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Resumo

A crescente necessidade por solucdes biomédicas inovadoras tem motivado o
desenvolvimento de técnicas avancadas de manufatura. A impressdo 3D baseada em
extrusdo, uma técnica da manufatura aditiva, tem emergido como uma tecnologia versatil,
de baixo custo e com um vasto potencial na drea biomédica, onde o interesse na impressao
3D utilizando hidrogéis tém crescido nos ultimos anos. Hidrogéis sdo estruturas
tridimensionais de polimeros hidrofilicos com alta capacidade de absorcdo de dgua. Sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade os tornam atrativos para desenvolvimento de
tintas e biotintas para aplicacdes na engenharia tecidual e cicatrizacdo de feridas. O
sistema alginato/nanocelulose (CNC) se destaca por suas propriedades mecanicas e
interacdo celular, sendo promissor para varias aplicagdes biomédicas. Essa pesquisa
concentrou-se na exploracao da manufatura aditiva por extrusao de hidrogéis, com énfase
no sistema alginato/CNC, incluindo variantes com coldgeno e quitosana, para aplicagdes
em engenharia tecidual e tratamento topico da leishmaniose cutinea. A viabilidade celular
dos scaffolds de alginato/CNC foi avaliada, com resultados nao téxicos para fibroblastos
(NIH3T3), destacando-se a mistura com melhor viabilidade apés 3 dias de cultura. A
biotinta do sistema nao teve suas propriedades reoldgicas afetadas pela densidade celular
de 10° células/mL, preservando sua capacidade de impressio. A bioimpressio de
scaffolds alginato/CNC com células NIH3T3 foi realizada, analisando-se adesdo e
morfologia apds 3 dias de cultivo. Seguidamente, em um segundo estudo de caso, foi
avaliado as propriedades reoldgicas e capacidade de impressao de scaffolds multicamada
do sistema alginato/CNC/quitosana e alginato/CNC/coldgeno. As concentracdes de CNC
e quitosana influenciaram significativamente nas propriedades reoldgicas e capacidade
de impressdo devido as suas interagdes eletrostdticas. As caracterizagdes quimica (FTIR)
e térmica (DSC) demonstraram a incorpora¢@o do dleo essencial de melaleuca (TTO) nos
scaffolds do sistema alginato/CNC/coldgeno e testes in vitro demonstraram boa atividade

leishmanicida do TTO para parasitas da espécie L. amazonensis e L. braziliensis.

Palavras Chave: Impressio 3D baseada e extrusdo; Hidrogéis nanocompdsitos;

Engenharia tecidual; Tratamento de feridas; Leishmaniose cutinea;



Abstract

The growing need for innovative biomedical solutions has motivated the
development of advanced manufacturing techniques. Extrusion based 3D printing, an
additive manufacturing technique, has emerged as a versatile, low-cost technology with
vast potential in the biomedical field, where extrusion printing of hydrogels has grown in
recent years. Hydrogels are three-dimensional structures of hydrophilic polymers with
high water absorption capacity. Their biocompatibility and biodegradability make them
attractive for the development of inks and bioinks in tissue engineering and wound
healing applications. The alginate/nanocellulose (CNC) system stands out for its
mechanical properties and cellular interaction, making it promising for various
biomedical applications. This research has focused on exploring extrusion-based 3D
printing of hydrogels, with emphasis on the alginate/nanocellulose system, including
variants with collagen and chitosan, aiming tissue engineering and topical treatment of
cutaneous leishmaniasis. The cell viability of the alginate/CNC scaffolds was evaluated,
with non-toxic results for fibroblasts (NIH3T3), highlighting the mixture with the best
viability after 3 days of culture. The bioink's rheological properties were not affected by
a cell density of 10° cells/mL, preserving its printing capacity. Bioprinting of
alginate/CNC scaffolds with NIH3T3 cells was carried out, and adhesion and morphology
were analyzed after 3 days of cultivation. Subsequently, in a second case study, the
rheological properties and printing capacity of multilayer scaffolds from the
alginate/CNC/chitosan and alginate/CNC/collagen systems were evaluated. CNC and
chitosan concentrations significantly influenced rheological properties and printing
capacity due to their electrostatic interactions. Chemical (FTIR) and thermal (DSC)
characterizations demonstrated the incorporation of tea tree oil (TTO) in the
alginate/CNC/collagen system scaffolds, and in vitro tests demonstrated good
leishmanicidal activity of TTO for parasites of the species L. amazonensis and L.

braziliensis.

Keywords: Extrusion based 3D printing; Nanocomposite hydrogels; Tissue engineering;

Wound treatment; Cutaneous leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

Nos dltimos anos, a drea da biofabricagdo tem recebido considerdvel aten¢do, sendo
um campo de pesquisa em rdpido crescimento. Nesta drea, sdo exploradas tecnologias de
manufatura aditiva (MA), sendo a impressdo 3D a mais utilizada delas, visando a
producdo de estruturas tridimensionais hibridas (scaffolds) compostas por biomateriais,
células, fatores de crescimento e compostos bioativos, para aplicagdes na drea biomédica
como engenharia tecidual, drug delivery e tratamento de feridas (Varma et al., 2020; J.
Zhang et al., 2021). Na engenharia tecidual, essa abordagem tem como objetivo tratar,
reparar ou substituir tecidos danificados ou 6rgdos inteiros usando construcdes funcionais
(Advincula et al., 2021). Entretanto, projetar biomateriais que simulam o complexo
ambiente e funcdes do tecido, bem como possuir a maioria das propriedades mecanicas e
bioldgicas necessdrias dos tecidos nativos ainda é um grande desafio da biofabricacio
(Wagner et al., 2020). Nesse contexto, o desenvolvimento de novos materiais com
propriedades mecanicas e biol6gicas que mimetizem o tecido nativo vem sendo muito
explorado por pesquisadores de diferentes dreas com o objetivo de superar essas
limitag¢des (Jain et al., 2022).

Uma classe de materiais que pode apresentar propriedades compardveis a matriz
extracelular (MEC) nativa, € a dos hidrogéis, que sdo formados a partir de uma estrutura
reticulada de polimeros hidrofilicos altamente hidratados (X. N. Zhang et al., 2022).
Quando utilizados na impressdo 3D, esses hidrogéis sdo chamados de tintas ou biotintas,
esse dltimo quando incorporado com células, fatores de crescimento ou compostos
bioativos (Krishna & Sankar, 2023). No entanto, para obter estruturas tridimensionais
adequadas para aplicacdes biomédicas, frequentemente € necessdrio modificar as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos hidrogéis (Munoz-Perez et al., 2023). A
composi¢do, concentracdo de polimeros, tipo e densidade de reticulagdo dos hidrogéis
podem ser ajustadas de forma a adequar suas propriedades mecanicas, distribuicao de
tamanho de poro e perfil de degradagdo, como mencionado por Li et al. (2020). Além
disso, diversas tecnologias tém sido utilizadas no desenvolvimento de sistemas de
hidrogéis que proporcionam um ambiente propicio para a interacdo das células com a
matriz e fatores bioldgicos, visando direcionar suas funcdes celulares, conforme relatado

por Neves et al. (2020). Essas estratégias englobam a funcionalizacao dos hidrogéis com
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peptideos e proteinas, a criacdo de redes interpenetrantes € a incorporacdo de
nanoparticulas, conforme destacado em trabalhos como os de Huang et al. (2022) e
Schipani et al. (2020).

Dentre as abordagens da MA utilizadas para hidrogéis, destacam-se a impressao a
jato de tinta, a transferéncia direta induzida por laser e a impressdo baseada em extrusdao
(Thakar et al., 2022). Esta tltima se destaca como um método versatil e de baixo custo,
com potencial de se obter estruturas impressas com fidelidade de formato e propriedades
mecanicas adequadas para diversas aplicagdes (Jiang et al., 2019). No entanto, para se
obter uma boa capacidade de impressao e fidelidade do scaffold impresso, € essencial que
as propriedades reoldgicas dos hidrogéis sejam ajustadas quanto ao seu comportamento
nao-Newtoniano e viscoeldstico. Assim, a andlise reoldgica desempenha um papel
importante no desenvolvimento de materiais adequados para o processo de impressao
baseada em extrusdo. Estudos recentes na literatura descreveram técnicas de andlise
reoldgica visando maior entendimento das correlagdes entre a capacidade de impressao e
o comportamento reoldgico desses materiais (Amorim et al., 2021; O’Connell et al., 2020;
Townsend et al., 2019).

Um dos sistemas de grande potencial para impressdao por extrusio € representado
pelos hidrogéis nanocompdsitos de polimeros naturais (Cai et al., 2022; Catoira et al.,
2019). Embora os polimeros naturais ndo apresentem boas propriedades mecénicas, a
combinacdo de particulas em escala nanométrica com polimeros biocompativeis em uma
suspensdo, pode resultar em materiais que apresentam propriedades reoldgicas,
mecanicas e bioldgicas adequadas para o processo de impressdo baseado em extrusdo e
aplicagdes na drea biomédica (Zhao et al., 2020). Dentre os sistemas de hidrogéis
nanocompdsitos utilizados na impressdo baseada em extrusdo, destaca-se o sistema
alginato/nanocelulose (CNC), que tem demonstrado grande potencial para aplicagdes na
drea biomédica (Deng et al., 2021; Siqueira et al., 2019).

Outros polimeros naturais como coldgeno e quitosana t€m sido amplamente
explorados na drea de impressdo 3D para aplicagdes biomédicas. A utilizacdo desses
polimeros oferece uma plataforma versatil para a fabricagcdo de objetos 3D impressos com
propriedades biocompativeis e bioativas (Osidak et al., 2020; Rajabi et al., 2021). O
colageno € uma proteina muito utilizada em aplicagdes na engenharia tecidual, pois estd
presente na MEC dos tecidos bioldgicos, apresentando propriedades bioativas que
estimulam a proliferacdo e diferenciacdo celular (Rezvani Ghomi et al., 2021). J4 a

quitosana € um polissacarideo derivado da quitina, encontrado em crustaceos e fungos.
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Possui propriedades antimicrobianas, bioativas e biodegradéveis, tornando-a atraente
para aplicacdes biomédicas (Aranaz et al., 2021). Os hidrogéis de quitosana podem ser
formulados com diferentes graus de desacetilacdo, permitindo o controle da liberacao de
moléculas bioativas e fatores de crescimento. Na impressdo 3D, pode oferecer suporte
mecanico e topogrifico as células, promovendo adesdo e proliferacio celular
(Sahranavard et al., 2020).

Uma aplicacdo promissora da impressdo 3D de hidrogéis nanocompdsitos, € o
desenvolvimento de curativos para tratamento de feridas (Smandri et al., 2020). Os
progressos recentes na tecnologia de MA tém impulsionado o desenvolvimento de
abordagens inovadoras em vdrias dreas da saide. A abordagem e o tratamento de feridas
cronicas continuam a ser um desafio clinico significativo devido a questdes como
cicatrizacdo inadequada, tratamentos com baixa eficdcia, aumento da incidéncia de
pacientes afetados e o impacto financeiro nos sistemas de saide (Tabriz & Douroumis,
2022). Feridas cronicas como as ulceras causadas pela leishmaniose cutanea (LC) sao
tratadas como um problema sério pelos 6rgaos de satde de paises como Brasil, Colombia
e Peru, onde a doencga € considerada endémica (OMS, 2023). As alternativas terapéuticas
atualmente disponiveis para o tratamento da leishmaniose sdo associadas a questdes como
alta toxicidade, baixa eficdcia, alto custo, desafios na administra¢do e o desenvolvimento
de resisténcia por parte do parasita aos medicamentos utilizados (Severino et al., 2022).
Com isso, existe a necessidade de desenvolver novos tratamentos, como a incorporagcao
de compostos com atividade leishmanicida com baixa toxicidade a formulagdes
inovadoras como filmes, membranas e scaffolds.

Os dleos essenciais (OE) sdo misturas complexas de metabdlitos secunddrios
extraidos de plantas. Dentro dessas misturas, podem ser encontrados de 10 a 60
constituintes diferentes, mas, em geral, apenas 2 a 3 componentes principais
desempenham um papel decisivo nas propriedades biolégicas do OE (da Silva et al.,
2020). Esses compostos e seus constituintes exibem uma ampla gama de atividades
farmacoldgicas, incluindo propriedades analgésicas, sedativas, anti-inflamatdrias,
antiespasmddicas, além de propriedades antimicrobianas, antiprotozodrias e anti-
helminticas (Ghadimi et al., 2020; Valdivieso-Ugarte et al., 2019). Estudos tém
demonstrado que varios OEs, ou seus componentes, possuem atividade inibitoria contra
protozodrios, com &énfase particular em Leishmania (de Moraes et al., 2018; Le et al.,

2018).
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Hami e colaboradores (2022), revelaram que o 6leo essencial de melaleuca (Tea
Tree Oil — TTO), extraido da planta nativa australiana chamada Melaleuca alternifolia, é
um agente leishmanicida que oferece vantagens em termos de seguranga, duracdo do
tratamento, custo e facilidade de administracdo (Hami, 2022). Ele é composto de
hidrocarbonetos terpenos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e seus dlcoois
associados (Lam et al., 2020). Suas atividades fungicida, anti-infeccioso, balsdmico, anti-
inflamatério, antisséptico, antiviral, inseticida e imune-estimulante sdao atribuidas
principalmente ao terpinen-4-ol, que € o principal componente do 6leo, sendo o principal
mediador de sua atividade “in vitro” e “in vivo” (Assmann et al., 2018; Bezabh et al.,
2022; Ghosh et al., 2022). Por suas diversas propriedades, o 6leo essencial de melaleuca
tem sido cada vez mais usado como uma alternativa natural e eficaz para tratar diversas
doencas.

Diante deste cendrio, os processos de manufatura aditiva junto com o
desenvolvimento de novos materiais apresentam um grande potencial para desenvolver
estruturas tridimensionais com propriedades mecanicas e biolégicas aprimoradas. Com
1SS0, esta tese apresenta investigagdes de impressdao 3D baseada em extrusdo de hidrogéis
nanocompdsitos do sistema Alginato/CNC, visando aplicacdes biomédicas.
Especificamente, a partir do estudo do comportamento reolégico e da capacidade de
impressdo dos hidrogéis, foram obtidas formulacdes de tintas e biotintas com potencial
para aplicacdo na engenharia tecidual e no desenvolvimento de um curativo para o
tratamento tOpico para leishmaniose cutanea. Neste ultimo caso, foram também
incorporados no sistema quitosana e coldgeno, visando obter uma estrutura hibrida com

atividade leishmanicida.

1.1 Objetivos

O objetivo desse trabalho € a impressdao 3D baseada em extrusdo de scaffolds com
2 regides de hidrogéis nanocompdsitos do sistema Alginato/CNC para aplicacdes na
engenharia tecidual e no desenvolvimento de um tratamento topico para leishmaniose
cutanea.

Para a aplicacdo na engenharia tecidual, as seguintes etapas foram realizadas para

alcangar o objetivo desse trabalho:
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e Avaliar a citotoxicidade e viabilidade celular dos hidrogéis de alginato e CNC
com fibroblastos de camundongo do tipo NIH3T3, em diferentes
concentracdes dos polimeros;

e Desenvolver uma biotinta com boa capacidade de impressdo, baseada em
alginato e CNC com células do tipo NIH3T3 incorporadas para o processo de
bioimpressao 3D baseada em extrusao;

e Conduzir a bioimpressdo 3D baseada em extrusdo de scaffolds do sistema
alginato/CNC com células do tipo NIH3T3 incorporadas e avaliar a
viabilidade, adesao e morfologia, apds o processo de bioimpressao;

Para o desenvolvimento de um tratamento tépico para leishmaniose cutanea, as
seguintes etapas foram realizadas para alcancar o objetivo desse trabalho:

e Avaliar o comportamento reoldgico e capacidade de impressao dos hidrogéis
de alginato/CNC/quitosana e alginato/CNC/coldgeno para a impressao de um
scaffold multicamada visando o desenvolvimento de um curativo para
tratamento topico da leishmaniose cutanea;

e Incorporar o 6leo essencial de melaleuca (Tea Tree Oil) ao hidrogel de
alginato/CNC/coldageno como agente leishmanicida;

e (Caracterizar quimica, térmica e morfologicamente os scaffolds de
alginato/CNC/coldgeno com e sem TTO incorporado e os scaffolds de
alginato/CNC/quitosana;

e Avaliar a atividade leishmanicida do TTO puro e incorporado nos scaffolds de
alginato/CNC/coldgeno em cultura de promastigotas de L. amazonensis e L.

braziliensis;

1.2 Estrutura da tese

Esta tese estd estruturada em 5 capitulos. Inicialmente, o capitulo 1 apresenta uma
visdo geral sobre a manufatura aditiva de hidrogéis nanocompdsitos, suas limitagcdes e
aplicacdes na drea biomédica. Dentro desse contexto, foi apresentada a motivagdo da
pesquisa, bem como os objetivos. O capitulo 2 expde uma revisdo da literatura

aprofundando os conceitos de impressdo e bioimpressdo 3D, hidrogéis nanocompdsitos
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do sistema alginato/CNC e aplicacdes na engenharia tecidual e no tratamento de feridas
com foco nas lesdes causadas pela Leishmaniose cutanea. Além disso, esse capitulo
também apresenta fundamentos de reologia e parametros de processo que afetam a
impressao 3D baseada em extrusdo. O capitulo 3 apresenta o estudo da viabilidade celular
em scaffolds do sistema alginato/CNC visando aplicacdo na engenharia tecidual, além da
morfologia e adesdo celular em scaffolds bioimpressos. O capitulo 4 apresenta o estudo
do sistema alginato/CNC/quitosana e alginato/CNC/coldgeno para impressao de scaffolds
multicamadas para o desenvolvimento de um tratamento tOpico para leishmaniose
cutanea, onde foram realizados estudos de reologia e capacidade de impressdo desses
sistemas. Ainda, sdo apresentados os estudos de incorporacdo do 6leo essencial de
melaleuca (TTO) nos géis e scaffolds, onde esses foram caracterizados quimica, térmica
e morfologicamente. Por fim, testes in vitro foram realizados para avaliar a atividade
leishmanicida do TTO em diferentes concentracdes. Finalmente, a conclusdao desta

pesquisa é apresentada no capitulo 5. A Figura 1 apresenta um resumo grafico da tese.

Manufatura aditiva para aplicacoes biomédicas

Biomateriais Engenharia
-_— de tecidos

B Tintas Impressdo 3D
Células ;
Fatores de crescimento - — [ ‘
-
-

1
E.

Compostos bioativos ==
Nanocompdsitos ' - =
& % T
© Biotintas ..
%o W :
LT L
Bioimpressdo 3D Tratamento
de feridas

Figura 1: Resumo gréfico da tese
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Impressao 3D

A tecnologia de manufatura aditiva, também conhecida como impressdo 3D ou
prototipagem rdpida, foi introduzida em 1986 com a técnica de estereolitografia. Nesse
processo, laminas de um material fluido sdo expostas a luz ultravioleta e impressas em
camadas sucessivas para criar objetos sélidos em 3D (Hull, 1986). A impressdo 3D
permite fabricar objetos camada por camada (layer-by-layer), adicionando
progressivamente materiais diretamente com base em modelos digitais predefinidos
(Panayi, 2023). Desde sua introdugdo, essa tecnologia tem causado um impacto
significativo na sociedade e estd transformando a ciéncia e a engenharia de materiais
avancados (Ryan et al., 2021). Um exemplo notdvel € a bioimpressdo 3D, um campo em
crescente desenvolvimento nos dltimos anos, impulsionado pelos avangos nas técnicas de
impressao 3D, ciéncia dos materiais e biologia celular (Jain et al., 2022; Yadid et al.,
2022). Com a impressdo 3D, € possivel produzir diretamente componentes complexos
personalizados feitos de diversos materiais como, metais (Nurhudan et al., 2021),
cerdmicas (Chen et al., 2019), vidros (H. Zhang et al., 2022), polimeros (Park et al., 2022)
e multimateriais (Nazir et al., 2023), usando tecnologias de design e fabricacdo assistidos
por computador (CAD/CAM). Em comparacdo com as tecnologias convencionais de
fabricacdo, que envolvem moldes, ferramentas e usinagem, a impressdao 3D € mais
flexivel, produz menos desperdicio de materiais e processos, além de ser economicamente
favordvel em termos de tempo e custo financeiro (Alammar et al., 2022; Hegab et al.,
2023).

Devido a esses motivos, a impressdo 3D estd sendo considerada como parte da
proxima revolugdo industrial na drea de manufatura (Pérez et al., 2020; Rymarczyk,
2020), encontrando amplas aplicagdes em diversos setores industriais, como automotivo
(Tuazon et al., 2022), robética (Sachyani Keneth et al., 2021), aeroespacial (Martinez et
al., 2022), quimica (Zhu et al., 2022), energia (Browne et al., 2020), alimenta¢do (Kumar
& Kumar, 2020), farmacéutica (Chen et al., 2020), biomédica (Bozkurt & Karayel, 2021),

entre outros. Atualmente, os polimeros sdo a classe de materiais mais comumente
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utilizados na impressao 3D para fabricar componentes personalizados (Park et al., 2022).
No entanto, para que o potencial dessa tecnologia seja aumentado, € necessdrio o
desenvolvimento de novos materiais imprimiveis feitos a partir de diversos materiais,
exigindo um design e desenvolvimento sob demanda da composi¢do, estrutura e fungao
(Nazir et al., 2023; Ryan et al., 2021).

Com o aumento da populacdo idosa e da expectativa de vida, hd uma crescente
necessidade de enxertos de tecidos, 6rgaos e biomateriais que possam substituir, reparar
ou regenerar tecidos e 6rgaos danificados ou perdidos (Guvendiren & Serpooshan, 2020;
L. G. Zhang et al., 2022). Esses biomateriais devem ter propriedades de bioabsor¢ao,
bioatividade e robustez mecanica para essas aplicacoes biomédicas (Bozkurt & Karayel,
2021; Jain et al., 2022). As estratégias baseadas em scaffolds porosos 3D sao altamente
promissoras para a engenharia tecidual e medicina regenerativa, pois proporcionam uma
estrutura para o crescimento celular, transporte de substincias e formacdo de novos
tecidos (Varma et al., 2020). A impressao 3D tem revolucionado esse campo, permitindo
a fabricacdo de scaffolds/objetos complexos e personalizados para cada paciente, com
propriedades controladas, flexiveis, rapidas e precisas. No entanto, a selecdo de materiais
apropriados para serem usados como biomateriais € um aspecto critico para o design e
aplicacdo da impressdo 3D (Chimene et al., 2020; Hegab et al., 2023). Os hidrogéis de
polimeros, que sdo redes de polimeros altamente hidratados, sdo uma classe promissora
de materiais para criar scaffolds 3D porosos, pois podem imitar a matriz extracelular e
modular a diferenciacdo celular (Chimene et al., 2020).

Diversas técnicas de impressdo 3D sdo utilizadas em aplicacdes biomédicas e
podem ser classificadas em sistemas baseados em laser, bicos por extrusdo de (pré)
polimeros e impressoras por jateamento de material. Ha diversas revisoes disponiveis que
apresentam uma classificacdo mais detalhada sobre essas técnicas (Maines et al., 2021;
Quan et al., 2020; Tiimer & Erbil, 2021; Wang et al., 2019). Em relacdo a impressio 3D
de hidrogéis, as principais técnicas sdo a impressdo baseada em extrusdo, impressio a
laser e impressdo a jato de tinta. A Tabela 2.1 apresenta um quadro comparativo entre
essas técnicas, onde a mais utilizada e acessivel € a impressdo baseada em extrusdo e
consiste na técnica utilizada nesta tese. Por meio desta técnica, sdo fabricados filamentos
continuos de material, em oposicao as goticulas produzidas por uma impressora a jato de
tinta. O filamento € criado seguindo um padrdo gerado por um software, que orienta o
caminho para formar uma estrutura tridimensional. Os materiais mais adequados para a

impressao por extrusdo sdo aqueles com comportamento pseudopléstico e viscoeldstico,
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como os hidrogéis poliméricos, que sdo liberados através de forcas mecanicas ou

pneumadticas por uma seringa (X. N. Zhang et al., 2022).

Tabela 2.1: Comparacdo entre as técnicas de impressdao 3D de hidrogéis. Adaptado de

(Antunes, 2022; Zhang et al., 2018).

Extrusao Laser Jato de tinta
Técnica  de P i
Impressao 'Q_ c::;:::d—q S
-‘H""'f g tinta
‘\x;‘ii:ulas
O material € dispensado O material € suspenso na O material é
em filamento de forma parte inferior de uma fita dispensado gota a gota
continua através de um e, quando vaporizadas por por meio de forga
Descri¢ao bico de extrusdo sob um pulso a laser, sdo térmica, piezoelétrica
forca  mecanica ou dispensados em formas de ou magnética
pneumética goticulas para um
substrato receptor
Capacidade de utilizar Alto grau de precisdo e
solucdbes com  alta resolucdo, capacidade de Alta velocidade,
Vantagens viscosidade e imprimir utilizar solu¢des com alta disponibilidade e baixo
com alta densidade viscosidade e imprimir custo
celular com alta densidade celular
Técnica depende de Baixa precisio no
Desvantagens  caracteristicas Consome tempo e alto posicionamento e

especificas do material e
propriedades mecanicas
adequadas e tem baixa
resolucgdo quando
comparada com as outras

técnicas

custo

tamanho de gota, mais

indicado utilizar
solugdes com baixa
viscosidade
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2.1.1 Impressao 3D baseada em extrusao

z

A impressdo baseada em extrusdo ¢ conduzida por um sistema pneumdtico ou
mecanico (pistdo ou parafuso) para extrudar géis e hidrogéis através do bico de maneira
continua; o processo de impressdo consiste na deposi¢do camada por camada para a
fabricacdo de objetos tridimensionais complexos. O sistema pneumadtico esta sujeito a
atrasos associados ao volume do gas comprimido, resultando em uma perda de pressao
durante o processo de impressao impactando na qualidade do objeto impresso, enquanto
o sistema acionado por pistdo pode fornecer controle mais direto sobre o escoamento da
tinta. A deposi¢do baseada em parafuso fornece maior controle espacial e é capaz de
dispensar tintas com viscosidades mais altas (Malda et al., 2013). No entanto, o sistema
acionado por parafuso ndo € indicado para a bioimpressdo, devido a alta taxa de
cisalhamento no parafuso pode ocorrer o rompimento de membrana das células causando

morte celular (Krishna & Sankar, 2023).

Pneumatico Pistao Parafuso

l l ‘_vétvula

Figura 2.1 Diagrama esquematico para ilustrar os principios de funcionamento da técnica

de impressao 3D baseada em extrusdo. Adaptado de (Malda et al., 2013).

A capacidade de impressdo de cada tinta individual é definida por seu préprio
conjunto de fatores, sendo eles reoldgicos e de processo dentro da chamada “janela de

impressdao” onde sdo avaliados, viscosidade, comportamentos pseudopldstico e
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viscoeldstico, recuperacao da viscosidade além dos pardmetros do processo de impressao
como velocidade de impressao, tipo e tamanho do bico de extrusdao, nimero de camadas
dos scaffolds entre outros. Além disso, um estudo destacou as vantagens dos processos
reolégicos no processo de impressio 3D, reduzindo o tempo € o custo no
desenvolvimento e avaliacdo de tintas em sistema de impressdao baseado em extrusao
(Gohl et al., 2018). Esses parametros reoldgicos e de processo serdo abordados mais a

frente.

2.2 Bioimpressao 3D

A bioimpressao 3D € uma técnica avancada da manufatura aditiva que permite a
criacdo de estruturas tridimensionais complexas, utilizando materiais bioldgicos, como
células, proteinas, fatores de crescimento e outros componentes bioldgicos, em conjunto
com materiais nao-bioldgicos, como hidrogéis. A associac¢ao dos diferentes componentes
em propor¢des adequadas resulta em um biomaterial que pode ser impresso por uma dada
tecnologia de bioimpressdo, chamado de biotinta (bioink) (Kacarevi¢ et al., 2018). O
termo bioimpressdo 3D pode ser definido como “o uso de processos de transferéncia
auxiliados por computador para padronizar e construir materiais vivos € ndo vivos com
uma organizag¢do tridimensional prescrita, a fim de produzir estruturas de bioengenharia
que se aplicam na medicina regenerativa, engenharia tecidual, farmacocinética e estudos
de biologia celular” (Jang et al., 2018; Liu et al., 2017).

O sucesso da engenharia tecidual depende principalmente da capacidade de
desenvolver estruturas tridimensionais complexas, contendo células e que apresentem
semelhanga com os tecidos vivos originais. Portanto, os parametros dos processos como
operacdo, tamanho do bico, capacidade de impressao, viscosidade da biotinta, densidade
celular, entre outros, sdo de importancia fundamental para a obtencdo de scaffolds
funcionais com essa complexidade e serdo abordados mais a frente (Naghieh & Chen,
2021). Uma andlise comparativa entre as diferentes técnicas de bioimpressdo ¢é
apresentada abaixo na tabela 2.2, onde estdo descritas as diferentes caracteristicas de cada

Pprocesso.
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Tabela 2.2: Analise comparativa de diferentes técnicas de bioimpressio 3D para

hidrogéis. Adaptado de (Ng et al., 2019).

Extrusao

Assistida por laser

Jato de tinta

Principio de trabalho

Operacao

Tamanho do bico

Capacidade de

impressao

Resolucio de

impressao

Viscosidade

Densidade celular

Viabilidade celular

Extrusdo pneumatica

ou mecanica

Facil
Carregamento de

biotintas em cartuchos

Pressdo de impressao

> 100 pm

Propriedades da
biotinta (G’e G”)

> 200 um

30 mPa.s — 10’ mPa.s

Até 10° células/mL

Tensdo de

cisalhamento

Vaporizacdo localizada
da camada de absorcdo

de energia
Média
Revestimento de
camada homogénea
Intensidade do laser e
velocidade de

varredura

N/A

Pressdo de vapor

20—-80 pm

120 — 300 mPa.s

> 108 células/mL

Espessura da camada e

viscosidade da

superficie do substrato

Uso de atuadores para
superar a tensao

superficial

Dificil
Carregamento de
biotintas em cartuchos
Otimizacdo da faixa
especifica do alcance
de pulso para cada
amplitude de pulso

15 - 200 pm

Propriedades da

biotinta (valores Z)

>20 pm (1,2 - 2x

tamanho de bico)

3 —-30 mPa.s

Até 10° células/mL

Tensdo de

cisalhamento da

superficie do substrato

A bioimpressdo baseada em extrusio € a abordagem mais difundida para a

fabricacdo de objetos 3D carregados com células; as biotintas sdo geralmente carregadas

em cartuchos de impressdo descartiveis e distribuidas pneumaticamente ou
mecanicamente em um substrato receptor. O tamanho minimo do bico em um sistema de
bioimpressao baseado em extrusdo normalmente € superior a 100 um. Isso ocorre porque

diametros menores resultariam em um aumento significativo na tensao de cisalhamento,
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0 que poderia levar ao dano celular, morte celular e aumentaria a probabilidade de
entupimento do bico. (Ozbolat & Hospodiuk, 2016).

7

Outro fator determinante no processo de bioimpressio 3D € a escolha do
biomaterial, que € crucial na bioimpressdao 3D, pois influencia as propriedades do
constructo impresso e sua aplicagdo final (Kacarevi¢ et al., 2018). Ao selecionar o
biomaterial, ¢é necessdrio  considerar fatores como  biocompatibilidade,
biodegradabilidade, suporte celular, migracdo e diferenciacdo celular, propriedades
mecanicas, porosidade, estabilidade estrutural e integracdo com tecidos circundantes
(Matai et al., 2020). A escolha também depende do tipo de tecido ou 6rgao, caracteristicas

desejadas e técnicas disponiveis. Nao ha uma tnica opc¢ao de biomaterial, pois ela varia

de acordo com as necessidades especificas (Jain et al., 2022).

2.3 Biomateriais para impressao 3D

Em 1986, o termo "biomaterial” foi definido como um material ndo viavel utilizado
em dispositivos médicos para interagir com sistemas biol6gicos, sem causar reacdes
adversas (Williams, 1999). No entanto, essa defini¢ao tornou-se obsoleta devido ao uso
cada vez mais amplo de biomateriais em diferentes aplicacdes além de dispositivos
implantados. Em uma conferéncia realizada em 2018, chegou-se a um consenso sobre
uma nova definicdo de biomaterial: "Um material projetado para assumir uma forma
capaz de direcionar procedimentos terapéuticos ou diagndsticos por meio de interacdes
com sistemas vivos". Ficou acordado que esse termo € sindbnimo de "material biomédico"
(Ghasemi-Mobarakeh et al., 2019).

Os biomateriais podem ser categorizados em diferentes grupos, incluindo metais,
ceramicas, polimeros sintéticos, polimeros naturais e suas combinacdes (Hudecki et al.,
2019). Ao escolher um biomaterial adequado, é essencial considerar as propriedades
especificas do material, as exigéncias do local onde o implante serd realizado e as
tecnologias de fabricacdo envolvidas. Dentre os diversos biomateriais, os hidrogéis sdao
amplamente utilizados na impressao 3D devido a sua versatilidade e adaptabilidade para
essa aplicacdo especifica. Hidrogéis sdo materiais gelatinosos, de origem natural ou
sintética, compostos principalmente de liquidos; eles podem ser desenvolvidos em

estruturas reticuladas por meio de ligacdes covalentes, idnicas ou pela combinacdo de
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ambas (X. N. Zhang et al., 2022). Nos ultimos anos, os hidrogéis tém ganhado crescente
popularidade nos campos da engenharia tecidual e em sistemas de liberagao de farmacos,
principalmente devido as suas caracteristicas de alta porosidade, biocompatibilidade e

biodegradabilidade. (Wagner et al., 2020).

2.3.1 Hidrogéis

Um hidrogel € constituido por redes tridimensionais de polimeros que tém a
capacidade de absorver e reter uma grande quantidade de 4gua, podendo ser derivado de
polimeros sintéticos, naturais ou de uma combina¢do de ambos (Bom et al., 2022). Na
Engenharia Tecidual, é possivel utilizar diferentes materiais em combinacdo para
imprimir estruturas com propriedades desejaveis, como resisténcia mecanica adequada,
taxa de degradacdo apropriada, viscoelasticidade, adesao celular e capacidade de
proliferacdo. Os hidrogéis apresentam diversas vantagens para essas aplicagoes, tais como
semelhanca com a matriz extracelular, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
facilidade de processamento.(Li et al., 2021; Townsend et al., 2019).

Nesse contexto, diversos materiais, polimeros naturais como coldgeno (Nocera et
al., 2018), gelatina (Lewis et al., 2018), 4cido hialurdnico (Petta et al., 2020), quitosana
(Rajabi et al., 2021), celulose (Deng et al., 2021) e alginato (Sdnchez-Ferndndez et al.,
2021), tém sido utilizados no desenvolvimento de tintas para impressao 3D, pois facilitam
a adesdo celular e a manutencao da diferenciacao.

No contexto da impressdao 3D, € vidvel combinar diferentes materiais para
aproveitar propriedades especificas de cada um, visando obter uma sinergia e produzir
um novo material com aplica¢des desejadas. Os hidrogéis, por exemplo, apresentam
propriedades viscoelasticas e biodegradaveis que facilitam a implantacio, retencdo no
local de administracdo e recuperagdo da elasticidade apds a implantagcdo. Nesse caso, os
biomateriais em forma de hidrogel permitem diversas combinagdes por meio de

mecanismos de reticulagdo quimica ou fisica (Townsend et al., 2019):
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Reticulagdo fisica

Também conhecidos como géis "reversiveis" ou "fisicos", os hidrogéis fisicos sdo
formados quando suas redes sdo estabelecidas através de emaranhados moleculares ou
forcas secunddrias, como forcas iOnicas, ligagdes de hidrogénio ou interacdes
hidrofébicas. Devido a essas interagdes, esses hidrogéis apresentam uma estrutura nao
homogénea, com presenca de grupos de emaranhados moleculares, dominios
hidrofébicos ou interacdes i6nicas. Todas essas interacdes sdo reversiveis e podem ser
desfeitas por meio de alteragdes nas condi¢des fisicas, como forca idnica, pH,
temperatura, aplicacao de tensdes ou adi¢cao de solutos especificos que competem com o
polimero ligante pelo local de afinidade na cadeia polimérica.(GhavamiNejad et al.,

2020).

Reticulagcdo quimica

Também conhecidos como géis "permanentes" ou "quimicos", os hidrogéis siao
formados por redes reticuladas por meio de ligagdes covalentes. Esse processo envolve a
combinagdo do material desejado com um agente reticulante. Os hidrogéis quimicos
podem ser obtidos pela reticulagio de polimeros soltiveis em dgua ou pela conversao de
polimeros hidrofébicos em hidrofilicos, seguida de reticulagdo para formar uma rede.
Similar aos hidrogéis fisicos, os hidrogéis quimicos ndo apresentam homogeneidade. Em
geral, eles apresentam regides de baixo intumescimento em 4dgua e alta densidade de
reticulacdo, conhecidas como "clusters", que estdo dispersos em regides de alto

intumescimento e baixa densidade de reticulacao (Hu et al., 2019).

2.3.2 Tinta e Biotinta

O termo "biotinta" foi introduzido em 2003 para descrever o uso de células vivas
em impressoes de 6rgdos, juntamente com o termo "biopapel” (Mironov, 2003; Mironov
et al., 2003). Inicialmente, envolvia a impressdao de um hidrogel e a insercao de células

como a "biotinta". Com o tempo, foram desenvolvidas vdrias técnicas de impressao 3D,



36

cada uma com requisitos especificos para a tinta utilizada. Atualmente, o termo "biotinta"
¢ amplamente utilizado em artigos de revisao (Badhe et al., 2023; Groll et al., 2018;
Hudecki et al., 2019). Alguns desses artigos propdem uma expansido da defini¢do,
incluindo materiais fabricados por manufatura aditiva e uma defini¢do mais sofisticada
em termos de estrutura e fun¢do. De acordo com Williams et al., (2018) existem quatro
categorias principais de biotintas: suporte, fugitiva, estrutural e funcional. As biotintas de
suporte fornecem suporte durante a bioimpressdo, como a agarose € a quitosana. As
biotintas fugitivas sdo removidas para criar canais internos na estrutura impressa, como o
polidlcool vinilico e o Pluronic. As biotintas estruturais conferem integridade a estrutura
3D e podem atuar como biotintas de sacrificio prolongado, como a policaprolactona e a
hidroxiapatita. As biotintas funcionais fornecem estimulos para modular o
comportamento das células, como biomateriais nanofuncionalizados carregados com
fatores de crescimento.

Diante disso, de acordo com Groll et al., (2018) € possivel simplificar a
classificac@o das biotintas e tintas de biomateriais com base na definicao de biofabricagao.
Nesse sentido, as biotintas podem ser descritas como meios formulados com hidrogel de
biomateriais adequados para a criagdo de formas celulares por meio da bioimpressao 3D,
como GelMA carregado de células, coldgeno, compostos de proteina-polimero e
biopolimeros. Por outro lado, as tintas de biomateriais sdo formulacdes de hidrogel de
biomateriais utilizadas para imprimir arquiteturas 3D biodegraddveis nas quais as células
sdo adicionadas posteriormente. Exemplos dessas tintas incluem alginato, hidroxiapatita,
quitosana e seus compostos impressos sem células.

Os termos biotintas e tintas de biomateriais (Figura 2.2) sdo frequentemente usados
como sindnimos. No entanto, o componente celular é definido como uma biotinta se esta
resultarem uma estrutura tridimensional em arranjos no interior de estruturas de hidrogéis.
Por outro lado, o termo tinta de biomaterial é usado para os precursores de hidrogel ou
formulacao de polimero aquoso que pode conter fatores biolégicos e ser usado para

semear células subsequente ou estudos in vivo (Groll et al, 2018).
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BIOTINTA TINTA DE BIOMATERIAL

ceélula como componente manufatura aditiva como
fabricacéo de tinta

semeadura dos scaffolds com células
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Figura 2.2: Diferenciagdo entre Biotinta e Tinta de Biomaterial.

Na figura 2.2, podemos observar a distin¢do entre a biotinta (a esquerda), que requer
a presenca de células individuais, células revestidas ou agregados celulares (compostos
por um ou mais tipos de células) em sua formulagao de impressao, podendo também ser
combinada com materiais diversos (como microtransportadores, microgéis ou
precursores de hidrogel) para uso. Por outro lado, a direita, temos a tinta de biomaterial,
que utiliza um biomaterial especifico para a impressdo, sendo o contato celular
estabelecido apGs o processo de fabricacdo. E importante notar que as imagens presentes

neste esquema nao estdo representadas em escala (Groll et al, 2018).

2.3.3 Alginato

O alginato é um polissacarideo natural hidrofilico com carga negativa e grupos
funcionais hidroxila e carboxila (-OH e -COQO") em sua cadeia (Fig. 2.3). E extraido de
algas marinhas marrons encontradas naturalmente nas dreas costeiras (Mallakpour et al.,
2021). O alginato € composto por copolimeros ndo ramificados lineares que consistem
em diferentes quantidades de acido B-D-manurdnico, chamados de blocos M (Fig. 2.3a)
e acido a-L-gulurdnico, chamados de blocos G (Fig.2.3b) ligados por ligagdes covalentes.

Esses blocos estdo arranjados em vdérias formas de sequéncia, incluindo blocos G
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consecutivos (G-G-G), blocos M consecutivos (M-M-M) e sequéncias de blocos MG
alternados (M-G-M) (Fig.2.3c). As propriedades fisicas do alginato sao determinadas pela
composi¢ao do copolimero, a féormula da sequéncia dos blocos e o comprimento linear
(Farokhi et al., 2020; Rastogi & Kandasubramanian, 2019). A caracteristica mecanica do
alginato pode ser controlada pela modificacdo do comprimento do bloco G e da massa
molar que pode variar entre 32000 e 400000 g/mol. Isso ocorre porque os blocos G t€ém
uma estrutura rigida, enquanto os blocos M-G-M sao flexiveis. Essa diferencga estrutural
afeta diretamente a taxa de degradagdo, a interacdo celular e outras alteragdes nas

propriedades fisicas e quimicas do alginato (Neves et al., 2020).

Blocos G

- g

©@ 000

Carboxila Carbono Oxigénio Hidroxila

Figura 2.3: Estrutura quimica da cadeia de alginato. (a) Blocos G, (b) Blocos M e (c)
Blocos M-G-M. Adaptado de (Rastogi & Kandasubramanian, 2019).

Existem duas categorias principais de métodos de reticulagdo para o alginato:
fisicos e quimicos. Esses métodos afetam as propriedades mecanicas do alginato, sendo
influenciados pelo tipo de reticulacdo e pela densidade de reticulacdo. A reticulacdo fisica
ocorre quando as cadeias de polimeros anidnicos podem ser interconectadas por cations
divalentes, como Ca** Sr** e Ba**, formando uma estrutura semelhante a uma caixa de
ovo (Fig. 2.4). No entanto, a reticulacdo fisica resulta em propriedades mecanicas
relativamente inferiores em comparacao com o método de reticulacdo quimica (Naghieh
et al., 2018). Para superar a fraqueza mecanica dos alginatos anidnicos, foram
desenvolvidos diversos métodos de reticulacio quimica. Esses métodos incluem
polimerizacdo radical, irradiacdo de energia, reacdes quimicas entre grupos

complementares e reticulacio enzimatica. Essas abordagens quimicas permitem a
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formacdo de ligacdes covalentes entre as cadeias de alginato, o que resulta em uma
estrutura mais estavel e propriedades mecanicas aprimoradas. Ao introduzir a reticulacao
quimica, busca-se melhorar a resisténcia e a durabilidade do alginato, tornando-o mais

adequado para diversas aplicacdes (Rastogi & Kandasubramanian, 2019).
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Figura 2.4: Reticulacdo do alginato. (a) Uma representacdo de uma cadeia de alginato
reticulada ap6s a adi¢ao de CaClo. Nesta figura, apenas trés cadeias sdo mostradas, mas o
polimero natural é composto por cadeias longas e, portanto, uma rede mais emaranhada,
(b) Estrutura de reticulac@o idnica dos blocos G de alginato com ions de célcio formando

a “caixa de ovos”. Adaptado de (Hu & Lo, 2021; Rastogi & Kandasubramanian, 2019)

Os hidrogéis a base de alginato sio amplamente utilizados na tecnologia de
impressao 3D devido as suas excelentes propriedades de impressao e biocompatibilidade.
Além disso, eles apresentam um custo relativamente baixo, baixa toxicidade e reticulagdo
rapida na presenca de fons de cdlcio (Ca’*). Esses materiais tém mostrado um enorme
potencial para aplicacdes na drea biomédica, como engenharia tecidual (Krishna &
Sankar, 2023), drug delivery (Bergonzi et al., 2023), cicatrizacdo de feridas (Wang et al.,
2023), tratamento de cancer (Sood et al., 2023) entre outras aplica¢des, devido as suas

propriedades versdteis e as vantagens oferecidas pela tecnologia de impressao 3D.
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2.3.4 Celulose nanocristalina (CNC)

A celulose nanocristalina (CNC) € um polissacarideo linear, obtida através de um
processo de tratamento quimico € mecanico da celulose (Fig. 2.5), resultando em
particulas alongadas e altamente cristalinas, com dimensdes nanométricas, sdo cristais em
forma de haste com um diametro de 5-20 nm e um comprimento de 100-300 nm (Ee &
Li, 2021). O CNC apresenta uma estrutura altamente organizada, com uma rede de cristais
de celulose empilhados. Suas propriedades incluem alta rigidez e resisténcia mecanica,
baixa densidade e biodegradabilidade. Além disso, a CNC possui uma grande drea
superficial, o que a torna altamente interativa com outros materiais e solventes podendo
ser usado, por exemplo, como modificador reoldgico (Athukoralalage et al., 2019; Junior

et al., 2019).

celulose

Figura 2.5: Celulose nanocristalina. Diferentes tipos de celulose tém diferentes
propriedades estruturais (como celulose nanofibrilada e celulose nanocristalina de origem
vegetal tem didmetro variando de 5-60 nm a 5-70 nm, respectivamente, enquanto a
nanocelulose bacteriana tem um didmetro de 20-100 nm) devido a ligagdo de hidrogénio
em grupos -OH (A). Celulose bacteriana (B). Celulose vegetal (CNC). Adaptado de
(Julkapli e Bagheri, 2017).

Devido as suas propriedades notaveis, 0 CNC tem uma ampla gama de aplicagdes

em diversos setores. Na industria de materiais, € utilizada como reforco em compdsitos
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poliméricos, aumentando suas propriedades mecanicas (Haldar & Purkait, 2020).

Também pode ser empregada na producdo de filmes finos (Zhang et al., 2019),

membranas (P. R. Sharma et al., 2020), revestimentos (M. Sharma et al., 2020) e adesivos

(Vineeth et al., 2019). Na area biomédica, o hidrogel de CNC € explorado para aplicacdes

como engenharia tecidual, liberacdo controlada de farmacos e bioimagem (Du et al.,

2019). A Tabela 2.3 apresenta um resumo das diferentes estratégias para a incorporagao

de celulose nanocristalina (CNC) em redes poliméricas ou para a preparacdo direta de

hidrogéis. Além disso, a tabela 2.3 também destaca as aplicagdes biomédicas especificas

associadas a essas abordagens.

Tabela 2.3: Método de preparacdo para hidrogéis baseados em CNCs e suas aplicagdes.

Adaptado de (De France et al., 2017).

Material Método de Aplicacoes Referéncias
preparacao para
hidrogel
CNC, alginato Homogeneizacio, Drug delivery (Supramaniam et al.,
extrusao 2018)
CNC, gelatina Homogeneizacdo Drug delivery (Ooi et al., 2016)
CNC,
carboximetil Homogeneizacao Curativo (Huang et al., 2018)
quitosana
CNC, alginato, Reticulacao ionica Engenharia (K. Wang et al., 2016)
gelatina Injetavél tecidual
CNC, PEGDA Impressdo 3D Engenharia (Palaganas et al.,
tecidual 2017)
CNC, PVA Freeze-thaw Curativo (Gonzalez et al.,
2014)
CNC, acido Extrusdo Engenharia (Domingues et al.,
hialuroénico Injetavel tecidual 2015)

O CNC tem despertado grande interesse como uma alternativa promissora aos

materiais convencionais. Sua disponibilidade, versatilidade e excelentes propriedades a

tornam um material com potencial significativo para inovacdo e avangos em diversas



42

areas tecnologicas (Haldar & Purkait, 2020). O uso do CNC na impressao 3D € um avango
recente, impulsionado pelas propriedades de formagdo do gel de CNC em baixas
concentracdes, juntamente com sua biocompatibilidade, baixa toxicidade e boas
propriedades mecanicas (He & Lu, 2022). Essas caracteristicas sdo consideradas
favoraveis para a impressdo 3D a base de CNC, curativos para feridas, materiais para
engenharia tecidual, entre outros, nos quais o controle preciso da estrutura, forma e
geometria dos poros sdo aspectos importantes para aplicagdes na drea biomédica (Du et

al., 2019).

2.3.5 Compositos de alginato — celulose nanocristalina (CNC)

A impressao 3D de hidrogéis nanocompdsitos de alginato e celulose nanocristalina
(CNC) tem despertado grande interesse na drea biomédica devido as suas propriedades
Unicas e as possiveis aplicacdes em diversos campos (Mallakpour et al., 2021). Esses
hidrogéis combinam as vantagens do alginato, um polimero natural biocompativel
amplamente utilizado, com as propriedades mecanicas e bioativas do CNC. Esses
materiais possuem caracteristicas como formacdo de hidrogel, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, resisténcia mecanica, processabilidade e baixa toxicidade (Krishna
& Sankar, 2023). Além de todas as caracteristicas citadas acima, o alginato € vantajoso
como componente de uma tinta/biotinta devido a sua rdpida reticulacio quando em
contato com cdations divalentes, como o Ca**, o que permite a formacao e retencdo da
estrutura impressa, essa caracteristica promove uma protecdo das células apds a
impressdao e/ou o encapsulamento de fairmacos para o estudo de liberagdo controlada,
propriedades importantes em aplicagcdes de engenharia tecidual e drug delivery (Siqueira
et al., 2019).

No entanto, géis de alginato possuem propriedades reoldgicas que afetam o
processo de impressdao 3D, como baixa pseudoplasticidade, comportamento viscoeldstico
linear do tipo liquido e baixa recuperacao da viscosidade apds a impressao, o que leva a
necessidade de um material compdsito para o aprimoramento dessas propriedades (Badhe
& Nipate, 2020). Pinto Junior et al., (2019) estudaram a impressao 3D baseada em
extrusdo de hidrogéis nanocompdsitos de alginato/CNC visando a construcdo de scaffolds

para aplicacdes em Engenharia tecidual. O comportamento reoldgico para os géis de
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alginato/CNC foi estudado com o objetivo de se alcangar uma tinta com concentragdo
6tima de impressao. Os resultados mostraram que o comportamento pseudoplastico foi
progressivamente aprimorado em funcdo da concentragdo de CNC e que géis do sistema
alginato/CNC com concentragdes a partir de 4% de CNC (m/m) resultaram em géis
macios com comportamento viscoeldstico do tipo sélido. Esse aprimoramento nas
propriedades reoldgicas ocorreu devido as interacdes eletrostiticas entre as cadeias
anidnicas do alginato e do CNC que promovem uma reticulacdo fisica. Também foi
relatado que os resultados da impressdao 3D corroboraram com os resultados dos estudos
reoldgicos, onde o aumento da concentragdo de CNC resultou numa melhor capacidade
de impressao dos géis do sistema chegando numa concentra¢do 6tima de impressao de
2% de alginato e 10% de CNC (m/m). Mais adiante os parametros reol6gicos envolvidos
no processo de impressdao 3D baseado em extrusdo serdo discutidos para um maior
entendimento do leitor.

Em resumo, os hidrogéis de alginato e CNC apresentam grande potencial para
aplicacdes biomédicas devido as suas propriedades versateis e capacidade de serem
adaptados as necessidades especificas de cada aplicagdo. Além disso, a combinagdo
desses biomateriais nos fornece um hidrogel com boas propriedades bioldgicas devido ao
alginato e boas propriedades reoldgicas e mecanicas devido ao CNC. Com o continuo
avanco da tecnologia de impressdo 3D e o aprimoramento desses biomateriais, podemos
esperar importantes avancos na medicina regenerativa € no tratamento de diversas

condi¢des médicas no futuro.

2.3.6 Quitosana

A quitosana é um polimero catidnico obtido através da desacetilacdo parcial da
quitina (Fig. 2.6a), um biopolimero encontrado no exoesqueleto de crustaceos, cuticulas
de insetos, algas e na parede celular de fungos (Aranaz et al., 2021). A desacetilagdo da
quitina pode ser realizada por meio de hidrélise quimica em condicdes alcalinas,
utilizando dgua alcalina concentrada, ou por hidrdlise enzimatica com a desacetilase. A
quitosana € composta por unidades de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) e unidades
desacetiladas de B-D-glucosamina (GIcN), que estdo distribuidas aleatoriamente no

polimero e conectadas por meio de ligagdes B-(1-4) -glicosidicas (Fig. 2.6b) (Naveed et
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al., 2019). O grau de desacetilacdo da quitosana € uma medida que relaciona o nimero de
unidades de GIcN com o numero total de unidades de GlcN e GIcNAc (Aranaz et al.,

2021).

0]
Quitina Quitosana
carbono
H OH annmencn
carbono
,ﬂ\ O anomérico 1 OH

HO
OWOH H HN H
2\ /
HN "

p-D-glucosamina (GlcN) N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc)

Figura 2.6: Representacido esquemdtica da estrutura (a) quitina e quitosana (b) unidades
de B-D-glucosamina (GIcN) e N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc). Adaptado de (Naveed
et al., 2019)

A quitosana possui trés tipos de grupos funcionais reativos, grupos amino (-NHb>),
hidroxila priméria e hidroxila secunddria (-OH) nas posicoes C-2, C-3 e C-6,
respectivamente, e destaca-se por ser o Unico polissacarideo natural com carga positiva.
Essa caracteristica permite interacdes com biomoléculas carregadas negativamente,
lipidios, proteinas, dcido desoxirribonucleico (DNA) e diversos receptores celulares,
desencadeando uma série de reacgdes interconectadas em organismos vivos e conferindo
propriedades superiores ao material. Dentre essas propriedades, destacam-se sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, atividade anti-inflamatéria, antitumoral,
antibacteriana, efeito antioxidante e baixa resposta de rejeicdo no corpo, com pouca ou

nenhuma formacao de encapsulagdo fibrosa (Rajabi et al., 2021). Quanto a solubilidade
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da quitosana, ela ocorre em meio dcido e pode ser explicada pela presenca de grupos -
NHo protonados em sua estrutura, ja que o valor de pKa da quitosana é aproximadamente
6,5. Quando cerca de metade dos grupos amino estdo protonados, a quitosana adquire
solubilidade (Rinaudc et al., 1999).

Uma das aplicagdes da quitosana que tém sido amplamente exploradas é a
impressao 3D de hidrogéis para aplicacdes biomédicas devido as suas propriedades
versdteis e capacidade de formar estruturas tridimensionais complexas (Rajabi et al.,
2021). Na impress@o 3D, os hidrogéis de quitosana encontram uma das suas principais
aplicagdes na engenharia tecidual, atuando como scaffolds ou suportes estruturais para o
crescimento de células e tecidos. Devido as suas propriedades bioativas, a quitosana
apresenta capacidade de promover a adesdo e a proliferacdo celular, tornando-se um
material promissor para a constru¢do de tecidos bioldgicos (Sacco et al., 2018). Além
disso, os hidrogéis de quitosana podem ser incorporados com fatores de crescimento,
outros agentes bioativos e polimeros, a fim de estimular a diferenciacdo celular e a
regeneracao dos tecidos (Hao et al., 2022). Os hidrogéis de quitosana também tém sido
utilizados na impressdo 3D de sistemas de liberagdo controlada de farmacos. Esses
hidrogéis podem atuar como veiculos para a entrega de farmacos, permitindo a liberacdo
sustentada e controlada ao longo do tempo. Esses dispositivos sdo especialmente
relevantes para aplicacdes terapéuticas locais, onde a liberacdo direcionada de
medicamentos € desejada (Hamedi et al., 2018).

A impressdo 3D de hidrogéis de quitosana apresenta desafios técnicos que ainda
precisam ser superados, como a otimizacdo das propriedades mecanicas, reoldgicas e
bioldgicas dos hidrogéis, bem como a garantia de viabilidade celular durante o processo
de impressdo. E essencial continuar a pesquisa e o desenvolvimento nessa 4rea, a fim de

aprimorar a aplica¢do dos hidrogéis de quitosana na impressdo 3D na drea biomédica.

2.3.7 Colageno

O coldgeno compreende um grupo de proteinas estruturais encontradas na matriz
extracelular de diversos tecidos, sendo considerada a proteina mais abundante no
organismo humano (Osidak et al., 2020). A distribui¢cao dos diferentes tipos de coldgeno

nos tecidos animais varia de acordo com sua organizacgao estrutural e hierdrquica. Dentre



46

eles, o coldgeno tipo I, encontrado nos tecidos dsseos, pele, tenddes e ligamentos, €
amplamente empregado em aplicacdes biomédicas, principalmente na engenharia
tecidual, devido a sua disponibilidade em grandes quantidades, além de apresentar
excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa antigenicidade. Por outro lado,
os tipos II e IV sdo tipicamente encontrados na cartilagem e nas membranas basais,
respectivamente (Marques et al., 2019).

De maneira geral, os coldgenos (Fig. 2.7) sdo compostos por cadeias polipeptidicas

que consistem em diferentes aminodcidos, seguindo uma sequéncia comum de

tripeptideos glicina-X-Y. Frequentemente, os aminodcidos X e Y sdo prolina e

(€N

hidroxiprolina, respectivamente (Fig 2.7a). A presenca de hidroxiprolina
particularmente exclusiva dos coldgenos, sendo utilizada para identificacio e
quantificac@o dessas proteinas em extratos. Essas cadeias polipeptidicas se organizam em
uma configuracdo alfa, onde trés delas se unem formando a caracteristica estrutura de
tripla hélice (Fig. 2.7b, c¢), que € a base para a estabilidade estrutural do coldgeno, bem
como para suas propriedades mecanicas notdveis. Essa organizacdo hierdrquica ¢é
fundamental para a formacdo de fibrilas e fibras de coldgeno (Rezvani Ghomi et al.,

2021).

Figura 2.7: Estrutura do coldgeno (a) Tripla hélice (b) X e Y representam principalmente
residuos de prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hyp) (c) Pontes de hidrogénio e interacdes n-
n* do coldgeno, sendo representadas por linhas tracejadas azuis e vermelhas,

respectivamente. Adaptado de (Rezvani Ghomi et al., 2021).
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Entre a extensa familia de coldgenos, apenas alguns tipos s@o usados como
biomateriais. O coldgeno natural extraido diretamente de tecidos animais, como cauda de
rato, pele suina e bovina, intestino, mucosa da bexiga e tenddes, pode apresentar variacoes
significativas de acordo com a fonte e levar a complicacdes por reacOes alérgicas e
disseminagdo de doencas (Nocera et al., 2018). Devido suas excelentes propriedades
biolégicas, o coldgeno vem sendo usado amplamente como hidrogéis na
impressao/bioimpressdo 3D para diferentes aplicagdes biomédicas como engenharia
tecidual (Marques et al., 2019), tratamento de feridas (Smandri et al., 2020) e
queimaduras (Sundar et al., 2021) e libera¢do controlada de farmacos (Zamboulis et al.,
2022). Entretanto, a maioria dos estudos existentes sobre o uso de coldgeno, destaca um
problema central relacionado propriedades reoldgicas e mecanicas inadequadas da
tinta/biotinta para o processo de impressdao 3D (Geanaliu-Nicolae & Andronescu, 2020;
Marques et al., 2019). Uma das abordagens possiveis para superar essa limitacdo é o
reforco desses hidrogéis por meio de diferentes técnicas como funcionalizacdo de
polimero e redes de reticulacio dupla, hidrogéis com redes interpenetradas
(Interpenetrating polymer network - IPNs) e reforcados com nanocompdsitos. Essas
técnicas promovem mudangas nas propriedades reoldgicas dos hidrogéis afetando as
principais caracteristicas na impressao (Chimene et al., 2020).

Uma proposta para contornar essas propriedades inadequadas dos hidrogéis de
coldgeno foi apresentada por Diamantides et al. (2017). Segundo o estudo, uma maneira
eficaz de melhorar a capacidade de impressao das tintas/biotintas de coldgeno é aumentar
o médulo de armazenamento da tinta antes da extrusdo. Essa estratégia foi detalhada com
maior precisdo por Osidak et al. (2020), onde foi demonstrado que as biotintas de
coldgeno com um médulo de armazenamento significativamente maior do que o médulo
de perda (comportamento do tipo sélido) sdo adequadas para a bioimpressao por meio da
extrusdo direta.

Em resumo, o coldgeno € uma proteina amplamente utilizada nas aplicacdes
biomédicas devido a sua abundancia e boas propriedades bioldgicas e tem se mostrado
promissor como uma tinta/biotinta para impressdo/bioimpressdo 3D. No entanto, as
propriedades reoldgicas inadequadas para o processo de impressdao 3D do coldgeno € um

desafio.
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2.4 Técnicas de reforco de hidrogéis para impressao/bioimpressao 3D

Os primeiros hidrogéis impressos tridimensionalmente, simplesmente se
comprometeram entre as propriedades reoldgicas, mecanicas e bioldgicas para produzir
tintas/biotintas que eram medianas em ambos os aspectos (X. N. Zhang et al., 2022). Com
o progresso das técnicas emergentes de impressao e bioimpressao 3D, tem ocorrido um
significativo aumento no desenvolvimento de abordagens inovadoras destinadas a
reforgar esses materiais, visando o aprimoramento de suas propriedades. (Deng et al.,
2021). Para projetar essas formulacdes avangadas de tintas/biotintas, € importante
entender as relacdes estrutura-propriedade-funcao das redes de hidrogel. Técnicas de
refor¢o de tinta/biotinta como funcionalizacdo de polimero e redes de reticulagdao dupla,
hidrogéis com redes interpenetradas (Interpenetrating polymer network - 1PNs) e
refor¢ados com nanocompdésitos (Figura 2.8), promovem mudancas nas redes de hidrogel
afetando as principais caracteristicas necessarias na impressao (Chimene et al., 2020).
Nessa secdo serd abordada a técnica de refor¢o por nanocompdsito, onde o CNC foi
utilizado como modificador reolégico visando o aprimoramento das propriedades

reoldgicas e mecanicas dos hidrogéis.

Funcionalizaciio/ Redes Interpenetradas Reforco por
Reticulacao dupla Nanocomposito
Deformacio Deformacio Deformacio
stress Mecinica Mecinica Mecinica

concentrado

s /P o
T f f IJ
C e ]1; ( Hjil jl
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a estrutura interrompida

Figura 2.8: Visdo geral das técnicas de reforco mecanico. Tintas/biointas convencionais

sdo tipicamente redes unicas com ligacdes cruzadas aleatoriamente. As técnicas
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estabelecidas para o reforco mecanico de tintas/biotintas incluem funcionalizacdo de
polimero, redes interpenetradas (IPNs) e biotinta baseada em nanocompdsitos. Adaptado

de (Chimene et al., 2020).

2.4.1 Reforc¢o por nanocompésitos

Nos dltimos anos, os nanomateriais tém despertado um grande interesse na
comunidade de engenharia biomédica (Bianchi & Carnevale, 2022). Sua alta area de
superficie especifica permite que até mesmo pequenas concentracdes de nanoparticulas
tenham um impacto significativo nas propriedades de uma rede de hidrogel (Murali et al.,
2021). As propriedades unicas dos nanomateriais aliada com a tecnologia de impressao
3D, tém sido exploradas em diversas aplicacdes biomédicas, incluindo a engenharia
tecidual, administragao de medicamentos, terapias contra o cancer e desenvolvimento de
biossensores (Bianchi & Carnevale, 2022). A incorporacdo de nanomateriais tem sido
utilizada para adicionar novas funcionalidades aos hidrogéis, como condutividade elétrica
aprimorada, capacidade de resposta a estimulos, controle do comportamento celular,
melhorias na capacidade de impressdo e refor¢co mecanico (Park et al., 2022; Park et al.,
2020).

Diversos tipos de nanoparticulas, como grafeno, nanotubos de carbono (Carbon
Nanotubes - CNTs), nanoargila, nanoparticulas magnéticas e nanoparticulas poliméricas,
sdo amplamente empregados para reforcar hidrogéis poliméricos e conferir
funcionalidades adicionais (Santra & Mohan, 2021). O refor¢o de hidrogéis por meio de
nanoparticulas pode ocorrer de diferentes maneiras, dependendo do tamanho, forma e
quimica da superficie das nanoparticulas (Figura 2.9). Geralmente, considera-se que as
nanoparticulas atuam como reticuladores fisicos (reversiveis), interagindo com vérias
cadeias de polimero. Isso permite uma dispersdo eficiente das tensdes na rede e sua
dissipacdo por meio do rompimento das ligagdes cruzadas formadas pelas nanoparticulas
de polimero (Dave & Gor, 2018). Esse mecanismo acarreta melhorias nas propriedades
reologicas e mecanicas dos hidrogéis como pseudoplasticidade, recuperacdo da
viscosidade, rigidez, extensibilidade e resisténcia mecanica. Além disso, nanoparticulas
bioativas podem ser usadas para aprimorar as propriedades biol6gicas dos hidrogéis como

adesdo, proliferacdao e migracao celular (Zhao et al., 2020).
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Capacidade de impressio
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Figura 2.9: Biotinta baseada em reforco de nanocompdsitos. Nanoparticulas com uma
variedade de tamanhos, formas e quimicas de superficie podem reforcar mecanicamente
as biotintas por meio de interacdes fisicas e covalentes. Nanoparticulas bioativas sdao
capazes de direcionar a fungdo celular em estruturas bioimpressas 3D. Adaptado de

(Chimene et al., 2020)

Um dos nanomaterias amplamente usados como refor¢o de hidrogéis na impressao
3D sdo as nanoargilas (também conhecidas como nanosilicatos) (Guo et al., 2021). Sua
boa solubilidade em dgua e biocompatibilidade combinadas com seus fortes efeitos nas
propriedades reoldgicas e mecanicas impulsionaram sua popularidade no reforco de
hidrogéis como alginato (Munoz-Perez et al., 2023), gelatina (Adib et al., 2020),
polietilenoglicol (PEG) (Daguano et al., 2022), 4cido hialurdnico (Gaspar et al., 2021) e
carboximetil celululose (Habib & Khoda, 2019). Os nanossilicatos sdo nanoplacas
bidimensionais semelhantes a discos com menos de 1 nm de espessura e podem ser
sintetizados de 25 nm a mais de 100 nm de diametro. Sua estrutura de cristal cria uma
carga negativa permanente em ambas as faces e cargas positivas permanentes em torno

da borda do disco. Os nanossilicatos possuem cargas superficiais permanentes e alta drea
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de superficie especifica (> 900 m?g™!) permitem que eles formem redes multifuncionais
estaveis de reticulagdes eletrostdticas, que existem tanto entre particulas de nanoargila
quanto como interagdes de nanoargila com cadeias poliméricas. Essas interacoes
eletrostéticas (particula - particula e particula - polimero) atuam como reticulacdes fisicas
aprimorando a capacidade de impressdo e propriedades mecanicas dos hidrogéis (Das et
al., 2019). Em um estudo, Davila & d’Avila (2019) relataram a avaliacdo reoldgica de
tintas Laponita/alginato para impressdao 3D baseada em extrusdo. No estudo, géis de
alginato com diferentes concentracdes de Laponita foram avaliados com o objetivo de se
chegar em uma tinta com boa capacidade de impressdo. A tinta com boa capacidade de
impressao foi definida em funcao do perfil de viscosidade, da capacidade de formacao de
filamentos, do ponto de fluxo e dos comportamentos sélido/liquido e a tinta com 5% em
massa de Laponita foi a que teve melhor desempenho.

Outro nanomaterial utilizado como reforco de hidrogéis com propriedades
semelhantes as dos nanosilicatos sdo os nanocristais de celulose (CNCs), esses
nanocristais vem sendo utilizados como modificadores reoldgicos aprimorando as
propriedades de impressao além de possuirem boas propriedades bioldgicas para
aplicagdes biomédicas (Wang et al., 2021). A interagdo eletrostatica entre os CNCs e o
polimero resulta em hidrogéis com uma estrutura de rede reversivel. Durante o processo
de impressdo, essa estrutura de rede entra em colapso durante o escoamento e se recupera
rapidamente apds a impressdo. Essa caracteristica aprimora as propriedades dos
hidrogéis, como pseudoplasticidade e tensdo de escoamento, que sdo propriedades
importantes no processo de impressao 3D (Deng et al., 2021). A tens@o de escoamento e
a pseudoplasticidade contribuem para o fendmeno conhecido como escoamento
pistonado (plug flow), onde o hidrogel se comporta como um fluido somente em uma
camada fina proxima as paredes da extrusora (He & Lu, 2022). Devido sua grande drea
de superficie, os CNCs podem interagir com vérias cadeias de polimero, seus efeitos nas
propriedades de escoamento sdo ampliados quando incorporada com outros polimeros.
Isso permite que a capacidade de impressdo seja significativamente melhorada pela
incorporagdo de pequenas quantidades de CNC a um polimero viscoso. Por exemplo,
enquanto 2% de alginato é muito fluido para imprimir scaffolds de multicamadas,
adicionar 10% de CNC como modificador reoldgico permite a impressao de estruturas de
30 camadas (Junior et al, 2019). Resultados semelhantes também foram relatados para

uma tinta de carboximetil celulose (CMC) e CNC (da Fonséca & d’Avila, 2021).
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Embora os nanocompdsitos apresentem melhorias na capacidade de impressao e na
resisténcia mecanica, sua utilizacdo em tintas e biotintas levanta questdes desafiadoras
sobre a avaliacdo da sua biocompatibilidade em longo prazo devido as complexidades das
interagdes das nanoparticulas com sistemas bioldgicos (Zandi et al., 2021). Um dos
principais desafios € que nanomateriais possam ter um impacto significativo nas
interagcdes destes com os sistemas bioldgicos em niveis subcelulares, influenciando a
absorc¢ao celular, a biodegradabilidade e a imunogenicidade (Chimene et al., 2020). Outra
limitacdo do uso de nanomateriais em aplicacOes biomédicas, sdo as incertezas
regulatdrias, pois as agéncias reguladoras ainda ndo estabeleceram regras claras sobre a
avaliacdo da seguranca dos nanomateriais, embora essa lacuna tenha sido reconhecida e
esteja sendo abordada pelas agéncias (Cai et al., 2022). No geral, um progresso
significativo foi feito na compreensdo das respostas in vitro e in vivo de vdrias
nanoparticulas, mas a compreensdo das interacdes bioldgicas dos nanomateriais ainda
permanece incompleta.

O compromisso entre as propriedades de biocompatibilidade e capacidade de
impressdo para produzir tintas e biotintas aceitdveis para os processos de impressdao e
bioimpressao 3D para aplicacdes biomédicas € um desafio. No entanto, novas abordagens
estdo sendo desenvolvidas para melhorar a janela de biofabricac¢do reforcando hidrogéis
com eficiéncia, mantendo propriedades bioldgicas favordveis. As diversas técnicas de
reforco de hidrogéis tem se mostrado eficiente para obter alta fidelidade de impressdo e
fornecer um microambiente biocompativel com propriedades mecanicas aprimoradas

(Chimene et al., 2020).

2.5 Parametros reolégicos de tintas e biotintas no processo de impressao 3D

baseado em extrusao

A impressdo 3D baseada em extrusdo de hidrogéis oferece a possibilidade de criar
objetos tridimensionais de maneira 4gil e personalizada (Park et al., 2022). Entretanto, a
compreensdo e o controle dos parametros reolégicos dos materiais desempenham um
papel crucial, pois sdo fundamentais para obter resultados de impressdo com alta
qualidade e consisténcia. Esses parametros reolégicos tém uma importancia significativa,

uma vez que influenciam diretamente o processo de impressao, afetando a capacidade
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dos materiais em serem extrudados de forma adequada (Bom et al., 2022; Fuentes-
Caparr6s et al., 2021).

Em geral, a reologia estuda a deformagdo e escoamento da matéria, ou seja, as
respostas as tensoes e/ou deformacgdes aplicadas. No contexto da impressdo 3D baseada
em extrusdo de hidrogéis, o comportamento reoldgico da tinta € inicialmente
caracterizado pela auséncia de escoamento quando estd contida na seringa (ou cartucho).
No entanto, ao ser submetida a for¢as externas, a tinta passa por uma transicao para resistir
a deformacao e, em condig¢des de alto cisalhamento, flui enquanto se move ao longo das
paredes e do bocal de impressdo. Consequentemente, a tinta assume uma nova forma até
eventualmente retornar a um novo estado de repouso (Figura 2.10) (Schwab et al., 2020;
Seoane-Viaiio et al., 2021). Os parametros reolégicos fundamentais que estao envolvidas
nessas transi¢oes incluem a viscosidade, comportamentos pseudopléstico e viscoelastico,
tensdo de cisalhamento e recuperacdo da viscosidade. Essas propriedades estdo
diretamente relacionadas ao desempenho da tinta em diferentes fases do processo: antes
da impressao (quando a tinta estd em repouso e no inicio do escoamento), durante a
impressao e apds a impressdo (precisdo de impressao, fidelidade de forma e adesdo)
(Amorim et al., 2021; Schwab et al., 2020). Portanto, ao compreender e caracterizar essas
propriedades reoldgicas, € possivel obter informacdes importantes sobre o desempenho
da tinta e garantir uma impressdo de qualidade, tanto em termos de manipula¢do do

material quanto na obtencao de resultados satisfatorios.

1. Repouso ou inicio do fluxo 2. Velocidade e tensio de 3. Recuperaciio da viscosidade
cisalhamento nas paredes e bico de
P<y, P>t extrusio

velocidade, v

Jb

!

Vi

tensfio de cisalhamento, T t

Figura 2.10: Parametros reoldgicos sdo importantes na impressdo 3D por extrusdo.

Durante o processo, € necessdrio aplicar uma for¢ca maior que a tensao de escoamento do
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material para moveé-lo. A velocidade da tinta aumenta no centro do bocal e diminui perto
das paredes. A tensdo de cisalhamento € maior perto das paredes e menor no centro. Para
uma impressao 3D precisa, € crucial que os materiais se recuperem apds a deformacao

pela tensdo de cisalhamento. Adaptado de (Bom et al., 2022).

2.5.1 Viscosidade

A viscosidade € a capacidade de resisténcia de um fluido ao escoamento sob a
aplicacdo de tensdes e desempenha um papel significativo na extrudabilidade, precisdao
de impressdo e fidelidade de forma. A viscosidade é definida como a relacdo entre a

tensao de cisalhamento e a taxa de cisalhamento.

n= < (1)

v
onde T ¢ a tensdo de cisalhamento (Pa), n ¢ a viscosidade (Pa.s) e y € a taxa de
cisalhamento (s ).

No contexto das tintas de hidrogel, a viscosidade pode ser influenciada por vérios
fatores, incluindo a temperatura, concentracdo de polimero, interacdes moleculares e
massa molar, afetando assim o desempenho da tinta antes, durante e depois do processo
de impressdo 3D (Schwab et al., 2020). Geralmente, tintas com viscosidade mais elevada
proporcionam uma maior precisdo de impressdo e tém uma maior capacidade de reter a
forma apds a extrusdo. No entanto, é importante considerar que o aumento da viscosidade
requer um aumento na tensdo de cisalhamento durante a extrusdo. Essa tensdo de
cisalhamento mais elevada pode danificar as células (no caso de um biotinta com células),
rompendo as membranas celulares, tendo um impacto tanto na viabilidade celular quanto
no desempenho bioldgico, bem como na capacidade de retencao de medicamentos (Cooke
& Rosenzweig, 2021; Shahbazi & Jager, 2020). Por outro lado, a baixa viscosidade pode
reduzir a capacidade de impressdo da tinta/biotinta e causar distribui¢do de células ndo
homogéneas e rdpida sedimentacdo celular (O’Connell et al., 2020). Portanto,
compreender a funcdo da viscosidade no processo de impressdao 3D € crucial para obter

uma extrusdo adequada, garantir a precisdo dimensional e assegurar a integridade
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estrutural dos objetos impressos sem comprometer os aspectos biologicos e/ou
farmacéuticos relacionados ao material.

Os fluidos Newtonianos exibem uma relagao linear entre a tensao de cisalhamento
e a taxa de cisalhamento, ou seja, sua viscosidade € constante; por outro lado, os fluidos
que ndo seguem essa linearidade sdo chamados de ndo Newtonianos (Cooke &
Rosenzweig, 2021). Os fluidos ndo Newtonianos podem ser classificados como
independentes do tempo, como pseudoplasticos e dilatantes; ou dependentes do tempo,
como o comportamento tixotropico ou antitixotropico (Fig. 2.11). Um tipo de
comportamento ndao Newtoniano € conhecido como pseudopléstico. Os fluidos
pseudoplésticos exibem uma diminuicdo na viscosidade a medida que a taxa de
cisalhamento aumenta. Em contrapartida, temos os fluidos dilatantes, que apresentam um
aumento na viscosidade a medida que a taxa de cisalhamento aumenta. Além dos
comportamentos independentes do tempo, hd comportamentos dependentes do tempo.
Um exemplo € o comportamento tixotropico, em que a viscosidade do fluido diminui ao
longo do tempo sob taxa de cisalhamento constante. Por outro lado, o comportamento
antitixotrépico, também chamado de reopéxico, envolve um aumento na viscosidade do
fluido ao longo do tempo sob taxa de cisalhamento constante (Cooke & Rosenzweig,
2021; Morrison, 2001).

Essas categorias descrevem como a viscosidade do fluido pode variar em resposta
a aplicacdo de tensdes de cisalhamento ao longo do tempo. Compreender e caracterizar
essas propriedades reoldgicas dos fluidos ndo Newtonianos é essencial para controlar o
processo de impressao 3D e otimizar a extrusdo de materiais com propriedades reolégicas

especificas.
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Figura 2.11: O comportamento de fluxo dos materiais € determinado pela relacdo entre a
tensdo de cisalhamento (1) e a taxa de cisalhamento (y). Essa relacdo é visualizada
graficamente, onde a inclinagdo da curva resultante é conhecida como viscosidade. A
partir do perfil da curva, os materiais podem ser classificados de acordo com seu
comportamento de fluxo. Essa classificacio desempenha um papel crucial na
compreensdo do comportamento dos materiais durante o processo de impressao 3D e
fornece informagdes valiosas sobre a extrusao, manipula¢do e deposicdo dos materiais.

Adaptado de (Morrison, 2001).

O comportamento dos fluidos Newtonianos pode ser descrito através da lei de

Newton

T=1y 2)

onde t ¢ a tensao de cisalhamento (Pa), n ¢ a viscosidade (Pa.s) e y é a taxa de
cisalhamento (s ).

O comportamento de fluidos ndo Newtonianos pode ser descrito por diferentes
modelos, dependendo da dependéncia da viscosidade com a taxa de cisalhamento. Um
modelo largamente utilizado € o modelo de viscosidade de lei de poténcias, proposto por

Ostwald em 1925

n=Ky"! 3)
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onde K ¢ o indice de consisténcia (Pa.s") e n € o indice de lei de poténcias (adimensional).
Dependendo do valor de n, pode-se identificar o comportamento Newtoniano € nao
Newtoniano. Se n < 1, tem-se o comportamento pseudopldstico; n = 1, Newtoniano e n
> 1, dilatante.

A maioria das tintas utilizadas na impressdo 3D baseada em extrusdo apresenta
comportamento ndo Newtoniano pseudopldstico, o que implica que sua viscosidade
decresce com o aumento da taxa de cisalhamento. Os efeitos ndo Newtonianos
frequentemente sdo atribuidos a reorientacdo de longas cadeias de polimeros e a
interrupcao de interacOes eletrostaticas, que sdo caracteristicas comuns em tintas
reforgcadas. As tintas ideais para o processo de impressao 3D baseado em extrusdo devem
apresentar duas propriedades distintas. Primeiro, elas devem exibir um comportamento
pseudopléstico, pois facilita o escoamento e a extrusdo durante o processo de impressao
3D. Segundo, apdés a remog¢do da forca de deformacdo, a viscosidade da tinta deve
aumentar rapidamente. Essa propriedade é crucial para garantir uma alta fidelidade de

forma e precisdo de impressao, evitando deformacoes indesejadas ou perda de detalhes.

2.5.2 Comportamento viscoelastico

O comportamento viscoelédstico desempenha um papel importante na impressao 3D
baseada em extrusdo, uma vez que indica a magnitude dos efeitos eldstico e viscoso de
tintas e biotintas. Essa caracteristica é fundamental para o processo de impressdo, pois
permite que a tinta se deforme temporariamente durante a extrusao e, em seguida, retorne
a sua forma original, mantendo a estrutura e a integridade das construcdes impressas
(Bom et al., 2022). Entretanto, uma quantidade significativa de estudos realizados analisa
principalmente a viscosidade, , como medida da influéncia dos componentes da tinta e,
por fim, para selecionar a formulacdo ideal ou formulacdes ideais para suas pesquisas,
sem considerar as propriedades viscoeldsticas (Amorim et al., 2021).

A avaliagdo do comportamento viscoeldstico é geralmente realizada através de
testes oscilatorios. Esses testes permitem determinar o modulo de perda viscosa (G") e o
modulo de armazenamento eldstico (G'), que descrevem as caracteristicas viscoelasticas
do material. No contexto da impressdo 3D baseada em extrusdao de hidrogéis, esses

modulos estio associados ao comportamento viscoso da tinta durante o fluxo através do
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bocal, a precisdo da impressado e a fidelidade da forma apds a conclusdo do processo de
impressao (Amorim et al., 2021; Townsend et al., 2019). Conforme ressaltado por
Townsend et al. (2019), € essencial encontrar um equilibrio adequado entre o médulo
viscoso e o mddulo eldstico para assegurar uma alta precisdo de impressao e fidelidade
de forma. O estudo enfatiza a importancia de ter uma tinta com propriedades reoldgicas
que permitam um fluxo viscoso adequado durante a impressao, garantindo uma extrusao
suave e consistente. Ao mesmo tempo, € necessario um componente eldstico suficiente
para manter a forma e a estrutura da construcdo impressa, evitando deformacdes
indesejadas.

Os ensaios oscilatérios sao realizados por meio de testes de amplitude ou varredura
de frequéncia com tensdo de cisalhamento controlada. Os testes de amplitude sao
frequentemente utilizados para determinar a regido viscoeldstica linear (LVE) e
estabelecer a tensdo de cisalhamento a ser aplicada no teste de varredura de frequéncia
(Fig. 2.12a). O teste de varredura de frequéncia (Fig. 2.12b), por sua vez, permite nao
apenas caracterizar o comportamento viscoelastico das tintas de hidrogel dentro da LVE,
mas também determinar o limite de escoamento. Além desses testes, uma sequéncia de
eventos controlada pelo tempo com deformacao de frequéncia tinica ou um teste de rampa
controlado pela deformacdo de frequéncia unica pode ser empregado para avaliar o
comportamento viscoeldstico dependente do tempo e da temperatura, respectivamente
(Amorim et al.,, 2021; Cooke & Rosenzweig, 2021). Essas técnicas permitem uma
caracterizacdo das propriedades reoldgicas das tintas de hidrogel, abordando diferentes

aspectos do comportamento viscoeldstico.
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Figura 2.12: Testes de cisalhamento oscilatério de pequena amplitude (SAOS), a) Teste
de amplitude, os mdédulos G’ e G sao medidos em fun¢ao da deformagdo para determinar
a regido de viscoelasticidade linear (LVE), também € possivel determinar os pontos de
escoamento e de fluxo do hidrogel, b) Teste de varredura de frequéncia, através do ensaio
de varredura de frequéncia € possivel determinar a estrutura do material e os
emaranhamentos moleculares que ocorrem desde baixas até frequéncias mais altas.

Adaptado de (Mu et al., 2021).

Além disso, é altamente recomendado avaliar fator de amortecimento, conhecido
como Tan & (G"/G"), que descreve o comportamento viscoelastico das amostras. Esse
parametro € particularmente relevante quando ocorre uma transi¢ao do tipo sol-gel na
formacgdo de hidrogéis (Gao et al., 2018). O fator de amortecimento, Tan o, fornece
informacdes sobre a dissipacdo de energia durante a deformacdo do material e é uma
medida importante para entender a capacidade do material de se adaptar a diferentes
condi¢des de deformacgdo e manter a integridade estrutural (Seoane-Viaifio et al., 2021).
Em solucdes semidiluidas, a sobreposi¢do das cadeias poliméricas ocorre em baixas
frequéncias, resultando em um comportamento viscoso predominante (liquid-like), onde
o moédulo de perda (G") é maior que o mddulo de armazenamento (G'). Nesse estigio,
quando o médulo de armazenamento (G') supera o mddulo de perda (G"), ocorre a
transi¢cdo do comportamento viscoso para o comportamento eldstico (solid-like). Essa
transi¢do € observada como um ponto de gel. Em géis, essa transi¢do ndo ocorre, pois 0
moédulo de armazenamento (G') € maior que o médulo de perda (G") em frequéncias
menores. Essa caracteristica € crucial na impressdo 3D de hidrogéis, pois evita o colapso

na estrutura do scaffold (Bom et al., 2022; Mu et al., 2021).
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2.5.3 Recuperacao da viscosidade

z

Um fluido tixotropico € aquele que exibe uma recuperagdo de viscosidade
dependente do tempo, ap0ds a redugdo da taxa de cisalhamento aplicada (Fu et al., 2021).
Esse fendmeno de tixotropia pode ser caracterizado por meio de uma varredura de
cisalhamento em trés etapas (3ITT) (Fig. 2.13), que permite avaliar a viscosidade
recuperada. Na primeira etapa, uma baixa taxa de cisalhamento € aplicada, simulando o
estado préximo ao repouso na seringa. Em seguida, a taxa de cisalhamento ¢ aumentada
subitamente, correspondendo ao estado em que a tinta esta fluindo pelo bico de impressao.
Na terceira etapa, uma baixa taxa de cisalhamento é novamente aplicada, permitindo a
reorganizacdo das cadeias poliméricas. Esse processo promove a recuperacdo da
viscosidade do fluido, restabelecendo suas propriedades originais (Jiang et al., 2019; X.

Zhang et al., 2021).
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Figura 2.13: Teste de tixotropia de trés intervalos de tempo. Esse ensaio pode ser
conduzido para estudar o comportamento de recuperacdo da viscosidade da estrutura
impressa em 3D e o tempo necessdrio para que essa recuperagdo aconteca. O teste mede

a viscosidade em trés intervalos de cisalhamento distintos. Adaptado de (Mu et al., 2021).

E evidente que os parametros reoldgicos desempenham um papel fundamental no
processo de impressdo 3D baseada em extrusdo. Portanto compreender essas

propriedades dos materiais utilizados € essencial para obter resultados de impressdao de



61

alta qualidade e consisténcia. Nesse contexto, € necessario que os pesquisadores
comecem a adotar protocolos de caracterizacao de tintas de hidrogel, que incluam tanto
ensaios pré-impressdo (reologia) quanto ensaios durante o processo de impressdo. E
preocupante que poucos pesquisadores considerem a reologia como uma ferramenta
valiosa, limitando-se apenas a testes de viscosidade rotacional de rotina. Como
consequéncia disso, a auséncia de avaliacdo das propriedades eldsticas implica na nao
consideracdo de fatores igualmente importantes, como a extrudabilidade, a precisdo da
impressao e a fidelidade de forma. Adicionalmente, conforme mencionado por Cooke e
Rosenzweig (2021), ha a possibilidade de projetar novas sequéncias reoldgicas que
combinam a andlise de diferentes parametros, os quais geralmente sio caracterizados de
forma separada, com o objetivo de replicar de maneira mais precisa o processo de
impressdo e as condicdes ambientais. E esperado que, em breve, protocolos de

caracterizacdo e otimizacdo de tintas de hidrogel incluam uma variedade de testes

reoldgicos mais abrangentes e robustos.

2.6 Aplicacoes biomédicas

7z

A impressdo 3D de hidrogéis para aplicacdes biomédicas € uma tecnologia
inovadora que combina a versatilidade da impressao 3D com as propriedades tnicas dos
hidrogéis. Isso permite criar estruturas tridimensionais complexas com alta precisdo (Li
et al., 2020). Os hidrogéis sdo altamente biocompativeis e podem imitar a matriz
extracelular natural, o que os torna uteis em aplicacdes na medicina regenerativa (Catoira
et al., 2019), liberacdo controlada de medicamentos (Zamboulis et al., 2022), engenharia
tecidual (Advincula et al., 2021) e tratamento de feridas (Smandri et al., 2020). A
impressdao 3D de hidrogéis tem o potencial de revolucionar tratamentos médicos,
melhorar resultados terapéuticos e oferecer solucdes de satide personalizadas. E uma drea
em crescimento que combina bioengenharia, ci€ncia dos materiais e medicina, com um
impacto significativo na saide no futuro (Advincula et al., 2021). Nesta secdo serdo
abordadas as aplicacdes dos hidrogéis aliada com a tecnologia de impressdao 3D para
engenharia tecidual e tratamento de feridas com foco no tratamento da leishmaniose

cutanea, para melhor entendimento do leitor e desenvolvimento do trabalho.
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2.6.1 Engenharia tecidual

A engenharia tecidual emprega os principios biolégicos e de engenharia para
desenvolver substitutos funcionais destinados a substituir, reparar e regenerar tecidos e
orgdos que foram perdidos, danificados ou acometidos por doengas. Esse campo tem
apresentado um rédpido avango, buscando solucionar as limitagcdes relacionadas a
disponibilidade de tecidos doadores e as rejei¢cdes de transplantes. Os projetos de
estruturas para suportes de tecidos (scaffolds) devem ser capazes de criar complexas
arquiteturas tridimensionais com porosidade hierdrquica e formas anatdmicas variadas,
visando alcancar as propriedades de transporte de massa e caracteristicas mecanicas
desejadas. Assim, busca-se combinar a funcionalidade mecanica com a capacidade de
regeneracdo dos tecidos e o6rgdos. No entanto, os métodos tradicionais de fabricagdo,
como moldagem por solvente, separacdo de fases, espuma de gis e liofilizagdo,
apresentam limitacdes para a produgdo de estruturas de suporte com topologias
complexas e adequadas propriedades mecanicas (Li et al., 2020). A impressdo 3D, como
uma tecnologia de fabricacao avancgada, apresenta vantagens notaveis, como a capacidade
de personalizagdo e alta precisdo. Com isso, tornou-se uma ferramenta cada vez mais
poderosa para pesquisadores, engenheiros e profissionais da drea clinica. A impressao 3D
possui um enorme potencial como uma forma acelerada, acessivel e promissora de
traduzir conceitos de engenharia tecidual em implementagdes clinicas.

A engenharia tecidual tornou-se uma drea de grande interesse e potencial,
especialmente no que diz respeito aos hidrogéis, devido a sua capacidade de promover a
adesdo, crescimento e diferenciacdo celular. Os hidrogéis sdo adequados para permitir a
troca eficiente de nutrientes e residuos com os tecidos vizinhos, além de servirem como
estruturas de suporte devido a sua biocompatibilidade e propriedades mecanicas
adequadas. A combinacao dessas propriedades justifica a pesquisa continua de hidrogéis
poliméricos para aplicacdes de engenharia tecidual (Krishna & Sankar, 2023).

Biopolimeros, polimeros sintéticos puros e materiais nanocompdsitos sao
amplamente utilizados como materiais de partida para a fabrica¢do de hidrogel (X. N.
Zhang et al., 2022). Cada um desses materiais possui vantagens e desvantagens ao ser
utilizado na fabricagdo de hidrogéis para aplicagdes em engenharia tecidual. Por exemplo,
os biopolimeros sdo geralmente biocompativeis e bioativos, porém costumam apresentar

caracteristicas estruturais intrinsecas que sio dificeis de replicar em um ambiente de
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laboratorio (Li et al., 2020). Em contraste, o uso de polimeros sintéticos na formacao de
hidrogéis possibilita a selecio direcionada e a modifica¢do de propriedades, como massa
molecular e morfologia. De maneira similar, € possivel adaptar nanocompdsitos e
misturas de polimeros para aprimorar as propriedades mecanicas de um hidrogel com
foco em uma aplicacdo especifica (Huang et al., 2022). Colageno, gelatina e alginato sdo
exemplos de polimeros de hidrogel de origem natural que tém sido amplamente estudados
devido as suas aplicagdes biomédicas. Entretanto, um dos principais desafios consiste em
realizar adaptagdes ou modificagdes nesses materiais sem comprometer suas estruturas

nativas e suas propriedades bioldgicas. (Mallakpour et al., 2021).

Regeneracdo da pele

A pele humana possui uma anatomia complexa, composta por trés camadas
distintas: epiderme, derme e hipoderme, com uma espessura média de aproximadamente
2,5 mm. Essas camadas abrigam diferentes tipos de células de maneira regionalmente
especifica, incluindo queratindcitos e melandcitos na epiderme, fibroblastos na derme e
tecido adiposo na base da hipoderme. O coldgeno, por sua vez, estd presente em todas as
trés camadas. A engenharia tecidual tem como objetivo desenvolver substitutos de pele
que superem as limitagdes dos métodos tradicionais de terapia cutanea. Nesse contexto,
a bioimpressdao 3D surge como uma estratégia promissora, permitindo a producdo agil,
confidvel e em escala de substitutos de pele biomiméticos que atendam aos requisitos
clinicos para a regeneracdo da pele humana. (Smandri et al., 2020).

Para restaurar a integridade da pele e promover a cicatriza¢io de feridas de forma
acelerada, t€m sido propostos diversos tipos de biotintas naturais compostos por hidrogéis
de alginato, gelatina e coldgeno. Essas op¢des sdo selecionadas devido as suas
propriedades desejdveis, que incluem a semelhanca com a matriz extracelular da pele e
excelente biocompatibilidade. Em um estudo conduzido por Zhao et al., (2016) foi
comprovado que os scaffolds feitos de gelatina metacrilada (GeIMA) apresentam a
capacidade de induzir a formagao de uma epiderme com multiplas camadas, bem como
promover o crescimento de queratindcitos em um tecido funcional que se assemelha a
epiderme. Além disso, esse mesmo grupo utilizou hidrogéis de GelMA para desenvolver
um scaffold tridimensional completamente celularizado, imitando a matriz extracelular,

com o objetivo de acelerar o processo de cicatrizacao de feridas.
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Ma et al., (2023) abordaram a bioimpressao 3D de um hidrogel de gelatina/alginato
com células-tronco derivadas de tecido adiposo, que foi modificado com um gradiente de
rigidez. O hidrogel impresso foi projetado para imitar a estrutura e as propriedades
mecanicas da pele natural. Ao introduzir as células-tronco no hidrogel, esperava-se que
elas contribuissem para a regeneracdo dos tecidos da pele. O estudo propds uma
abordagem inovadora para a engenharia tecidual cutaneos, utilizando a impressiao 3D e
células-tronco para alcancar a regeneracdo completa da pele em espessura total.

Em um outro estudo, Jiao etal., (2023) investigaram as propriedades dos hidrogéis
de colageno/alginato para a bioimpressido 3D de modelos de pele. O objetivo foi avaliar
a viabilidade desses hidrogéis como biomateriais para a fabricag¢do de estruturas de pele
em laboratério. Foram analisadas as caracteristicas fisicas, como as propriedades
reoldgicas dos hidrogéis, além de sua capacidade de suportar o crescimento celular. Os
resultados mostraram que os hidrogéis de coldgeno/alginato apresentaram propriedades
adequadas para a bioimopressao e sustentacdo celular. Esses achados sugerem que esses
hidrogéis podem ser promissores para a fabricacdo de modelos de pele utilizados em

pesquisas e testes laboratoriais.

2.6.2 Tratamento de feridas

As lesdes ou danos aos tecidos, também chamadas de feridas, representam um sério
problema de satide, responsdvel por uma parcela significativa dos gastos globais com
cuidados de satde a cada ano (Sen, 2019). As feridas podem ser classificadas com base
no processo de cicatrizacdao em feridas agudas ou cronicas. As feridas agudas sdo lesdes
que tendem a se curar dentro do periodo esperado de aproximadamente 2 a 3 meses,
variando de acordo com a extensdo e tamanho da lesdo na pele. (Ndlovu et al., 2021). J4
as feridas cronicas ndo seguem o processo de cicatrizacdo padrao ao longo de um periodo
prolongado. Exemplos de feridas cronicas incluem feridas diabéticas, ulceras cutaneas,
queimaduras, entre outras (Patel et al., 2019). O processo de cicatrizag¢do de feridas € uma
resposta imediata e protetora do corpo diante de uma lesdo. Durante esse processo, 0s
tecidos danificados ou destruidos sdo removidos, a fim de gerenciar as vulnerabilidades
dos tecidos cutaneos e restaurar sua integridade (Beldon, 2010). No entanto, essa etapa

requer cuidados importantes por parte dos pacientes e a aplicacao adequada de coberturas
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na ferida. Embora os curativos convencionais, como gaze, algoddo, adesivos e bandagens
oferecam protecdo contra contaminantes, sua troca frequente é necessdria para evitar o
dano dos tecidos adjacentes e eles tendem a aderir a lesdo, o que torna a substituicao
dolorosa (Smandri et al., 2020).

Um curativo ideal deve possuir propriedades que o tornem adequado para
proporcionar um ambiente propicio ao processo de cicatriza¢do. Essas propriedades
incluem durabilidade, flexibilidade, permeabilidade ao vapor de 4gua, aderéncia ao tecido
e boas caracteristicas mecéanicas (Zou et al., 2019). Além disso, os materiais utilizados no
curativo devem ser capazes de hidratar ou desidratar a ferida, manter um ambiente umido,
proteger contra infeccdes e prevenir a maceracdo (Huang et al., 2019). Os materiais de
curativo baseados em polimeros tém a capacidade de oferecer essas propriedades
desejadas. Esses polimeros podem ser classificados principalmente como biopolimeros e
polimeros sintéticos (Abid et al., 2019). Exemplos de biopolimeros incluem gelatina,
celulose, quitina, alginato, dcido hialur6nico, quitosana, dextrano, elastina, fibrina, entre
outros. No entanto, os curativos formulados apenas com biopolimeros geralmente
apresentam baixas propriedades mecanicas. Portanto, uma estratégia promissora ¢é
combinar biopolimeros com polimeros sintéticos ou nanocompdsitos para superar essas
limitagdes e melhorar as propriedades mecanicas dos curativos a base de biopolimeros
(Hussain et al., 2018).

As tecnologias de manufatura aditiva tém oferecido solu¢des rapidas no tratamento
de feridas, evitando a contracdo e promovendo a cicatrizacdo eficiente. Entre essas
tecnologias, destaca-se a bioimpressdo tridimensional (3D), uma técnica em constante
evolucdo que visa utilizar materiais biocompativeis incorporados com células vivas e
fatores de crescimento, a fim de imitar e restaurar a MEC natural dos 6rgéos e tecidos
humanos (Chouhan et al., 2019). Os hidrogéis de polimeros naturais sao os materiais mais
utilizados na impressao 3D de curativos para o tratamento de feridas. Devido a capacidade
dos hidrogéis reterem grandes quantidades de volume de dgua, eles podem absorver o
exsudato secretado pela ferida, reduzindo assim sua biocarga. Além disso, possuem boa
biocompatibilidade e sdao biodegradaveis (Piao et al., 2021). A impressao 3D de scaffolds
para o uso no tratamento de feridas possui vdrias vantagens, como o controle da
constru¢do de poros para a penetragdo de oxigénio, incorporacdo de drogas e liberagcdo
controlada dessas drogas ou outros compostos com propriedades regenerativas, anti-
inflamatérias e antibactericida. Outra vantagem € a capacidade de ajustar as

caracteristicas dimensionais do curativo (Cleetus et al., 2020).
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Um exemplo de polimero natural muito usado como curativo no tratamento de
feridas € o alginato de s6dio. Além de possuir todas as propriedades ja citadas acima, a
reticulacdo do alginato com fons de calcio (Ca**) faz com que o alginato se torne um
hemostatico natural. Hemostdticos sdo materiais ou dispositivos, os quais tém a
capacidade de promover o fechamento de tecidos orginicos. Ao serem aplicados sobre a
ferida, esses produtos absorvem os fluidos e expandem-se, vedando a lesdo e exercendo
pressao nos tecidos, o que impede o sangramento e proporciona alivio da dor ao paciente
durante a troca de curativos. (Wréblewska-Krepsztul et al., 2019). Além disso, esse tipo
de curativo proporciona um ambiente umido que favorece a rdpida formacao de tecido de
granulacdo e epitelizacdo na regido da ferida, resultando na cicatrizagdo adequada do
enxerto de pele proveniente da drea doadora (O'Donoghue et al., 1997). Os curativos a
base de alginato tém sido amplamente documentados na literatura e utilizados
clinicamente no tratamento de feridas (Mallakpour et al., 2021; Varaprasad et al., 2020).

Cleetus et al., (2020) investigaram a impressao 3D de hidrogéis de alginato com
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) incorporadas para terapia de cicatrizacdo de
feridas. Os resultados mostraram que os hidrogéis de alginato com nanoparticulas de ZnO
demonstraram propriedades antimicrobianas e aceleraram a regeneracdo de tecidos,
auxiliando no processo de cicatrizagdo de feridas. Esses achados sugerem que esses
hidrogéis podem ser promissores para o desenvolvimento de terapias de cicatrizacdo de
feridas mais eficazes. Em um outro estudo Madadian et al., (2023) estudaram a impressao
3D de uma espuma de albumina/alginato para aplicacdes de curativos de feridas. A
espuma foi fabricada usando uma combinacdo de albumina e alginato, sendo projetada
para ser adequada para a impressdo em 3D. Os resultados mostraram que a espuma
impressa em 3D apresentou propriedades adequadas, como porosidade e capacidade de
absorcdo de liquidos, que sdo importantes para o uso como curativo de feridas. Esses
achados indicam que a espuma de albumina-alginato tem potencial para ser utilizada

como curativo inovador em aplicacdes de tratamento de feridas.

Leishmaniose cutdnea

A leishmaniose € uma doenca tropical que representa uma ameagca significativa para

a sadde publica e é causada por vdrias espécies do parasita do género Leishmania,

transmitido pela picada das fémeas dos flebotomineos, conhecidos popularmente como
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mosquito-palha (Kaye et al., 2020). As principais formas clinicas da leishmaniose sdo a
cutanea, mucocutanea (Fig. 2.14) e visceral. A leishmaniose cutanea (LC) € a forma mais
prevalente da doenca e € encontrada em regides tropicais e subtropicais, como América
Central e do Sul, Asia, Africa e paises do Mediterraneo. Estima-se que cerca de 1,2 milhdo
de pessoas sejam infectadas com LC anualmente (Souto et al., 2019; Thakur et al., 2020).
A LC € caracterizada pelo surgimento de ulceras no local da picada do flebotomineo e,

as vezes, pode curar-se espontaneamente (Santana et al., 2021; Souto et al., 2019).

Figura 2.14: Infeccdo por Leishmania braziliensis com disseminag@o cutanea. (Mokni,

2019).

A transmissdo ocorre quando fémeas de flebotomineos se alimentam do sangue do
hospedeiro mamifero, regurgitando promastigotas no processo. Promastigotas sdo
fagocitados por macréfagos residentes, onde se transformam em amastigotas no interior
dessa célula. Amastigotas sdo adaptadas para suportar o ambiente dcido do interior do
vacuiolo parasitéforo, e se multiplicam para infectar novas células. O inseto vetor se
infecta quando se alimenta do hospedeiro mamifero doente, e no intestino do inseto os
amastigotas se transformam em promastigotas novamente para reiniciar o ciclo de

transmissao (Fig. 2.15).
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Figura 2.15: O ciclo de vida da Leishmania envolve a interacdo entre um hospedeiro

mamifero e um inseto vetor, com diferentes formas bioldgicas. Adaptado de (Rosa et al.,

2021).

No entanto, é importante tratar a infec¢do para evitar a transmissdo da doenca,
reduzir o risco de complicacdes e diminuir a possibilidade de recidivas (Thakur et al.,
2020). O tratamento da LC envolve o uso de medicamentos, como antimdnio e antimonial
pentavalente, que possuem eficdcia limitada e apresentam alta toxicidade, além de exigir
administracao parenteral e internacdo do paciente para acompanhamento (Barral et al.,
1983). Além disso, a entrega sist€émica de medicamentos por meio de inje¢ao hipodérmica
¢ limitada, com menos de 0,1% do medicamento alcancando a lesdo cutanea. Isso pode
levar ao acumulo de medicamentos no bago e no figado (Souto et al., 2019). Portanto, é
necessario melhorar o tratamento da LC para superar essas desvantagens (Capela et al.,

2019; Casalle et al., 2020).
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Nos ultimos anos, a tecnologia de impressao 3D aplicada no desenvolvimento de
curativos tem surgido como uma abordagem promissora para o tratamento tépico da
leishmaniose cutanea. Essa tecnologia tem o potencial de ser usada para criar sistemas
personalizados de liberacdo de medicamentos adaptados as necessidades de cada paciente
(Severino et al., 2022). Um tipo de material que tem sido utilizado nesse contexto sdo os
hidrogéis. Os hidrogéis sdo macios e hidrofilicos, o que os torna ideais para sistemas de
liberacdo de medicamentos e curativos, pois podem ser carregados com medicamentos e
implantados no local da infec¢do, permitindo uma liberacdo lenta do medicamento ao
longo do tempo (Aguilar-de-Leyva et al., 2020). Essa abordagem pode aumentar a
eficdcia do tratamento e reduzir os efeitos colaterais associados as terapias tradicionais.
Ao aproveitar as capacidades tinicas da impressao 3D, os pesquisadores estao trabalhando
no desenvolvimento de novos tratamentos inovadores para a leishmaniose que podem
melhorar os resultados para os pacientes (Severino et al., 2022).

Estudos sobre o uso de hidrogéis no tratamento da leishmaniose podem ser
encontrados na literatura, onde o tipo de hidrogel utilizado no tratamento varia
dependendo da aplicacdo especifica e do medicamento a ser administrado. Alguns
hidrogéis comumente utilizados nesse campo incluem polidlcool vinilico (PVA)
(Alexandrino-Junior et al., 2019), polietilenoglicol (PEG) (Jafari et al., 2022),
nanocelulose (CNC) (Goonoo et al., 2022), quitosana (Shakeel et al., 2023) e alginato
(Soeiro et al., 2021). Esses hidrogéis sdo escolhidos com base em suas propriedades,
como biocompatibilidade, resisténcia mecanica e caracteristicas de liberacdo do
medicamento. Alexandrino-Junior et al. (2019) estudaram o desenvolvimento de um
tratamento tépico para leishmaniose cutdnea (LC) utilizando hidrogéis de polidlcool
vinilico (PVA) contendo Anfotericina B (AmB). Os hidrogéis de PVA mostraram
potencial na eliminacdo do parasita, prevencdo de infeccdes secunddrias, promocdo da
cicatrizacdo e biocompatibilidade. Verificou-se que a AmB foi liberada de forma continua
e controlada pelos hidrogéis. Os resultados sugerem que os hidrogéis de PVA-AmB
podem ser uma abordagem adequada e eficiente para o tratamento tépico da LC.

Em outro estudo, Soeiro et al., (2021) investigaram a produ¢do de um
nanocomplexo composto por alginato (Alg), um polimero natural, com AmB recoberto
por nanocristais de celulose bacteriana (CNC). Os resultados de toxicidade in vitro
indicaram que os nanocomplexos Alg-AmB podem ser considerados uma alternativa ndo
toxica para melhorar o efeito terapéutico do AmB. O alginato e os nanocristais de celulose

estdio sendo explorados como materiais potenciais para o tratamento tdpico da
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leishmaniose cutianea devido a sua biocompatibilidade, que € bem tolerada pela pele,
reduzindo o risco de irritagdo cutdnea ou outras reacdes adversas. Além disso, ambos
podem formar hidrogéis que podem liberar medicamentos por um periodo prolongado,
melhorando sua penetragdo através da pele e potencialmente aprimorando a eficicia do
tratamento.

O tratamento da leishmaniose € complexo devido a alta toxicidade da maioria dos
medicamentos (Souto et al., 2019). Os antimoniais pentavalentes oferecem melhores
op¢Oes de tratamento com menor toxicidade em comparacdo aos sais de antimdnio
trivalentes (Sb III) que eram utilizados hd mais de 100 anos, mas foram descontinuados
devido a toxicidade, faixa de dosagem efetiva limitada e resisténcia do parasita (Casalle
et al., 2020). O antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) ¢é fornecido pelo
Ministério da Sadde no Brasil com uma dose prescrita de 10-20 mg/kg/dia por 20-30 dias
administrados por via intravenosa ou intramuscular (Ponte-Sucre et al., 2017). No
entanto, Glucantime® apresenta alguns efeitos mutagénicos (Capela et al., 2019). A
eficdcia dos medicamentos antimoniais organicos € alcangada pela reducdo de Sb(V) para
Sb(III) e pela inibi¢do da tripanotiona redutase e do estresse oxidativo (Denton et al.,
2004). De acordo com as ultimas diretrizes de tratamento da leishmaniose para as
Américas (2* Edi¢ao), os antimoniais pentavalentes sdo recomendados para o tratamento
da leishmaniose mucocutinea, com ou sem pentoxifilina oral (PAHO, 2022).

Apesar da diversidade de espécies e das varias formas da doencga, a farmacoterapia
tem sido limitada por muitos anos. Esfor¢cos nas ultimas décadas tém sido direcionados
para o desenvolvimento de novos tratamentos com eficiéncia aprimorada, baixos custos
e reducdo de efeitos colaterais (Oliveira et al., 2021; Santos et al., 2020). Investigar
extratos e compostos com atividade bioldgica de plantas utilizadas na medicina
tradicional é uma estratégia promissora na busca por compostos que possam ter o
potencial de prevenir e tratar a leishmaniose (Aguilar-de-Leyva et al., 2020). A industria
farmacéutica tem demonstrado interesse global em substancias naturais e/ou extratos para
a criacdo de novas formulacdes com potencial terapéutico. Entre as diversas substancias
naturais investigadas, os extratos de plantas tém se destacado como fonte de constituintes
com propriedades leishmanicidas. Em diferentes laboratérios ao redor do mundo, tém
sido identificados farmacos derivados de fontes naturais (Ahmad et al., 2019).

Os fitocompositos apresentam diversas vantagens, como a prote¢do contra efeitos
toxicos, melhoria do efeito terapéutico, aumento da seguranca, prolongamento do tempo

de acdo e defesa contra degradagdo fisica e quimica (P. Wang et al., 2016). Diversas
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plantas, como Kalanchoe pinnata, Plumbago scandens, Physalis angulata, Piper
aduncum, Tabemaemontana australis e Phyllanthus amarus e Melaleuca alternifolia
foram identificadas por possuirem atividade terapéutica contra a leishmaniose (Bahmani

et al., 2015).

Oleo essencial de melaleuca

O 6leo essencial de melaleuca, também conhecido como Tea Tree Oil (TTO), é um
Oleo essencial volatil derivado das folhas da planta nativa australiana Melaleuca
alternifolia, composto por constituintes monoterpénicos como terpinen-4-ol (T40), 1,8-
cineol, limoneno, p-cimeno e o-terpineno. Tem sido usado por suas propriedades
medicinais, incluindo potentes propriedades antimicrobianas contra uma ampla gama de
bactérias, virus e fungos, e efeitos anti-inflamatdrios, analgésicos e antiparasitarios (Lam
et al., 2020). O TTO e seus componentes t€m sido encontrados com atividades
leishmanicida in vitro sem toxicidade significativa. Pesquisas avaliaram o impacto de
diferentes 6leos essenciais e sesquiterpenos isolados na viabilidade de promastigotas de
Leishmania major, e os resultados mostraram que compostos do TTO, como a-pineno,
aromadendreno, sabineno, T4O e terpinoleno, tiveram valores de IC50 (concentragdo
necessdria para eliminar 50% dos parasitas da cultura) de 55,3, 63,8, 126,6, 335,9 e 387,9
pug/mL, respectivamente (Mikus et al., 2000). Estudos estabeleceram que o TTO deve ter
um conteido minimo de 30% de T40O para ser eficaz (Hami, 2022). Outro estudo in vitro
constatou que o limoneno teve uma IC50 de 354,0 + 33,0 uM contra promastigotas de L.
major. O tratamento com 300 uM de limoneno resultou em uma reducdo de 78% nas

taxas de infec¢do em macréfagos infectados com L. amazonensis (Arruda et al., 2009).
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3 IMPRESSAO E BIOIMPRESSAO 3D DE SCAFFOLDS DE
HIDROGEIS NANOCOMPOSITOS PARA APLICACAO EM
ENGENHARIA TECIDUAL: AVALIACAO DA VIABILIDADE,
ADESAO E MORFOLOGIA CELULAR

Neste capitulo, o comportamento celular nos scaffolds de hidrogéis
nanocompositos do sistema alginato/CNC foi estudado. Foi observado que diferentes
concentragoes de alginato, CNC e o gel do sistema alginato/CNC ndo apresentaram
citotoxicidade para células do tipo NIH3T3. Além disso, o gel contendo 2% (m/m) de
alginato e 10% (m/m) de CNC demonstrou um aumento da populacdo celular indicando
assim uma proliferacdo celular apés 96h de incubagdo. Scaffolds hexagonais com
dimensdo de 20x20 mm e 10 camadas foram impressos e células do tipo NIH3T3 foram
semeadas sobre os scaffolds. Micrografias de fluorescéncia confocal demonstraram
células vidveis nos scaffolds apés 3 dias de incubagcdo. Uma biotinta (alginato/CNC +
NIH3T3) foi formulada e os resultados reologicos da tinta e biotinta demonstraram um
comportamento pseudopldstico e viscoeldstico predominantemente solido. Portanto a
incorporagdo de células no sistema alginato/CNC ndo alterou as propriedades
reoldgicas adequadas para o processo de impressdo 3D baseada em extrusdo. Por fim,
a bioimpressdo foi realizada e micrografias de fluorescéncia confocal demonstraram
células vidveis e aderidas apds 3 dias de incubagdo. Com esses resultados, fica evidente
que o sistema alginato/CNC tem grande potencial para aplicacées na engenharia

tecidual.
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3.1 Material e Métodos

3.1.1 Material

Alginato de s6dio de média viscosidade de algas marrons (massa molar entre 80.000
e 120.000 g.mol™, composto de aproximadamente 61% de dcido manurdnico e 39% de
acido gulurdnico) e cloreto de célcio, foram ambos adquiridos da Sigma-Aldrich Corp.,
EUA. Nanocristais de celulose, hidrolisados com &cido sulftdrico a partir de polpa de
madeira, foi adquirida da Celluforce, Canada. De acordo com o fornecedor, a largura e o
comprimento das particulas do tipo haste CNC sdo de 5 a 20 nm e 150 a 200 nm,
respectivamente. Para a cultura celular e testes bioldgicos foram usados meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), dimetilsulf6xido (DMSO), paraformaldeido, BSA,
Triton, azul de tripan, MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio], FITC-
faloidina e 40,6 diamidino-2 fenilindol (DAPI) todos foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Corp., EUA. Soro fetal bovino (FBS) (Gibco, Life Technologies, Burlington, ON,
Canadd), penicilina, estreptomicina, solucdo salina tamponada com fosfato (DPBS) e

frascos de cultura de tecidos de 75 cm?. (CORNING).

3.1.2 Preparacio da tinta e biotinta

Inicialmente o alginato de s6dio, 0 CNC e o cloreto de célcio foram submetidos a
trés ciclos de esterilizacao por luz ultravioleta (UV) com durag¢do de 30 minutos cada. Em
seguida, o alginato de sddio na propor¢do de 2% (em massa) foi dissolvido em dgua
deionizada (tipo II, com condutividade inferior a 1 uS.cm-1), utilizando um agitador de
vortex por 10 minutos. Posteriormente, adicionou-se e dissolveu-se o CNC em uma
quantidade de 10% (em massa) também com o auxilio do agitador de vértex durante 10
minutos. As amostras foram entdo submetidas a sonicacdo a 40 kHz por 10 minutos
usando o equipamento de limpeza ultrassonica Unique USC 700.

Para o preparo da biotinta, as células NIH3T3 foram cultivadas como descrito

acima, tripsinizadas, contadas usando o método de exclusdo de azul tripan e ressuspensas
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em meio DMEM. Utilizando duas seringas e um conector luer lock, o meio de suspensao
de células foi misturado ao gel de alginato/CNC a uma concentracdo de 1:10 (v/v). A
densidade celular final na biotinta foi de 10° células/mL. Todas as tintas e biotintas foram

preparadas no fluxo laminar.

3.1.3 Cultura celular

Fibroblastos de camundongo (NIH3T3) foram cultivados em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina G e estreptomicina.
As células foram cultivadas em frascos de cultura de tecidos de 75 cm? a 37 °C em um
ambiente umidificado com 5% de CO; até a confluéncia de 70%, em seguida foram
lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato (DPBS), tratadas com 0,25% de
Tripsina / EDTA por 10 min para liberar as células do frasco, e em seguida sedimentadas
por centrifugacido a 1500 rpm por 5 min e, finalmente, ressuspensas com meio DMEM

para a densidade celular desejada.

3.1.4 Avaliacao da citotoxicidade

O ensaio MTT (brometo de 3- [4,5- dimetil-tiazol-2-il1]-2,5-difeniltetrazdlio) foi
realizado para avaliar a citotoxicidade das concentrag¢des de alginato (0,5, 1,0, 1,5, 2%) e
CNC (2,4, 6, 8, 10%) em massa, e para a mistura com alginato a 2% (m/m) e CNC a 10%
(m/m).

Fibroblastos de células de camundongo (NIH3T3) foram semeados em placas de
96 pocos a 3 x 10° células/pogo com meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS) e 1% de penicilina G e estreptomicina e incubadas por aproximadamente
12 h. Com a confluéncia de aproximadamente 70%, a monocamada celular foi lavada 3x
com DPBS (solucgdo salina tamponada com fosfato de Dulbecco), 200 pL de alginato de
diferentes concentracdes e CNC dissolvidos no meio de cultura DMEM foram
adicionados a cada pogo e 200 pL. de meio de cultura de células foram adicionados ao

grupo controle (branco).
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As células foram entdo incubadas por 12, 24, 48, 72 e 96h. Posteriormente, as
células foram incubadas em um DPBS contendo 10 pL de agente MTT (0,5%) a 37 °C
por 3h. O sobrenadante foi removido e 100 pLL de DMSO foram adicionados a cada poco
para garantir a solubilizacdo dos cristais de formazan. Finalmente, a absorbancia foi
determinada usando um espectrofotdmetro de varredura de multiplos pocos em um

comprimento de onda de 570 nm. Todos os testes foram realizados em triplicata.

3.1.5 Caracterizacao Reologica da Biotinta

As andlises reoldgicas da biotinta foram conduzidas utilizando um Redmetro
Compacto Modular Anton Paar MCR-102. Esses testes foram realizados a uma
temperatura de 25 °C, empregando uma geometria de cone placa (CP50-1) com um
diametro de 50 mm. O teste de viscosidade foi realizado em uma faixa de taxa de
deformacao de 0,01 a 1000 s!. Além disso, foram conduzidos testes de varredura de
amplitude com uma frequéncia angular de 10 rad.s™' e amplitude de deformacdo variando
de 0,01 a 100%. Com base nos resultados desses testes, foi determinado o intervalo de
viscoelasticidade linear (LVE) para uma deformacgdo de 1% (y0 = 1%) e também foi
identificado o ponto de fluxo para as amostras sélidas. O ponto de fluxo é definido como
o cruzamento dos médulos de armazenamento (G') e de perda (G") quando eles se tornam
iguais. Além disso, para a andlise da biotinta, foram conduzidos testes de varredura de
frequéncia na faixa de 0,1 a 240 rad.s!. Todos os procedimentos de teste foram realizados
em triplicata para garantir a precisdo e a confiabilidade dos resultados.

Todos os resultados foram comparados com os resultados reoldgicos ja obtidos por
Junior et al. (2019), com o objetivo de estudar a influéncia da densidade celular nos

parametros reolégicos.

3.1.6 Impressao e bioimpressao dos scaffolds

Foram impressos scaffolds do sistema alginato/CNC com 10 camadas, dimensdo

20x20 mm (com 0,41 mm de altura de camada) através do cabecote modular desenvolvido
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por (Déavila, Manzini, d'AVila, et al., 2022), com velocidade de 10 mm.s"!

€ espacamento
de 0,41 mm através de um bico conico 22G de 14 mm de comprimento e 0,41 mm de
diametro interno. O software Repetier-Host V2.1.3 foi utilizado para as impressdes. Os
arquivos de cddigo g contendo os caminhos de impressdao foram gerados usando o
software BioScaffoldsPG 2.0 (Davila, Manzini, da Fonséca, et al., 2022). Apds a
impressao, os scaffolds foram reticulados em uma solucdo de cloreto de calcio na
concentra¢do de 100 mmol.L! durante 10 minutos e armazenados em meio DMEM para
os testes bioldgicos. Para os testes biolégicos, 10° células/mL em meio DMEM foram
semeadas sobre os scaffolds e deixadas em cultivo em placas de cultura de 12 pogos a 37
°C em um ambiente umidificado com 5% de COz durante 3 dias. Apds o cultivo celular
nos scaffolds, foi realizada a microscopia Otica para ver o comportamento celular nos
scaffolds.

Para a bioimpressdo, foram impressos scaffolds com a biotinta de Alginato/CNC
contendo 10° células/mL (preparada conforme o item 3.1.4), com 5 camadas, dimensio
8x8 mm com 0s mesmos equipamentos e parametros de processo descritos acima. Apos
a bioimpressao, os scaffolds foram reticulados em uma solu¢do de cloreto de cdlcio na
concentragio de 100 mmol.L! durante 10 minutos. Apés a reticulacdo, os scaffolds foram
deixados em cultivo com meio DMEM suplementado em placas de cultura de 24 pogos a

37 ° C em um ambiente umidificado com 5% de CO; durante 3 dias.

3.1.7 Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade das células NIH3T3 nos scaffolds impressos foram avaliadas
qualitativamente usando o ensaio de viabilidade Live/Dead® que consiste em calceina-
AM e homodimero de etidio - I. No dia 3 o meio celular foi aspirado dos pogos e os
scaffolds foram lavados com DPBS trés vezes. As amostras foram protegidas da luz e
incubadas com o Live/Dead por 45 min. Apds lavagem multipla com DPBS, o
microscopio confocal de fluorescéncia (INFABIC-UNICAMP) foi utilizado para
observar as células, as quais apresentavam fluorescéncia verde (excitacdo/emissdao
488/515nm) identificadas segundo o protocolo do fabricante do kit como células vivas ou
a fluorescéncia vermelha (570/602 nm) para identificar as células mortas. Todos os testes

foram realizados em triplicata.
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3.1.8 Morfologia e adesao celular

As células NIH3T3 bioimpressas nos scaffolds foram coradas para F-actina e
nucleos para observacdo ao microscopio confocal de fluorescéncia. As amostras foram
fixadas com paraformaldeido 4% em DPBS por 10 min a temperatura ambiente, apds a
fixacdo, as amostras foram lavadas trés vezes com DPBS. Em seguida as amostras foram
permeabilizadas e bloqueadas com uma solugdo contendo 3% de BSA, 0,8% de Triton
em DPBS 1M por 1 hora em temperatura ambiente, apds a permeabilizacdo e bloqueio as
amostras foram lavadas 3x com DPBS. Para marcagdo da F-actina, as amostras foram
incubadas no escuro com e FITC-faloidina em DPBS na diluicdo de 1:40 e os nicleos das
células foram co-corados com 40,6 diamidino-2 fenilindol (DAPI) em DPBS na dilui¢io
de 1:2000 por 30 min em temperatura ambiente. As imagens foram obtidas em um
microscépio confocal de fluorescéncia do INFABIC nos comprimentos de onda 405 nm

para o DAPI e 647 nm para a faloidina. Todos os testes foram realizados em triplicata.

3.2 Resultados e Discussao

3.2.1 Avaliacao da citotoxicidade

A citotoxicidade dos géis do alginato, CNC e do sistema Alginato/CNC foi avaliada
pelo teste MTT (Figura 3.1), onde os géis foram dissolvidos em meio DMEM e expostos
auma camada de células de fibroblastos de camundongo de linhagem NIH3T3 e incubado
por 12 horas, para os polimeros puros e 24, 48, 72 e 96 horas para o sistema
Alginato/CNC. O MTT € uma substancia de cor amarela que passa por um processo de
reducdo, através da acdo da enzima desidrogenase mitocondrial, resultando na formacao
de um composto purpura chamado formazan. Esse teste permite avaliar a atividade
mitocondrial, onde apenas as células metabolicamente ativas t€ém a capacidade de
converter o sal amarelo MTT em cristais de formazan (Carvalho, 2019). Para o estudo em
questdo, foram selecionados fibroblastos, que sdo células do tecido conjuntivo. Essas

células desempenham um papel fundamental na deposicao, remodelacdo e organizacdo
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da matriz extracelular, especialmente durante o processo de cicatrizacdo de feridas
(Carvalho, 2019). Vale destacar que, ao avaliar a biocompatibilidade por meio de testes,
incluindo citotoxicidade in vitro, foram seguidos os critérios estabelecidos pela norma
ISO10993-5 (2009). Esses critérios foram baseados na viabilidade celular do grupo

controle utilizado como referéncia.

e Amostra nio citotoxica: viabilidade celular > 90%;
e Amostra levemente citotoxica: viabilidade celular entre 60 € 90%;
e Amostra moderadamente citotoxica: viabilidade celular de 30 a 59%;

e Amostra severamente citotoxica: viabilidade celular < 30%.

Ap6s 12 horas, os resultados obtidos a partir do ensaio de citotoxicidade indicaram
uma boa viabilidade celular (> 90%) para todas as concentragdes de alginato e CNC puro
analisadas, confirmando assim a ndo citotoxicidade desses polimeros. Para as amostras
contendo 1,5 e 2% (m/m) de alginato, é possivel observar uma maior populacdo celular.
A concentragdo do alginato influencia no metabolismo da célula e difusdo dos
componentes necessdrios provenientes do meio de cultura. Bittencourt et al., (2019),
estudaram a aplicagdo de géis de alginato cultivados com condrdcitos para regeneragao
de cartilagem. No estudo, a concentragdo de 1,5% (m/m) de alginato obteve a melhor
biocompatibilidade, tendo sido usada 1,0%, 1,2%, 1,5% e 2% (m/m). O mesmo
comportamento foi observado para a amostra contendo 10% (m/m) de CNC. J4 para o
sistema Alginato/CNC, uma atividade ndo citotxica pode ser observada e houve um
aumento da populacdo celular quando comparada com os polimeros puros. Também foi
possivel observar, que quando analisadas em tempos diferentes, houve um aumento da
populacdo celular para os tempos de 72 e 96 horas indicando assim uma proliferagdo
celular. De acordo com Naseri et al. (2016), a incorporacdo de CNC (nanocristais de
celulose) pode melhorar a adesdo, disseminacdo e crescimento das células nos hidrogéis
de alginato. Por outro lado, Pariente et al. (2002) destacam que a exposicao direta das
células aos biomateriais permite simular as interagdes celulares in vivo, tanto entre células
transplantadas quanto com os biomateriais implantados, o que possibilita a avaliacdo
dessas interagdes célula-biomaterial.

Esses resultados mostram que o sistema Alginato/CNC nas concentragdes de 2%

(m/m) para o alginato e 10% (m/m) para o CNC, é promissor para formulacdo de uma
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biotinta para bioimpressdo 3D e aplicagOes da Engenharia Tecidual por apresentarem

biocompatibilidade adequada além da proliferagdo celular.
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Figura 3.1: Porcentagem média da viabilidade de fibroblastos de camundongo (NIH3T3):
(a) comparagdo entre o Alginato puro e Alginato/CNC (mix) para o tempo de 12 horas,
(b) comparacédo entre o CNC puro e Alginato/CNC (mix) para o tempo de 12 horas e (c)
Alginato/CNC nos tempos de 24, 48, 72 € 96 horas. (N = 3; os dados mostram diferengas
significativas; Anova: p < 0,05 com (*), p < 0,01 (%), p < 0,001 (***)).

3.2.3 Preparo e caracterizacao reolégica da biotinta

Como ndo houve atividade citotoxica para o gel de Alginato/CNC (2% alginato e
10% CNC em massa), uma biotinta foi obtida na propor¢do 1:10 (0,2 mL de suspensdo
celular e 1,8 mL do gel de alginato/CNC), onde a densidade celular final na biotinta foi

de 10° células/mL. Ap6s a formulagio da biotinta, testes reolégicos foram realizados com
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objetivo de comparar a viscosidade (Figura 3.2a) e modulos elastico (G*) e de perda (G”’)
(Figura 3.2b) da tinta e da biotinta para avaliar o efeito da adicdo de células no
comportamento reoldgico da biotinta. Os resultados reoldgicos foram comparados com
de Pinto Junior et al., 2019 e pode-se observar que houve um decréscimo da viscosidade
da biotinta em comparagdo com a da tinta, mantendo comportamento pseudoplastico
similar. Quanto aos resultados dos modulos elastico (G’) e de perda (G’”), ambos sistemas
apresentaram um comportamento viscoeldstico do tipo sélido, comportamento esse
importante para o processo de impressdo, que evita o colapso da estrutura bioimpressa.
Porém, pode-se observar que a presenca de células acarretou diminuicdo de ambos os
modulos.

Como as caracteristicas de pseudoplasticidade e comportamento do tipo solido
foram mantidas na biotinta, pode-se considerar que a densidade celular de 10° células/mL
no gel de Alginato/CNC ndo afetaram fortemente esses comportamentos, pode-se

considerar que essa biotinta € promissora para uso da bioimpressao 3D de scaffolds.
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Figura 3.2: (a) Curvas de viscosidade como fun¢@o da taxa de cisalhamento da tinta e
biotinta e (b) Comportamento viscoeldstico, modulo elastico (G”) (simbolos fechados) e

moédulo de perda (G’’) (simbolos abertos) da tinta e biotinta.

3.2.4 Avaliacio da viabilidade celular

Ap6s os estudos de citotoxicidade, observou-se que ndo houve efeito toxico para

as células NIH3T3 na presenga do sistema Alginato/CNC (2% alginato ¢ 10% CNC em
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massa). Com isso, estudou-se o comportamento das células semeadas sobre os scaffolds.
Foram impressos scaffolds de 10 camadas e dimensdes 20x20 mm (Fig. 3.3) e cultivadas

com cé€lulas NIH3T3 durante 3 dias em estufa a 37 °C e 5% de COs.

Figura 3.3: (a) Scaffold impresso, (b) Imagem do microscépio Otico, scaffold de

Alginato/CNC em cultura com NIHT3T por 3 dias.

Ap6s 3 dias de cultivo foi realizada a microscopia 6tica do scaffold. Foi possivel
observar algumas células em suspensdo e na borda do filamento. J4 na superficie do
scaffold nao foi possivel afirmar que existem células, pois o formato arredondado dos
poros é muito parecido com o formato dos fibroblastos quando ndo aderido, também nédo
foi possivel confirmar a adesdo dos fibroblastos. Os fibroblastos quando aderidos
possuem um formato alongado. Para confirmar se existem células sauddveis na superficie
e dentro dos filamentos dos scaffolds, o teste Live/Dead foi realizado para indicar
qualitativamente a viabilidade das células. Uma vez que a difusdo de nutrientes no
scaffold ¢ um desafio significativo (Melo, 2019), optamos por usar microscopia confocal
de fluorescéncia para determinar a viabilidade celular nos scaffold utilizados. Os

resultados do ensaio Live/Dead sao mostrados na Figura 3.4.
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a) Controle é ~ . b) Calceina - AM

c) Calceina AM +Homodimero de etidio

Figura 3.4: Microscopia confocal de fluorescéncia para as células NIH3T3 semeadas
sobre o scaffold e coradas com calceina - AM e homodimero de etidio - I apds 3 dias de
cultura. (a) controle; (b) as células vivas em verde, (c) as células mortas em vermelho, (d)

sobreposi¢do. Barras de escala a 100 wum. Magnificagdo 40x.

Apo6s 3 dias de cultivo, foi realizado o ensaio de viabilidade utilizando o kit
Live/Dead nos scaffolds. Esse kit € composto por calcefna-AM, um marcador celular
derivado da fluorescefna. Esse marcador tem a capacidade de se acumular no interior das

c€lulas vivas que possuem membranas intactas, resultando na emissdo de fluorescéncia
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pelas células. Por outro lado, o homodimero de etidio-1 € internalizado pelas células
mortas que apresentam membranas danificadas. Esse marcador sofre um aumento de 40
vezes em sua fluorescéncia quando se liga ao DNA presente nas células mortas. (Melo,
2019). Nas imagens de microscopia confocal de fluorescéncia € possivel observar células
vivas em verde e células mortas em vermelho, entretanto ndo foi possivel confirmar que
a coloracdo em vermelho eram células mortas, pois percebeu-se que o homodimero de
etidio — I corou fracamente o scaffold. Esse problema pode estar relacionado com a
lavagem do scaffold ap6s a marcacio com o kit Live/Dead que pode ndo ter sido suficiente
para remover o excesso do marcador.

Os resultados comprovam que foi possivel identificar células NIH3T3 saudaveis
nos scaffolds do sistema Alginato/CNC ap6s 3 dias de cultivo, sendo assim um sistema

promissor para aplicacdo em engenharia tecidual.

3.2.5 Morfologia e adesao celular

A morfologia e adesao das células NIH3T3 nos scaffolds bioimpressos do sistema
alginato CNC foi realizada através da microscopia confocal de fluorescéncia. A coloragdo
em azul mostra o nicleo corado com DAPI e a coloracdo em magenta mostra as fibras de
actina corado com faloidina. E possivel observar que as células estdo aderidas e
espalhadas pela superficie do scaffold. Na imagem tridimensional (Fig. 3.5) foi possivel
observar que as células estdo conectadas por prolongamentos celulares contendo
filamentos de actina, sugerindo a formacdo de juncdes aderentes. Nota-se que os
fibroblastos mantiveram sua morfologia alongada preservada independente do processo

de bioimpressdo 3D.
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a) Controle b) DAPI + Faloidina

c) DAPI + Faloidina

Figura 3.5: Marcagdo com DAPI/faloidina ap6s 3 dias de cultura dos scaffolds em células
do tipo NIH3T3. (a) grupo de controle NIH3T3, (b) marcacdo nuclear DAPI (azul), (c)
F-actina marcada com faloidina (magenta) e (d) imagem fluorescente sobreposta de
componentes celulares imunocorados (mesclados). Barras de escala: 100 um para (a, b)

¢ 10 um para (c). Ampliagdo 40x.
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3.3 Conclusoes

Testes in vitro permitiram avaliar a viabilidade celular de fibroblastos de
camundongo do tipo NIH3T3 em géis de alginato, CNC e do sistema alginato/CNC.
Todas as concentragdes de alginato e CNC analisadas demonstraram baixa citotoxicidade,
entretanto, as concentragdes de 1,5 e 2% (m/m) de alginato e 10% (m/m) de CNC
obtiveram os melhores resultados demonstrando uma proliferagdo celular apés 12h de
cultivo celular. O sistema Alginato/CNC também demonstrou ter baixa citotoxicidade e
foi possivel observar uma proliferacdo celular maior apds o periodo de 96h. Portanto,
maiores concentracdes de alginato e CNC contribuem para uma maior biocompatibilidade
e viabilidade celular para células do tipo NIH3T3. Testes reoldgicos mostraram que a
densidade celular de 10° células/mL nio altera as propriedades reoldgicas da biotinta.
Células do tipo NIH3T3 foram semeadas sobre scaffolds e marcadas com live/dead para
se avaliar a viabilidade celular. Micrografias confocais de fluorescéncia demostraram
células vidveis nos scaffolds apés 3 dias de cultura. Finalmente, a bioimpressdo foi
realizada e marcacdes com DAPI e faloidina demonstraram células vidveis e aderidas nos
scaffolds ap6s 3 dias de cultura. Com isso, o sistema alginato/CNC demonstrou ter baixa
citotoxicidade, boa viabilidade celular sendo um candidato promissor para

impressao/bioimpressao 3D de scaffolds para aplicacdes na engenharia tecidual.
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4 IMPRESSAO 3D DE SCAFFOLDS MULTICAMADAS DE
HIDROGEIS NANOCOMPOSITOS COM OLEO ESSENCIAL
DE MELALEUCA INCORPORADO COMO POTENCIAL
TRATAMENTO TOPICO DA LEISHMANIOSE CUTANEA

Neste capitulo, a impressdo por extrusdo de hidrogéis nanocompdsitos do sistema
alginato/CNC/quitosana, alginato/CNC/coldgeno com oleo essencial de melaleuca
(TTO) incorporado, foi avaliada para a obtencdo de scaffolds com 2 regides distintas,
visando estudar o potencial uso no tratamento tépico da leishmaniose cutdnea. Esse
trabalho foi desenvolvido durante o doutorado sanduiche na escola de farmdcia da
Queens University at Belfast no Reino Unido, sob a supervisdo do Professor Dimitrios
Lamprou. Testes reologicos foram conduzidos variando-se as concentracoes de CNC
para o sistema  alginato/CNC/coldgeno e quitosana para o  sistema
alginato/CNC/quitosana, para obtengdo de tintas com boa capacidade de impressdo. As
tintas identificadas como adequadas para impressdo foram avaliadas em funcdo do perfil
de viscosidade, ponto de escoamento, comportamento viscoeldstico linear, recuperagdo
da viscosidade. Foi também avaliada a capacidade de impressdo de scaffolds variando
a pressdo de extrusdo. As tintas contendo 2% (m/m) de alginato, 8% (m/m) de CNC e
0,75% (m/m) de quitosana e 2% (m/m) de alginato, 6% (m/m) de CNC e 0.5% (m/m) de
coldgeno exibiram comportamentos reolégicos adequados para o processo de impressdo
3D baseado em extrusdo e boa capacidade de impressdo na pressdo de 19 PSI e entre 13
e 16 PSI respectivamente. As caracterizacdes quimica e térmica comprovaram a
incorporagdo do TTO. Por fim, a atividade leishmanicida do TTO puro e incorporados
nos scaffolds foi avaliada para L. amazonensis e L. braziliensis. Para ambas as culturas
de parasitas o TTO demonstrou ter boa atividade leishmanicida. Portanto, os scaffolds
de hidrogéis nanocompdstsos incorporados com TTO, aliado ao processo de impressdo
3D baseado em extrusdo, demonstraram ter grande potencial para o desenvolvimento de

um tratamento topico para leishmaniose cutdnea.
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4.1 Material e Métodos

4.1.1 Material

Alginato de s6dio de média viscosidade de algas marrons (peso molecular entre
80.000 e 120.000 gmol-1), quitosana de baixo peso molecular, coldgeno de tenddo de
Aquiles bovino, 4cido acético, Tween® 80 e solugcdo de fons célcio 0,1M, foram
adquiridos da Sigma—Aldrich Corp., EUA. Os nanocristais de celulose, hidrolisados com
acido sulftrico de polpa de madeira, foram adquiridos da Celluforce, Canada. De acordo
com o fornecedor, a largura e o comprimento das particulas do tipo haste CNC sdo 5 a 20
nm e 150 a 200 nm, respectivamente. O 6leo essencial de Melaleuca (Tea Tree oil (TTO)
foi adquirido de Alva, Wallenhorst, Alemanha. O TTO foi usado como obtido. As
principais substincias do 6leo essencial sdo, a-tujeno (0,8%), terpinen-4-ol (44,7%), a-
terpineol (3,0%), y-terpineno (22,5%), 1,8-cineol (4,2%) e a-terpineno (9,7%) foram
identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas GC/GC-MS

(citar).

4.1.2 Preparacao dos géis da primeira regiao: Alginato/CNC/Colageno com

o6leo essencial de Melaleuca (Tea Tree Oil) incorporado

Para o preparo dos géis da primeira camada, 0,5% (m/m) de coldgeno foi dissolvido
em uma solucdo de 4cido acético 0,5% (v/v) usando um agitador magnético a 400 rpm a
5°C por 4 horas. Apos a dissolugcdo completa do colageno, 2, 4 € 6 % (m/m) de CNC
foram adicionados e dispersos por 2 horas a 25°C. Finalmente, 2% (m/m) de alginato de
sodio foi adicionado e disperso em vortice por 1 hora. As amostras foram armazenadas
por 12 horas antes dos testes reoldgicos e impressao 3D. Com os testes reoldgicos, foi
possivel selecionar a amostra com as melhores propriedades reoldgicas para impressao
3D e para incorporacdo do TTO.

Os géis com TTO incorporados foram preparados de acordo com a metodologia

relatada por Deng et al., 2021, com algumas modificacdes: primeiro, uma emulsdo foi
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preparada adicionando 100, 50 e 25% mg/mL de TTO em uma solucdo contendo 0,5%
(v/v) de 4cido acético e 1% (v/v) de Tween 80 com um homogeneizador turrax a 5000
rpm por 10 minutos, seguido pela adi¢do de 0,5% (m/m) de coldgeno disperso com um
agitador magnético a 400 rpm a 5°C por 4 horas. Apés a dissolucdo completa do colageno,
a porcentagem de CNC com as melhores propriedades reoldgicas foi adicionada e
dispersa por 1 hora a 25°C. Finalmente, 2% (m/m) de alginato de sédio foi adicionado e

disperso em misturador de vortice por 1 hora.

4.1.3 Preparacao dos géis da segunda regiao: Alginato/CNC/Quitosana

Os géis foram preparados de acordo com a metodologia relatada por Sdnchez-
Gonzdlez et al.,, 2011, com algumas modificagdes: determinadas concentracdes de
quitosana foram dispersas em uma solucdo de acido acético a 0,5% (v/v) usando um
agitador magnético a 400 rpm por 2 horas a 25°C, seguido de a adicdo de 6% (m/m) de
CNC com dispersao por 2 horas a 25 °C. Em seguida, 2% (m/m) de alginato de sédio foi
adicionado e dissolvido usando um agitador de vortice por 1 hora. A concentragao total
de alginato e CNC na solu¢do foi mantida em 2 e 10% (m/m), respectivamente, e a
concentracdo de quitosana foi variada de 0,1 a 1% (m/m). As concentracdes utilizadas
neste trabalho sdo apresentadas na Tabela 4.1. As amostras foram armazenadas por 12

horas antes dos testes reoldgicos e impressao 3D.

Tabela 4.1: Concentragdes dos géis de Alginato/CNC/Quitosana.
Géis de Alginato/CNC/Quitosana

Alginato (% m/m) CNC (% m/m) Quitosana (% m/m)
2 8 0.1
2 8 0.25
2 8 0.5
2 8 0.75
2 8 1
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4.1.4 Caracterizacao Reoldgica

As analises reoldgicas foram conduzidas utilizando um redmetro HAAKE MARS
40. Para esses testes, utilizou-se uma geometria de placas paralelas (C35/2°) com um
diametro de 35 mm e uma distancia entre as placas de 1 mm. Os testes de viscosidade de
cisalhamento em estado estacionario foram realizados na faixa de 0,01 a 1000 s-'. J4 os
testes de varredura de amplitude foram conduzidos a uma frequéncia angular de 10 rad.s
I coma deformacao variando de 0,01 a 100%, para obter a faixa de viscoelasticidade
linear (LVE). A deformacao y0 = 1% foi adotada para todas as amostras, e o ponto de
fluxo foi determinado para as amostras com comportamento solido (onde G’ > G”). Esse
ponto ¢ definido pelo cruzamento dos modulos de armazenamento (G’) e de perda (G”).
Adicionalmente, foram realizados testes de varredura de frequéncia para suspensdes na
faixa de 0,1 a 240 rad.s™!. A recuperacio da estrutura apés uma taxa de cisalhamento
também foi avaliada por meio de testes de recuperacio de viscosidade (Souto et al., 2019).
Para simular as condicdes de impressdao 3D, esse teste foi realizado em trés etapas: no
intervalo de descanso, uma taxa de cisalhamento baixa (1 s') foi aplicada durante 25
segundos, seguida por uma taxa de cisalhamento alta e constante (500 s™!) a partir de 50
segundos. O intervalo de regeneracdo foi conduzido com uma taxa de cisalhamento de 1
s! durante 250 segundos. Todas as caracterizacdes reolégicas foram realizadas em

triplicata.

4.1.5 Impressao 3D e Capacidade de impressao

A impressao 3D foi realizada utilizando a impressora Allevi I, (Allevi, Filadélfia,
EUA). Para gerar os caminhos de impressao, foram utilizados arquivos de cédigo G, os
quais foram criados através do software Repetier-Host V2.1.3. A extrusdo durante o
processo de impressdo foi feita com o auxilio de um bico cdnico 22G de 25 mm de
comprimento € 0,41 mm de didmetro interno, fornecido pela Injex, Brasil. Antes da
impressao, todas as amostras passaram por um processo de centrifugacao a 4000 rpm por

5 minutos em uma centrifuga Kasvi K14-4000, com o objetivo de eliminar bolhas de ar
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presentes nos materiais. Esse procedimento de preparacdo foi essencial para garantir a
qualidade da impressdo e a integridade das amostras produzidas.

Para avaliar a adequacgdo dos diferentes géis, testes de impressao foram realizados.
Géis das duas camadas com diferentes viscosidades (na primeira camada variou-se a
concentracdo de CNC e na segunda camada variou-se a concentracao de quitosana) foram
avaliados em diferentes pressdes de extrusdo. Foram impressos scaffolds com dimensdes
de 8x8 mm, altura da camada de 0,41 mm, 5 filamentos, velocidade de impressdo de
5mm.s” e 5 camadas. Os pardmetros de impressdo dos scaffolds sdo apresentados na
tabela 4.2.

Apds a impressao, os géis da primeira camada (Alginato/CNC/Col4dgeno) com a
melhor capacidade de impressao foram selecionados para incorpora¢do do TTO. Para as
caracterizacoes, 0s scaffolds foram impressos e reticulados com uma solucdo de cloreto

de calcio 100 mmol.L! e deixados secar por 48 horas a 25°C.

Tabela 4.2: Parametros de impressao dos scaffolds.

Primeira regido — Alginato/CNC/Colégeno

Variagao da Distancia Alturade Velocidade Pressdode Numero de
concentracao entre camada de extrusao camadas
de CNC (m/m) filamentos (mm) impressao (PSI)
(mm) (mm.s™)
24,6,8 0,41 0,41 5 4;7;10; 5
13;16; 19;
22

Segunda regido — Alginato/CNC/Quitosana

Variagao da Distancia Alturade Velocidade Pressdode Numero de
concentracao entre camada de extrusao camadas
de quitosana filamentos (mm) impressao (PSD)
(m/m) (mm) (mm.s™)
0,1; 0,25; 0,5; 0,41 0,41 5 4;7; 10; 5
0,75; 1 13; 16; 19;

22
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4.1.6 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo dos scaffolds usando FTIR foi realizada para identificar com
precisdo os compostos presentes nas amostras individuais. A anélise foi realizada usando
um espectrometro de reflexdo total atenuada (ATR)-FTIR (Thermo Fisher Scientific,
Nicolet is50 FTIR com ATR integrado), em amostras sélidas. Os scaffolds foram
analisados em uma atmosfera inerte em um comprimento de onda de 4000 a 600 cm em
64 varreduras com uma resolucdo de 4 cm e um intervalo de 1 cm. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

4.1.7 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi realizada usando o Netzsch
Autosampler (Wolverhamp-ton, Reino Unido) usando panelas de aluminio padrdo. As
faixas de temperatura e taxas de aquecimento foram adaptadas para cada formulagao de
gel como segue; Alginato (A), CNC, Quitosana (CS), Coldgeno (COL), 2A-8CNC-
0,5COL e 2A-8CNC-0,5CS: -30 °C a 250 °C com taxa de aquecimento de 10 °C min;
2A-8CNC-0.5COL com 5% de TTO incorporado e TTO puro: -30 °C a 350 °C com taxa

de aquecimento de 10 °C min. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.1.8 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As morfologias de superficie dos scaffolds impressos foram observadas usando uma
microscopia eletronica de varredura (MEV) realizada usando um microscépio eletronico
de varredura de mesa TM3030 (Hitachi, Japao). As amostras foram aderidas em discos
de carbono adesivos duplos fixados em stubs de aluminio. Todos os testes foram

realizados em triplicata.



92

4.1.9 Avaliacao da atividade leishmanicida do é6leo essencial de melaleuca
(TTO)

Cultivo de parasitas

Promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS8) e L. braziliensis
(MHOM/BR/1994/H3227), foram mantidos em cultura a 26°C em garrafas de cultura de
25 cm? em meio 199 (0393, Sigma Aldrich), suplementado com 1 mmol.L"' de L-
glutamina, 0.1 mmol.L! de adenina, 0.0005% de hemina, 40 mmol.L"' de HEPES e 10%
de soro fetal bovino, com pH final 7.4. Para a manuten¢do das culturas de L. braziliensis,
10% de SFB e 2% de urina estéril foram adicionalmente suplementados. Repiques foram

realizados a cada 4 dias para manter a cultura em fase logaritmica.

Cultivo das células hospedeiras

Macréfagos de linhagem RAW 264.7 foram mantidas em cultura a 37°C em
atmosfera imida e 5% CO2 em garrafas de cultura de 25 cm? em meio RPMI-1640 (6504,
Sigma Aldrich), suplementado com 1.2 mmol.L™! de piruvato de s6dio, 2 mmol.L"! de L-
glutamina, 40 mmol.L"! de HEPES e 10% de SFB, pH 7.4. Repiques foram realizados a

cada 3 dias.

Testes de viabilidade

Para os ensaios de viabilidade e citotoxicidade celular, promastigotas (5x10°
células/poco) e macréfagos (4x10° células/pogo) foram incubados com concentracdes
decrescentes de TTO (10000, 5000, 2500, 1250, 625, 312, 156 e 78 pg/mL) em placas de
96 pocos (Nest) por 24 e 48 h, a 26°C e 37°C, respectivamente. O 6leo foi diluido em
meio de cultura com o auxilio de 1% (v/v) de etanol. Esfregacos foram obtidos ao fim do
periodo de incubagdo para avaliagdo morfologica dos promastigotas a partir de 10 pL. da
cultura, que secaram em temperatura ambiente em lamina para posterior fixacdo com

metanol e coloragdo (kit Panético Répido, Laborclin) para observagao microscépica.
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Ap6s o periodo de incubacdo, MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-11]-2,5-
difeniltetrazélio, 5 mg/mL em PBS, Sigma Aldrich) foi adicionado para avaliar a
atividade metabdlica celular. A reacdo foi finalizada com a adigdo de SDS 20%.
Densidades opticas foram adquiridas ap0s leitura de absorbancia a 600 nm e 650 nm,
como referéncia, em espectrofotometro de placa. Para determinar concentracdes efetiva
(EC50) e citotéxica (CC50) para 50% das culturas, as densidades Opticas foram
normalizadas a partir do controle nao tratado (100% de viabilidade), e os valores de EC50
e CC50 foram obtidos a partir da regressdo nao-linear (inibidor vs. Resposta normalizada)
pelo software GraphPad Prism 8.0 (Boston, USA).

Para avaliar o scaffold impregnado nas concentracdes de 100; 50 e 25 mg/mL de
TTO, 5x10%poco de promastigotas foram incubados em placas de 24 pocos na presenca
do scaffold por 24h. Apds esse periodo, o scaffold foi removido e o ensaio com MTT foi
conduzido conforme descrito anteriormente. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

4.2 Resultados e Discussao

4.2.1 Caracterizacao reologica dos géis de Alginato/CNC/Quitosana

Cisalhamento em regime permanente

As curvas de viscosidade em relacdo a taxa de cisalhamento para os géis de alginato
puro, CNC puro, alginato/CNC e alginato/CNC/quitosana sdo ilustradas na Figura 4.1.
Na Figura 4.1a, pode-se observar que todas as amostras apresentam um comportamento
pseudopléstico, no qual a viscosidade aumenta com a adicdo de CNC e quitosana em
baixas taxas de cisalhamento. Além disso, as amostras contendo apenas alginato exibem
uma regido de platd Newtoniano a baixas taxas de cisalhamento, caracteristico de uma
solucdo aquosa deste polissacarideo. A adi¢do progressiva de CNC e quitosana resulta
em um aprimoramento do comportamento pseudopléstico, o que sugere a ocorréncia de
interacOes eletrostdticas entre os componentes. As hastes de CNC possuem uma grande

area superficial e sdo hidrofilicas, e a incorporacdo de alginato favorece a formacdo de



94

pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxila (OH") do CNC e os grupos carboxila
(COO) do alginato (Figura 4.2b). Essas liga¢des sdo caracterizadas como uma reticulacdo
fisica, um tipo de ligagdo fraca e reversivel, o que pode explicar o aumento da viscosidade
nos géis (Pinto Junior, 2019).

J4 a adicdo da quitosana, promove o aumento da viscosidade e do comportamento
pseudoplastico devido as interacdes eletrostaticas dos grupos amino cationicos (NH3*) da
quitosana com os grupos (COQO") do alginato (Fig. 4.2a), também caracterizando uma
reticulagdo fisica (Bhattarai et al., 2010; Xing et al., 2019). Enquanto isso, o CNC pode
atuar como um agente de reticulacdo multifuncional para ligar fisicamente a matriz do
alginato com a matriz da quitosana (Fig. 4.2a) (Lavoine et al., 2014). Além disso, as
pontes de hidrogénio entre os CNCs também podem aumentar a possibilidade de
emaranhamento fisico adicional (Fig. 4.2¢) deixando a rede tridimensional do gel mais
densa promovendo também o aumento da viscosidade (Lindman et al., 2021).

Ja na figura 4.1b variou-se a concentracio de quitosana no gel de
alginato/CNC/quitosana e pode-se observar que houve um aumento na viscosidade para
as amostras contendo 0,25; 0,5 e 0,75% (m/m) quando comparadas com a amostra
contendo 0,1% (m/m) de quitosana, aumento esse que pode estar associado as interacdes
eletrostaticas do tipo dipolo-dipolo entre os grupos NH3™ da quitosana com os grupos
COQO" do alginato (Fig. 4.2a). Entretanto, o mesmo ndo ocorre quando a curva contendo
1% (m/m) de quitosana é comparada com as demais concentragdes, onde pode-se
observar uma diminuicdo da viscosidade. Essa diminuicdo da viscosidade pode estar
associada com a preferéncia das interacdes eletrostdticas entre as cadeias da quitosana
com as cadeias do alginato reduzindo a interacdo entre as cadeias do alginato com o CNC,
e por terem um cardter mais fraco (interagdes do tipo dipolo-dipolo sdo mais fracas
quando comparadas com as pontes de hidrogénio) quando comparadas com as ligacdes

de hidrogénio formadas entre o CNC e o alginato.
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Figura 4.2: Esquema das interacOes envolvidas na sintese dos géis de
Alginato/CNC/Quitosana: Interagdo do complexo polieletrdlito entre alginato e quitosana
(a), o mecanismo de formacdo de hidrogéis compostos Alginato/CNC/Quitosana (b) e

pontes de hidrogénio entre CNC (c). Adaptada de (Deng et al., 2021).

Portanto, as interacOes eletrostdticas entre as cadeias dos polimeros do gel de
alginato/CNC/quitosana promovem o aumento da viscosidade e do comportamento
pseudopldstico, requisito esses importantes no processo de impressio 3D. Uma alta
viscosidade impede a formacgdo de goticulas de tensdo superficial e o colapso do objeto

impresso, ja o comportamento pseudoplastico faz com o que o gel tenha alta viscosidade
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em pequenas taxas de cisalhamento e baixa viscosidade em altas taxas de cisalhamento

(Malda et al., 2013).

Cisalhamento oscilatorio

Testes de cisalhamento oscilatério foram realizados para analisar as caracteristicas
de escoamento e viscoelasticas dos géis de alginato puro, CNC puro, alginato/CNC e do
sistema alginato/CNC/quitosana e estdo apresentados na Figura 4.3. Na Figura 4.3a, estdo
apresentados os resultados da varredura da amplitude a uma frequéncia angular constante
de 10 rad™! versus uma tensdo variando de 0,1 a 100%. Pode-se observar que a solugio de
alginato possui um comportamento do tipo liquido (G <G”) e que o ponto de escoamento
(G’ = G”) ndo ¢ observado. Pelo contrario, quando se adiciona CNC e quitosana ao
alginato, todos os géis possuem um comportamento do tipo s6lido (G’ > G”) e o ponto de
escoamento € observado. Esse comportamento pode estar associado a reticulagdo fisica
caracterizada pelas ligacdes de hidrogénio entre as hastes do CNC e as cadeias de alginato
e as interacOes eletrostiticas dos grupos amino catidnico da quitosana com 0s grupos
carboxil do alginato. Para o gel de alginato/CNC/quitosana contendo 1% (m/m) pode-se
observar que houve um deslocamento do ponto de fluxo para uma menor taxa de
deformacdo, comportamento esse que € corroborado pelos resultados da curva de
viscosidade discutidos anteriormente (Figura 4.1b), como o gel possui uma viscosidade
menor, uma menor taxa de deformacdo € necessdria para que ocorra a transicdo do
comportamento sélido para liquido do gel.

O ponto de escoamento é um parametro reoldgico muito importante para o processo
de impressdo 3D para se obter um gel com boa capacidade de impressdo. Este ponto
fornece um indicativo do inicio do escoamento no processo de impressdo, que estd
associado a transicao do comportamento do tipo soélido para o liquido ou viscoso (Malda
et al., 2013).

Além disso, na Fig. 4.3b estdo mostrados os resultados da varredura de frequéncia.
A diferenca de inclinagdo nas curvas G' ou G" refletiu a compatibilidade entre os
componentes dos géis, ilustrando que as particulas estavam bem dispersas (Gupta et al.,
2017). E corroborado que a amostra de alginato se comporta como liquido em alta

frequéncia. Por outro lado, as amostras contendo CNC e quitosana possuem um
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comportamento do tipo sélido em toda a faixa analisada. Pode-se observar também, que
a adi¢do de quitosana e CNC acarretou o aumento de G' e G" dos géis.

Este resultado mostrou que o comportamento viscoeldstico foi fortemente
influenciado pela adicdo de quitosana e CNC em géis alginato/CNC/quitosana. No
presente estudo, o CNC atuou como um reticulador multifuncional, o0 emaranhamento
fisico resultante e a reticulagdo no sistema podem levar a um aumento de G' e G" (Yang
et al., 2017). Os resultados mostram que estas amostras podem ter propriedades

adequadas para o processo de impressao 3D baseada em extrusao.
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Figura 4.3: Médulo de armazenamento (G') (simbolos s6lidos) e mddulo de perda (G"')
(simbolos abertos) em funcdo de: (a) tensdo (y) e (b) frequéncia angular (w). Géis de

alginato, CNC, alginato/CNC e alginato/CNC/quitosana.
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Recuperagdo de viscosidade

Para simular as condicdes de impressdo 3D, o teste de recuperacdo de viscosidade
(tixotropia) foi realizado em trés intervalos (3ITT) foi realizado. Esse teste permite
determinar a percentagem da viscosidade recuperada ap6s o cisalhamento. Na Figura 4.4
estdo apresentados os resultados da recuperacdo da viscosidade para os géis de
alginato/CNC/quitosana variando a concentracdo de quitosana. Pode-se observar que os
géis com concentragdes de 0,1; 0,25 e 0,5% (m/m) de quitosana precisam de um curto
intervalo de tempo para recuperar a estrutura inicial. Quando o material flui através da
ponta do bocal de impressdo, as hastes de CNC, bem como as cadeias de alginato e
quitosana, tendem a se alinhar na direcao do fluxo. Esse alinhamento resulta em uma
reducdo da viscosidade, conforme discutido nos resultados das curvas de viscosidade, e
mantém-se constante durante o intervalo de alta taxa de cisalhamento. Quando a alta taxa
de cisalhamento ¢é interrompida, a recuperacdo da viscosidade ocorre quase
instantaneamente, indicando uma regeneracdo rapida da estrutura do material. Esse
comportamento € atribuido a reorganizacdo das interacdes eletrostaticas e ligacdes de
hidrogénio entre as hastes de CNC, alginato e quitosana, que sdo fundamentais para a
recuperagdo da viscosidade e da estrutura do gel (Pinto Junior, 2019). J4 para as amostras
contendo 0,75 e 1% (m/m) de quitosana ocorre uma recuperacao parcial da viscosidade,
0 que pode estar associado a um maior tempo de recuperacdo das estruturas das cadeias
dos polimeros do sistema, devido a um maior emaranhamento fisico promovido pelas
interagdes eletrostdticas dos grupos funcionais dos polimeros do sistema e/ou pelo fato

da quebra das ligagdes serem irreversiveis.
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Figura 4.4: Viscosidade (1) em funcio do tempo (t) para o teste de recuperagao para os

géis de Alginato/CNC/Quitosana.

A recuperacao da viscosidade foi de cerca de 70% apds 50.s para os géis contendo
0,1; 0,25 e 0,5% (m/m) de quitosana, 11% para os géis com 0,75% (m/m) e 26% para os
géis com 1% de quitosana. Apds 250 s a recuperacgao da viscosidade para os géis contendo
0,1; 0,25 e 0,5% (m/m) de quitosana foi de 100%, 19% para os géis com 0,75% (m/m) e
37% para os géis com 1% (m/m). Essa rdpida capacidade de reconstruir a estrutura é
vantajosa para aumentar a estabilidade do objeto impresso, contribuindo para melhorar a
qualidade da impressdo. Segundo Peak et al. (2018), uma recuperacdo inicial de 80% da

viscosidade é considerada significativa para a impressao 3D.

4.2.2 Caracterizacao reoldgica dos géis de Alginato/CNC/Colageno

Cisalhamento em regime permanente

A caracterizacgao reoldgica dos géis de alginato/coldgeno e alginato/CNC/colageno
foi realizada e os resultados estdo apresentados na Figura 4.5, na qual a concentracio de
CNC foi variada e a viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento foi medida. Todos
os sistemas exibiram um comportamento pseudopldstico, entretanto, as amostras

contendo CNC apresentaram um comportamento mais acentuado, principalmente nas
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amostras com 4 e 6% (m/m) de CNC. Essa diferenga pode ser atribuida as interacoes
eletrostéticas entre as hastes de CNC e as cadeias de alginato, como discutido na se¢do
4.2.1. Durante a produc¢do de nanocristais de celulose, o 4cido sulftrico € frequentemente
utilizado como agente hidrolisante, resultando na introduc¢do de grupos acidos carregados
negativamente. Isso promove a dispersdo homogénea e a estabilizacdo eletrostatica das
particulas de CNC no gel. Para concentracdes mais baixas de CNC, o comportamento
pseudopldstico € induzido tanto pelo alinhamento das estruturas de cristal liquido em
baixas taxas de cisalhamento quanto pelo alinhamento das hastes de CNC em altas taxas
de cisalhamento. Em contraste, para concentragdes mais altas de CNC, o comportamento
pseudopléstico € atribuido a destruicdo dos agregados causada pelo cisalhamento
aplicado. Por outro lado, nas amostras contendo apenas Alginato/Colageno, foi observado
um platd Newtoniano em baixas taxas de cisalhamento, um comportamento caracteristico

e esperado para solugdes poliméricas.
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Figura 4.5: Viscosidade (1) como funcdo da taxa de cisalhamento (y) para os géis de

alginato/coldgeno e alginato/CNC/coldgeno, variando-se a concentracdao de CNC.

Cisalhamento oscilatorio

Foram realizados testes de cisalhamento oscilatério para avaliar comportamento
viscoelastico linear dos géis de alginato/Colageno e alginato/CNC/coldgeno. Na Figura
4.6a, os resultados da varredura de amplitude de deformacdo sio apresentados. Em uma

frequéncia angular constante de 10 rad!, o gel de alginato/coldgeno apresenta um
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comportamento do tipo liquido, o que também € observado no gel contendo 2% (m/m) de
CNC. Por outro lado, nas concentra¢des de 4% e 6% (m/m) de CNC, o comportamento é
do tipo sélido, devido a formacgdo de reticulacdes fisicas entre as hastes de CNC e as
cadeias de alginato. Nessas concentracdes, o ponto de fluxo € claramente identificado. Na
Figura 4.6b, os resultados da varredura de frequéncia sdo apresentados, reforcando que a
amostra de alginato/coldgeno, em sua maior parte, se comporta como um liquido, mas
apresenta uma transi¢do para o comportamento sélido no ponto de cruzamento. Esse
comportamento pode ser atribuido as cadeias mais longas de alginato, que ndo conseguem
se desemaranhar completamente em altas frequéncias (Yu et al., 2014).

A amostra contendo 2% de CNC exibe um comportamento sélido em baixas
frequéncias, enquanto as amostras com 4% e 6% de CNC apresentam comportamento
sOlido em toda a faixa de frequéncia analisada. Essas amostras tém potencial para serem
consideradas boas candidatas para impressio 3D, devido a sua capacidade de

comportamento sélido e estabilidade estrutural.
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Figura 4.6: Médulo de armazenamento (G') (simbolos s6lidos) e mddulo de perda (G'')
(simbolos abertos) em funcdo de: (a) tensdo (y) e (b) frequéncia angular (w). Géis de

alginato/CNC/coldgeno

Recuperacdo de viscosidade

Na Figura 4.7 estdao apresentados os resultados da recuperagdo da viscosidade para

os géis de alginato/CNC/coldgeno variando a concentracdo de CNC. Em geral, a adi¢do
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de CNC tende a melhorar a recuperagdo da viscosidade dos géis de alginato,
provavelmente devido a formacao de ligacdes fisicas entre as hastes de CNC e as cadeias
de alginato. Pode-se observar que houve uma rdpida recuperacdo da viscosidade para
todas as concentragdes analisadas, o que estd associado a uma ripida regeneracdo da
estrutura formada entre as hastes do CNC e as cadeias do alginato. Para o gel contendo
apenas Alginato/Colageno a recuperagao da viscosidade apds 50 s foi de 64%, ja quando
adicionamos o CNC a recuperagdao da viscosidade foi de 50, 41 e 76% para as
concentragdes de 2, 4 e 6% (m/m) de CNC respectivamente. Pode-se observar que s6
houve uma melhora na recuperacio da viscosidade no gel contendo 6% (m/m) de CNC.
Ap6s 250 s a recuperagdo da viscosidade para os géis de Alginato/Colageno e do gel com

2% de CNC foi de 89%, ja para os géis com 4 e 6% de CNC foi 75 e 65% respectivamente.
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Figura 4.7: Viscosidade (1) em funcio do tempo () para o teste de recuperacdo para os

géis de Alginato/CNC/Colageno.

4.2.3 Impressao 3D e Capacidade de impressao

Apo6s os estudos reoldgicos, a capacidade de impressdo foi avaliada através da
impressao 3D de scaffolds dos géis da primeira e segunda camada variando-se a pressao
de extrusdo. Na figura 4.8 estdo apresentados os resultados da capacidade de impressao

para os géis de alginato/CNC/quitosana, onde a concentracdo de quitosana foi variada.
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Pode-se observar que a pressao de extrusdo e a concentrac¢ao de quitosana influenciam na
capacidade de impressdo. A concentracdo da quitosana influencia diretamente na
viscosidade dos géis, discutidos na secdao 4.3.1. Géis com uma maior viscosidade
necessitam de uma maior pressdo de extrusdo. Entretanto, os géis com alta viscosidade
quando impressos em baixas pressdoes de extrusdo ndo possuem boa capacidade de
impressdo. Isso ocorre devido a ndo formacgdo do filamento continuo, a velocidade de
impressdao € maior que a pressdo de extrusdo, com isso o filamento se rompe
comprometendo a qualidade dos scaffolds (Junior et al., 2019). Também pode-se observar

que o gel contendo 0,75% (m/m) de quitosana na pressdo de 19 PSI teve a melhor

capacidade de impressao mesmo tento uma recuperagio de viscosidade inferior ao gel de
0,5%.

7 PS 10 PSI 13 PS| 16 PS 19 PS| 22



104

Figura 4.8: Avaliacdo da capacidade de impressao dos géis de Alginato/CNC/Quitosana
em diferentes pressdes de extrusdo. A seta em preto indica o scaffolds com melhor

capacidade de impressao.

Na figura 4.9 sdo apresentados os resultados da capacidade de impressao para os
géis de alginato/CNC/coldgeno, onde a concentracdo de CNC foi variada. Pode-se
observar que para o gel contendo alginato/colageno nao foi possivel realizar a impressao.
Isso ocorre devido ao fato de o gel ndo atender as caracteristicas reolégicas adequadas
para o processo de impressdo por extrusdo. Nessa concentracdo o gel tem o
comportamento do tipo liquido predominante em toda faixa de tensdo analisada e uma
baixa viscosidade, isso faz com que o gel escoe pelo bico de impressdao sem que haja uma
pressdo de extrusdo, com isso ocorre a formagdo de gotas e ndo do filamento continuo,
requisito esse importante para o processo de impressao. Quando adicionamos 2% (m/m)
de CNC ao gel de alginato e coldgeno, pode-se observar que nao ocorre o escoamento do
gel pelo bico de impressao. Isso ocorre devido ao aumento da viscosidade promovido pela
adicao do CNC. Entretanto, ao realizar a impressao observa-se que nao ocorre a formacgao
de um filamento bem definido e que a estrutura entra em colapso logo apds a impressao,
resultado esse que estd relacionado ao comportamento também ser do tipo liquido e da
baixa recuperacdo da viscosidade. Ja4 para o gel contendo 4% (m/m) de CNC, o
comportamento € do tipo sélido, entretanto, a baixa viscosidade faz com que o gel ndo
tenha uma boa capacidade de impressdo mesmo em baixas pressdes de extrusao. Por fim,
o gel contendo 6% (m/m) de CNC nio apresenta boa capacidade de impressdo em baixas
pressoes de extrusdo devido a sua alta viscosidade, porém, nas pressoes de 13 e 16 PSI
apresenta boa capacidade de impressdo devido ao seu comportamento pseudopléstico
acentuado, comportamento do tipo sélido e uma rdpida recuperacdo da viscosidade.
Resultados esses que corroboram com os resultados da caracterizacao reoldgica.

E evidente que a adi¢io de CNC melhora a capacidade de impressio dos géis de
Alginato/Col4geno, que estd diretamente relacionada com as propriedades reoldgicas
como viscosidade, comportamentos pseudopldstico e viscoeldstico e da recuperacdo da
viscosidade. Esses resultados mostram como os estudos reoldgicos pré-impressao podem

ser importantes para se alcangar um gel com boa capacidade de impressao.
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Figura 4.9: Avaliacdo da capacidade de impressdo dos géis de Alginato/CNC/Colageno
em diferentes pressdes de extrusdo. As setas em preto indicam os scaffolds com melhores

capacidade de impressao.

Ap0s os estudos da caracterizagdo reoldgica e da capacidade de impressao, os géis
que obtiveram os melhores resultados para o processo de impressao baseado em extrusao
foram os sistemas contendo: 2% (m/m) de alginato, 8 % (m/m) de CNC e 0,75% (m/m)
de quitosana para o gel da segunda camada e 2% (m/m) de alginato, 6% (m/m) de CNC



106

e 0.5% (m/m) de coldgeno para o gel da primeira camada. Para o gel da primeira camada
(alginato/CNC/col4geno) sera feita a incorporagao do 6leo essencial de melaleuca e em
seguida ambos os géis das duas camadas serdo caracterizados quimica, térmica e
morfologicamente. Os géis foram reticulados em solugdo de cloreto de calcio (CaClz) 100

mmol.L!" por 10 minutos antes das caracterizacdes.

4.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho (FT-IR) dos polimeros puros e dos géis e hidrogéis
reticulados da segunda camada (alginato/CNC/quitosana) sdo apresentados na Figura
4.10. No espectro de FTIR da quitosana (Fig. 4.10a), uma banda larga em 3090-3540 cm’
' ¢ atribuida as vibracdes de estiramento das ligacdes O-H e N-H. As bandas que
apareceram em 2854 e 2922 cm™! sdo atribuidas  vibragdo de alongamento das ligacdes
C-H. A banda localizada em 1581 cm™ est4 correlacionada com a vibragdo de flexdo do
N-H (residuos da banda N-acetilada, amida II). O pico em torno de 1650 cm™! é originado
da vibragdo em tesoura da dgua absorvida e da vibracdo do estiramento da carbonila
(amida I) deste polissacarideo. As bandas em 1377 e 1315 cm™ correspondem a flexdo
O-H e alongamento assimétrico da vibracdo da ponte C-O-C, respectivamente
(Pourjavadi et al., 2020; Shaheen et al., 2019).

Para o alginato de sédio e os CNCs (Figura 4.10c), é possivel observar um pico na
faixa de 3600-3200 cm™!, o qual é caracteristico da vibracdo de alongamento das ligacdes
O-H presentes nesses polissacarideos. Além disso, é notado um pico em torno de 2925
cm’! para o alginato (Hug et al., 2012) e em 2904 cm-! para os CNCs, que é atribuido a
sobreposi¢do das vibracdes de alongamento simétrica e assimétrica das cadeias aliféticas
C-H. (Naseri et al., 2016; Tang et al., 2014). As bandas observadas em 1630, 1419 e 1031

cm’!

, alongamento assimétrico de COO-, alongamento simétrico de COO- e alongamento
de CO, respectivamente para o alginato de sédio (Zhao et al., 2021).
Em 1635 cm!, é possivel observar um pico relacionado 2 ligacio O-H, resultado da
absorc¢do de dgua pela celulose (Naseri et al., 2016). De acordo com Qiao et al. (2016), a
dgua € adsorvida nas moléculas de celulose, e esse pico ainda € detectado mesmo nas

amostras que foram secas, pois a interagdo entre celulose e dgua dificulta a completa

remogdo da dgua presente. As bandas de 1384 cm™! e 894 cm! sdo atribuidas as flexdes
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dos grupos O-H e as vibracdes de deformacdo dos grupos C-H da celulose,
respectivamente (Li et al., 2012). Ja o alongamento dos grupos C-O-C € observado em
1160 cm™, relacionado a estrutura da celulose (Dai & Fan, 2011).

No espectro do sistema alginato/CNC/quitosana (Fig. 4.10b), a banda em 1581 cm”
!originada da vibragdo em tesoura do NH> na quitosana desaparece e uma banda em 1550
cm’!' originada do NH** grupos apareceu devido ao envolvimento em interacdes
eletrostdticas com alginato (Pourjavadi et al., 2020; Shaheen et al., 2019). Além disso, a
banda COO- simétrica do alginato de sédio em 1419 cm™! tornou-se mais larga e a banda
COO- assimétrica do alginato de sédio em 1630 cm! mudou para um nimero de onda
mais baixo, 1605 cm™, e se fundiu com a banda de grupos NH>** em 1550 cm™! devido a
complexacdo dos polimeros no sistema alginato/CNC/quitosana. Para os espectros dos
géis e hidrogéis do sistema alginato/CNC/quitosana esperava-se observar um
deslocamento do pico em 1419 para 1428 cm™! evidenciando a reticulacdo do alginato de
sodio indicado pela presenga de fons cédlcio formando a estrutura de caixa de ovos
(eggbox) e a presenga de CNC (Voo et al., 2015), resultados esses apresentados para
somente os géis de alginato e CNC em meio aquoso. Esse fato pode estar associado a
dissolu¢do dos polimeros em um meio 4cido e das interacdes eletrostaticas que ocorrem

entre o alginato, CNC e a quitosana.

Comprimento de onda (cm) Comprimento de onda (cm™)
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Figura 4.10: Espectro de infravermelho de (a) quitosana, (b) gel e hidrogel do sistema
Alginato/CNC/Quitosana, (c) alginato, CNC, quitosana, Alginato/CNC/Quitosana

reticulados e nao reticulados.

Na figura 4.11 sdo apresentados os espectros de infravermelho (FT-IR) para os géis
da primeira camada (alginato/CNC/coldgeno). Foram analisados os polimeros puros
alginato, CNC (j4 discutidos acima) e coldgeno, o 6leo essencial de melaleuca (TTO) e
os géis do sistema alginato/CNC/coldgeno com e sem o TTO incorporado. No espectro
do coldgeno (Fig. 4.11a) no qual é possivel identificar as bandas correspondentes a amida
A em 3300 cm™ e amida B em 2922 cm™! e as trés bandas principais de coldgeno em 1638
cm’! (tipica da amida I devido ao estiramento da carbonila -C-H), 1565 cm™! (relacionado
3 amida II devido a vibra¢des no plano da ligacdo N-H e alongamento C-N) e 1242 cm’!
(correspondente a vibragdes no plano da amida III devido ao alongamento C-N e
deformagiio N-H). Os picos identificados em 1432 cm™! e na regido entre 1417 cm™' e
1360 cm correspondem a estereoquimica dos anéis pirrolidinicos da prolina e da
hidroxiprolina. Os picos encontrados na regido entre 3100 cm™ e 3400 cm™ ocorrem
devido ao estiramento O-H e N-H da amida A (Junior et al., 2015).

Na figura 4.11b é apresentado o espectro FTIR para o TTO. Os principais
componentes do TTO, como terpinen-4-ol, a-terpineol, y-terpineno e o-terpineno tém
estruturas aromdticas (Ghosh et al., 2022). A banda larga em 3457 cm™! é a vibragdo de
alongamento O-H do terpinen-4-ol, o principal componente do TTO. O pico em 2922 cm
! corresponde 2 vibragdo de alongamento de CHz, e o pico entre 1441 e 1365 cm-1
representa picos de sobreposi¢cdo de vibragdes de flexdo de CH3 e CH» e vibracdo de

1

esqueleto de carbono aromatico (Huang et al., 2019). O pico em 1637 cm  corresponde
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ao pico de absorcdo da vibragdo de estiramento da ligagdo dupla C=C. As bandas
espectrais localizadas em 1164 e 1011 cm ™! sdo atribuidas ao alongamento da ligacdo C-
O-C e a ligacdo C-O no 1,8-cineol respectivamente. Por fim, as vibra¢des em 804 e 894
cm ! ocorrem devido aos anéis arométicos C-O-C (Ghosh et al., 2022).

O sistema alginato/CNC/colageno (Fig. 4.11c) exibiu os principais picos do
alginato de sédio, indicando a incorporacdo total do coldgeno e o CNC na matriz do
alginato. Vale a pena notar que o pico de alongamento da hidroxila no espectro em 3300
cm’! do sistema foi deslocado para um maior comprimento de onda em comparagio com
o espectro do alginato de sddio, indicando a formacdo da ligacdo de hidrogénio
intermolecular entre os componentes o alginato o CNC e o coldgeno (Yan et al., 2018).

Para o sistema alginato/CNC/coldgeno com o TTO incorporado (Fig. 4.11c),
também € observado os principais picos do alginato de sédio, indicando a incorporagao
do dleo no sistema. Entretanto, € possivel observar que houve sobreposi¢do dos picos
1441 e 1365 cm™! do TTO com o pico em 1419 cm™! do alginato de sédio. Outra mudanga
importante é o aumento do pico em 3328 cm™! indicada pela vibragdo de alongamento O-

H do terpinen-4-ol indicando a presenca do 6leo no sistema.
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Figura 4.11: Espectro de infravermelho de (a) coldgeno, (b) TTO, (c) alginato, TTO,
Alginato/CNC/Colageno com e sem TTO incorporados.

4.2.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de DSC para os géis da segunda camada sdo apresentadas na figura 4.12.
Conforme mostrado na Figura 4.12a, dois picos com temperaturas préximas a 165 e 233
°C foram encontrados no termograma DSC da amostra de alginato de sédio, O pico
endotérmico em 165 °C € referente a transicdo de fase, segundo Yang et al., 2017, é
possivel observar a temperatura de transi¢do vitrea do alginato de s6dio com um pico
endotérmico que ocorre em torno de 100 a 200 °C dependendo da massa molecular da
amostra e das condi¢des de armazenamento (Iurciuc et al.). Também se percebe que o
alginato ndo possui picos endotérmicos relacionados a fusdo, neste caso, observou-se um
pico exotérmico em 233 °C na curva de DSC do alginato referente a degradacdo da
amostra. Segundo Sdnchez et al., 2021, € possivel observar a temperatura de degradacdo
do alginato de s6dio com um pico exotérmico que ocorre em torno de 100 a 200 °C,
dependendo da massa molar da amostra e das condi¢cdes de armazenamento (Sdnchez-
Fernandez et al., 2021).

Para a amostra de CNC (Fig. 4.12b) dois picos endotérmicos sdo observados. O
pico em 99° € referente a perda de dgua, pois o CNC € higroscopico e pode conter uma
quantidade significativa de d4gua adsorvida em sua superficie e poros. A perda de dgua
pode ser observada na faixa de temperatura de 25 a 150 °C, dependendo da quantidade de

dgua da amostra. O pico em 141 °C é referente a transicdo de fase, o CNC pode apresentar
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transi¢oes de fase, incluindo transi¢cdes de ordem-desordem e transicdes de fase liquido
cristalina. Essas transi¢cdes podem ser observadas na faixa de temperatura de 100 a 250
°C, dependendo da estrutura e do grau de cristalinidade da amostra (Li et al., 2023).

Para a quitosana (Fig. 4.12c) também s@o observados 2 picos endotérmicos, 0 pico
proximo a 100 °C referente a desidratacdo e o pico em 174 °C referente a decomposi¢do
térmica da quitosana (Ulag et al., 2019). Na figura 4.12d s@o apresentadas as curvas de
DSC para o gel e o hidrogel do sistema alginato/CNC/quitosana. Para o gel (ndo
reticulado), sdo observados 2 picos endotérmicos, um pico proximo a 100 °C referente a
perda de 4gua e um pico em 160 °C referente a temperatura de fusdo. Ja para o hidrogel
(reticulado), ocorrem 2 picos endotérmicos a mais que no gel, em 196 e 212 °C indicando
a formacao do hidrogel, devido a ocorréncia do processo de fusao (Tapia et al., 2004).

Dois eventos de fusdo indicam que o hidrogel possui regides de ordenamento distintas.
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Figura 4.12: Curvas de DSC para (a) Alginato de sédio (b) CNC (c) Quitosana e (d) Géis

e hidrogéis do sistema Alginato/CNC/Quitosana.
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As curvas de DSC para os géis da primeira (alginato/CNC/coldgeno camada sio
apresentadas na figura 4.13. Conforme mostrado na Figura 4.13a, dois picos
endotérmicos caracteristicos com temperaturas de pico proximas a 89 e 229 °C foram
encontrados no termograma DSC da amostra de colageno. Isso é semelhante a estudos
anteriores (Bozec & Odlyha, 2011; Salomé Machado et al., 2002) .Esses picos
endotérmicos sdo atribuidos a temperatura de desnaturacao e a temperatura de degradacao
térmica da molécula de coldgeno, respectivamente. Conforme sugerido por Cui et al.,
2007, a disparidade nas temperaturas de desnaturacdo e degradacio de vérios espécimes
de coldageno ¢é atribuida as suas diferentes composi¢des de aminodcidos obtidas de
diferentes organismos (Cui et al., 2007).

Para o 6leo esséncia de melaleuca (TTO) dois picos endotérmicos com temperaturas
proximas a 233 e 258 °C sdo observados na Figura 4.13b. Esses picos estdo relacionados
com a perda de compostos volateis do 6leo essencial, segundo Ge et al., 2015, a
temperatura de volatilizacao dos compostos do TTO ocorre entre 170 e 260 °C (Ge & Ge,
2015).

Nas figuras 4.13c e d sdo apresentadas as curvas de DSC para os géis do sistema
Alginato/CNC/Colageno sem e com Oleo de melaleuca (TTO) incorporados. Pode-se
observar 2 picos endotérmicos com temperaturas proximas a 165 e 184 °C para o sistema
sem o TTO incorporado e 168 e 198 °C para o sistema com o TTO incorporado. Esses
picos estdo relacionados a temperatura de transi¢do de fase dos polimeros do sistema.
Também € possivel observar que a curva de DSC para o sistema com TTO incorporado
possui um pico endotérmico em 268 °C referente a volatilizacdo dos compostos do TTO,

provando assim a incorpora¢do do 6leo do sistema.
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Figura 4.13: Curvas de DSC para (a) Coldgeno tipo I (b) Oleo essencial de melaleuca
(TTO) (c) Alginato/CNC/Colageno e (d) Alginato/CNC/Coldgeno com TTO

incorporado.

4.2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada a fim de elucidar o

estado de dispersdo devido as interagOes formadas entre os CNCs, o alginato € a

quitosana. A Figura 4.14 sdo apresentadas as micrografias das superficies dos scaffolds

inteiros e fraturados dos hidrogéis de alginato/CNC/quitosana referentes a segunda

camada. E possivel observar na Fig. 4.14b que o filamento do scaffold possui uma

superficie fibrosa e alinhada na dire¢do da extrusdo, isso ocorre devido ao processo de

impressdo 3D onde a taxa de cisalhamento € maior no bico de impresséo, essa alta taxa

de cisalhamento faz com que as cadeias poliméricas € as hastes dos CNC se alinhem, esse

alinhamento faz com que a viscosidade diminua e o gel escoe formando o filamento
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a

continuo. Nas Figuras 4.14c e d sdo mostradas as imagens da fratura dos scaffolds. E
possivel observar uma morfologia densa e de paredes rugosas, sugerindo hidrogéis mais
resistentes (Carvalho, 2019).

E evidente pelas imagens que a distribuicio de CNC na matriz do hidrogel ndo é
uniforme e a aglomeragdo de CNC pode ser observada. Os CNCs tém uma tendéncia
substancial de aglomeracdo durante o processo de producio e secagem. A aglomeracio
ocorre devido a alta drea especifica dos CNCs, alta energia de superficie e presenca de
grupos hidroxila na superficie dos CNCs, resultando na formag¢ado de pontes de hidrogénio
extras entre os cristais (Das et al., 2021). A superficie de fratura tem estrutura mais rugosa

com maior nimero de agregados micrométricos sugerindo que a intera¢do entre os CNCs

prevalece quando comparadas as intera¢des entre Alginato/CNC e/ou Quitosana/CNC

(Szefer et al., 2021).

HL D10.2 x50 2mm

HL D86 x600 100mm HL DI01xI8k  50mm
Figura 4.14: Micrografias MEV dos scaffolds do sistema Alginato/CNC/Quitosana (a)
magnificacdo de 50x; (b) magnificacdo de 1200x; (c) magnificacdo de 600x e (d)

magnificacdo de 1800x.
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Na Figura 4.15 sdo apresentadas as micrografias MEV dos scaffolds da primeira
camada do sistema Alginato/CNC/Colageno com e sem TTO incorporado. Os resultados
sdo bem parecidos com as micrografias dos scaffolds segunda camada. Também ¢é
possivel observar uma morfologia rugosa e porosa, entretanto, pode-se observar que os
CNCs estdao mais dispersos tanto para os scaffolds com e sem TTO incorporados. Isso
pode estar relacionado ao fato de ter uma concentracdo menor de CNC para os scaffolds
da primeira camada (8% em massa para os hidrogéis com quitosana e 6% em massa para
os hidrogéis com coldgeno), com isso as interagdes CNC-CNC ocorrem em uma menor
quantidade formando menos agregados (Szefer et al., 2021). Quanto a incorporac¢do do
TTO, A presenga do TTO nio alterou as caracteristicas microestruturais do scaffold. O
MEV foi utilizado para observar a morfologia. A presenca do TTO ja foi discutida no

FTIR.

HL D10.0x250 300m

HL D37 x800 100mm
Figura 4.15: Micrografias MEV dos scaffolds do sistema Alginato/CNC/Col4geno (a)
sem TTO incorporado e magnificacdo de 800x; (b) com TTO incorporado e magnificacao

de 250x e (c) com TTO incorporado e magnificacido de 800x.
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4.2.7 Avaliacio da atividade leishmanicida do dleo essencial de melaleuca
(TTO)

Viabilidade dos promastigotas

A avaliagdo inicial da atividade leishmanicida do TTO foi realizada com 5x10°
promastigotas em fase logaritmica de L. amazonensis e L. braziliensis, incubados com
10000, 5000, 2500, 1250, 625, 312, 156 ¢ 78 ug/mL de TTO, em placa de 96 pocos por
24 e 48h, para avaliar uma possivel a¢do tempo-dependente, € os resultados estdo
apresentados na Figura 4.16. A concentragdo inibitéria do TTO para 50% dos
promastigotas (EC50) de L. amazonensis foi de 574,2 pg/mL apds 24h e 515,9 pg/mL
ap0Os 48h. J4 para os promastigotas de L. braziliensis, o EC50 foi de 750,4 ug/mL apds
24h ¢ 660,3 pg/mL apés 48h (Tabela 4.3). E possivel observar que apés 48h a
concentragdo de TTO necessdria para inibir 50% dos parasitas foi menor, demonstrando
assim uma possivel atividade tempo-dependente. Além disso, as concentra¢des de 5000
e 10000 pg/mL de TTO inibiram 100% dos parasitas de L. amazonensis e L. braziliensis
ap0s 24h e concentragdes acima de 2500 pg/mL apds 48h. Mikus et al., (2000) estudaram
a atividade leishmanicida do TTO e encontraram valores de EC50 de 403 pg/mL para

promastigotas de L. major ap6s 72h de incubacio.

(a) Leishmania amazonensis (b) Leishmania braziliensis
100 i
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Figura 4.16: Viabilidade celular de promastigotas de (a) L. amazonensis e (b) L.
braziliensis incubados com TTO por 24 e 48h. Cada concentracdo estd expressa como
média + desvio padrdo da % de células vidveis das triplicatas de um unico ensaio € 0s

valores de EC50 expressos em pg/mL.
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Tabela 4.3: Concentragdo inibitéria de TTO em promastigotas (EC50).

EC50
24h 48h
L. amazonensis 5742 pg/mL 515,9 pg/mL

L. braziliensis ~ 750,4 pg/mL 660,3 ng/mL

O TTO contém mais de 100 componentes voldteis que sdo principalmente
hidrocarbonetos oxigenados, monoterpenos monociclicos € monoterpenos biciclicos e
muitos de seus componentes demonstraram ter atividades leishmanicida in vitro (Lam et
al., 2020). Em um estudo, foram avaliados os efeitos do TTO e de terpenos isolados na
viabilidade de promastigotas de Leishmania major usando o ensaio Almar Blue; os
valores de EC50 do TTO e seus compostos isolados como a-pineno, aromadendreno,
sabineno, T40 e terpinoleno contra promastigotas de L. major foram 403,0, 55,3, 63,8,
126,6, 335,9 e 387,9 ug/mL, respectivamente (Mikus et al., 2000). Nesses resultados, é
possivel observar valores préximos de EC50 para o T40 e o TTO devido ao fato de o
T40 ser o componente majoritdrio do TTO. Em outro estudo in vitro, o EC50 do
limoneno, outro composto do TTO, contra promastigotas de L. major foi de 354,0 + 33,0
umol.L!. O tratamento de macréfagos infectados por L. amazonensis com 300 pmol.L™!
de limoneno resultou em 78% de reducdo nas taxas de infeccio (Arruda et al., 2009).

A citotoxicidade dos terpenos contra promastigotas de Leishmania pode estar
associada ao aumento da fluidez da membrana plasmatica e ruptura da membrana
alterando assim a morfologia do parasita. Os monoterpenos presentes no TTO podem
bloquear as acetilcolinesterases (AChE) em parasitas, o que pode contribuir para sua
atividade antiparasitaria (Lam et al., 2020). A Acetilcolinesterase participa da sintese da
fosfatidilcolina (FC), o fosfolipidio mais abundante tanto nas membranas superficiais
(14,9%) como em todo o citoplasma celular (51,6%) de Leishmania. Com isso, o bloqueio
da acetilcolinesterase prejudica a sintese de fosfatidilcolina comprometendo a membrana
plasmética da leishmania (Bezabh et al., 2022).

Esfregacos foram obtidos a partir do teste de viabilidade de 24h para avaliacdo da
morfologia dos parasitas em funcido da concentragdo de TTO (Fig. 4.17). No controle

podemos observar a morfologia fusiforme dos promastigotas com corpo alongado e
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flagelo livre bem como divisdo celular (Fig. 4.17a, b). Na menor concentragdo de 78
pg/mL (Fig. 4.17c, d) observa-se ainda a presenca de parasitas em replicagdo e morfologia
fusiforme, para ambas as espécies, enquanto 625 pg/mL, (préximo ao EC50; Fig. 4.17e,
f) promoveram alteracdes morfoldgicas (arredondamento do corpo e perca de flagelo) em
diversas células. A partir da concentragdo de 1250 png/mL (Fig. 4.17g, h), observa-se uma

dréstica queda na densidade celular e células restantes com morfologia alterada

L. amazonensis L. braziliensis

(b)

(a)
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Figura 4.17: Micrografias obtidas de esfregacos de cultura de promastigotas incubadas
com TTO. (a) e (b) Controle ndo tratados com parasitas exibindo morfologia fusiforme
(setas pretas) e em divisdo (setas vermelhas). (c) e (d) Promastigotas tratadas com 78
pg/mL de TTO. (e) e (f) Promastigotas tratadas com 625 pg/mL de TTO (préximo ao
EC50), apresentam arredondamento do corpo celular (setas amarelas). (g) e (h)
Promastigotas tratadas com 1250 pg/mL de TTO, apresentam baixa densidade e

viabilidade celular.

A avaliacdo da atividade leishmanicida dos scaffolds com TTO incorporados se deu
com 5x10° promastigotas em fase logaritmica de L. amazonensis, incubados com 100, 50
e 25 mg/mL de TTO, em placa de 24 pocos por 24h e estdo apresentados na figura 4.18.
A viabilidade celular para o scaffold contendo 25 mg/mL de TTO foi de 29%, j4 para o
scaffold contendo 50 mg/mL de TTO a viabilidade foi de 15% e por fim, a viabilidade
para o scaffold contendo 100 mg/mL de TTO foi de aproximadamente 10%, sendo o
scaffold com maior ac¢do leishmanicida para os parasitas. Também € possivel observar

que a acdo leishmanicida do TTO é dose-dependente apds incubacio de 24h.
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Figura 4.18: Viabilidade celular para os scaffolds incorporados com diferentes
concentracdes de TTO apds 24h de incubagdo para L. amazonensis. (a) Porcentagem de
células vidveis nas concentragdes de 25, 50 e 100 mg/mL de TTO incorporados nos

scaffolds. (b) Scaffolds ap6s 24h de cultura e adi¢do de MTT.

Na tabela 4.4 encontram-se os valores de viabilidade celular para o TTO puro e para
os scaffolds com TTO incorporado para L. amazonensis apés 24h de incubagido. E
possivel observar que concentragdes do TTO puro a partir de 1250 pg/mL foram letais
para 100% dos parasitas. Além disso, até na menor concentracdo analisada € possivel
observar uma a¢do leishmanicida de aproximadamente 20%. Quanto as concentragdes do
TTO nos scaffolds, foram utilizadas concentracdes maiores para garantir que o EC50
fosse atingido ap6s 24h. E possivel observar que em todas as concentracdes de TTO nos
scaffolds a viabilidade celular foi menor que a do EC50, garantindo assim uma acdo

leishmanicida promissora.
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Tabela 4.4: Viabilidade celular para o TTO puro e scaffolds incorporados em cultura com
L. amazonensis ap6s 24h. A linha em vermelho indica o EC50 para o 6leo puro. A média

e o desvio padrao € baseado na triplicata de 1 experimento.

TTO puro
Concentragao (pug/mL) Viabilidade (%) Acao leishmanicida (%)
78 79,0 £2,57 21 +£2,57
156 82,0+£0,93 18 £0,93
312 83,4 +3,17 15,7+ 3,17
574,2 50 50
625 47,1 £6,85 52,9 + 6,85
1250 25,8 £1,96 74,2 + 1,96
2500 10,5 £ 1,96 89,5 + 1,96
5000 0£0 100
10000 0£0 100
Scaffolds com TTO
Concentragdo (mg/mL) Viabilidade (%) Acdo leishmanicida (%)
25 29 71
50 15 85
100 9 91

Viabilidade em macrofagos

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados inicialmente com 5x10° células de
macréfagos de linhagem RAW 264.7, com 24h de incubag¢ido nas mesmas concentracdes
de TTO utilizadas para os testes de viabilidade celular em promastigotas para obteng¢do
da concentracgdo citotéxica para 50% da cultura (CC50) (Fig. 4.19). Com os valores de
CC50 e EC50 € possivel calcular a seletividade do TTO dividindo o CC50 pelo EC50
(Indice de Seletividade = CC50/EC50). A concentragio citotéxica do TTO para 50% dos
macréfagos RAW 264.7 foi de 1226,5 pg/mL apoés 24h. Assmann et al., (2018)
reportaram que concentragdes acima de 1000 pg/mL de TTO foram citotéxicos para
células mononucleares de sangue periférico (PBMCs que incluem os macréfagos), apos
24h de incubagdo. Além disso as concentragdes acima de 1250 pg/mL demonstraram ter

alta citotoxicidade para os macrofagos. Ja o indice de seletividade foi de 2,13 para L.
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amazonensis € 1,63 para L. braziliensis e estdo apresentados na tabela 4.5. O TTO

demonstrou ser menos toxico para os macréfagos e mais ativo contra os parasitas, pois

foi 2,13 vezes mais seletivo contra promastigotas de L. amazonensis € 1,63 vezes mais

seletivo contra promastigotas de L. braziliensis demonstrando assim a boa atividade

leishmanicida do TTO.
Macrofagos RAW 264.7
100k
8 |8 s
5
©
[$)
[}]
o
3 50 ~.
= O
=
L
S
X ° —
. T — —
0 [
0 1000 2000 5000 10000

ng/mL

Figura 4.19: Viabilidade celular de macréfagos de linhagem RAW 264.7 incubados com

TTO por 24h. Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo da % de células

vidveis das triplicatas experimentais e os resultados de CC50 como pg/mL.

Tabela 4.5: Viabilidade celular do TTO em macréfagos e indice de seletividade

CC50

RAW 1226.5 pg/mL

Selectivity Index (SI)

L. amazonensis 2.13

L. braziliensis 1,63
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4.3 Conclusoes

Os estudos reoldgicos realizados dos sistemas de alginato/CNC/quitosana e
alginato/CNC/coldgeno permitiram analisar suas propriedades reoldgicas e definir uma
tinta 6tima para impressdo 3D baseada em extrusio de scaffolds multicamadas. E de
extrema importancia realizar uma avaliacdo da capacidade de impressao para estabelecer
os parametros do processo e garantir uma boa qualidade de impressdo. As concentracdes
de quitosana e CNC t€ém influéncia significativa nas propriedades reoldgicas e capacidade
de impressdo das tintas evidenciando como nanocompdsitos podem melhorar as
propriedades reoldgicas para o processo de impressao 3D. As caracterizagdes quimica e
térmica revelaram a incorporacdo do TTO nos géis de alginato/CNC/coldgeno e a
caracterizacdo morfoldgica permitiu analisar a dispersdo do CNC nos géis dos 2 sistemas.
Finalmente, testes in vitro permitiram avaliar a atividade leishmanicida do TTO puro e
incorporado nos scaffolds de algina/CNC/coldgeno em parasitas de L. amazonensis e
braziliensis como potencial tratamento topico para leishmaniose cutanea. Os resultados
demonstraram boa atividade leishmanicida do TTO, entretanto maiores concentracdes o
TTO revelaram ser téxicos para outras células da pele. Com isso, € evidente que os
estudos reoldgicos e da capacidade de impressdo sido de extrema importancia na selecao
de materiais com boa capacidade de impressdao e o TTO demonstrou ter boa atividade
leishmanicida e aliado com processo de impressdo 3D baseado extrusdo pode ser

promissor no desenvolvimento de um novo tratamento tépico para leishmaniose cutanea.
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5 CONCLUSAO E TRABALHOS FUTUROS

Esse trabalho apresentou aplicacdes biomédicas para scaffolds de hidrogéis
nanocompdsitos do sistema alginato/CNC impressos tridimensionalmente. Inicialmente
avaliou-se a citotoxicidade e viabilidade celular do sistema alginato/CNC. Conforme
observado, diferentes concentragdes de alginato e CNC demonstraram baixa toxicidade
para fibroblastos do tipo NIH3T3, um tipo celular encontrado na pele. Além disso,
maiores concentracdes de alginato, CNC e o sistema alginato/CNC, demonstraram uma
proliferacdo celular. Testes reoldgicos demonstraram que a incorporagdo das células nos
géis de alginato/CNC ndo afetaram significativamente as propriedades reoldgicas para o
processo de impressdo 3D baseado em extrusdo. Micrografias confocais de fluorescéncias
mostraram células vidveis e aderidas nos scaffolds ap6s a semeadura e bioimpressao da
biotinta. Esses resultados confirmam a vasta aplicacdo do alginato e do CNC em
aplicacdes biomédicas devido as suas boas propriedades biolégicas e mostram que o
sistema de hidrogel nancomposto por alginato/CNC tem grande potencial na aplicacdo na
engenharia tecidual.

Quitosana e coldgeno foram adicionados ao sistema alginato/CNC e estudos
reoldgicos e da capacidade de impressdo foram conduzidos para se encontrar uma tinta
Otima de impressdo visando a impressao de scaffolds multicamadas e incorporagdo do
6leo essencial de melaleuca (TTO) para o desenvolvimento de um tratamento tépico para
leishmaniose cutinea. Diferentes concentracdes de quitosana e CNC foram avaliadas e
em seguida. O comportamento pseudopldstico, a inicia¢do do fluxo, a rdpida recuperacao
da viscosidade apds uma alta taxa de cisalhamento e o comportamento do tipo sélido
garantem que a tinta seja capaz de ser dispensada e posteriormente garantir a fidelidade
do objeto impresso. Este conjunto de propriedades reoldgicas analisadas em conjunto com
a impressdao de scaffolds em diferentes pressdes de extrusdo permitiram avaliar a
capacidade de impressdo. Além disso, foi relatado que a pressdo de extrusdo influencia
na capacidade de impressao. Tintas Otimas para os sistemas alginato/CNC/quitosana e
alginato/CNC/coldgeno foram alcancadas, e as caracterizagdes quimica e térmica
confirmaram a incorporagdo do TTO nos géis de alginato/CNC/coldgeno. Além disso, a
caracterizacdo morfolégica mostrou a dispersdo do CNC nos géis estudados. Testes in
vitro demostraram a boa atividade leishmanicida do TTO para L. amazonensis e L.

braziliensis onde uma concentracdo de EC50 foi encontrada e o indice de seletividade do
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TTO foi mais ativo contra os parasitas do que toxico para macrofagos. A tecnologia de

impressao 3D baseada em extrusao aliada com os hidrogéis nanocompésitos e a atividade

leishmanicida do TTO demonstraram ter grande potencial para o desenvolvimento de um

tratamento topico para leishmaniose cutanea.

Este trabalho mostrou que a caracterizagdo reoldgica e estudos de capacidade de

impressao sao ferramentas muito importantes no desenvolvimento de tintas em processos

de impressao 3D por extrusao e testes in vitro demonstraram que o sistema de hidrogel

nanocomposto por alginato/CNC é um candidato promisso para aplicagdes biomédicas

como engenharia tecidual e no tratamento de feridas.

Os trabalhos futuros podem ser orientados para:

Avaliar o dano celular induzido através do processo de bioimpressao baseado em
extrusdo variando os parametros de processos como velocidade de impressao, tipo
de bico de extrusdo e diferentes tipos e densidades celulares.

Avaliar a influéncia da reticulacdo interna dos géis de alginato/CNC na
viabilidade celular.

Realizar estudos microbioldgicos dos géis de alginato/CNC/quitosana.

Realizar o estudo da liberagdo controlada do dleo essencial de melaleuca em
scaffolds de alginato/CNC/colageno.

Avaliar a citotoxicidade e viabilidade celular do 6leo essencial de melaleuca para
fibroblastos.

Infec¢do in vitro para avaliar atividade leishmanicida do 6leo essencial de
melaleuca contra amastigotas intracelulares.

Avaliacdo da atividade leishmanicida do 6leo essencial de melaleuca in vivo em
modelo murino com aplicacdo tépica.

Realizar a impressao 3D dos scaffolds multicamadas.
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