéo do hidrogel. No entanto, € importante mencionar que a observacéo
de uma coloracdo avermelhada no hidrogel apds a adsorcao do PRP pode estar
relacionada a diferentes fatores (Figura 13c,c’). Uma possivel explicacdo é a
interacdo entre os componentes presentes no PRP e a matriz do hidrogel. A
presenca de hemoglobina, que confere a cor vermelha ao sangue, pode ser uma
das causas dessa coloracdo avermelhada. O PRP contém uma pequena
guantidade de hemacias (glébulos vermelhos), e durante a adsor¢éo no hidrogel,
essas hemacias podem ficar retidas ou aderir a sua superficie. Isso pode resultar
na liberagdo de hemoglobina e consequentemente na tonalidade avermelhada
observada no hidrogel (Leonardi et al., 2020; Sadeghi-Ataabadi et al., 2017).
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Figura 13: Imagens fotograficas das amostras de hidrogel fabricadas: CMC/St
Lio (a,a’), CMC/St (b,b’) e CMC/St-PRP (c, C’).

A morfologia dos hidrogéis impressos foi avaliada utilizando imagens
obtidas por MEV a partir da superficie e da regido fraturada dos mesmos (Figura
14). Ainda, o tamanho dos poros dos hidrogéis foram avaliados utilizando as
imagens obtidas por MEV e o software Size Meter®. Essas andlises permitiram
determinar o efeito da reticulacéo e do carregamento de PRP (CMC/St-PRP) na

estrutura dos hidrogéis. Os resultados obtidos mostraram que os hidrogéis
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CMC/St Lio apresentaram uma porosidade superficial significativamente alta. A
Figura 14a,a’ ilustra a morfologia de superficie porosa do material, onde é
possivel observar a presenca de poros duplos. Os poros grandes, com tamanho
médio de aproximadamente 452,6 + 52,0 ym, s&o resultado do padrdo de
impressdo utilizado. Além disso, a presenca de microporos também foi
observada, onde esses apresentaram tamanho médio de 78,9 £ 33,7 ym. Os
microporos se mostraram menos homogéneos, o que pode ser atribuido ao
processo de liofilizacdo (Guastaferro et al., 2021). Em relacdo a porosidade
interna, o CMC/St Lio mostrou uma distribuicdo mais homogénea de poros, com
tamanho médio de 78,2 + 14,2 ym (H. Sun et al., 2020). Isso indica que a
estrutura interna do material também apresenta poros de tamanho adequado e
bem distribuidos. Apés o processo de reticulagdo, observou-se que a superficie
do CMC/St apresentou uma estrutura mais homogénea em comparagédo com a
amostra nao reticulada. A Figura 14b,b' mostra que a superficie reticulada exibiu
poros grandes, com tamanho médio de 336,6 + 32,5 um, e microporos
igualmente distribuidos ao longo do material, com tamanho médio de 60,3 + 18,9
pm. Essa homogeneidade na distribuicdo dos poros é um indicativo de uma
estrutura mais estavel e consistente (Hu et al., 2019; Sornlar et al., 2021). No
que se refere aos poros internos, eles mantiveram um padrdo de
homogeneidade, apresentando um tamanho médio de 50,2 £+ 17,6 ym. Isso
indica que a reticulagdo nédo alterou significativamente a estrutura interna do
material em relacdo a distribuicdo de poros. Esses resultados sugerem que o
processo de reticulacdo afetou a morfologia da superficie do CMC/St,
aumentando o tamanho dos poros, mas manteve a homogeneidade e a
distribuicdo dos poros internos. Além disso, o processo de reticulagdo contribuiu
para a formacdo de uma estrutura porosa mais homogénea tanto na superficie
quanto no interior do hidrogel CMC/St. Isso € vantajoso para aplicacbes
biomédicas, pois uma distribuicdo homogénea de poros pode facilitar a difusao
de nutrientes, a adesao celular e a formacgéo de tecidos ao redor do scaffold
(Zaszczynhska et al., 2021). Na Figura 14c,c’, € possivel observar o efeito do
PRP na estrutura porosa do scaffold CMC/St. O hidrogel CMC/St-PRP
apresentou uma diminuicdo significativa na porosidade de superficie em
comparacao com CMC/St. Essa reducao pode ser atribuida ao intumescimento
dos filamentos durante o periodo de imers&o na solu¢éo de PRP. E importante
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ressaltar que o preparo da amostra, no qual o material foi congelado e liofilizado
apos a adsorcao das plaquetas, pode ter causado uma mudanca no material.
Esse processo pode ter levado a alteracdes na estrutura dos poros, resultando
em uma menor porosidade de superficie. Essas mudancas podem ter
implicagdes na interacdo da matriz do hidrogel com as células e na capacidade
de difusdo de nutrientes e fatores de crescimento no ambiente circundante (Qian
et al., 2020). Portanto, esses resultados ressaltam a importancia de considerar
o efeito do PRP na arquitetura porosa do hidrogel ao projetar aplicacdes
biomédicas (Z. Liu et al., 2017).
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Figura 14: Imagens obtidas por MEV mostrando a superficie e a parte interna
dos hidrogéis CMC/St Lio (a, a'), CMC/St (b, b’) e CMC/St-PRP (c, ),
respectivamente.
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A espectroscopia de FTIR foi utilizada para caracterizar os materiais
percursores (CMC, St e AC) e os hidrogéis impressos antes e depois da
reticulacdo e apos a adsorcdo do PRP. O espectro de FTIR da CMC (Figura
15a) apresentou uma banda alargada na regido de 3700-3100 cmt
correspondente ao estiramento da ligagdo O-H de hidroxilas. As bandas na
regido de 3000-2800 cm! estdo associadas ao estiramento C-H de grupos CH2
e CHs (Capanema et al., 2018; Reddy & Yang, 2010). Para a CMC, as ligagbes
C=0 dos grupos carboxilatos (—COO") apresentaram bandas referente ao
estiramento assimétrico em 1615 cm™, enquanto o estiramento simétrico é
observado em 1419 cm™ e 1326 cm™, se sobrepondo a banda de dgua adsorvida
em torno de 1630-1650 cm™ (Lima et al., 2020). A forma acida da CMC néo foi
detectada devido a auséncia das bandas caracteristicas dos grupos carboxilicos
(—COOH), normalmente observadas em 1715-1730 cm™ e 1240-1250 cm?, que
sdo atribuidas ao estiramento assimétrico da ligacdo C=0 e estiramento da
ligacdo C-O, respectivamente (Ghorpade et al., 2017). As bandas relativas aos
estiramentos da ligacdo C-O de alcoois primarios e secundéarios foram
detectadas em 1110 cm (C2—OH), 1060 cm* (C3-OH), 1024 cm e 995 cm™*
(C6—0OH). As ligacdes glicosidicas B(1-4) entre unidades de glicose da CMC
foram observadas pela banda em 897 cm™ (Ghorpade et al., 2017). Para o St, a
banda alargada centrada em 3256 cm™ é devido ao estiramento das ligages O-
H. Em 2856 cm™ nota-se uma banda atribuida ao estiramento das ligagées C-H,
em 1335 cm* uma banda devido a deformacéo das ligacdes C-H. Na faixa de
nimero de onda entre 1149 e 998 cm observa-se bandas correspondes a
vibracdo de estiramento das ligagcbes C-O e C-O-C dos anéis glicosidicos do
amido (Supare & Mahanwar, 2022). Em relacdo ao AC, o espectro de FTIR exibiu
uma banda alargada referente ao estiramento O-H em torno de 3380 cm™t, uma
banda referente ao estiramento C=0 em 1722 cm™? e bandas referente ao
estiramento da ligacdo C-OH em 1084 cm e rocking dos grupos CH2 em 786
cm?. A observacdo dessas bandas corrobora trabalhos prévios que também

caracterizaram o AC por FTIR (Sanchez-Ferrero et al., 2015).
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Figura 15: Espectros de FTIR dos (a) compostos puros (CMC, St e AC) e dos
(b) hidrogéis CMC/St Lio, CMC/St e CMC/St-PRP.

Conforme observado na Figura 15b, os espectros de FTIR dos hidrogéis
antes e depois da reticulacdo mantiveram as bandas caracteristicas dos grupos
—COO" (bandas em 1592 cm, 1416 cm™? e 1324 cm) e exibiram também
bandas referentes aos -COOH (bandas em 1730 cm™ e 1243 cm?) (Lima et al.,
2020). Ambos os grupos sao provenientes da CMC e coexistiram no hidrogel, ao
contrario do CMC puro, devido a substituicdo de Na* por H* nas cadeias
poliméricas do CMC durante a acidificagcdo promovida pelo AC (Capanema et
al., 2018). O processo de reticulacado ocorre por meio da formacao de ligagdes
diéster covalentes entre os grupos carboxila do agente de reticulacéo (AC) e os
grupos hidroxila presentes em ambos os polissacarideos (Raucci et al., 2015). O
espectro do hidrogel reticulado (CMC/St) apresentou uma diminuicédo relativa na
intensidade da banda referente ao estiramento O-H de hidroxilas em
aproximadamente 3433 cm. Essa mudanca foi confirmada avaliando a relacdo
entre transmitancia da banda em 3433 cm™ e a transmitancia da banda de
referéncia em 898 cm™ (Asss) correspondente as ligacdes glicosidicas B(1,4)
(Capanema et al., 2018). O mesmo procedimento foi realizado para as bandas
relacionadas aos alcoois primarios e secundarios. Neste caso, a reagdo com AC
deveria envolver uma diminuicdo na intensidade das bandas correspondentes
aos alcoois primarios (bandas de absorcdo na regido de 1075-1000 cm™) em
comparacdo com o0s alcoois secundarios (bandas na regido de 1150-1075 cm-

1), o que foi observado. A banda de 1022 cm foi comparada com a banda em
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1080 cm. Conforme avaliado, o espectro obtido para o hidrogel CMC/St
mostrou uma reducéo de 25% em comparac¢do com a bandas observada para o
hidrogel CMC/St Lio, sugerindo uma diminuicdo nos alcoois primarios devido ao
processo de reticulacdo (Diaz-Gomez et al., 2022). Além disso, um aumento na
banda em 1242 cm™ no espectro CMC/St pode ser atribuido a contribuicéo do
estiramento C=0 das ligacfes de éster formadas (Zhuang et al., 2021). No geral,
as alteracbes nos espectros de FTIR na regido de 1700 cm, regido
caracteristica de observacao do estiramento C=0 de ésteres séo leves devido a
sobreposicdo com as bandas referentes aos grupos carboxilato do CMC
(Capanema et al., 2018; Diaz-Gomez et al.,, 2022; Mohan et al.,, 2020). A
presenca de PRP nos scaffolds de CMC foi evidenciada por meio da deteccao
de bandas referentes aos grupos de amida | e Il em 1660 e 1550 cm,
respectivamente. Ainda, ha um alargamento da banda na regido 3300—-3500 cm-
! em comparacdo com outras bandas no mesmo espectro que ndo sofreram
variacdo. Essa mudanca pode ser relacionada a contribuicdo do estiramento dos
N-H dos grupos amino no PRP (Braga et al., 2020). Outra alteracdo observada
diz respeito as bandas na regido de 3000-2800 cm, que estdo associadas ao
estiramento C-H de grupos CH2 e CHs. Nessa regiéo, foi observado um aumento
nas intensidades dessas bandas, o que pode ser atribuido as cadeias laterais de
aminoacidos presentes no PRP (Rohman et al., 2019). A presenca de grupos
eletronegativos no PRP pode facilitar a interacdo com a matriz do hidrogel,

principalmente por ligacdes de hidrogénio (S. Zhu et al., 2022).

Andlises térmicas (TGA/DTG) foram realizadas para avaliar o
comportamento térmico e eventuais interagdes entre nos compostos utilizados
na fabricacdo dos hidrogéis e dos proprios hidrogéis impressos. Na Figura 16,
as curvas TGA da CMC e do St apresentaram duas etapas distintas de perda de
massa em funcdo do aumento da temperatura. A primeira etapa para ambos os
polissacarideos ocorreu na faixa de temperatura de 50-180 °C e pode ser
associada a remocao de agua fracamente ligada as cadeias dos mesmos. A
evaporacao inicial de 4gua € um processo comum em materiais de origem
natural, como os polimeros a base de fibras naturais (Tuan Mohamood et al.,
2021). Para a CMC, o segundo estagio de perda de massa € atribuido a quebra

da estrutura da celulose presente na CMC e a liberagéo de diéxido de carbono
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(CO2) devido ao processo de descarboxilagao (Pettignano et al., 2019). Por meio
da curva DTG (Figura 16b), foi possivel identificar que a etapa referente a
degradacdo térmica da CMC tem uma temperatura maxima de 289 °C,
corroborando outros estudos (de Britto & Assis, 2009). Para o St, a segunda
perda de massa ocorreu na faixa de temperatura de 254-355 °C devido a
eliminacao de grupos hidroxila e a despolimerizacdo das cadeias de principais.
Acima de 350 °C, ocorre a decomposicdo e carbonizacdo do St (Ferraz et al.,
2019). Conforme apurado na curva DTG, a temperatura maxima da
decomposicao do St se da em 306 °C. As curvas TGA/DTG obtidas para o AC
revelaram um unico estagio de perda de massa, com um maximo em 212 °C

atribuido a decomposicéo térmica desse acido organico (Uranga et al., 2019).
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Figura 16: Curvas TGA (a) e DTG (b) para AC, St e CMC.

A Figura 17 apresenta as curvas TGA/DTG obtidas para os hidrogéis
impressos. De maneira geral, todas as amostras apresentaram trés estagios de
perda de massa. O primeiro estagio se da entre 30 e 120 °C esta relacionado a
remocao da agua livre adsorvida, que se encontra na superficie ou nas camadas
externas dos hidrogéis. Nota-se que o percentual de perda de massa relativo a
esse evento é praticamente 0 mesmo para todas as amostras, 0 que sugere que
0s processos de reticulacdo e posterior adsorcdo da PRP nao altera a
hidrofilicidade aparente dos hidrogéis. O segundo estagio, com um maximo de

temperatura proximo a 240 °C, esta relacionado a vaporizacdo da agua

aprisionada nas camadas internas, que requer mais tempo para ser liberada dos
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hidrogéis (Lima et al., 2020). O terceiro estagio de perda de massa foi observado
na faixa de temperatura 250 e 500 °C e corresponde a degradacao térmica e
decomposicdo dos polissacarideos utilizados na fabricacéo dos hidrogéis (CMC
e St (Gharekhani et al., 2017). A observacdo de um Unico pico nas curvas DTG
para essa etapa indica uma boa compatibilidade entre os dois polissacarideos.
E importante também destacar que todas as amostras exibiram curvas de perda
de massa semelhantes. Essa consisténcia nas curvas sugere que as amostras
possuem comportamentos térmicos proximos e que as mudancgas na estrutura e
na composicao dos hidrogéis ndo tiveram um impacto significativo nas etapas de
degradacdo térmica observadas. Os estagios de perda de massa podem ser
melhor analisados nas curvas DTG. Observou-se que a temperatura maxima
correspondente ao segundo estagio foi ligeiramente maior para o hidrogel
reticulado (298 °C), em comparacgado com o hidrogel CMC/St Lio. Essa pequena
diferenca de aproximadamente 5 °C pode indicar uma maior resisténcia
intermolecular devido as interacdes entre 0os componentes, a qual resulta do
processo de reticulacdo. Isso sugere que a presenca do AC pode fortalecer as
ligagcBes entre as moléculas, resultando em uma maior estabilidade térmica do
material (Li et al., 2019). O alto teor de massa residual (~37%) observado ao final
do aguecimento para os hidrogéis CMC/St Lio e CMC/St pode estar associado a
formacdo de anidrido por meio da associacdo das cadeias de CMC e St,
resultando na eliminagcdo de moléculas de &agua, quebra de cadeias de
copolimeros e destruicdo da estrutura da rede reticulada. Uma vez que a reacdo
de reticulacdo entre os polimeros e o AC forma anidrido ciclico e ligacdes éster
entre as cadeias de polimero, a presenca elevada de cinzas é justificada por
essa reacao (Wu et al.,, 2019). A incorporacdo do PRP resultou em uma
diminuicao nos valores de temperatura maxima relacionados ao segundo estagio
de perda de massa, conforme observado na respectivas curvas DTG. A
temperatura maxima foi reduzida para 286 °C. Essa diminui¢do pode indicar que
a presenca do PRP afeta a estabilidade térmica do material, possivelmente
devido a interacdes ou modificagdes quimicas causadas pelos componentes

presentes no plasma com a matriz do hidrogel.
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Figura 17: Curvas TGA (a) e DTG (b) para CMC/St Lio, CMC/St e CMC/St-
PRP.

A fim de avaliar a compatibilidade entre CMC e St presente no material e
sua estabilidade em meio aquoso, utilizou-se o teste do iodo como método de
marcacao da rede de St no hidrogel. Esse teste possibilitou a analise da estrutura
dos hidrogéis em relacdo a homogeneidade do sistema, incluindo a presenca e
distribuicdo do St na matriz polimérica (Guilherme et al., 2012). A coloracéo
resultante da reacao do iodo com o St € uma indicacao visual da presenca de St
na amostra. Essa reacdo é caracterizada pela formacdo de uma coloracéo
intensamente preto-azulada quando a cadeia de amilose do St reage com o
anion triiodeto (I3"). O mecanismo envolvido na formac¢ao desse complexo ocorre
devido a interagcdo entre o St e o I3. O St contém grupos hidroxila (—OH) que
possuem pares de elétrons disponiveis para interagir com o iodo. Nesse
complexo, as moléculas de amido envolvem as moléculas de iodo, formando
uma estrutura estavel através de ligagcdes de hidrogénio. Essa formacédo do
complexo resulta na coloracéo intensamente preto-azulada caracteristica desse
teste (Cochran et al., 2008). Como o teste do iodo € comumente utilizado, mas
nao € tdo comum para materiais a base de agua, como os hidrogéis, adotamos
uma abordagem semelhante aquela descrita por Guilherme et al. (2012) para
realizar o teste. Durante esse processo, foi observado que a amostras
encolheram e adquiriram uma coloracdo marrom, indicando a absorcao de iodo
pelos hidrogéis. Posteriormente, os hidrogéis desidratado foram imersos em
agua para ser re-intumescidos. A Figura 18 apresenta os resultados do teste

apos 12 h. Com base nesses resultados, podemos chegar a duas conclusées
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importantes. Em primeiro lugar, pode-se observar que o hidrogel CMC/St
manteve sua estrutura estavel em agua destilada, ao contrario do hidrogel
CMC/st Lio, que perdeu completamente sua estrutura na presenca desse
solvente, devido a auséncia de reticulacdo. Além disso, vale ressaltar que o St
presente na estrutura 3D do hidrogel est& distribuido de forma homogénea. Esse
resultado indica ndo apenas a eficiéncia das propriedades da tinta utilizada, mas

também a precisdo do processo de impressao do hidrogel.

Figura 18: Imagens fotogréaficas dos hidrogéis (a) CMC/St Lio e (b) CMC/St re-
intumescidos em agua apos o teste do iodo.

5.3 Estudos de estabilidade dos hidrogéis impressos

A estabilidade dos hidrogéis aplicados como scaffolds em ambientes
biolégicos € uma preocupacédo fundamental no desenvolvimento de biomateriais
para aplicacdes biomédicas. A capacidade do scaffold em manter sua
integridade estrutural e propriedades fisicas € crucial para o sucesso de
implantes, cultura celular e regeneracao tecidual (Badekila et al., 2021). Nesse
contexto, os hidrogéis CMC/St Lio e CMC/St foram submetidos a testes de
estabilidade em agua destilada, DMEM e fluido simulado PBS pH 7,4, a fim de
avaliar seu comportamento e desempenho nessas condi¢cdes. Além disso,
procurou-se confirmar o impacto da reticulagdo na estabilidade dos hidrogéis,
relacionando os resultados com as analises de caracterizacdo dos materiais.

Com relacao aos resultados obtidos para os hidrogéis reticulado e nao reticulado,
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verificou-se que a reticulagdo proporcionou uma maior estabilidade estrutural
nos trés meios testados. A Figura 19 apresenta as caracteristicas estruturais
apo0s um periodo em contato (4 semanas) com agua destilada. O hidrogel
CMC/St apresentou uma maior resisténcia a degradacdo em agua destilada
apos 4 semanas de teste. Por outro lado, o hidrogel CMC/St Lio dissolveu-se
completamente em aproximadamente 12 h apds imersdo em agua destilada.
Essa melhoria na estabilidade esta relacionada a formacdo de ligacdes
covalentes entre os grupos funcionais dos polissacarideos, o que intensifica as
interacBes moleculares e aumenta a resisténcia do material (Dobaj Stiglic et al.,
2021).

/‘[j

&y

Figura 19: Imagens fotograficas dos hidrogéis CMC/St Lio (a,a’) e CMC/St
(b,b’) submetidos ao teste de estabilidade em agua destilada.

Esse resultado preliminar € fundamental, uma vez que o hidrogel estara

em contato com fluidos bioldgicos, como sangue, PRP, meios de cultivo celular
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e fluidos corporais, nos quais ele precisa manter sua integridade estrutural e
propriedades fisicas ao longo do tempo (Dsouza et al., 2022; Larrea-
Wachtendorff et al., 2022). A estabilidade em agua também desempenha um
papel crucial na prevencdo da degradagdo prematura do material, como
observado no caso de CMC/St Lio, o que justifica o processo de reticulacao.

A estabilidade das amostras de hidrogel em meio de cultura DMEM foi
semelhante a observada teste anterior em agua destilada (Figura 20). Pode-se
observar que o CMC/St manteve sua estrutura intacta poés 4 semanas em
solucéo de meio de cultura. Por outro lado, o hidrogel de CMC/St Lio apresentou
completa dissolucéo ap6s 24 horas de imersdo no meio de cultura, o que esta
em concordancia com os resultados de reticulagdo, indicando uma maior
estabilidade do material. E de extrema importancia que o scaffold suporte as
condicbes que simulam o ambiente celular, garantindo a compatibilidade e
interacdo adequada com as células (F. Wang et al., 2023). O meio de cultura,
como o DMEM contém nutrientes, fatores de crescimento e outros componentes
essenciais para o crescimento e viabilidade das células. Portanto, é importante
gue o hidrogel mantenha sua estabilidade estrutural nesse meio de cultura (Reiss
et al., 2021). Pode-se observar que os hidrogéis CMC/St, quando imersos no
meio de cultura, absorveram o liquido, resultando em uma mudanca de cor para
uma tonalidade laranja, proveniente do meio de cultura utilizado (DMEM). Esse
fendbmeno indica a capacidade de absor¢do do meio de cultura pelos hidrogéis,
mantendo sua estrutura 3D. No entanto, € importante ressaltar que, para
aplicacdes na engenharia de tecidos, é desejavel evitar a absor¢éo excessiva do
meio de cultura, a fim de preservar a forma e a estrutura do hidrogel. A
capacidade de intumescimento, que sera discutida posteriormente, desempenha
um papel importante nesse aspecto. Portanto, é necessario encontrar um
equilibrio entre a absorcdo do meio de cultura e a manutencédo da forma e
estrutura do hidrogel para aplicacdes especificas na engenharia de tecidos (L.
Ma et al., 2023).
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Figura 20: Imagens fotograficas dos hidrogéis CMC/St Lio (a,a’) e CMC/St
(b,b’) submetidos ao teste de estabilidade em DMEM (1% m/v).

A estabilidade dos hidrogéis em PBS (pH 7,4) foi avaliada para verificar o
comportamento mecanico dos materiais em condi¢cdes que mimetizam os fluidos
do corpo (Khan et al., 2021). Isso € importante para garantir que o hidrogel seja
adequado para suportar a fungdo desejada e manter sua integridade estrutural
durante o uso. A Figura 21 apresenta imagens fotograficas dos hidrogéis
CMC/St Lio e CMC/St imersos em PBS. Comparativamente aos outros meios,
ambos hidrogéis apresentaram comportamento diferente. Essa diferenca esta
diretamente relacionada as propriedades fisico-quimicas do material e a
interacdo com o0 meio em que esta imerso (Diaz-Gomez et al., 2022). Ao contrario
da agua, que solubiliza a estrutura do hidrogel néo reticulado rompendo as
interagcbes moleculares, foi observado que tanto CMC/St Lio e o CMC/St
mantiveram sua estrutura apos 4 semanas de imersdo em PBS. Isso indica que
0 meio contendo ions e uma composi¢do idnica semelhante aos fluidos
biolégicos desempenha um papel importante na estabilidade dos hidrogéis. Os
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ions presentes no PBS podem interagir com o0s grupos funcionais dos
polissacarideos da matriz polimérica, formando ligacdes ibnicas ou
eletrostaticas. Essas interacdes contribuem para a manutencédo das cadeias
poliméricas unidas, impedindo sua dissolucdo completa e conferindo
estabilidade estrutural ao hidrogel (Berradi et al., 2023). A estabilidade estrutural
dos hidrogéis foi avaliada qualitativamente conforme observado nas imagens
fornecidas nas Figuras 21a' e 21b'. Observa-se que a estabilidade de manuseio
do hidrogel CMC/St Lio é significativamente inferior quando comparada ao
CMC/st. Quando submetido a uma forga compressiva qualitativa, o material ndo
reticulado apresentou imediata ruptura de sua estrutura, enquanto o hidrogel
reticulado permaneceu estavel, mesmo sob solicitacdo mecanica. Esta
observacédo corrobora que a reticulagéo confere ao hidrogel maior resisténcia e
estabilidade estrutural, resultado da estabilidade proporcionada pela reticulacéo
(Everett & Mathioudakis, 2018).

Figura 21: Imagens fotograficas dos hidrogéis CMC/St Lio (a) e CMC/St (b)
submetidos ao teste de estabilidade PBS pH 7,4. Imagens fotograficas dos
hidrogéis CMC/St Lio (a’) e CMC/St (b’) apés compressao.

Verificou-se que ambos 0s materiais apresentaram um comportamento

semelhante em relacdo a estabilidade durante as duas primeiras semanas (14
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dias) (Figura 22). Durante esse periodo, ndo houve uma perda significativa de
massa, incluindo para o CMC/St Lio, devido a interacdo ibnica mencionada
anteriormente (Berradi et al., 2023). Ap6s 21 dias, observou-se um
comportamento mais diferenciado entre as duas amostras. Os hidrogéis
apresentaram uma menor perda de massa em comparagdo com os hidrogéis
CMC/st Lio. Esse comportamento esta diretamente relacionado a reticulacao,
que confere maior estabilidade ao material (Mohan et al., 2020; Stiglic et al.,
2022). Além disso, a interagdo ibnica mencionada anteriormente ndo foi capaz
de manter a estrutura dos hidrogéis CMC/St Lio apés 21 dias. Pode-se concluir,
portanto, que os hidrogéis CMC/St possuem boa estabilidade em fluido biolégico
(PBS pH 7,4) e mantém sua estrutura 3D sem qualquer indicio de colapso
estrutural, que é um aspecto fundamental (Stiglic et al., 2022). Além disso, é
correto afirmar que essas caracteristicas de estabilidade em diferentes meios e
baixa degradacdo em PBS tém um alto potencial para serem utilizadas em
experimentos in vitro de longo prazo, e até mesmo in vivo (Khan et al., 2021;
Namkaew et al., 2021).
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Figura 22: Perda de massa dos hidrogéis CMC/St Lio e CMC/St incubados em
PBS (pH 7,4) a 37 °C em funcao do tempo.
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5.4 Propriedades mecanicas

A partir dos ensaios de compressdo algumas propriedades mecéanicas,
incluindo rigidez, coesividade e elasticidade, dos hidrogéis CMC/St apos
intumescimento em PBS e apods incubacédo PRP por um periodo de 30 min. Esse
tempo foi estipulado com base nas andlises de intumescimento previamente
realizadas e apresentadas na Figura 23.
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Figura 23: Curvas de tensdo em relacao a dois ciclos de compressao para 0s
hidrogéis CMC/St-PBS e CMC/St-PRP.

Observou-se um aumento discreto na rigidez do hidrogel CMC/St-PRP
carregado com plasma em comparacdo com o hidrogel intumescido em PBS
(CMC/St-PBS). No primeiro ciclo de compresséao, a forca maxima foi de 798 £ 5
kPa para o CMC/St-PRP e 779 + 18 kPa para o CMC/St intumescido em PBS,
apresentando uma diferenca nao significativa. No segundo ciclo de compresséao,
a amostra CMC/St-PRP manteve-se com valores de tensdo semelhantes ao
primeiro ciclo, enquanto a amostra intumescida em PBS apresentou uma
diminuicdo de aproximadamente 40 kPa. A coesividade, representada pela area
de forca positiva durante a segunda compressao em relagéo ao primeiro ciclo,

nao foi significativamente alterada, com valores de 0,750 = 0,11 e 0,722 + 0,1
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para CMC/St-PRP e CMC/St-PBS, respectivamente. Este parametro esta
relacionado a capacidade do material de resistir a forcas de compresséo e
manter sua integridade estrutural. A coesividade é uma medida da forca
necessaria para superar as ligacoes internas do material (Pavlovic et al., 2021).
Os resultados obtidos mostraram que tanto os hidrogéis CMC/St-PBS quanto os
de CMC/St-PRP apresentaram valores de coesividade relativamente proximos a
1, o que indica que os hidrogéis porosos conseguiram manter sua estrutura
interna durante os esforcos compressivos. Isso significa que as diferentes
camadas da rede 3D estavam interligadas de forma eficaz nos pontos de contato,
e os hidrogéis possuem comportamento elastico quase perfeito (Beaumont,
2020).

Tabela 3: Valores referentes aos parametros mecanicos calculados com base

nas curvas de tensao.
Resisténcia a

E:1 E> N
Amostra compressao
(kPa) (kPa) (1/m?3)
(kPa)
CMC/St-PRP 798 £ 5 0,075 1,93 6,3 x 1018
CMC/St-PBS 779 + 18 0,104 1,75 8,7 x 1018

O meio em que o0s hidrogéis estdo imersos tem um impacto significativo
no moédulo de elasticidade (E) dos materiais, conforme observado na Tabela 3.
Foi observada uma elevacao de 72% no E quando comparado o hidrogel de
CMC/St em PBS (denotado como CMC/St-PBS) com o CMC/St-PRP. O PRP
causou uma ligeira diminuicdo nos modulos elasticos dos hidrogéis, indicando
uma maior elasticidade nas amostras de CMC/St em PBS. Esse resultado pode
ser atribuido ao efeito ibnico proveniente do plasma, que demonstrou ter um
efeito significativo na estabilizacdo do material, sendo capaz até mesmo de
manter a estrutura do hidrogel néo reticulado (Berradi et al., 2023). E importante
destacar que o PRP contém ions, sendo eles essenciais para as funcdes
celulares, como sodio, potassio, calcio e magnésio, além de outros grupos
funcionais, como aminoacidos provenientes de proteinas e hidroxilas

provenientes de carboidratos, lipidios e agua. No entanto, mesmo com a
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presenca desses componentes no PRP, observou-se que o PBS absorvido foi
capaz de induzir uma maior elasticidade em comparacédo ao PRP. Além disso,
foi observado um aumento na densidade de reticulacdo dos hidrogéis quando
expostos ao PBS, como evidenciado na Tabela 3. A maior elasticidade
observada no PBS est& diretamente relacionada ao aumento da densidade de
reticulacdo, indicando uma estrutura mais compacta e menos suscetivel a
deformacéo. Ao relacionar o E para o segundo ciclo de compressdao em ambas
as amostras, pode-se observar uma mudanca drastica, indicando uma resposta
elastica amplificada. Pode-se inferir que o aumento da elasticidade nos hidrogéis
estd possivelmente relacionado as interacdes entre os filamentos impressos
durante o primeiro ciclo de compresséo, resultando em uma maior compactacao,
mantendo os filamentos possivelmente intactos (Stiglic et al., 2022; Vieira et al.,
2021). Além disso, é importante considerar que a deformacéo aplicada durante
o teste pode ter sido bastante elevada, levando as amostras quase aos seus
limites. E importante ressaltar que o comportamento elastico do hidrogel pode
ser modificado ao variar a arquitetura da impressao, permitindo o ajuste das
propriedades elasticas de acordo com a aplicacao desejada (Joseph Arockiam
et al., 2022; Xu et al., 2019).

5.5 Intumescimento do hidrogel CMC/St

Além das propriedades mecénicas, a avaliagdo da capacidade de
absorcdo de agua dos hidrogéis em meios bioldgicos € um parametro
fundamental para compreender a interacdo entre esses materiais e as células,
influenciando o comportamento de adesdo celular (Ho et al., 2022). Essa
avaliacdo fornece informacdes cruciais para o desenvolvimento de hidrogéis
para uso como scaffolds que promovem uma resposta celular favoravel. A
otimizacdo desses hidrogéis desempenha um papel crucial nas terapias
regenerativas, permitindo o controle preciso da umidade nos hidrogéis, acumulo
excessivo de exsudato, condicbes que podem levar a degradacdo dos
componentes da matriz extracelular (Everett & Mathioudakis, 2018; Ho et al.,
2022). Essa abordagem é especialmente importante no cultivo celular e até
mesmo no tratamento de feridas, pois possibilita o desenvolvimento de terapias
mais eficientes para promover a regeneracao adequada dos tecidos (Everett &
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Mathioudakis, 2018). A Figura 24 apresenta as curvas de intumescimento do
hidrogel CMC/St em diferentes meios. De forma geral, o hidrogel apresentou
uma cinética de intumescimento rapida em todos 0os meios testados, alcancando
quase seu maximo de intumescimento em cerca de 5 min. Os valores maximos
de intumescimento foram de aproximadamente 136% em PBS, 91% em PRP e
90%, em DMEM. Vale destacar que o intumescimento atingiu um platé apés 10
min de imersdo em todos os fluidos. Esse resultado pode ser explicado pelas
propriedades fisico-quimicas do préprio PBS, que possui uma alta concentragédo
de ions. Esses ions tém a capacidade de interagir com os grupos funcionais
presentes no hidrogel, promovendo um intumescimento mais pronunciado
(Berradi et al., 2023; Ferreira et al., 2018). Por outro lado, o PRP contém uma
variedade de fatores de crescimento e componentes sanguineos que podem
influenciar as interagdes com o hidrogel de forma diferente, resultando em um
intumescimento menos acentuado (Censi et al., 2020). O DMEM, por sua vez,
possui uma composicdo mais complexa, contendo nutrientes e fatores de
crescimento, que também podem influenciar as propriedades de intumescimento
do hidrogel (Willems et al., 2021). Além disso, é importante mencionar que o
DMEM utilizado ndo contém bicarbonato de s6dio (NaHCO3) e apresenta um pH
aproximado de 6,3, enquanto o PBS possui um pH de 7,4. O pH do meio € um
fator importante a ser considerado, uma vez que um pH mais alto pode resultar
em uma maior ionizacao dos grupos funcionais presentes no hidrogel (Khaleghi
et al.,, 2020). Isso pode levar a interacfes eletrostaticas mais fortes entre o
hidrogel e os ions presentes no fluido, influenciando no intumescimento
observado nos diferentes meios. O resultado obtido foi bastante importante pois
a absorcdo de fluido corporal e transferéncia de nutrientes e metabdlitos
celulares. Durante a cultura celular, por exemplo, esse resultado pode facilitar a
infiltracdo de células nas tramas tridimencionais presentes no hidrogél. A
expansdo também resulta no aumento do tamanho dos poros e da porosidade
total, o que leva a uma ampliacdo da area de superficie interna dos scaffolds. No
entanto, um grau de intumescimento adequado é importante, visto que um
intumescimento excessivo pode levar a instabilidade da estrutura e ao colapso
dos poros, comprometendo a capacidade do scaffold de fornecer suporte

mecanico e 3D para o crescimento celular.
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Figura 24: Curvas Intumescimento para os hidrogéis CMC/St em PBS (pH 7,4),
DMEM e PRP a 37 °C.

5.6 Comparativo com a literatura

Foi realizado um levantamento abrangente na literatura recente para
comparar o desempenho de varios hidrogéis impressos para uso como scaffolds.
Conforme mencionado anteriormente, os hidrogéis impressos em 3D
desempenham um papel importante na fabricacdo de scaffolds em diferentes
aplicacoes e utilizando diversas técnicas de impressao (Zhang et al., 2022).
Estudos investigam o potencial dos scaffolds impressos por extrusdo 3D na
regeneracao de tecidos especificos, como osso, cartilagem, pele e tecido
nervoso (Advincula et al., 2021). E importante ressaltar que diferentes aplicacdes
requerem propriedades especificas do material. Por exemplo, scaffolds para
regeneracao 6ssea exigem materiais com propriedades mecanicas elevadas (>1
MPa), que estdo além das propriedades obtidas para CMC/St (aproximadamente
798 kPa) (Gao et al., 2018; Zhang et al., 2022). No entanto, a maleabilidade e as
propriedades mecéanicas adequadas para a regeneracao de pele e outros tecidos
moles podem ser uma boa alternativa (Mani et al., 2022). Uma estratégia para
impressao celular foi descrita por Naghieh et al. (2018). Nesse trabalho, os

autores utilizaram biotintas a base de alginato, um polimero com capacidade de
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interacdo com ions bivalentes, promovendo gelificacédo rapida. Nesse sentido, os
hidrogéis menos viscosos podem ser impressos de forma adequada e suportar
a viabilidade de células incorporadas. A tinta CMC/St, por sua vez, permite a
criagdo de scaffolds versateis, possibilitando o desenvolvimento adaptado as
necessidades celulares especificas. Além disso, a auséncia de células vivas na
biotinta acelular reduz o risco de danos ou perda de viabilidade celular durante
0 processo de impressao, tornando-o0 mais confiavel e menos complexo de
manipular em comparagdo com as biotintas que contém células incorporadas
(Naghieh et al., 2018). Em um estudo conduzido por Diaz-Gomez et al. (2022),
scaffolds de CMC reticulados com AC foram desenvolvidos para uso na
cicatrizacdo de feridas diabéticas. Esses scaffolds também apresentaram uma
populacdo de poros duplos, sendo que os hidrogéis CMC/St produzidos neste
estudo demonstraram uma porosidade cerca de 60% superior aquela observada
nos materiais fabricados pelos autores. Os pesquisadores também carregaram
os hidrogéis com PRP, o que resultou em uma maior porosidade devido ao
intumescimento dos filamentos ap6s a incubacdo. Surpreendentemente, esse
resultado foi inverso para os hidrogéis CMC/St-PRP, indicando a possibilidade
de melhorias no processo de preparo da andlise (Diaz-Gomez et al., 2022). Além
disso, os scaffolds preparados pelos autores foram capazes de sustentar a
liberacdo de fatores de crescimento do PRP, mostrando-se promissores para
aplicacdes biomédicas. Com base nesses resultados, é possivel vislumbrar que
os hidrogéis CMC/St também poderiam ser capazes de promover uma liberacéo
controlada de plaquetas, ampliando suas potencialidades em aplicacGes

terapéuticas.
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6. Concluséao

Neste trabalho, foram fabricados com sucesso hidrogéis de CMC/St por
3DP e reticulados quimicamente com AC. Inicialmente, a biotinta de CMC/St
passou por varios estudos e demonstrou excelente capacidade de impressao.
Foi observado que a aditivacdo com 15% (m/m) de AC resultou em melhorias
nas propriedades da biotinta, assegurando assim a sua printabilidade. Apos a
impressao, reticulagdo quimica dos hidrogéis foi feita DTH em alta temperatura,
resultando em uma estrutura estavel e sem alteracdo de cor. No entanto, a
adsorcdo do PRP nos hidrogéis resultou em uma coloracdo avermelhada
proveniente do proprio PRP. A andlise de MEV revelou a presenca de estruturas
porosas bem definidas, com uma morfologia caracterizada por poros duplos. A
incorporagdo do PRP na matriz do hidrogel resultou em uma diminuigdo
acentuada na porosidade de superficie em comparacdo ao CMC/St. A
espectroscopia FTIR e andlise térmica TGA/DTG confirmaram a boa
compatibilidade entre os polissacarideos e a reticulagdo com AC. A avaliacdo da
estabilidade dos hidrogéis em diferentes meios também confirmou a reticulacao
do material CMC/St e demonstrou que os hidrogéis sdo bastante estaveis. A
caracterizacdo mecanica dos hidrogéis revelou que a incorporacédo do PRP néo
altera significativamente a dureza dos materiais, sendo que o CMC/St-PRP
apresentou um médulo de elasticidade 72% maior em comparacao ao CMC/St
intumescido em PBS. O hidrogel CMC/St apresentou uma cinética
intumescimento rapida, alcangcando um maximo de 136% em PBS (pH 7,4) apos
5 mim de contato. Ja os hidrogéis incubados em PRP e DMEM apresentaram
intumescimentos de aproximadamente 90,8% e 90,5%, respectivamente. Por
fim, quando comparados a outros materiais do tipo hidrogel impressos para uso
como biomateriais, o hidrogel CMC/St apresenta algumas vantagens conforme
apurado. Em suma, o hidrogel CMC/St demonstrou propriedades e
caracteristicas inerentes que sao atraentes para o uso dele como scaffold.
Espera-se que no futuro esse hidrogel seja utilizado para aplicagbes em
engenharia de tecidos e medicina regenerativa.

Como continuidade desse trabalho, alguns estudos importantes devem
ser realizados a fim de viabilizar e assegurar a aplicabilidade hidrogel CMC/St

como scaffold para o cultivo de células. Um deles é o estudo da degradacéo do
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hidrogel em diferentes meios fisiolégicos, investigando sua estabilidade e
resisténcia a degradacdo enzimatica especifica do ambiente em que sera
aplicado. Além disso, é essencial conduzir estudos adicionais de citotoxicidade
e viabilidade celular para avaliar a seguranca e a compatibilidade do hidrogel
CMC/St com as ceélulas do tecido alvo. Por fim, um aspecto promissor que jéa esta
sendo explorado é a liberacdo controlada de fatores de crescimento a partir do
PRP incorporado ao hidrogel CMC/St. Essa estratégia pode promover a
regeneracdo e o crescimento celular no local de implantacdo do scaffold,
acelerando o processo de cicatrizagéo e regeneracéo tecidual. Essas pesquisas
adicionais irdo fornecer informac@es cruciais para aprimorar o desempenho e a
eficacia do hidrogel CMC/St como scaffold, abrindo caminho para sua aplicacéo

clinica em diversas areas da engenharia de tecidos.
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