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RESUMO

O campo da engenharia tecidual é considerado atualmente a maneira mais
promissora de reparar defeitos Osseos criticos. Geralmente, utiliza-se scaffolds,
estruturas que oferecem sustentacado para proliferacdo celular. A bioimpressao por
extrusdo € um meétodo rapido, de relativo baixo custo e escalonavel para a
fabricagdo de scaffolds destinados a regeneragdo Ossea. Entre os materiais mais
utilizados encontra-se o alginato, um polimero natural, biocompativel e de baixo
custo que, ao entrar em contato com ions bivalentes e trivalentes, passa por um
processo de reticulacdo. Entretanto, scaffolds fabricados por solugbes compostas
somente de alginato apresentam pouca adesado celular e propriedades mecanicas
inadequadas. O amido € um polimero natural, acessivel, altamente biocompativel e
hidrofilico, a sua combinagdo com alginato tem o potencial para promover melhorias
nas propriedades mecanicas e adesao celular dos scaffolds. A montmorilonita € um
argilomineral de origem natural componente principal da argila bentonita, com uma
grande area especifica, podendo alterar as propriedades mecanicas e reoldgicas
dos scaffolds onde estdo inseridas. Neste estudo, foram desenvolvidas biotintas
contendo alginato/amido e adicionando diferentes teores de bentonita para a
producdo de scaffolds por meio da bioimpressao por extrusdo. Os scaffolds
resultantes foram avaliados de acordo com suas propriedades mecanicas, taxa de
degradagao e biocompatibilidade. A solugdo com 4% m/v de argila resultou em
flamentos com menor espalhamento e maior Vviscosidade aparente,
consequentemente imprimindo scaffolds com maior fidelidade ao modelo
computacional gerado. A presenga do amido tornou o processo de degradagao dos
scaffolds uniforme e aumentou a hidrofilicidade do material. A presenga da argila,
por sua vez, possuiu um efeito positivo nas propriedades mecanicas do scaffold a 37
°C. Por meio da mistura dos trés materiais foi possivel a obtengao de scaffolds de
até 20 camadas com propriedades distintas.

Palavras-chave: Manufatura aditiva; Engenharia tecidual; Arcabougos, Polimeros
naturais, Medicina personalizada.



ABSTRACT

The field of tissue engineering is currently considered one of the more promising
ways to repair critical bone defects. In this context, scaffolds, a structure that offers
support for cell proliferation, are widely used. Extrusion bioprinting is a fast, relatively
low-cost and scalable method for manufacturing scaffolds for bone regeneration.
Alginate is one of the most used materials. It is a natural, biocompatible, and low-cost
polymer that cross-links when in contact with bivalent and trivalent ions. However,
scaffolds manufactured using inks composed only by alginate present poor cell
adhesion and poor mechanical properties. Starch is a natural, easily available, highly
biocompatible and hydrophilic polymer. Its combination with alginate is a promising
strategy to significantly improve the mechanical proprieties of the scaffold and cell
adhesion. Montmorillonite is a naturally occurring clay mineral and the principal
component of bentonite clay, with a large specific surface area that can improve the
mechanical and rheological properties of the scaffold. In this study, bioinks containing
alginate/starch with different percentages of bentonite were developed for the
production of scaffolds through extrusion bioprinting. The resulting scaffolds were
evaluated according to their mechanical properties, degradation rate, and
biocompatibility. The 4% w/v clay solution produced filaments with less spreading
and greater visual viscosity, consequently printing scaffolds with superior shape-
fidelity to the generated computational model. The presence of starch made the
scaffold biodegradation process regular and increased the material's hydrophilicity.
Moreover, the clay had a positive effect on the scaffold's mechanical properties at 37
°C. By combining the three materials, it was possible to obtain 20 layers scaffolds
with distinct properties.

Keywords: Additive manufacturing; Tissue Engineer; Scaffolds; Natural polymers,
Personalized medicine.
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1INTRODUGAO

Fraturas O&sseas sdo definidas como perda na continuidade do o0sso
(Singaram; Naidoo, 2019). Estima-se que em 2019 ocorreram cerca de 178 milhdes
de novos casos ao redor do mundo, afetando principalmente a populagdo mais velha
(Wu et al., 2021). O osso possui uma capacidade 6tima de regeneragao (Zhu et al.,
2021), mas quando a fratura ultrapassa a habilidade natural de regeneragédo do
corpo, esta é chamada de defeito Gsseo critico. Neste caso, sdo necessarios
estimulos externos para auxiliar no processo de cicatrizagdo. O campo da
engenharia tecidual 6ssea € considerado atualmente a maneira mais promissora de
reparar esses defeitos. Ele busca criar substitutos bioldgicos a fim de manter,
restaurar ou substituir a fungéo do tecido 6sseo (Madrid et al., 2019).

Geralmente, utilizam-se de scaffolds, estruturas que oferecem suporte
estrutural para proliferagao celular, para alcancar esse objetivo (Kalhori et al., 2022).
A bioimpressao 3D € atualmente uma das técnicas de biofabricagdo emergente mais
promissora. Ela permite a criacdo de scaffolds de maneira controlada seguindo um
modelo computacional pré-programado (Gao et al., 2021). Dentre as varias técnicas
de bioimpressao existe a bioimpresséo por extrusdo, que € uma das mais utilizadas
devido ao seu relativo baixo custo, simplicidade, escalabilidade e velocidade. Ela
consiste na deposicao controlada e automatica de uma solugcdo, denominada tinta
ou, no caso de possuir células em sua composicéo, biotinta (Gao et al., 2021; Murab
et al., 2022).

Dentre os materiais mais utilizados como base de biotintas esta o alginato,
um polimero de origem natural derivado de algas marrons. A popularidade do seu
uso na engenharia tecidual se da por diversos fatores: baixo custo de obtengéo,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e sua capacidade de reticulacdo (Gao et al.,
2021; Murab et al., 2022). No entanto, sua pobre adesdo celular e propriedades
mecanicas inadequadas tornam-se empecilhos quando utilizado para regeneragao
tecidual (Lee; Mooney, 2012). Uma das maneiras de transpor as limitagdes do
alginato é misturando-o com outros polimeros (Jovic et al., 2019).

O amido é um polissacarideo de baixo custo de obtencdo presente na
natureza de forma abundante. Ele se encontra nas plantas na forma de granulos
semicristalinos, composto por graus variados de amilose e amilopectina (Robyt,

2008). Por ser biocompativel, ndo-toxico e biodegradavel, seu uso vem sendo
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explorado na engenharia tecidual (Roslan et al., 2016). De acordo com a literatura,
scaffolds com altas concentragdes de amido tem apresentado melhor resisténcia a
compresséo e citocompatibilidade (Lin et al., 2021).

A bentonita (Bent) € uma argila muito emprega em diferentes processos,
como isolante em processos hidraulicos, na clarificagdo de vinhos e em conjunto
com farmacos para prolongar a sua liberagdo (Kabdrakhmanova et al., 2025). A
bentonita € composta majoritariamente por montmorilonita (Mt), um argilomineral
pertencente a familia dos filossilicatos 2:1 cuja estrutura cristalina de cerca de 1 nm de
espessura consiste em duas folhas tetraédricas de silica com uma folha central
octaédrica de alumina, unidas entre si por atomos de oxigénio comuns a ambas as
folhas (Park et al., 2016). A adicao de montmorilonita a biotintas pode contribuir para
a melhora das propriedades reoldgicas e mecanicas nos scaffolds obtidos e uma
maior adesdo celular. A presenca de aluminossilicatos a torna um potencial
osteoindutor, fazendo seu uso na engenharia tecidual éssea promissor (Garcia-
Villén et al., 2021).

Neste trabalho, foram produzidos scaffolds para regeneracdo de tecidos
O0sseos a partir de blendas de alginato/amido/bentonita, utilizando o método de
bioimpressao por extrusao. A formacgao de blendas com amido com a incorporagao
de bentonita tem a finalidade de aumentar a viscosidade aparente da solucéo,
facilitando a impressao e fazendo com que os scaffolds resultantes sejam mais fiéis
ao modelo original. Adicionalmente, busca-se uma melhoria da estabilidade e
propriedades mecanicas do scaffolds produzidos, tornando possivel a impressao de

estruturas com 20 camadas sem a obstrugcado dos seus poros.
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20BJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Produzir scaffolds de amido/alginato com a incorporacdo de diferentes
teores de argila bentonita por meio da bioimpressao por extrusao para aplicagado na

regeneragéo éssea.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o efeito que diferentes teores de bentonita possuem nas
propriedades reoldgicas da tinta e na fidelidade de forma dos scaffolds;

- Comparar o efeito de diferentes reticulantes na estabilidade e processo de
degradagao dos scaffolds;

- Avaliar o efeito da combinagdo entre alginato, amido e bentonita na

morfologia e nas propriedades mecanicas e térmicas dos scaffolds produzidos.
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3REVISAO DA LITERATURA

3.1 ENGENHARIA TECIDUAL E REGENERAGCAO OSSEA

Fraturas Osseas sao definidas como perda na continuidade &ssea
(Singaram; Naidoo, 2019). Estima-se que em 2019 ocorreram cerca de 178 milhdes
novos casos ao redor do mundo, afetando principalmente a populagdo mais velha
(Wu et al., 2021). No Brasil, entre os anos 2012 e 2022, aproximadamente 5,12%
de todas as internagdes hospitalares no Sistema Unico de Saude (SUS) foram
devido a fraturas 6sseas. Foram gastos nesse periodo R$ 7.362.257.905,12 com
internagbes hospitalares, n&o sendo contabilizadas as perdas econémicas
individuais e gerais, ja que a maior demografia dessas internacdes foi de jovens
entre 20 e 29 anos, idade onde se inicia a insergdo no mercado de trabalho (Barros
et al., 2023).

Se nao tratadas corretamente, as fraturas podem levar a sérias
complicagbes, tanto fisicas, psicoldgicas e/ou mentais, nos casos mais graves
podendo levar até a morte (Singaram; Naidoo, 2019). No Brasil, entre 2012 e 2022,
obteve-se uma taxa de mortalidade de aproximadamente 8,5%. Dentre as fraturas
que mais mataram esta a do fémur (3,5%), a qual ocorre com mais frequéncia em
idosos e com uma maior letalidade entre as mulheres. A mortalidade esta
relacionada a complicagbes pds-operatérias e perda de mobilidade. Em segundo
lugar, estdo fraturas do térax e pelve (2,57%). Dentre os fatores de risco esta a
proximidade a érgaos internos, podendo levar a hemorragia (Barros et al., 2023)

Dentre as complicacdes fisicas menos letais das fraturas, durante o periodo
de recuperacao, estdo as limitagdes da habilidade da pessoa em realizar tarefas
independentemente. Em longo prazo, problemas como osteoartrite e dor crénica
podem aparecer. Socialmente, as fraturas podem limitar a participagdo em eventos
socios culturais, principalmente em locais com acessibilidade limitada. A habilidade
da pessoa de trabalhar também pode ser afetada, causando problemas financeiros,
podendo resultar numa maior dependéncia da familia e amigos financeiramente, o
que pode gerar tensao nos relacionamentos.

Ainda, essas limitagbes podem afetar negativamente a saude mental da
pessoa machucada, podendo levar a depressdo. Também, existe a possibilidade de

desenvolvimento de stress poés-traumatico e isolamento social auto imposto,
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evitando atividades sociais por acreditar que essas possam levar a uma nova fratura
(Singaram; Naidoo, 2019).

3.1.1 Meétodos de tratamentos atuais

Em comparacédo com outros tecidos do corpo humano, o 0SSO possui uma
capacidade muito boa de regeneracéo (Zhu et al., 2021), possuindo a habilidade de
regenerar-se sem a formacao de cicatriz (Allen et al., 2021). Porém, quando a fratura
ultrapassa a habilidade natural do corpo de regeneragao, tem-se o chamado defeito
0sseo critico, sendo necessarios estimulos externos para auxiliar no processo de
cicatrizacdo (Madrid et al., 2019). Os implantes que atualmente apresentam
melhores resultados sdo os autdgenos, retirados da propria pessoa. Entretanto,
estes apresentam diversos problemas, como a necessidade de duas cirurgias,
limitacbes em relagcdo ao tamanho que pode ser retirado e a possibilidade de
morbilidade do osso do qual o implante foi retirado (Allen et al., 2021). A separagao
do osso da sua rede vascular também pode levar a necrose do implante,
ocasionando sérias complicagdes ao paciente (Murab et al., 2022).

Outra opgado de tratamento € a utilizagdo de implantes halégenos, feitos
entre individuos da mesma espécie. Apos a retirada do doador, o implante necessita
passar por um tratamento para remocdo do material genético para evitar a
transmissao de doengas e rejeicdo. A eficacia desse tratamento é variada, o que
leva a altos graus de infecgédo. O tratamento também pode afetar a capacidade do
implante de promover regeneracao 6ssea (Allen et al., 2021).

Adicionalmente, é possivel o uso de implantes do tipo xenoenxerto, feitos
entre individuos de espécies diferentes, geralmente outro mamifero, mais
comumente um bovino (Abushama et al., 2025). No entanto, eles apresentam uma
menor taxa de integracdo 6ssea, com alto risco de rejeigdo imunoldgica e alto risco
de transmissao de doencgas (Allen et al., 2021; Witzler et al., 2019).

Implantes sintéticos se apresentam como uma solugdo para os problemas
descritos previamente. Eles possuem suplemento ilimitado e suas propriedades
podem ser alteradas de modo a suprir as necessidades especificas do paciente
(Allen et al., 2021). Por isso, o campo da engenharia tecidual éssea € considerado
atualmente uma maneira promissora para reparar esses defeitos. Ela busca criar

substitutos biolégicos a fim de manter, restaurar ou substituir a funcdo do tecido
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o0sseo (Madrid et al., 2019), geralmente utilizando um scaffold para alcangar esse
objetivo. Scaffolds sédo estruturas que oferecem suporte estrutural para proliferagéo
celular, além de manter sinais bioquimicos e bioelétricos excretados pelas células
(Kalhori et al., 2022).

O scaffold ideal para regeneragao Ossea deve possuir propriedades
mecanicas semelhantes as do tecido 0sseo que deseja regenerar, incluindo uma
estrutura porosa interconectada, promovendo a difusao de nutrientes e adsorgao de
proteinas. Além disto, deve ser feito de um material biocompativel, osteocondutivo e
osteogénico e ser biodegradavel, evitando a necessidade de uma segunda cirurgia.
Para isso, deve se dissociar numa velocidade semelhante a do crescimento 0sseo,
ja que uma degradacao muito rapida significaria na perda do suporte mecanico. Por
outro lado, uma degradagdo muito lenta barraria a formagdo de um novo tecido
(Allen et al., 2021).

3.1.2 Estrutura e regeneragao 6ssea

Para criar um implante adequado € necessario entender um pouco sobre a
estrutura e o processo de regeneragao 6ssea. O 0sso € um material composto por
uma matriz inorganica (65%), matriz orgéanica (25%) e agua. Sua funcdo no
esqueleto humano é oferecer suporte mecanico e protegao aos 6rgaos internos. A
maior parte do esqueleto humano (80%) é formado por osso compactado (Figura 1),
com um baixo grau de porosidade (<5% - 10%). O restante € composto por 0sso
esponjoso com alto grau de porosidade (70% - 80%) (Allen et al., 2021). Os
diferentes graus de porosidade conferem propriedades mecanicas distintas que
devem ser levadas em consideragcao na fabricagdo de um scaffold (Walsh et al.,
2019).

O o0sso esta em um constante processo de renovagdao chamado
remodelacdo. Esse processo € regulado por células chamadas ostedcitos,
responsaveis por manter a homeostases do 0sso. A remodelagao pode ser descrita
de maneira simplificada em duas etapas. Na primeira etapa, células chamadas
osteoclastos irdo reabsorver a matriz 6ssea. Na segunda etapa, células chamadas
osteoblastos irdo secretar a base da nova matriz éssea. Os osteoblastos secretam
principalmente colageno tipo 1, componente majoritario da matriz organica. Com o

tempo, cristais minerais irdo se acumular nessa matriz secretada, podendo demorar
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até um ano para atingir a mineralizagcdo completa (Allen et al., 2021). O componente

majoritario da fragao inorgéanica é hidroxiapatita cristalina (Feng, Xu, 2009).

Figura 1 — Diferenga morfolégica entre osso compacto e 0Sso esponjoso.

Esponjoso (70% - 80%)

Fonte: Adaptada e modificada de Allen et al. (2021).

Quando ocorre uma fratura 6ssea (Figura 2), imediatamente é formado um
hematoma, desencadeando um processo inflamatorio. A inflamacao € necessaria
para o processo de cicatrizacdo, mas de maneira exacerbada acarreta na
desaceleragdo do processo regenerativo. Posteriormente, ocorre o recrutamento de
células tronco para o local do machucado e angiogéneses, seguida por uma fase de
formacdo Ossea. A nova matriz 6ssea sera formada por uma combinagcdo de
ossificagdo endocondral, onde é formada a cartilagem antes de formar a matriz
0ssea, e ossificagdo intramembranosa, onde o processo de formagéo de cartilagem
€ omitido. A ultima etapa desse processo é a remodelacio, ja descrita anteriormente
(Allen et al., 2021).
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Figura 2 — Processo de cicatrizagao de uma fratura 6ssea. A) Formagao de um
hematoma; B) Inflamagéo; C) Formagéo de novos vasos sanguineos, recrutamento
e proliferagcao de células tronco; D) Formagao nova matriz 6ssea; E) Remodelagéo.

A) B) Q) D) E)

Fonte: Autoria propria.

3.2 BIOIMPRESSAO

A impressao 3D é uma técnica de fabricagdo onde estruturas tridimensionais
podem ser criadas de maneira controlada seguindo um modelo computacional
previamente estabelecido. A bioimpressao 3D evoluiu a partir das técnicas de
impressao 3D convencionais, modificando-se aparelhos comerciais para suportar o
uso de células vivas e materiais biocompativeis (Jusoh et al., 2022).

Os métodos de bioimpressdo podem ser divididos entre os que utilizam
scaffolds (Figura 3) e os livres de scaffold. Um exemplo de bioimpresséao livre de
scaffold é o método desenvolvido por Ong et al. (2017), inspirado em ikebana, antiga
arte japonesa que consiste em arranjar flores em matrizes de agulha. Nesse método,
células sao cultivadas e incubadas até a formacao de esferoides. Apds a maturagao,
uma bioimpressora adaptada usando succgéo a vacuo arranja os esferoides em uma
matriz de agulhas. O produto da biocimpressédo ainda fixado na matriz € encubado
por trés dias e apds esse periodo as agulhas sao removidas. A distdncia que as
agulhas possuem entre si € de suma importancia para o resultando final. Agulhas
muitos distantes irdo resultar em tecidos com muitos espacos vazios, ja agulhas
muitos proximas irdo resultar num tecido desnivelado com areas de maior
espessura.

Os métodos que utilizam scaffold sdo mais comuns pois oferecem suporte
ao crescimento celular (Kalhori et al., 2022), apesar de terem a desvantagem de

causar uma reposta inflamatéria ao serem implantados e poder ocasionar a
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formacao de tecido fibroso (Ong et al., 2017). Dentre as técnicas que utilizam
scaffold, tem-se as técnicas baseadas no processamento de luz. Um exemplo é a
impressao assistida por laser (Figura 3.A.1). Nessa técnica, um laser faz evaporar
uma fina camada de metal no topo da biotinta, resultando na sua deposi¢cdo de
maneira controlada em um substrato que promove crescimento celular. Se estiver
utilizando células, essa técnica tem como vantagem nao causar estresse mecanico
nas mesmas, pois nao utiliza seringa (Ventura, 2021). Outra técnica de bioimpressao
que utiliza luz é a estereolitografia (Figura 3.A.2), na qual uma fonte de luz interage
com uma biotinta contendo uma resina fotossensivel em sua composicao (Elkhoury;
Zuazola; Vijayavenkataraman, 2023). Este processo é altamente preciso, mas
requer cuidados na escolha da fonte de luz e do fotoiniciador para ndo impactar
negativamente as células (Jafari et al., 2022)

Outra técnica de impressao, muito usada devido ao seu baixo custo, é a
impressao a jato de tinta (figura 3.B). Esta utiliza forgas elétricas, térmicas ou
eletromagnéticas para transformar em goticulas a biotinta dentro de uma seringa. O
movimento da seringa, onde-se encontra a biotinta, ira determinar a deposi¢céo das
goticulas (Knowlton et al., 2015).

Por ultimo, tem-se a bioimpressdo 3D por extrusdo, que pode ser dividida
em impressao por seringa ou por rosca. Na bioimpressao por rosca (Figura 3.C.1),
um compartimento contendo uma rosca € acoplado a um dispensador mecanico
automatico que se move nas trés dimensdes. A medida que a rosca se movimenta,
os granulos sado extrusados formando um scaffold. J4 na impressdo por seringa,
uma seringa é acoplada ao dispensador mecanico, e no interior da seringa esta um
material semissolido que pode ser extrusado mecanicamente (Figura 3.C.2) ou

pneumaticamente (Figura 3.C.3) (Gleadal et al., 2018).
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Figura 3 — Representagdo dos métodos mais comuns de bioimpressao para
obtencao de scaffolds. A) Técnicas para fabricagdo baseada no processamento de
luz: A.1) Bioimpressao assistida por laser e A.2) Estereolitografia. B) Impresséo a
jato de tinta, onde acoplado na seringa tem-se um atuador que pode formar as
goticulas por forgas elétricas, térmicas ou eletromagnéticas. C) Métodos de
bioimpresséao por extrusdo: C.1) Bioimpressao por rosca, onde granulos sao
extrusados de um recipiente de acordo com o movimento de uma rosca; C.2)
Mecénica, onde um material semissolido € extraido de uma seringa utilizando forga
mecanica; C.3) Pneumatica, onde o material € extrusado por uma seringa utilizando
ar comprimido.
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Fonte: Autoria propria.

A bioimpressao por extrusao € uma técnica bastante popular devido ao seu
relativo baixo custo, facilidade de escalonamento e capacidade de produzir scaffolds
de maneira personalizada. Uma desvantagem desse método é que a tensdo de
cisalhamento pode prejudicar a viabilidade celular caso seja feito o uso de células
(Jafari et al., 2022). Portanto, idealmente, a biotinta deve possuir um comportamento
tixotrépico, onde a viscosidade ira diminuir com pressao (Taniguchi et al., 2022). Ela
também precisa ter uma viscosidade adequada para manter a sua forma apods a
impressao. ldealmente, apés a formacgao, o scaffold passa por um processo de
reticulagdo para melhorar sua estabilidade e as suas propriedades mecanicas (Jafari
et al., 2022; Kalhori et al., 2022).
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3.2.1 Printabilidade

Para analisar a adequabilidade de uma biotinta se faz uso do conceito de
printabilidade (do inglés printability, relacionado a capacidade de impresséo), apesar
da definicdo ndo ser homogénea na literatura. Geralmente, esta correlacionada com
a habilidade da tinta de formar scaffolds fidedignos ao modelo computacional, ou
formar scaffolds com propriedades aceitaveis para o proposito desejado (Schwab et
al., 2020; Tian; Zhao; Lewinski, 2021).

Um dos fatores que mais influenciam na printabilidade durante a
bioimpressao por extrusao sao as propriedades reoldgicas da biotinta. Dentre essas
propriedades esta a viscosidade, que representa a resisténcia de um fluido ao
escoamento. Nas biotintas, a viscosidade se da principalmente pela influéncia da
massa molar e concentragdo dos materiais utilizados (Schwab et al., 2020).

Fluidos altamente viscosos necessitam de uma maior pressao para
escoarem da seringa, e quando a pressdo necessaria excede a capacidade da
impressora, o material € considerado ndo extrudavel (Figura 4.A). Ja quando a
viscosidade é tao baixa que o material escorre pela seringa (Figura 4.C), é
considerado nao printavel (Tian; Zhao; Lewinski, 2021). O comportamento de fluxo
da tinta e a tensao superficial inapropriada podem resultar na extrusdo de gotas

(Figura 4.B), ao invés do fluxo continuo desejado (Figura 4.D) (Fu et al., 2021).

Figura 4 — Extrudabilidade filamentar: A) Fluido altamente viscoso, nao consegue
fluir para fora da seringa; B) Fluido flui em forma de gotas, biotinta inapropriada
devido ao seu comportamento de fluxo; C) Biotinta com baixa viscosidade, flui de
maneira excessiva; D) Fluxo ideal

Pressao

A) B) Q) D)

Fonte: Adaptado de Fu et al. (2021).
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Biotintas mais viscosas geralmente apresentam uma maior fidelidade, ou
seja, sdo mais fidedignas ao modelo computacional criado. Porém, caso possuam
células na sua composicdo, o aumento da pressdo de extrusdo pode afetar a
viabilidade celular. E necessario levar em consideragdo que ao medir a viscosidade
de uma biotinta com a intencéo de colocar células na sua composi¢cao, € necessario
medir a viscosidade da mesma com as células ja inseridas, pois as células afetam
esta propriedade (Schwab et al., 2020).

A tinta ideal deve apresentar uma relagdo nao linear entre a tensdo de
cisalhamento e a taxa de cisalhamento, classificando-a como um fluido ndo
Newtoniano. Neste caso, € esperado que com o aumento da tensdo exercida pela
seringa ocorra uma diminuigdo da viscosidade, assim facilitando a extrusao da tinta
e recuperando a sua viscosidade subsequentemente. Materiais que possuem essa
propriedade sao classificados como pseudoplasticos. Caso estejam presentes
células na sua composi¢cdo, a diminuicdo da viscosidade aumentara a viabilidade
celular (Schwab et al., 2020).

Outra propriedade reoldgica importante € o limite de escoamento, definido
como a tensdo minima necessaria para a tinta fluir. Altos valores de tensao limite de
escoamento sao preferiveis pois implicam numa maior resisténcia as forgas
gravitacionais, impedindo o colapso e fusao dos filamentos (Figura 5) (Schwab et al.,
2020).

Figura 5 — Imagem demostrando fuséao filamentar ap6s a impressao de duas
camadas. Na imagem escrita fail, os filamentos fundiram-se entre si, tornando a
solugao impropria para a impressao. Na imagem escrita pass, houve pouca fusao
filamentar, sendo provavelmente possivel imprimir diversas camadas.

‘\j’ ‘: Al Y 1

Fonte: Adaptada de O’Connell et al. (2020)
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3.2.1.1 Filamentos impressos

A primeira camada impressa € 0 que vai dar a base estrutural para o
scaffold, por isso é essencial estudar o filamento que a compde. A pressao de
extrusdo necessita ser constante, pois variagbes na forga se traduzem em
imperfeicdes nos filamentos (Schwab et al., 2020). A pressado também precisa se
adequar a tinta utilizada. Uma pressao muito baixa nao ira formar um filamento, e
sim ira extrusar gotas de maneira inconsistente. Consequentemente, uma pressao
muito grande pode ocasionar extrusdo em excesso do material, gerando acumulo
(Sanchez-Sanchez et al., 2023).

A superficie do filamento impresso tem uma influéncia muito grande nas
suas caracteristicas. Uma superficie plana possibilita que o filamento seja
depositado de maneira homogénea. Uma superficie com muitas imperfeicdes pode
gerar perda da continuidade do filamento. Outro fator a se considerar €& a
hidrofobicidade da superficie. Superficies hidrofilicas levam a um maior
espalhamento do filamento, aumentando seu didmetro. Inversamente, superficies
hidrofébicas resultam em menos espalhamento e menor didmetro (Tian; Zhao;
Lewinski, 2021).

A velocidade em que o filamento é depositado também influencia na sua
integridade. Velocidades muito lentas podem causar acumulo e depdsito da tinta,
resultando em filamentos irregulares (Figura 6). Ao contrario, velocidades muito altas
resultam em falhas nos filamentos ou na diminuicdo do seu didametro. O efeito que
velocidades altas possuem no diametro do filamento é mais pronunciado em
pressdes maiores (Webb; Doyle, 2017), sendo que o didmetro ideal do filamento
apds a sua deposicdo deve ser semelhante ao didmetro da ponteira utilizada. Em
alguns casos, quando se requer um maior controle da resolugéo dos scaffolds, pode-
se desejar o encolhimento do filamento apds a sua deposigéo (Tian; Zhao; Lewinski,
2021).
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Figura 6 — Efeito de diferentes velocidades de impressao em filamentos de alginato e
gelatina coloridos artificialmente.
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Fonte: Webb e Doyle (2017).

3.3 MATERIAIS PARA BIOIMPRESSAO

Os materiais utilizados no processo de bioimpressao por extrusao podem ser
divididos entre os de origem natural e sintética. Os materiais sintéticos, devido as
condi¢des controladas em que sido produzidos, possuem uma alta homogeneidade
no resultado final, facilitando a reprodutibilidade de resultados. Outra vantagem é
que muitas vezes € possivel ajustar as suas propriedades moleculares e quimicas
para obter propriedades desejadas. Como desvantagem, geralmente possuem baixa
afinidade celular (Jafari et al., 2022; Kalhori et al., 2022).

Os polimeros sintéticos podem ser classificados em hidrofébicos e
hidrofilicos. Dentre os polimeros hidrofébicos estd o poli(acido lactico) (PLA) e
policaprolactona (PCL). Ambos possuem excelentes caracteristicas mecanicas. Na
categoria polimeros hidrofilicos, estdo o poli(acido glicélico) (PGA), um polimero
biodegradavel ndo soluvel em agua, e o polietilenoglicol (PEG), um polimero
biodegradavel, soluvel em agua e nao téxico. Como desvantagens, o PEG possui a
baixa interacao celular e propriedades mecanicas inadequadas, ndo sendo possivel
a formacao de um hidrogel independentemente (Jafari et al., 2022).

Polimeros de origem natural sdo mais comumente utilizados na

bioimpressdo devido a sua biocompatibilidade natural e bioatividade, mas
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geralmente possuem propriedades mecanicas inadequadas (Jafari et al., 2022).
Nessa categoria esta o colageno, um dos componentes principais da matriz
extracelular, que fornece resisténcia mecanica, auxilia na organizacéo estrutural e
contribui para a proliferacdo celular. Apds o processo de bioimpresséo, o colageno
pode ser reticulado por meio de mudangas no pH, temperatura ou reagdes quimicas.
Fatores que limitam a sua ampla utilizacdo sao o alto custo e rapida degradacao
(Kalhori et al., 2022; Lee, Jung Bok et al., 2016).

Outro polimero natural bastante utilizado € a gelatina, um polimero natural
de baixo custo e altamente biocompativel. Na sua forma natural, possui
propriedades reoldgicas inadequadas, por isso geralmente € utilizada como parte de
uma blenda polimérica ou modificada quimicamente na forma de gelatina metacrilato
(GelMA) (Kalhori et al., 2022). Outros polimeros naturais também encontrados na

producao de scaffolds sao o alginato e o amido, descritos a seguir.

3.3.1 Alginato

O alginato (Figura 7) € um polimero natural anibnico formado por
mondmeros de acido B-D-manurdnico (M) e acido a-L-glucurénico (G). Os residuos
destes mondmeros podem formar blocos arranjando-se de maneira consecutiva
(GGGGGG) e (MMMMMM) ou alternada (GMGMGM) (Lee; Mooney, 2012).
Comumente, o alginato é obtido por meio de algas da classe Phaeophyceae,
também conhecidas como algas marrons, ndo havendo conhecimento de outros
tecidos vegetais em que essa substancia esteja presente. A alga gigante
Macrocystis pyrifera € a principal fonte de extracdo mundialmente. Também é
possivel a sua sintese por meio de bactérias, onde estara presente em sua matriz
extracelular (Garcia-cruz; Foggetti, 2008). Devido as diferentes fontes que o alginato
pode ser obtido, existe uma grande variacdo entre os materiais sendo
comercializados. Estima-se que mais de 200 tipos sao comercializados atualmente.
As variagdes se dao devido as diferentes propor¢des dos residuos M e G e do
tamanho dos blocos (Lee; Mooney, 2012).
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Figura 7 — Estrutura quimica do alginato, com blocos arranjados de maneira
consecutiva e alternada.
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Fonte: Lee e Money (2012).

O alginato € um material amplamente utilizado no processo de bioimpressao
pela sua acessibilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade. Apesar disso,
scaffolds de alginato geralmente possuem baixa printabilidade e propriedades
mecanicas inadequadas (Murab et al., 2022). Outro fator que atrapalha o uso de
alginato na producao de scaffolds é a fraca adesao celular devido a falta de ligantes
especificos que interagem com as células mamiferas, impactando negativamente a
proliferacdo celular (Lee; Mooney, 2012).

Caso a biotinta a base de alginato ndo possua propriedades reoldgicas
adequadas, é possivel passar por um processo de pré-reticulagdo, onde ions de
calcio sao adicionados durante o seu preparo. Esse processo pode afetar
negativamente a fidelidade de forma dos scaffolds impresso, pois a rapida
gelatinizagdo do processo pode formar uma tinta ndo homogénea (Murab et al.,
2022).

Caso a biotinta composta por alginato tenha dificuldade em manter a sua
forma, também é possivel a sua impressao diretamente numa solucao reticulante.
Outra opcado é a impressao em um banho de suporte, por exemplo, um banho
contendo microesferas que ajudam a biotinta a manter a forma enquanto o alginato

passa pelo processo de reticulagdo (Murab et al., 2022).
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Uma das maneiras mais comuns de melhorar as propriedades do alginato &
por meio da mistura com outros materiais. Os polimeros de origem natural tém a
vantagem de serem biocompativeis e produzidos a partir de fontes renovaveis (Jovic
et al., 2019). Porém, geralmente possuem estabilidade mecénica inadequada, o que
torna dificil a obtencdo de um scaffold com propriedades necessarias para ser
utilizado na regeneragdo 6ssea. O mais comumente encontrado sdo blendas
voltadas para a regeneragdo de tecidos moles (Jafari et al., 2022; Kalhori et al.,
2022).

Datta et al. (2018) fabricaram scaffolds de alginato/mel por meio de
bioimpressao por extrusao voltados para regeneracéao de feridas. O mel foi escolhido
pelas suas propriedades cicatrizantes e anti-inflamatorias. Nagahara et al. (2022)
conseguiram produzir scaffolds nao toxicos com multicamadas de alginato com
goma xantana reticulados com cloreto de estréncio. As propriedades mecanicas dos
scaffolds obtidos se demostraram proprias para aplicagées em tecidos moles.

Os polimeros de origem sintética permitem um maior ajuste nas suas
propriedades moleculares, quimicas e mecanicas, além de possuirem uma maior
homogeneidade (Jafari et al., 2022; Kalhori et al., 2022). O poli(alcool vinilico) (PVA),
por exemplo, € um polimero de origem sintética com estabilidade mecanica
suficiente para ser utilizado na engenharia tecidual 6ssea. Sangkert et al. (2021)
produziram scaffolds bioimpressos promissores para aplicagdo em regeneragao

ossea de alginato/PVA/fibroina de seda (SF).

3.3.1.1 Reticulagdo do alginato

Ao entrar em contato com ions bivalentes ou trivalentes, o alginato passa por
um processo de reticulagdo (Massana et al., 2022). Esse processo aumenta a
resisténcia mecanica do scaffold, permitindo que este seja manipulado sem perder o
seu formato apds o processo de bioimpressao (Malektaj; Drozdov; Christiansen,
2023). ions bivalentes alcalinos terrosos como Ca?*, Mg?* e Sr?* ligam-se ao alginato
por meio de ligacdes ibnicas (Brus et al., 2017), sendo o CaCl2 o reagente mais
comumente usado na engenharia tecidual devido a sua alta solubilidade em agua, o
que leva a um processo de reticulagao rapido (Freeman; Kelly, 2017).

O processo de reticulagcdo do CaClz pode ser exemplificado pelo modelo
“caixa de ovos” (Figura 8) (Lee; Yuk, 2007), onde as fragdes GG e MG interagem
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com os ions de caélcio formando uma estrutura coordenada (Malektaj; Drozdov;
Christiansen, 2023). O tamanho relativamente grande dos ions de Ca?* faz com que
0S mesmos ocupem uma quantia consideravel do volume livre da estrutura, fazendo

com que as fragdes G se organizem de maneira uniforme (Brus et al., 2017).

Figura 8 — Representagao do processo de reticulagio idnica do alginato, onde as
cadeias poliméricas reagem com ions de calcio formando uma estrutura que lembra
uma caixa de ovos.
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Fonte: Lee e Yuk (2007).

jons bivalentes de metais de transigdo como Zn2?*, Cu?* e Mn2?* e ions
trivalentes de metais catiénicos como Fe3*, Al¥* e Cr3* formam ligagdes complexas
com o alginato, com os ions trivalentes possuindo ligagdes mais fortes (Brus et al.,
2017). Nos ultimos anos, vem ocorrendo um aumento nas publicagbes explorando
Fe3* e os efeitos que seu mecanismo diferente de ligagdo tem nos scaffolds de
alginato (Massana et al., 2022).

Ao contrario do CaCl2, que possui um modelo de reticulagdo amplamente
aceito na literatura, ainda nao existe um modelo consensual que explique os
mecanismos de reticulagdo de Fe3* (Massana et al., 2022). Porém, ha um consenso
que o Fe®* possui uma maior afinidade com alginato do que a maioria dos outros
ions bivalentes e trivalentes. Também, sabe-se que tem afinidade com residuos GG,
MM e MG do alginato, o que pode resultar em melhores propriedades meca