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RIBEIRO, Caetano Pedro Evangelista. Estabelecimento de um processo
biotecnolégico com emprego de manufatura aditiva para producao de
biocurativos poliméricos associados a Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
definidos morfologicamente a partir de escaneamento de feridas cutaneas
virtuais. 2021. 154 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias e Letras, Assis, 2021.

RESUMO

A manufatura aditiva € um processo que tem gerado avangos em
pesquisa basica e aplicada, ampliando a gama de possibilidades e acelerando
a translacdo de modelos tedricos de materiais e biomateriais que possam ser
empregados em areas diversas da engenharia e da medicina humana,
particularmente, na engenharia tecidual e medicina regenerativa (TERM). No
ambito da medicina regenerativa e da engenharia tecidual, estudos recentes
empregando o plasma rico em plaguetas (PRP) tém demonstrado grande
eficacia terapéutica no tratamento de Ulceras cutaneas de dificil cicatrizacéo,
com ampla capacidade de estimulacdo do processo regenerativo tecidual por
meio da liberacdo de fatores quimiotaticos. O uso do PRP autdlogo,
consolidado como um importante biomaterial, em processos de manufatura
aditiva (impressdo 3D), imprime grandes avancos no contexto da medicina
regenerativa. Nesse sentido, a busca por materiais biodegradaveis, estaveis e
versateis tem encontrado nos polimeros de origem natural, como a gelatina e o
alginato, propriedades fisico-quimicas atraentes para a constru¢cao de matrizes
(scaffolds) que fornecam suporte e preservacéo de aspectos fisico-quimicos do
PRP e proporcionem um ambiente favoravel para migracdo celular durante os
processos de regeneracgao tecidual. Deste modo, a perspectiva de impresséo
de um biocurativo, composto de um gel polimérico de alginato/gelatina
associado ao PRP, obtido a partir de modelos digitalizados de Ulceras cutaneas
escaneadas por dispositivos portateis, constitui uma alternativa potencialmente
promissora em termos de engenharia de tecidos e medicina regenerativa,
podendo fundamentar um bioprocesso reprodutivel e de grande viabilidade
para o estabelecimento de novas abordagens terapéuticas em dermatologia.
Neste cenario propde-se no presente estudo, um bioprocesso de facil operacao
e funcionalidade que permita a elaboracdo de curativos de baixo custo e de



minimo risco imunoldégico, tratando-se de uma associacdo de polimeros inertes
e biocompativeis a um material bioldgico autdlogo, gerando um produto
exequivel e de potencial incorporacdo a rotina terapéutica de clinicas e
hospitais privados e ao Sistema Unico de Sautde (SUS).

Palavras-chave: Escaneamento 3D, Modelagem Digital, Impressdo 3D,

Biofabricacdo, Scaffold, Curativo Bioldgico, Biomateriais, Manufatura Aditiva,

Medicina Regenerativa, TERM



RIBEIRO, Caetano Pedro Evangelista. Establishment of a biotechnological
process with the use of additive manufacturing for the production of
morphologically defined polymeric biological wound dressings
associated with platelet-rich plasma (PRP) from the virtual skin wounds
scanning. 2021. 154 f. Dissertacdo (Mestrado in Biociéncias) — Sao Paulo
State University (UNESP), School of Sciences, Humanities and Languages,
Assis, 2021.

ABSTRACT

Additive manufacturing is a process that has generated advances in basic and
applied research, expanding the range of possibilities and accelerating the
translation of theoretical models of materials and biomaterials that can be used
in different areas of engineering and human medicine, particularly in tissue
engineering and regenerative medicine (TERM). In this field, recent studies
using platelet-rich plasma (PRP) have shown great therapeutic efficacy in the
treatment of difficult-to-heal skin ulcers, with ample capacity to stimulate the
tissue regenerative process through the release of chemotactics factors. The
use of autologous PRP, consolidated as an important biomaterial in additive
manufacturing processes (3D printing), promotes great advances in the context
of regenerative medicine. In this sense, the search for biodegradable, stable
and versatile materials, has found in natural polymers, such as gelatin and
alginate, attractive physicochemical properties for the construction of matrices
(scaffolds) that provide support and preservation of physicochemical aspects of
PRP and a favorable environment for cell migration during tissue regeneration
processes. Thus, the prospect of a biological wound dressing printing process,
composed of a polymeric alginate/gelatin gel associated with PRP, obtained
from digital models of skin ulcers scanned by portable devices, constitutes a
potentially promising alternative in terms of tissue engineering and medicine
regenerative, being able to support a reproducible and highly viable bioprocess
for the establishment of new therapeutic approaches in dermatology. In this
scenario, this study proposes an easy-to-operate and functional bioprocess that
allows the development of low-cost and minimal immunological risk wound
dressings, associating inert and biocompatible polymers with an autologous

biological material, generating a feasible product with potential incorporation



into the therapeutic routine of private clinics and hospitals and Sistema Unico
de Saude (SUS).

Keywords: 3D Scanning, Digital Modeling, 3D Printing, Biofabrication, Scaffold,
Biological Wound Dressing, Biomaterials, Additive Manufacturing, Regenerative
Medicine, TERM
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1. INTRODUCAO

A medicina regenerativa (RM) representa uma nova area de conhecimento
gue tem despertado grande interesse, ndo s6 de diferentes grupos de pesquisa das
ciéncias biomédicas e bioengenharia, mas também das inddstrias farmacéuticas e
de dispositivos (devices) médicos. Todo este interesse € decorrente do grande
potencial de aplicabilidade da RM em terapéutica humana e veterinéria.
Conceitualmente, a RM é um campo de saber interdisciplinar que resulta da
aplicacdo e interacdo de diferentes areas do conhecimento buscando manter,
melhorar, reparar, regenerar ou substituir tecidos ou 6rgdos acometidos por
diferentes patologias. Segundo Dieckmann et al (2010), a RM pode ser definida
como o ‘reparo, substituicdo ou regeneracao de células, tecidos e 6rgaos que
restauram funcbes comprometidas decorrentes de defeitos congénitos, doencas,
traumas e envelhecimento”.

A interacdo do conjunto de conhecimentos e técnicas especificas da
medicina regenerativa (RM) e engenharia de tecidos (TE), referida atualmente pelo
acronimo TERM (Fisher & Mauck, 2013), tem permitido ampliar e otimizar o
desenvolvimento de materiais sintéticos ou biolégicos, denominados de biomateriais,
0s quais podem, ainda, atuar como arcaboucos (scaffolds) para insercéo de células
ou diferentes tipos de moléculas, como citocinas, fatores de diferenciacdo e
antibioticos, que podem contribuir para reparo e/ou regeneracao de tecidos e 6rgaos
com alterag6es morfofisioldgicas.

No ambito da TERM, os biomateriais podem agir como matriz de liberacdo
de biomoléculas através de estimulos fisiolégicos, tais como variacdes de
temperatura, pH e forga ibnica do meio (Gimble et al., 2007). A associacdo a fatores
de crescimento (FC) constitui uma importante ferramenta para reparo tecidual,
regeneracao ou restabelecimento de funcdes vitais normais de um tecido ou Orgao
(Oliveira et al., 2010). Como moléculas bioativas intimamente relacionadas a
emissdo de sinais para comunicacao intercelular e estimulo do recrutamento de
células inflamatdrias no desencadeamento de respostas imunes, os fatores de
crescimento sdo liberados a partir do processo de degranulacdo de plaquetas
durante o desencadeamento do processo inflamatorio e estdo associados a

migracgéo, diferenciacdo e apoptose celular, em uma cascata que visa garantir a
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homeostasia do organismo (Picard et al., 2015; Pinto & Pizani, 2015; Anitua et al.,
2020; Stessuk, 2020; Oneto & Etulain, 2021).

Utilizado amplamente desde o inicio da década de 90 em estudos de
cicatrizacdo tecidual e regeneracdo do tecido 6sseo, o plasma rico em plaquetas
(PRP) tem se destacado como extensa fonte de biomoléculas de fun¢des primordiais
na diferenciacdo e regeneracdo de tecidos (Perez, 2013, Marques et al., 2015,
Stessuk et al, 2020). Como uma pequena fragdo de plasma com concentracao
autologa plaquetéria maior do que a encontrada em niveis basais (Marx et al., 1998;
Vendramin et al., 2009; Amable, et al., 2013), o PRP desempenha uma importancia
crucial no processo de regeneracao tecidual, uma vez que a liberacdo de moléculas
bioativas promove uma série de atividades regulatérias, que envolvem quimiotaxia,
sintese de matriz extracelular e citodiferenciacdo, ativando a sinalizacdo de vias que
promovem a regeneracao de tecidos lesados, maximizando o reparo de danos em
lesBes teciduais (Marques et al., 2015) e otimizando o0 processo regenerativo por
estimulo da vascularizagcdo e hemostasia (neoangiogénese), reduzindo possiveis
complicacBes associadas a lesdo (Kontopodis et al., 2015; Stessuk, 2020; Borrione
et al., 2021; Lv et al., 2021).

Entre os biomateriais mais comumente utilizados em procedimentos clinicos
encontram-se 0s polimeros, que apresentam maior maleabilidade, facilidade de
obtencdo e processamento em formas variadas (biofilmes, suturas, particulas),
acessibilidade de custo e disponibilidade de materiais com propriedades fisico-
mecanicas requeridas em usos especificos (Wong & Bronzino, 2012; Pires et al.,
2015).

No contexto do mercado crescente de aplicacdo bioldgica dos polimeros, os
polissacarideos apresentam-se como fonte atrativa em funcéo de suas propriedades
mecanicas, alta disponibilidade e baixo custo, polaridade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e multifuncionalidade, incluindo aplicagdes como constituintes de
agentes espessantes, emulsificantes e hidratantes, além da capacidade de
formarem geéis sob parametros termodinamicos bem definidos, de fundamental
relevancia alimenticia, cosmética e, primordialmente, farmacéutica e médica,
credenciando-os como bons candidatos em metodologias de producdo de
biomateriais de interesse terapéutico (Bueno et al., 2015; Zhu et al., 2019; Hu & Xu,
2020; Murugan et al., 2021). Dentre os polissacarideos que tém atraido a busca de

pesquisadores na elucidacdo de atividades bioldégicas e na constituicdo de
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biomateriais de potencial terapéutico, destaca-se o alginato, um polimero natural
biocompativel e de alta pureza presente na parede celular bacteriana de Azotobacter
e em uma ampla gama de algas marinhas marrons (Moradali et al., 2018).

No contexto da constituicdo de hidrogéis, a manufatura aditiva, também
denominada impressao tridimensional (3D), tem proporcionado grandes inovacfes
técnicas e avancos que possibilitaram a impressdo de materiais biocompativeis,
incluindo componentes de suporte, como € o caso dos scaffolds. Como tecnologia
gue emprega componentes vivos para constru¢cdo de materiais camada a camada, a
bioimpressdo 3D tem sido aplicada em abordagens de tecidos e érgdos para a
realizacdo de transplantes, envolvendo complexidades associadas a selecdo de
materiais, tipos de células aderentes, bem como a agregacdo de fatores de
crescimento e diferenciacdo, levando-se em conta a sensibilidade das células na
construcdo de tecidos (Murphy & Atala, 2014; Pina et al., 2019; Ghosh et al., 2021).

A bioimpressdo 3D a base de extrusdo é uma ferramenta universal para
deposicdo e construgcdo de um amplo espectro de biomateriais, oferecendo alta
flexibilidade e grau de reprodutibilidade entre scaffolds bioimpressos quando
empregados materiais adequados, essencialmente polimeros constituintes de géis.
O sucesso da técnica depende de parametros estruturais, como o diametro da
agulha de distribuicdo para deposicdo do material, viscosidade do biopolimero,
velocidade de impressdo e pressao de extrusdo, oferecendo vantagem na
capacidade de formatacdo de estruturas porosas e rapidez na construgdo de
suportes de propriedades biomecanicas aprimoradas, que nao podem ser
equivalentemente alcangcadas com uso de laser ou gotas (Hospodiuk et al., 2017).

A biocompatibilidade e semelhanca de scaffolds poliméricos com a matriz
extracelular (ECM), fatores primordiais para a aplicacao terapéutica, tém encontrado,
nas blendas de alginato e gelatina, um hidrogel que constitui um forte candidato para
aplicacdes em bioimpresséo (Aljohani et al., 2018; Morais et al., 2020). Estudos
demonstraram a eficacia do emprego de membranas de alginato na aceleracéo do
processo de cicatrizacdo em feridas cutaneas experimentais, com modulacdo da
fase inflamatéria, estimulo da fibroplasia e sintese de colageno em modelos murinos
e porcinos, com restauracdo das caracteristicas dermo-epidérmicas do tecido nativo
(Caetano et al., 2015; Albanna et al., 2019).

Concomitantemente, o emprego do PRP em formulagbes oferece risco

minimo de reacgfes imunoldgicas ou contaminac¢des virais, combinadas a um
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ambiente altamente concentrado em fatores de crescimento (Sadeghi-Ataabadi et
al.,, 2017; Stessuk, 2020). Nestas abordagens, a combinacdo do PRP como
componente bioativo a um suporte polimérico caracteriza uma formulacdo de
biotinta, definida pela presenca de células, biomateriais e substancias biologicas
adicionais que sustenta a formacao de tecidos e propicia um ambiente adequado a
migracéao, proliferacdo e diferenciacao celular (Kacarevic et al., 2018; Skardal et al.,
2018; Nikolova et al., 2019; Aiman et al., 2021; Subramanian et al., 2021).

Embora progressos notaveis tenham sido alcangcados no campo da
bioimpressdo 3D nos ultimos anos, faz-se necessario o estabelecimento de
processos metodolégicos padronizados, de forma que sejam obtidos produtos mais
eficientes e robustos, em nivel de bancada, para promover a transicdo da pesquisa
basica para a farmacéutica e aplicacbes clinicas (“from bench to bedside”). Do
mesmo modo, apesar de inumeros estudos correlatos na literatura empregarem
hidrogéis de alginato em associacdo com diversos tipos de outros biomateriais,
células e biomoléculas, ndo foram encontrados relatos prévios na literatura quanto a
projecao virtual de um curativo personalizavel para uso terapéutico de alginato em
associacdo ao PRP baseado no escaneamento a partir de uma ferida virtual com
diferentes formatos em membros inferiores. Neste sentido, tudo o que sabemos é
gue ha um dnico relato quanto a projecdo virtual de feridas utilizando scaffolds
biolégicos de alginato e colageno, realizado por pesquisadores da Wake Forest
University, envolvendo decelularizacdo e recelularizacdo de matriz polimérica
(Albanna et al., 2019).

Tendo como base as premissas, a impressdao de um biocurativo, composto
de um biogel polimérico de alginato e gelatina associado ao plasma rico em
plaguetas, modelado por escaneamento de uma leséo virtual podera, a curto prazo,
fundamentar o estabelecimento de um bioprocesso como uma nova alternativa
terapéutica viavel e reprodutivel para regeneracdo de feridas cutaneas por meio de
um processo de bioimpresséao 3D in situ.

A fim de verificar esta hipotese buscou-se, com esta proposta de carater
inédito, inovador e incremental, constituir as bases metodologicas para producgéo
automatizada de uma membrana composta por uma matriz de alginato/gelatina,
utilizando o PRP como fonte de fatores de crescimento para estimulacdo do
processo regenerativo, aliando os avancos recentes na bioimpressdo 3D e

introduzindo a inovagdo das técnicas de modelagem de lesdes virtuais por meio do
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escaneamento de feridas cutaneas, possibilitando a aplicagdo de um tratamento
baseado em um produto com potencial biocurativo acessivel, de carater autélogo e
personalizado para cada ferida, com base no desenvolvimento e padronizagao
prévia do produto a partir da reconstrucdo de feridas virtuais por fotogrametria,
técnica baseada na reproducdo de uma estrutura tridimensional a partir da
combinacdo de fotografias em movimento (SfM ou Structrure from Motion),
alternativa substancialmente mais acessivel frente aos equipamentos de
escaneamento hoje disponiveis no mercado.

Cabe destacar, portanto, o que se convencionou denominar neste estudo
como “feridas virtuais” corresponde a desenhos de feridas e Ulceras projetadas em
membros inferiores ou braco de modelos de bonecos anatémicos de enfermagem.
Este procedimento representa uma prova de conceito que utiliza simulacbes de
feridas em individuos saudaveis — sem feridas reais, portanto, feridas virtuais.

Com base neste escopo, empregando um modelo-base obtido em impresséo
3D por extrusdo, foram avaliadas diferentes caracteristicas fisico-quimicas e
biolégicas na composicdo e estabilidade do biomaterial, a partir da anélise
macroscopica do material, hidratacdo e degradacdo temporal e ensaio de
esterilidade dos scaffolds poliméricos por exposi¢cao a luz ultravioleta. Estes dados
visaram fornecer os parametros necessarios para definicdo das proporcdes de
componentes constituintes do gel, bem como na implementacdo da manufatura
aditiva e viabilizagdo do processo de obtencdo do biomaterial como curativo

bioldgico.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Propor um bioprocesso personalizado de manufatura aditiva de hidrogéis
alginato-gelatina associados a Plasma Rico em Plaquetas (PRP) como uma
nova alternativa para a producao de biocurativos definidos morfologicamente

a partir do escaneamento de feridas cutaneas

Objetivos especificos

Adequar uma metodologia de obtencdo de scaffold de composicdo
polimérica de alginato-gelatina;

Avaliar a associacdo de PRP na composicdo de uma biomembrana
polimérica por analise dos parametros fisico-quimicos e capacidade de
gelificacdo do biomaterial,

Padronizar uma metodologia de escaneamento de Ulceras cutaneas virtuais
em modelos anatbmicas

Padronizar a aplicagdo de biomembrana de alginato-gelatina/PRP como
nova alternativa terapéutica a partir do escaneamento de Ulceras em
modelos anatébmicos (modelos virtuais de ulceras humanas)

Automatizar a produgao de uma biomembrana por impresséo tridimensional

por extrusdo de gel polimérico
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Medicina regenerativa e engenharia tecidual

O conceito de engenharia de tecidos (TE) foi inicialmente proposto, no
cldssico artigo de Langer e Vacanti, publicado em 1993, como um campo
interdisciplinar que aplica os principios da engenharia e das ciéncias da vida no
desenvolvimento de substitutos bioldégicos que possam restaurar, manter ou
melhorar a funcao de tecidos (Bellini et al., 2012). Concomitantemente, a medicina
regenerativa (RM) representa uma nova area de conhecimento que tem despertado
grande interesse, ndo s6 de diferentes grupos de pesquisa das ciéncias biomédicas
e bioengenharia, mas também das industrias farmacéuticas e de dispositivos
(devices) médicos. Todo este interesse é decorrente do grande potencial de
aplicabilidade da RM em terapéutica humana e veterinaria.

Segundo Katari et al. (2015), a TE corresponde a um subcampo da RM,
possuindo um escopo mais restrito e definido estritamente como a manufatura de
tecidos do corpo ex vivo, por semeadura de células sobre e/ou no interior de uma
matriz de suporte. Deste modo, a énfase da Engenharia de Tecidos direciona-se aos
aspectos de manufatura de materiais envolvidos na substituicdo tecidual, enquanto a
Medicina Regenerativa concorre com o aspecto celular da substituicdo de tecidos,
essencialmente na formacéo endégena.

A relacdo do conjunto de conhecimentos convergentes dos avancos nas
areas de terapia celular, biologia molecular, engenharia tecidual e de materiais
geraram uma interface oriunda da confluéncia entre os objetivos da medicina
regenerativa e engenharia tecidual, estabelecendo uma nova terminologia, a partir
dos acrénimos TE e RM, a ETMR ou TERM - Tissue Engineering and Regenerative
Medicine (Fisher & Mauck, 2013; Salgado et al., 2013), resultante da interseccao de
ambas as areas na busca de metodologias avancadas para resolucéo de problemas
terapéuticos.

Como amplo campo de pesquisa em terapia clinica e de grande
potencialidade terapéutica em medicina humana e veterinaria, a TERM compreende
diferentes abordagens, que visam regenerar ou substituir tecidos e orgaos lesados
em tipos variados de disfuncbes de ordem aguda ou crbénico-degenerativa

promovendo uma combinagdo efetiva de sinais bioguimicos, condi¢fes fisico-
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mecanicas e celulares (Sharma et al., 2019; Lanza et al., 2020; Chaudhari et al.,
2021).

Estudos envolvendo o uso de materiais sintéticos e biolégicos, denominados
biomateriais, e interacdo com células e fatores de crescimento liberados para
estimulacdo do processo regenerativo, sobretudo em aplicacbes envolvendo o
reestabelecimento de tecido epitelial em feridas cutaneas, onde a construcdo de
suportes (scaffolds) para adesdo e insercdo de células, antibidticos e fatores
bioativos que contribuem para a reparacdo e regeneracdo de tecidos e 6rgdos com
alteracbes morfologicas e/ou funcionais, tém demonstrado avancos no
reconhecimento da eficacia terapéutica e seguranca desta associacdo no contexto
da engenharia tecidual (Xue et al., 2018; Talikowska et al., 2019; Chen et al., 2020;
Golchin et al., 2021).

3.2 Feridas cutaneas

3.2.1 Tipos de feridas

Fundamental no desempenho de fun¢des primordiais no organismo, a pele,
em seu estagio normal, é descrita como lisa, integra, elastica, sem brilho ou sinais
de lesBes (Sorg et al., 2017). Paralelamente, € o maior 6rgdo do corpo humano e o
mais suscetivel e afetado por injarias. No aspecto social, a prevaléncia de lesdes
cutaneas pode conduzir portadores a traumas psicoldgicos e isolamento social, além
da limitagcdo de atividades cotidianas.

Causadas por agentes de natureza quimica, fisica ou biolégica, as feridas
caracterizam-se pela ruptura estrutural e fisiolégica do tegumento, membrana
mucosa ou outra parte do corpo, em graus variados de profundidade e extensao.
Feridas superficiais estdo restritas a epiderme, derme e hipoderme, enquanto as
feridas profundas alcancam musculos, fascias, articulacdes, ligamentos, tenddes,
vasos sanguineos e 6rgdos cavitarios (Malagutti & Kakihara, 2014; Sorg et al.,
2017).

A classificagcdo das feridas quanto a sua etiologia abrange as lesdes
patoldgicas, associadas a fatores enddgenos ou lesdes secundarias; iatrogénicas,
gquando resultam de tratamentos ou procedimentos médicos; cirdrgicas ou

intencionais, provocadas por necessidade terapéutica; feridas acidentais ou
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traumaticas; e feridas de causa externa, onde incluem-se as queimaduras e Ulceras
por presséao (Sorg et al., 2017).

Em relacdo a evolugcdo do tratamento, sdo compreendidas em feridas
agudas, quando possuem uma resposta eficaz de cicatrizacdo e recomposicao
tecidual sem complicacdes, e as feridas cronicas, de longa duracdo e frequentes
reincidéncias (Geovani, 2014). Para casos de ferimentos que abrangem a espessura
total da pele, a reepitelizagdo completa leva um longo tempo (Varaprasad et al.,
2020).

A recuperacao frente a um acometimento de natureza crénica encontra nos
qguadros patologicos, como diabetes mellitus, insuficiéncia crbénica venosa, arterial e
imunoldgica, os maiores desafios na administracdo de feridas, sendo o objeto
primordial e de constante investigacado pelas abordagens terapéuticas da Medicina

Regenerativa (Varaprasad et al., 2020).

3.2.2 Feridas crbnicas

A ocorréncia de feridas cronicas resulta de uma gama de fatores que
acarreta o comprometimento das condi¢cbes normais de reconstrucao e regeneracao
tecidual, entre os quais pode-se citar as condi¢des patologicas, idade avancada ou
deficiéncia nutricional (Liu et al., 2018). Como decorréncia, a gravidade dos impactos
socioeconémicos, em escala de saude publica mundial, estd relacionada ao
sofrimento dos portadores e familiares, associado a dores, estresse psicolégico e
prejuizo em qualidade de vida, ao passo que esta condicdo requer maior
dependéncia de servicos de salde, ampliando os custos de tratamento (Karimkhani
et al.,, 2017; Cabral et al.,, 2018). Ademais, portadores de feridas crbnicas s&o
afligidos pela aceitacdo da propria imagem perante as interacées sociais, limitando-
as ou privando-as pelo estigma associado a ruptura da pele, associada com
frequéncia a liberacdo de odores e secrecOes (Almeida et al., 2013; Salomé et al.,
2016; Docking et al., 2018).

Feridas crbnicas que nao cicatrizam em periodo superior a 3 meses e sao
incapazes de restaurar a integridade anatdomica e funcional através de um processo
de reparo ordenado sdo denominadas feridas refratarias. Nestes casos, o tratamento

€ oneroso devido a etiologia dificultada e duracdo prolongada, direcionando-se ao
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encurtamento deste intervalo e reducéo de estresse gerado ao paciente (Liao et al.,
2020).

3.2.3 Classificacao das feridas crbénicas

Dentre as feridas crbnicas que apresentam maior relevancia na prética
clinica, encontram-se as ulceras por pressao, Ulceras venosas, Ulceras arteriais e pé
diabético (Stessuk et al., 2016; Sorg et al., 2017).

As Ulceras por pressdo (UPP) originam-se da compressao prolongada ou
pressao relacionada a friccdo ou cisalhamento de pele e tecidos circundantes sobre
proeminéncias 6sseas. E comum em pacientes acamados e possui maior incidéncia
em idosos como consequéncia da reducdo de espessura da pele e das fibras
elasticas, além do enrijecimento do colageno. A diminuicdo de tecido adiposo
subcutédneo e da irrigacdo por capilares da derme dificultam o fornecimento de
sangue e levam a desidratacdo que predispde o surgimento de Ulceras desta
magnitude (Souza et al., 2017).

As Ulceras venosas (UV) sdo oriundas de disturbios fisiopatoldgicos, como
hipertensdo venosa, varizes secundarias e edemas que, apés traumatismo,
aparecem como complicacfes tardias resultantes de insuficiéncia venosa (Serrano
et al., 2017). Caracterizam-se anatomicamente pela perda de tecido superficial de
forma irregular, que podem evoluir para lesdes profundas delimitadas com bordas
bem definidas, de exsudato amarelo e presenca de eczemas, edema,
hiperpigmentacéo, lipodermatoesclerose e eritema nas regifes proximas a ferida
(Malagutti & Kakihara, 2014).

Ulceras arteriais (UA) sdo provenientes do impedimento parcial ou total do
fornecimento sanguineo arterial por consequéncia de inflamacéo e degeneracéo de
vasos saturados por ateromas (placas de colesterol de baixa densidade), células e
tecidos degradados. Decorrem de traumatismos em areas de proeminéncias 0sseas
onde o leito da ferida é demarcado pelo tecido necrosado. Diferentemente das UV,
as UA provocam dor em membros em estado de repouso, intensificando-se na
distenséo ou elevacdo do membro. O acometimento em pessoas acima de 45 anos
€ mais frequente, com progndéstico de evolucdo para isquemia e agravamento da

patologia (Salomé et al., 2016).
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Resultante de complicacfes do diabetes mellitus, o pé diabético € um tipo de
Ulcera associada a predisposicbes a infeccoes e deformidades resultantes de
dificuldades biomecénicas que resultam em micro e macrovasculopatias e
neuropatias. Cerca de 25% dos portadores que foram acometidos pela patologia
desenvolvem feridas crbnicas que podem levar a amputacdes de membros inferiores
em 70-84% dos casos de maior severidade, caso néo tratadas de maneira adequada
e com acompanhamento clinico. Nestes casos em que o quadro patolégico €
intensificado, o comprometimento tecidual estende-se a estratos mais profundos ou
irradia pelos membros inferiores (Massee et al., 2016; Scain et al., 2018; Souza et
al., 2017).

Em face destas variacdes de cronicidade de feridas, os tratamentos
oferecem alternativas paliativas aos pacientes onde, na maioria das vezes, 0
objetivo centra-se em oferecer amparo, dignidade, conforto, alivio de sofrimento e
melhora da estima e qualidade de vida (Woo et al., 2015; Koehler et al., 2018).
Desta forma, a necessidade constante pela busca de alternativas terapéuticas
inovadoras que promovam O processo regenerativo com eficacia e qualidade a
medida que previnem a ocorréncia de recidivas e complicacbes mostram-se

primordiais aos sistemas de saude, sobretudo na esfera publica.

3.2.4 Regeneracao tecidual

Em condi¢cdes normais, 0 organismo é capaz de restaurar a integridade da
pele apds uma lesdo com minima cicatrizacdo, por meio de um processo interativo e
dindmico (Liu et al., 2018). Este processo resulta na recomposi¢cao da barreira de
protecdo oferecida pela pele, destruicdo e remocdo de patdgenos invasores,
desbridamento, neovascularizacdo e restauracdo do local lesionado, de forma que
este assemelhe-se ao tecido nao lesionado (Daunton et al., 2012).

O processo de reconstituicdo tecidual de uma ferida em estado agudo,
conhecida como cicatrizacdo, € compreendida em quatro fases bem definidas.
Sinteticamente, a fase de hemostase é caracterizada pela formac¢édo de coagulo de
fibrina visando a interrupcdo de sangramentos, agregacdo e adesdo plaquetaria,
liberacdo de agentes vasoativos para coagulacdo e quimiocinas para atracdo de
células inflamatorias; A inflamacdo compreende a resposta imune corporal, com

atracdo inicial de neutréfilos para eliminacdo de antigeno do leito da ferida e,
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posteriormente, entrada de macréfagos para controlar processos de reparo e atuar
no desbridamento; A proliferacdo celular e deposicdo de matriz, representada pela
formacao de tecido de granulagdo, novos vasos sanguineos e nova camada epitelial;
E a remodelagem, com reorganizagcdo da matriz extracelular a um ponto mais
préximo do tecido saudavel, recomposicdo do colageno e formacdo de cicatriz
(Rehm & Moradali, 2018).

A cicatrizagdo € concluida com restauracdo de até 80% da resisténcia a
tracdo no local afetado (Daunton et al., 2012). As diferengas entre 0S processos
regenerativos de feridas normais e crbnicas, como no caso do diabetes, estdo

representadas na Figura 1.

FIGURA 1. Etapas de regeneracdo tecidual em escala celular em feridas cutaneas de etiologia
normal e diabética. Adaptado de LIU et al. (2018)
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Em um contexto microfisiolégico, o estagio inflamatério tem inicio apos
agregacdo e degranulacdo plaquetaria, com liberacdo de serotonina e histamina,
moléculas bioativas que promovem amplificacdo da permeabilidade endotelial
capilar e atraem células inflamatdrias para o local lesionado. Macrofagos, neutrofilos
e outros leucocitos atuam na fagocitose do material oriundo de lise celular (Bennett
& Schultz, 1993; Schultz et al., 2003; Marques et al., 2015). Ao fim desta etapa, ha
um numero reduzido de células anti-inflamatérias e sintese de colageno, elastina e
demais componentes da matriz celular pelos fibroblastos, marcando o inicio da
cicatrizacdo (Sanchez et al., 2012; Santos, 2017). Células epiteliais residuais ou
migradas para a area lesionada multiplicam-se e formam cicatrizes em estagio
inicial, que s&o remodeladas por meio de um balanco entre degradacdo por
proteases e producdo de matriz extracelular, além de reducdo de fibroblastos e
capilares por mecanismo apoptotico (Stessuk et al., 2020).

A formacgdo do novo tecido ocorre em periodo de 2 a 10 dias apos lesao,
com reconstituicdo vascular por meio de neoangiogénese, processo de composicao
de novos vasos que atuardo na oxigenacdo e fornecimento de nutrientes ao local
atingido por lesdo. A fase proliferativa caracteriza-se pela formacdo do tecido de
granulacdo, composto por fibroblastos, capilares, macréfagos, acido hialurénico,
fibronectina e coldgeno, além de intensa acdo de fibroblastos por estimulo de
citocinas, resultando na deposicdo de matriz extracelular, de natureza colagena e
com presenca de elastina e mucopolissacarideos.

A liberacdo de concentracdes elevadas de fatores de crescimento €
promovida por plaquetas e leucocitos e amplificada por macrofagos, estimulando
aumento da concentracdo celular de tipos especificos, migracdo de fibroblastos,
angiogénese e fibroplasia, que compreende a producdo de colageno (Stessuk et al.,
2020). Os fatores de crescimento (FC) constituem-se de moléculas biologicamente
ativas, categorizadas no grupo das citocinas, relacionadas a emissdo de sinais para
comunicacado intercelular e estimulo do recrutamento de células inflamatérias no
desencadeamento de respostas imunes, na migracéo, diferenciacdo e apoptose, a
partir da associacdo a receptores da membrana celular, transducéo de sinal por
ativacao de genes e propagacao para o meio intracelular (Fernandez-Delgado et al.,
2012; Centeno et al., 2013; Picard et al., 2015; Pinto & Pizani, 2015). Dentre os

fatores de crescimento que influenciam diretamente a reparacéo tecidual encontram-
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se 0 PDGF (inducao de sintese de colageno tipo 1), TGF-B, EGF, BDNF, bFGF e IGF
(Singer & Clark, 1999; Bhanot & Alex, 2002; Stessuk, 2016).

Como fonte multimolecular natural de citocinas de origem autéloga, as
plaguetas apresentam-se como potencial promissor em aplicacdes da medicina
regenerativa, dada a complexidade dos processos envolvidos e disponibilidade de
moléculas criticas envolvidas nos mecanismos de reparo tecidual (Santos, 2017).
Somado a elas, a proposicdo de novas vertentes de curativos que promovam a
interacdo com a ferida e a liberagdo destas moléculas bioativas que mantém
condicBes favoraveis a homeostase da pele tém sido o alvo de tratamentos precoces
significativamente eficazes que visam reduzir o tempo de fechamento da leséo e a
formacao de cicatrizes hipertréficas danosas ao tecido, promovendo maior qualidade
de vida aos pacientes acometidos por tais tipos de lesdes (Albanna et al., 2019;
Varaprasad et al., 2020).

3.3 Plaquetas

3.3.1 Origem biolodgica

As plaquetas ou trombdcitos sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos
anucleados de morfologia discoide simples, diametro aproximado variavel entre 2 e
4 ym e complexa estrutura de organelas e granulos de liberagdo orquestrada de
moléculas bioativas atuantes no estimulo do processo cicatricial (Kickler, 2006;
Monteiro, 2013; Marques et al., 2015; Teixeira et al., 2018).

A regido periférica plaquetaria € formada por um sistema membranoso, onde
a camada externa contém receptores de intermediacdo das reacbes de adesédo e
ativacao plaquetéaria. O conjunto de membranas constitui as paredes dos canais que
promovem a interface da superficie com o sistema canicular aberto, efetuando a
liberacdo do denso conteudo citoplasmatico granular no contato com a membrana
das plaquetas (Everts, 2006). A matriz citoplasmatica compde-se de estruturas
contrateis para alteracdo morfolégica, motilidade interna e secrecao (Perez, 2013).

A formacdo das plaguetas deriva do processo de fragmentacéo
citoplasmatica dos megacariocitos oriundos da medula 6ssea, onde células-tronco
hematopoiéticas proliferam-se e diferenciam-se, originando 0s precursores das

células circulantes do sangue. As células progenitoras mieloides, das quais 0s
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megacariécitos sao provenientes, diferenciam-se e sofrem maturacdo, com aumento
de volume do conteudo citoplasmatico de ribossomos, peroxidase plaquetaria e
granulos por estimulo da presenca de citocinas, como a trombopoetina. Uma vez
maduros, 0s megacariocitos formam projecdes protoplaquetédrias em vasos

sinusoides, das quais originam-se as plaquetas circulantes (Teixeira et al., 2018).

3.3.2 Aspectos fisioldgicos

O contetdo do citoplasma plaquetario apresenta mitocondrias, lisossomos,
MRNA e elevada concentracdo de granulos, caracterizados em granulos alfa e
granulos densos, de atividade autécrina e paracrina, como a quimiotaxia, estimulo
da proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como regulacdo da angiogénese,
fundamentais na cascata regenerativa tecidual (Castro et al., 2006; Marques et al.,
2015; Conceicdo et al.,, 2017). Os granulos-alfa apresentam diversas proteinas
adesivas (fibrinogénio e fibronectina), enzimas, fatores de coagulacdo e de
crescimento, moléculas bioativas como o fator de von Willebrand (FvW).
Concomitantemente, os granulos densos agregam moléculas energéticas, como
adenosina trifosfato (ATP) e adenosina difosfato (ADP), além de calcio e serotonina
(Stessuk, 2016; Castro et al., 2006; Everts et al., 2006).

Na corrente sanguinea, em condi¢des fisiol6gicas normais, as plaguetas
circulam sem aderirem ao endotélio, em uma concentracdo média compreendida
entre 1,5 e 4,0 x 10° plaguetas/mm3 e meia-vida in vivo de sete a dez dias (Perez,
2013; Stessuk, 2016). A ocorréncia de danos teciduais promove o recrutamento de
plaguetas para o local da lesdo, aderindo ao colageno subendotelial por contato dos
ligantes da membrana plaquetéria ao fator de von Willebrand. Este contato promove
adesdo ao endotélio sanguineo e ativacdo plaquetéaria, seguindo-se a mobilizacéo
de mais plaquetas circulantes (Teixeira et al.,, 2018). Iniciada a cascata de
coagulacéo, ocorre liberagcéo de citocinas e fatores homeostaticos e de crescimento,
constituindo um coagulo rico em plaquetas por ativacdo da cascata da trombina,
quebra da molécula de fibrinogénio e formacdo de uma rede de fibrina. Esta
sequéncia de eventos origina o tampao hemostéatico, que inicia 0 mecanismo de
reparo da lesdo endotelial (Everts et al., 2006; Dhillon et al., 2012; Marques et al.,
2015; Perez, 2013; Teixeira et al., 2018).
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3.4 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
3.4.1 Mecanismos de obtencéo

Nas ultimas décadas, sobretudo no inicio da década de 90 em estudos de
cicatrizacdo tecidual e regeneracdo do tecido 6sseo, o Plasma Rico em Plaquetas
(PRP), no contexto da medicina regenerativa autdloga, tem se destacado como
extensa fonte de biomoléculas de funcbes primordiais na diferenciacdo e
regeneracao de tecidos (Perez, 2013; Marques et al., 2015; Oneto & Etulain, 2021).
Obtido por técnica ndo invasiva, ndo-cirlrgica e segura, tém fornecido resultados
promissores no tratamento de diferentes patologias, tais como lesdes agudas e
cronicas no tecido 6sseo e cartilaginoso, além de Ulceras cutdneas e diabéticas
(Abdullah et al., 2019; Gentile et al., 2020; Xu et al., 2020; Dos Santos et al., 2021).

O emprego terapéutico clinico do PRP é fundamentado na capacidade de
estimulacdo da producdo e aumento na secrecao de proteinas, liberacdo de fatores
de crescimento e citocinas que maximizam o reparo de danos em lesdes teciduais
(Marques et al., 2015). Fracdes plaquetarias enriquecidas otimizam o processo
cicatricial, estimulando vascularizagdo e hemostasia e reduzindo possiveis
complicacBes associadas a lesdo (Vendramin et al., 2006; Kontopodis et al., 2015;
Stessuk, 2016). A versatilidade dos processos envolvidos nas preparacées, aliada a
biosseguranca e potencialidades terapéuticas, credenciam o PRP como eficiente
recurso de aplicacio em medicina regenerativa e tém estimulado recentes
pesquisas associadas ao entendimento de vias moleculares e mecanismos de acao
a nivel celular decorrentes de seu uso (Sanchez et al., 2012; Cho et al., 2019).

Define-se o PRP como uma pequena fracdo de plasma com concentracao
autologa plaquetaria maior do que a encontrada em niveis basais, obtida por meio
de dispositivos comerciais encontrados na forma de kits ou protocolos que envolvem
diferentes pardmetros de centrifugagéo, associados ao numero de etapas, tempo e
forca centrifuga de separacdo dos componentes do sangue total (Marx et al., 1998;
Vendramin et al., 2009; Amable, et al., 2013; Marques et al., 2015). De acordo com a
metodologia, pode-se obter PRPs com concentracdo de plaquetas de 3 a 5 vezes
superior a encontrada em valores basais (Mazzocca, 2012; Stessuk, 2016). Além da
concentracdo plaquetéria, ha variacdo verificada na quantidade de eritrocitos e
leucdcitos, peculiaridades que dificultam a padronizagdo de um produto na
comparacao entre modelos autélogos (Stessuk, 2016).
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Os protocolos de producdo do PRP empregam de uma a duas etapas de
centrifugacéo diferencial para a separacéo da fracdo plasmatica e células vermelhas
(eritrécitos) do sangue ndo-coagulado. Por apresentarem maior densidade, o0s
eritrocitos concentram-se na porcdo inferior do tubo, enquanto o plasma com
plaguetas mantém-se em suspenséo. Na interface entre as camadas, encontra-se
uma regido formada por leucécitos e plaquetas maiores, de aspecto fino e
esbranquicado, denominada zona de névoa (buffy coat). A camada formada pelo
plasma pode ser subdividida em frag6es distintas em sua concentragdo plaquetaria:
a fracdo pobre em plaguetas (PPP), porcéo intermediaria (PMP) e fracdo rica em
plaguetas, da qual o PRP é proveniente (Figura 2) (Montero et al., 2015; Marques et
al., 2015).

FIGURA 2. Processamento do sangue total para obtencéo do plasma rico em plaquetas (PRP) a

partir da centrifugacéo diferencial em duas etapas. Adaptado de SANTOS (2017)
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3.4.2 Papel biolégico na medicina autéloga

A presenca de concentrado de plaquetas atribui ao PRP uma importancia
crucial no processo de regeneracao tecidual, uma vez que a liberacdo de moléculas
bioativas promove uma série de atividades regulatérias, que envolvem quimiotaxia,
sintese de matriz extracelular e citodiferenciacdo, ativando a sinalizacéo de vias que
promovem a cicatrizacao de tecidos lesados (Marques et al., 2015; Santos, 2017).

Tais funcdes mediadoras sdo conferidas pelos fatores de crescimentos,
dentre os quais destacam-se o fator de crescimento de transformacao beta (TGF-(3),
fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento do endotélio

vascular (VEGF) e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) (Figura 3).
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Estas moléculas atuam na regulacdo da migracdo celular por estimulos
guimiotaxicos, mitogénese, diferenciacdo celular, angiogénese, sintese e secrecéo
de coldgeno para restauracédo e remodelagem tecidual, justificando a relevancia de
emprego terapéutico do PRP em diferentes campos da medicina regenerativa
(Barrientos et al., 2008; Marques et al., 2015; Montero et al., 2015; Pinto & Pizani,
2015).

FIGURA 3. Fisiologia dos fatores de crescimento derivados de plaquetas e fontes diversas. Adaptado
de MARQUES et al. (2015)
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Historicamente, o advento da medicina regenerativa autdloga possibilitou a
aplicacao terapéutica do PRP a partir da década de 1980, quando verificou-se a
presenca de moléculas bioativas de propriedade cicatrizante nas plaquetas,
capacidade de liberacdo para inicio do processo de reparo de tecidos e vasos
lesados em Ulceras cutédneas, bem como os mecanismos efetores da atividade
regenerativa (Knighton et al., 1986; Margolis et al., 2001; Sanchez et al., 2012). O
primeiro estudo clinico descrito na literatura data de 1987, relatando o emprego de
PRP autélogo como componente adjuvante benéfico, em detrimento do uso de
produtos homologos, no procedimento de transfusdo em cirurgias cardiacas (Ferrari

et al., 1987). A introducdo do PRP em procedimentos cirargicos de forma mais



40

ampla, em cirurgias maxilofaciais como modificacbes autdlogas de adesivos de
fibrina e aplicacdes ortopédicas e odontologicas, iniciou-se apenas na década de
1990 (Anitua, 1999; Sanchez et al., 2012).

Em 1998, foi demonstrado que o PRP constitui uma rica fonte de fatores de
crescimento, a partir do estimulo de formacédo de tecido 6sseo em pacientes que
receberam enxertos autologos (Marx et al., 1998). Em 1999, foi realizada a
descricdo de um procedimento para aplicacdo do PRP em implantes odontol6gicos
(Anitua, 1999). No inicio do milénio, o PRP foi usado pela primeira vez para tratar
lesbes no joelho em cirurgias artroscopicas (Sanchez et al.,, 2003), sendo
posteriormente estendido ao tratamento de tenddes (Sanchez et al., 2007), lesGes
musculares (Sanchez et al., 2009) e uso em condropatias (Kon et al., 2010).

O aprimoramento metodolégico na obtencdo do PRP tem conduzido a uma
crescente ampliacdo de pesquisas relacionadas ao uso clinico em medicina humana
e veterinaria, expressivamente em lesGes Osseas e cartilagem, procedimentos
estéticos plasticos e reconstrutivos (Marques et al., 2015; Santos, 2017; Gilevich et
al., 2021; Perego et al., 2021).

35 Biocurativos

3.5.1 Histérico e evolucdo dos curativos bioloégicos

O registro mais antigo da utilizacdo de materiais com propdsitos curativos é
datado de registros em tadbuas de argila de origem mesopotamica de 2500 a.C.
Neste periodo, a higienizacdo no pré-tratamento de feridas era realizada por
lavagem da pele em leite ou agua, antes do revestimento da regido ferida com uso
de mel ou resina. Relatos de substancias hemostaticas utilizadas em uma variedade
de tratamentos para hemorragia foram documentados por Galeno, -cujas
descobertas foram aplicadas durante o periodo medieval no desenvolvimento de
técnicas em sutura e anatomia (Dhivya et al., 2015).

O uso de bandagens como curativo tem suas origens na Antiguidade,
estabelecendo-se no século V a.C., desenvolvendo-se inicialmente como um tecido
em algodao natural ou gaze nao tecida formada de componentes como seda artificial
ou misturas de fibras sintéticas (Jones, 2009; Subbarayappa, 2001). A gaze néo

tecida foi introduzida em substituico a gaze absorvente em decorréncia da
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liberacdo de fibras fragmentadas quando cortada, que podem secar e aderir ao leito
da ferida, provocando traumas locais no momento da remocéao (Daunton et al., 2012;
Jones, 2015).

O manejo do exsudato da ferida consistiu um desafio constante ao longo da
histéria, assim como nos dias de hoje. Paralelamente, os avancos do século XX
permitiram o aprimoramento de formulacdes ndo aderentes. Durante a 12 Guerra
Mundial, com o elevado ndmero de soldados feridos somados a falta de recursos, o
problema do exsudato foi por vezes tratado com utilizacdo de esfagno ou turfa. O
problema dos curativos aderentes aos ferimentos foi primeiro reconhecido e
abordado por Auguste Lumiere (1862—-1954), durante a Primeira Guerra Mundial,
que desenvolveu um curativo de baixa aderéncia denominado tule gras, uma malha
aberta de gaze para drenagem de fluidos, coberta com parafina macia e balsamo do
Peru como antisséptico (Jones, 2015). Tal configuracdo em multicamada passou a
figurar como base para diversos avancos realizados atualmente entre os filmes
semipermeaveis, onde cada camada desempenha uma funcdo especifica, na
garantia de integridade mecéanica ou absorcao de fluidos (Jones & San Miguel, 2006;
Martineau & Shek, 2006).

Durante a Segunda Guerra Mundial, prisioneiros que sofriam de
gueimaduras eram tratados a partir de celofane esterilizado em vapor obtido de
equipamentos de transfusdo de sangue. A técnica foi empregada pelo capitdo Bloom
MRCS, que observou uma cicatrizacdo eficiente de queimaduras tratadas dessa
forma, além de reducéo do nivel de dor quando o filme foi aplicado, cicatriza¢do sob
uma fina camada de soro e permeabilidade do curativo a agua (Bloom, 1945;
Daunton et al, 2012). A maior eficacia do tratamento de feridas sob a manutencéo de
um ambiente Umido comecou a receber notoriedade com os trabalhos de George
Winter em 1962, quando constatou, a partir de modelo porcino, que células epiteliais
migravam através do leito de uma ferida com maior velocidade comparando-se a um
ambiente seco (Winter, 1962).

De forma geral, os avancos das técnicas antissépticas, essencialmente a
administracdo de antibiéticos, contribuiram para o controle de infeccdo e queda da
mortalidade durante o século XIX que, atreladas a adocdo de curativos oclusivos, no
final do século XX, maximizaram o processo de recuperacdo aliando protecéo e
favorecimento de leitos umidos, com contato continuo com proteinases, agentes

guimiotaticos e fatores de crescimento que, em geral, sdo perdidos em feridas
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expostas. Como resultado fisioldgico, foi observada reepitelizacdo, sintese de
colageno e angiogénese, bem como a reducéo de processos infecciosos nas regioes
do tecido (Dhivya et al., 2015).

O principio da cicatrizacédo de feridas Umidas culminou no desenvolvimento
de uma nova geracao de curativos com o advento dos hidrocoloides, na década de
1980 (Flanagan, 1996). Em contato com o exsudato da ferida, os hidrocoloides
atuam em conjunc¢do com polissacarideos e outros polimeros na absor¢céo de agua e
dilatagéo dos materiais curativos, formando um hidrogel (Daunton et al., 2012).

Desde entdo, uma nova onda de curativos teve inicio, fundamentada em
uma grande variedade de fontes e matérias-primas pesquisadas e propostas,
principalmente no contexto dos polimeros oriundos de fontes naturais, a exemplo
dos alginatos, manufaturados em fibras, filmes e espumas para uso em cirurgias e

curativos, denominados biocurativos (Pires et al., 2015).

3.5.2 Panorama socioecondmico atual e biocurativos

No contexto atual dos avancos em produtos e técnicas de manejo de feridas,
0 aumento da expectativa de vida acompanhado do envelhecimento da populacao
tem despertado a necessidade de acompanhamento e tratamento de Ulceras
cronicas para as quais as terapias mostrem-se eficazes e vinculadas a um custo
baixo. A prevaléncia de feridas crénicas em paises economicamente desenvolvidos
atinge entre 1 e 2% da populacdo, abrangendo os casos de morbidade e
mortalidade e repercutindo um 6énus substancial aos sistemas de saude (Nussbaum
et al., 2018; Ambrogi et al., 2020).

Desta parcela de acometidos, destacam-se idosos, pacientes adultos
inabilitados ou incapazes de promoverem autocuidados, paralisados ou portadores
de disturbios de natureza mental. Ademais, caracteristicas hereditario-congénitas,
como a anemia falciforme, podem contribuir para a formacdo de feridas crénicas.
Condicfes de imunossupressdo ou autoimunes, insuficiéncia renal ou complicacdes
dermatoldgicas relacionadas a idade ou paralisia também podem ser determinantes
para estas condicbes (Nussbaum et al., 2018). Considerando este cenario, 0s
curativos cumprem um papel fundamental como barreira fisico-quimica de protecéo

temporaria do tecido acometido, no sentido de evitar ou promover o controle de
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infeccbes ao passo que proporciona um ambiente propicio para consolidacdo do
processo de regeneracéo tecidual (Chen et al., 2018).

Verificando-se a tendéncia crescente da expectativa de vida global, projeta-
se que, até 2050, a populagédo de idosos tende a alcancar cerca de 1,5 bilhdo de
pessoas, segundo dados da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), o que
representaria um numero superior ao dobro da populacdo mundial concentrada
nesta faixa etaria (ONU, 2020). A exemplo do Brasil, que apresentou, no ano de
2019, uma expectativa de vida média da populagéo igual a 76,6 anos, o percentual
de individuos de idade maior ou igual a 65 anos representou 9,5% da populagéo
total (IBGE, 2020), enfatizando, portanto, a relativa demanda da populacdo para

cujos cuidados no tratamento de feridas devem ser direcionados.

3.5.3 Requisitos de um biocurativo ideal

A selecdo do tipo de curativo aplicado, bem como a continuidade de
aplicacdo cotidiana esta associada a fatores socioeconémicos, sobretudo o custo de
manufatura, acessibilidade e capacidade de acompanhar melhores praticas.
Pesquisas focadas no desenvolvimento de novos curativos direcionam-se na busca
de materiais com capacidade em manter um ambiente Umido na superficie do leito
da ferida, enquanto previne a maceracdo do tecido circundante, sendo nao
aderentes e antitraumaticos ao sitio da ferida e tecidos circundantes, atuantes como
isolantes térmicos e permeaveis a gases, além de antibidticos e ndo-téxicos (Rehm
& Moradali, 2018; De Macédo et al., 2018; Bianchera et al., 2020).

Além das caracteristicas mencionadas, um biocurativo definido como ideal
para aplicacdo em finalidade terapéutica é capaz de lidar com feridas secas assim
como atuar na remocdo de fluidos liberados por feridas altamente exsudativas,
mantendo a superficie aquecida a uma temperatura fisiol6gica adequada, impedindo
a entrada de patdgenos, particulas e outros antigenos. A capacidade de
conformacao anatdémica de acordo com a superficie da pele, seu dimensionamento
em diferentes formatagdes que permitem garantir a cobertura da maioria das feridas,
aliadas a sua estabilidade e manutengéo da esterilidade em seu armazenamento,
assim como a facilidade de descarte do produto, constituem fatores fundamentais e

diferenciais na versatilidade de novas formulagdes (Clark, 2018; Tottoli et al., 2020).



44

Com o advento da Engenharia Tecidual, pesquisas direcionadas ao
aprimoramento de materiais empregados em ambito curativo tém sido
empreendidas. Entretanto, o entendimento mais profundo dos mecanismos
bioquimicos que permeiam a unicidade de cada tipo de ferimento e sua
complexidade, bem como o reconhecimento das causas de um trauma e o controle
das etapas de regeneracao constituem os principais fatores envolvidos a tomada de
decisbes na proposicéo de novos produtos (Daunton et al, 2012; Negut et al., 2020).

A incorporacdo de nanoparticulas de prata para liberagcdo controlada e
biossensores que promovem respostas a estimulos fisiolégicos a partir de
biomarcadores, como temperatura e acidez da pele, bem como o aprimoramento da
bioatividade a partir da prospeccdo em componentes de natureza antioxidante e
antibiética cientificamente estabelecidos, como a papaina, constituem algumas das
principais frentes de abordagem na perspectiva e futuro dos curativos inteligentes
(Davies & Rippon, 2010; Daunton et al., 2012; Dumville et al., 2013).

3.6 Biomateriais

3.6.1 Conceito e aspectos gerais

Um dos principais desafios apresentados para a medicina regenerativa
concentra-se na interagcdo de um biomaterial com o organismo e reconhecimento de
respostas fisiologicas decorrentes desta interface (Anderson et al.,, 2004). A
conotacdo de biomaterial expandiu-se ao longo do tempo, de acordo com 0s
diferentes degraus de interagdo com o organismo, observados a medida que 0s
produtos e composicdes passaram a ser estudadas e aperfeicoadas (Ratner &
Bryant, 2004; Montoya et al., 2021).

Um biomaterial pode ser definido como uma substancia de origem natural ou
sintética projetada para assumir uma forma que, isoladamente ou como parte de um
sistema complexo, € empregada no direcionamento do curso de qualquer
procedimento terapéutico ou diagnostico por meio do controle de interagbes com
componentes dos sistemas vivos, no intuito de substituir ou tratar tecidos ou 6rgaos
lesionados, promovendo minima resposta imunolégica (Williams, 2009).

Como garantia de aplicagdo clinica, um biomaterial ideal ndo deve provocar

reacOes inflamatdrias ao organismo do hospedeiro, ser hipoalergénico e com baixa
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citotoxicidade, quimicamente estavel e resistente a corroséo, além de biodegradavel
e de elevada capacidade de absorcao e incorporacéo pelo organismo (Pires et al.,
2015).

O diferencial dos biomateriais em relagdo aos demais tipos centra-se na
combinacéo de caracteristicas bioldgicas, propriedades quimicas e aspectos fisico-
mecanicos que viabilizam o emprego no organismo humano, de forma versatil,
precisa, controlada e biofuncional (Montoya et al., 2021). A classificacdo dos
biomateriais é estabelecida de acordo com critérios fisico-quimicos (composigéo),
fonte de obtencdo (origem) e resposta fisiologica na interface material-tecido

(interacao bioldgica) (Figura 4).

FIGURA 4. Critérios de classificacdo dos biomateriais, vantagens de utilizacédo terapéutica e vias de

caracterizagdo de um biocurativo ideal (setas verdes). Adaptado de PIRES et al. (2015).
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No contexto clinico e terapéutico, a biocompatibilidade e biofuncionalidade
sao 0s requisitos mais relevantes e primordiais dos biomateriais no que diz respeito
ao uso seguro e eficaz e incorporacdo em produtos derivados (Pires et al., 2015).
Enquanto a biocompatibilidade decorre do grau de interacdo do biomaterial com o
ambiente do organismo do ponto de vista fisiolégico, atuando como resposta

potencializada a um estimulo ou aplicacdo especifica, a biofuncionalidade refere-se
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ao potencial de um dispositivo terapéutico ou biomaterial em mimetizar ou promover
uma funcdo assemelhada ao tecido ou estrutura onde atua como substituinte
(Willians, 1987; Boschi, 1996).

3.6.2 Potencial terapéutico

No contexto da medicina regenerativa, os biomateriais podem agir como
matriz de liberacdo de biomoléculas através de estimulos fisioldgicos, tais como
variacbes de temperatura, pH e forca i6nica do meio, presenca de moléculas
especificas, como glicose e glicoproteinas, enzimas, espécies reativas de oxigénio
(ROS) ou agentes bioquimicos e patogénicos, como bactérias e virus (Gimble et al.,
2007; Montoya et al., 2021). A utilizagdo de materiais bioativos e biorresponsivos,
com atividade controlada por sinais fisiologicos, tém se mostrado uma alternativa
cada vez mais presente na busca de produtos direcionados a desempenharem
processos biolégicos especificos (Bai, 2018).

A associacdo de células precursoras, como as ceélulas estromais
mesenquimais, e fatores de crescimento a matrizes formadas por biomateriais
constitui uma importante ferramenta para promocado de um ambiente permissivo que
garanta a sobrevivéncia celular e conduza ao reparo tecidual, regeneracdo ou
restabelecimento das func¢des vitais normais de um tecido ou 6rgdo (Zhao et al,
2016, Dash et al., 2018; Stessuk et al., 2020; Oliveira et al., 2021).

Por meio do processo de ativacao e degranulacdo de plaquetas, decorrentes
da cicatrizacdo, a liberacdo de citocinas promove a modulacdo da resposta
regenerativa e angiogénica (Stessuk, 2016). Como fonte biodisponivel, a utilizacéo
terapéutica de plasma rico em plaguetas (PRP) em diferentes campos da medicina
regenerativa tem encontrado nas plaquetas um biomaterial autdlogo efetivo e de
potencial promissor no tratamento de Ulceras crbénicas, onde 0 processo
regenerativo é dificultado (Fernandez-Delgado et al., 2012; Faramarzi et al., 2018;
Shen et al., 2019; Ding et al., 2021).
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3.6.3 Biopolimeros de interesse médico

A utilizacdo de biomateriais no tratamento de tecidos e lesdes corporais tem
sua génese no emprego de ouro e madeira para construcdo de implantes dentarios
e vidro para confeccé@o de préteses oculares. Materiais originalmente descritos para
fins militares, notoriamente ceramicos, metais e polimeros, passaram a ser
introduzidos como matérias-primas em proteses, abrindo um novo horizonte de
pesquisas a partir da década de 60, pautado no aprimoramento e desenvolvimento
de biomateriais de melhor desempenho e eficiéncia (Leeuwenburgh et al., 2008).
Desde entdo, a gama de aplicacdbes dos biomateriais tem se expandido em
diferentes éareas da farmacologia e terapia génica (sistemas de liberacao
controlada), nanotecnologia e imagenologia (sistemas de diagnostico) e,
fundamentalmente, na terapia celular e engenharia tecidual (Bueno et al., 2015;
Ertas et al., 2021).

Entre os biomateriais mais comumente utilizados em procedimentos clinicos
encontram-se os polimeros. Comparativamente aos metais e ceramicos, apresentam
maior maleabilidade, facilidade de obtencédo e processamento em formas variadas
(biofilmes, suturas, particulas), acessibilidade de custo e disponibilidade de materiais
com propriedades fisico-mecanicas requeridas em usos especificos (Wong &
Bronzino, 2007; Pires et al., 2015). Polimeros naturais sdo abundantes e obtidos de
recursos oriundos de fontes renovaveis, embora a variabilidade intrinseca do
material relacionada a origem biol4gica, local e época de obtencdo possam interferir
em propriedades caracteristicas do produto (Pires et al., 2015). Estudos tém
demonstrado boa biocompatibilidade e seguranca de polimeros bioldgicos,
observada a geracdo de produtos de toxicidade baixa ou inexistente em decorréncia
de sua biodegradabilidade por processos enzimaticos (Asghari et al., 2017; Aguilar &
San Roman, 2019; Pappalardo et al., 2019; Smith et al., 2021).

A manufaturabilidade e versatilidade dos polimeros possibilita sua aplicagédo
meédica na construcdo de instrumentos descartaveis, adesivos, curativos, implantes,
préteses, elementos encapsulantes e, mais recentemente, na confec¢cdo de matrizes
de suporte de regeneracado tecidual por meio de estimulo do crescimento celular
(scaffolds) (Calori et al., 2020; Taghipour et al., 2020; Mukhtar et al., 2021). De modo

geral, a variabilidade das cadeias quimicas em relacdo ao tamanho e composicao



48

influencia no processamento dos biopolimeros, visto que o comportamento fisico-
guimico do material € estritamente relacionado a disposicao de grupos funcionais ao
longo das moléculas que o constituem. Do mesmo modo, as diferencas estruturais
intrinsecas dos biopolimeros conferem atividades biologicas inerentes ao material,
como a presenca de fracdes sacarideas e peptidicas na sinalizacdo imunologica e
suscetibilidade a biodegradacao (Chantre et al., 2019; Klimek & Ginalska, 2020).

Proteinas, como a fibrina, apresentam propriedades favoraveis enquanto
matérias-primas para formulacdo de um biomaterial, visto que a estrutura molecular
permite interacdo com dominios especificos presentes na membrana celular,
possibilitando a obtencédo de produtos de caracteristicas adaptaveis (Aldana et al.,
2021; Montero et al., 2021). Estudos recentes demonstraram a potencialidade de
uso da fibrina como aditivo no preparo de concentrado plaquetario, com estimulo
qguimiotaxico para ativacdo de células vasculares e perivasculares, promovendo
reparo eficiente e cicatrizacéo rapida em lesdes cirurgicas (Takamori et al., 2018).

No contexto do mercado crescente de aplicagdo dos biomateriais, 0s
polissacarideos e as proteinas apresentam-se como fonte atrativa em funcédo de
suas propriedades mecanicas, alta disponibilidade e baixo custo, polaridade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e multifuncionalidade, incluindo aplicacdes
como constituintes de agentes espessantes, emulsificantes e hidratantes, além da
capacidade de formarem géis sob parametros termodindmicos bem definidos, de
fundamental relevancia alimenticia, cosmética e, primordialmente, farmacéutica e
médica, credenciando-os como bons candidatos em metodologias de producdo de
biomateriais de interesse terapéutico (Hassan et al., 2019; George et al., 2020;
Bhaskar & Nagarjuna, 2021; Schneible et al., 2021).

Dentre os polissacarideos que tém atraido a busca de pesquisadores na
elucidacdo de atividades bioldgicas e na constituicdo de biomateriais de potencial
terapéutico, destaca-se o alginato, ao passo que a gelatina se apresenta como uma
alternativa potencial viavel no campo dos peptideos, amplamente empregada na

composicao de estruturas de suporte para formulacdo de biocurativos.
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3.7 Gelatina

3.7.1 Aspectos fisico-quimicos

A gelatina constitui-se de uma proteina soltvel oriunda da hidrdlise acida ou
bésica do coladgeno ou por meio de desnaturacdo térmica da molécula, a partir da
quebra da estrutura tripla hélice em um arranjo aleatério em formato de bobina
(Sarker et al., 2014; Duan et al., 2018). Majoritariamente, a gelatina empregada
comercialmente em formulacdes deriva do coldgeno presente na pele e estruturas
0sseas de porcinos e bovinos (Ma et al., 2018).

A solubilizacdo da gelatina em agua ocorre a uma temperatura proxima a
40°C, com obtencdo de um estado sol. Apés o resfriamento de uma solucao aquosa,
o estado sol modifica-se em estado de gel termorreversivel, por meio do rearranjo
parcial das cadeias quimicas da estrutura de bobina aleatéria para uma
conformacao de hélice tripla do coldgeno (Boanini & Bigi, 2011). A estrutura da rede
e as propriedades fisicas dos géis de gelatina sdo condicionadas principalmente
pela fonte e pelas condicbes de extracdo da gelatina. De modo geral, a gelatina
extraida em temperatura mais baixa é mais rigida e exibe maior rigidez na
composicdo de um hidrogel (Bigi et al., 2004).

Amplamente utilizada em aplicacbes biomédicas na composicéo de capsulas
e microesferas para administracdo e entrega de medicamentos e genes, selantes
para préteses vasculares, curativos e absorventes para uso cirargico, bem como
engenharia de tecidos, a gelatina constitui uma alternativa versatil e promissora na
area terapéutica devido a sua alta biocompatibilidade e biodegradabilidade, bem
como ao carater bioadesivo e propriedades antibacterianas, fingicas e virais (Avila
et al., 2012; Pires et al., 2015).

A gelatina é fonte de peptideos que oferecem maior aderéncia a células e
componentes funcionais (bioestabilidade), como as plaquetas, na composi¢cdo de
filmes utilizados como scaffolds em medicina regenerativa. No contexto biolégico da
formulacdo de adesivos comerciais na composicao de filmes aderentes, a gelatina
apresenta acdo hemostatica e pré-angiogénica em funcdo da alta higroscopicidade e
ativacdo de macrofagos em feridas com sangramentos, acelerando a regeneracéo
tecidual e sintese de coldgeno no estégio inicial do processo de cicatrizacdo, além

de atuar na interagdo com componentes da matriz extracelular, favorecendo a
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migracao e proliferacdo de células fibroblasticas e queratindcitos (Chen et al., 2012;
Saarai et al., 2013). Testes clinicos ndo detectaram reacdes imunolégicas ou
alérgicas decorrente do uso topico ou implante do biomaterial (Jayakumar et al.,
2011; Pan et al., 2016).

3.7.2 Papel biolégico na medicina regenerativa

A potencialidade terapéutica da gelatina relaciona-se a natureza catidnica
guando presente em solucdo, cujos hidrogéis apresentam uma rede estrutural que
consiste em uma combinacdo de cadeia elastica, conformacdo em tripla hélice, e
uma cadeia viscosa, composta de fragmentos de cadeias polipeptidicas
desordenadas (Saarai et al.,, 2013). Por esta razdo, no preparo de filmes ou
biomembranas, sua baixa resisténcia mecanica compreende um limitador critico em
aplicacdes biomédicas (Dallan et al., 2007).

As fracas propriedades mecanicas da gelatina, que limitam suas aplicacbes
mais amplas, podem ser superadas pelo processo de reticulacdo covalente com
alginato. A presenca de numerosos grupos funcionais laterais da molécula peptidica
da gelatina formam ligacdes cruzadas com grupos quimicos do alginato na adi¢éo
de componentes conhecidos como agentes reticulantes, que cumprem o papel de
aprimorar a resisténcia mecanica a tracdo e atribuir maior estabilidade térmica ao
composto (Sarker et al., 2014). Ademais, a interagdo da rede proteica com 0O
polissacarideo cumpre o papel de promover maior controle da taxa de liberacéo de
componentes, em sistemas baseados em géis e hidrogéis (Ozel et al., 2017).

Tratando-se de um polimero sensivel as mudancas de temperatura, a
gelatina pode ser adequada em aplicacbes de impressao por deposicdo camada a
camada através da transformacédo sol-gel (Pan et al., 2016). Em temperatura
fisiologica (37°C) é uma solucéo, podendo formar, reversivelmente, um gel quando
resfriado (<29°C) (Chung et al., 2013). Neste caso, a mudanca conformacional de
bobina para hélice leva a associacdo de cadeias e, eventualmente, a formacéo de

uma rede de sistema tridimensional (Fedorovich et al., 2007).
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3.8 Alginato

3.8.1 Origem bioldgica e aplicabilidade comercial

Como um polissacarideo natural coloidal hidrofilico e aniénico, biocompativel
e de alta pureza, o alginato esta presente na parede celular e espacos intercelulares
de uma ampla gama de macroalgas marinhas marrons (classe Phaeophyceae), mais
especificamente entre os individuos dos géneros Laminaria, Ecklonia, Macrocystis,
Durvillea e Macrocystis, com a funcdo de promover a sustentacao e coesao tecidual,
e pode abranger até 40% da massa seca do organismo (Onsgyen, 1997).
Paralelamente, o alginato empregado comercialmente pode ser proveniente de
origem bacteriana, como produto sintetizado, na forma de mucilagem extracelular
(ou polissacarideo capsular) por espécies dos géneros Pseudomonas e Azotobacter,
diferindo do composto de origem algal em razdo do maior grau de acetilacdo
(Garcia-Cruz et al., 2008).

A composicdo Unica e as propriedades dos alginatos permitiram sua
aplicacéo, fundamentalmente na forma de sais de sédio, amodnio ou potassio, a uma
ampla variedade de insumos e produtos nos setores agricola, alimenticio, téxtil,
cosmeético e, principalmente, farmacéutico/biomédico e biotecnolégico, na forma de
espessantes, estabilizadores, viscosificantes, emulsificantes, aditivos, gelificantes e
formadores de filmes, e fertilizantes (Lesser, 1947; McHugh, 1987; Mancini et al.,
1996). Neste contexto, produtos de alto valor agregado foram aperfeicoados,
visando entrega de farmacos (drug-delivery) e funcionalizacdo de scaffolds para
liberacdo controlada de drogas anticancer, imobilizacdo de células e enzimas,
geracdo de matrizes de cultura celular tridimensional para avaliacdo de interacdo de
farmacos em nivel celular e estudos em cinética de crescimento celular (Barreto et
al., 2011; Kuo & Ma, 2001; Drudy & Mooney, 2003; Lee et al., 2008).

As caracteristicas bioldgicas apresentadas pelo alginato, que incluem néo-
toxicidade, biocompatibilidade, ndo imunogenicidade e biodegradabilidade
credenciaram o extensivo uso do alginato em abordagens terapéuticas, que incluem
a formulacdo de curativos e geracdo de materiais aplicados a impresséo e
modelagem dentéria (Barnett & Varley, 1987). Os avang¢os proporcionados pela
evolugéo das tecnologias de processamento e fabricacdo de materiais aprimoraram

as aplicacdes biomédicas do alginato por meio de modificacbes e ajustes dos
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compostos poliméricos, incluindo a interacdo com outros polissacarideos (Moradali
et al., 2018). Desta forma, diferentes formas de apresentacdo terapéutica
desenvolveram-se a partir do processamento do biopolimero, como nanoparticulas,
nanotubos, microesferas, microcapsulas, esponjas, espumas, fibras, elastdmeros e,
mais popularmente, os hidrogéis (Aderibigbe & Buyana, 2018; Li et al., 2020;
Severino et al., 2019; Asadi et al., 2021; Zhan et al., 2021).

3.8.2 Propriedades fisico-quimicas

A estrutura geral do alginato consiste em uma formatacdo em copolimero de
dois residuos derivados de acidos urénicos, o acido p-D-manurdnico, compreendido
como bloco M, e um epimero de acido a-L-gulurénico, denominado bloco G,
conectados em uma sequéncia heteropolimérica, com combinacdo de ambas as
estruturas, por meio de ligacdes glicosidicas (Figura 5), com peso molecular
variando de 10 a 200 kDa (Valot et al., 2019). A ocorréncia de residuos M e G na
estrutura polimérica varia significativamente, em nimero e comprimento dos blocos
M, G e MG.

FIGURA 5. Estrutura quimica dos blocos constituintes predominantes nas formatacgdes dos alginatos
de origem algal e bacteriana (REHM & MORADALI, 2018)
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A fonte de obtenc¢&o do bioproduto € uma razdo de variabilidade da massa
molecular e composicao das cadeias quimicas (Rehm & Moradali, 2018). Da mesma
forma, as propriedades fisico-quimicas dos alginatos estdo intimamente associadas
a estruturacdo quimica das cadeias. A viscoelasticidade intrinseca, dentre outras

variaveis reologicas, esta diretamente relacionada a frequéncia de distribuicdo dos
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blocos constituintes da cadeia quimica, de forma que a flexibilidade do polimero
diminui com maior grau de homogeneidade dos blocos, seguindo a ordem
MG>MM>GG (Mgrch et al., 2006).

As caracteristicas fisico-quimicas mais marcantes dos alginatos estédo
relacionadas a capacidade de ligacdo a cations divalentes, levando a formacéo de
hidrogéis fortes e sollUveis e estruturas poliméricas reticuladas (Allen et al., 1963). O
processo de gelificacdo do alginato, por este motivo, € conhecido como gelificacdo
ionotrépica (Valot et al., 2019). Fundamentado na afinidade seletiva e cooperativa a
ions polivalentes, o alginato encontra sua maior potencialidade na associacdo a
espécies metdlicas, dentre as quais destacam-se o Ca?', Ba?* e Pb?" (Haug &
Smidsrod, 1970). O agente reticulante mais efetivo empregado na formacao de géis
€ o cloreto de célcio (CaClz) (Allen et al., 1963). A estruturacdo entre blocos G, por
decorréncia deste processo, recebeu o nome de modelo “caixa de ovos” (FIGURA
6), sendo este processo dependente da concentracdo e constituicdo quimica do
alginato, assim como a cinética de reacgdo, relacionada a concentracdo dos cations,

forca idnica e pH (Draget et al., 1997).

FIGURA 6. Representa¢éo da estruturacdo quimica do alginato pelo mecanismo de gelificacao
ionotropica na presenca de ions divalentes (VALOT et al., 2019)
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O ajuste das propriedades fisicas do alginato por associagdo a ions, como o

calcio, tem sido amplamente utilizado como matriz polimérica para cultivo celular
para estimulo de cicatrizacdo de ferimentos e na engenharia tecidual como suporte
do processo regenerativo de células 6sseas e dérmicas e na angiogénese (Bueno et
al., 2015; Verma et al., 2011). O alginato de sédio (SA), por exemplo, tem a

capacidade de formar um gel por meio de reticulagdo (ou crosslinking) a partir de
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ligacdes ibnicas ou covalentes sob condi¢bes brandas, permitindo ampla utilizacao
em abordagens terapéuticas, principalmente na encapsulacdo de células e
componentes bioativos e Engenharia de Tecidos (Lee & Mooney, 2012; Pawar &
Edgar, 2012; Tan & Marra, 2010).

3.8.3 Curativos bioldgicos de alginato

As primeiras aplicacdes do alginato como curativo estavam fundamentadas
na formacdo de uma massa rigida, cujos riscos eram semelhantes aos oferecidos
pela gaze de tecido e demais curativos ndo-aderentes/nao-adesivos, principalmente
no que se refere a traumas originados da remocdo do curativo (Daunton et al.,
2012). Em aplicacdes a seco, formavam um gel de estrutura fibrosa capazes de
absorverem o0 excesso de exsudatos da ferida, auxiliando na prevencdo da
maceracao do tecido saudavel circundante (Blaine, 1947).

O mecanismo de contato com uma ferida baseia-se na ocorréncia de troca
ibnica entre os ions calcio do curativo e os ions sodio presentes no sangue ou no
exsudato da ferida. Ao atingir um ponto de equilibrio de troca dos ions célcio, as
fibras de alginato comeg¢am a inchar e dissolver parcialmente, formando um gel.
Estudos reoldgicos realizados por Thomas (1992) indicaram que curativos de
alginato podem atingir uma capacidade de absorcdo de exsudatos de 15 a 20 vezes
sua prépria massa e permanecerem em contato com o tecido a ser regenerado por
um periodo de 5 a 7 dias, podendo ser trocado ao atingir sua maxima capacidade
absortiva (Clark, 2012). A reticulacdo do alginato otimiza esta capacidade por
aumento do fluxo iénico, estimulando o potencial hemostatico do curativo (Doyle et
al., 1996; Varaprasad et al., 2020).

No contexto biolégico, os curativos de alginato proporcionam um
microambiente Umido no leito de uma ferida, promovendo o reparo de tecidos
danificados, com reducdo potencial de odor e resisténcia a infec¢gdes oriundas de
contaminagdo microbiana no leito do tecido afetado (Sweeney et al., 2012,
Varaprasad et al., 2020). Devido a biocompatibilidade do alginato, pode ser aplicado
a uma ampla variedade de etiologias, incluindo Ulceras diabéticas, Ulceras por

pressdo, Ulceras venosas, feridas cavitarias, feridas traumaticas, feridas poés-
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operatorias e queimaduras parciais (Zhang & Zhao, 2020; Moay et al., 2021; Sheir et
al., 2021).

O potencial terapéutico do alginato na dermatologia notabiliza-se em funcgao
de sua versatilidade de aplicagbes na associacdo a componentes para criacdo de
produtos médicos manufaturados que visam garantir a homeostase e liberacdo
controlada de farmacos e citocinas no leito da ferida, otimizando o processo
regenerativo (Sun & Tan, 2013; Thomas et al., 2020; Varaprasad et al., 2020; Barbu
et al., 2021).

3.8.4 Alginato e engenharia de tecidos

A versatilidade enquanto biopolimero, aliada a facilidade de gelificacdo in
situ e capacidade de personalizacdo na forma de microesferas, biofilmes e scaffolds
porosos, observadas em diversos estudos envolvendo a composicdo de hidrogéis,
tém credenciado o alginato como uma alternativa extremamente atraente e eficaz
em aplicacbes de terapia regenerativa e, sobretudo, no emprego de estratégias de
biofabricagéo e engenharia tecidual (Sarker & Boccaccini, 2018; Gao et al., 2019). A
conformacao da rede tridimensional altamente hidratada dos hidrogéis de alginato
confere elevado grau de similaridade estrutural a matriz extracelular que circunda as
células de tecidos nativos, especialmente as camadas do epitélio (Drury & Mooney,
2003; Tan & Marra, 2010).

No contexto da manufatura aditiva, a principal contribuicdo do alginato
relaciona-se com sua rapida gelificacdo i6nica em condicbes de acidez e
temperaturas brandas, adequadas para células vivas e biomoléculas sensiveis a
alteracbes quimicas do meio, como proteinas e acidos nucleicos (Sarker &
Boccaccini, 2018). Na forma de hidrogel, o alginato apresenta-se como um meio
injetavel para preenchimento tecidual, como também constitui um meio poroso e
semipermeavel que atua como arcabouco (scaffold), protegendo células e plaquetas
incorporadas e garantindo o fluxo intersticial e difusdo de nutrientes que mantém um
microambiente 6timo e propicio para a investigacao de interacdes ceélula-matriz em
modelos 3D e influéncia na proliferacdo, migracéo e diferenciacdo celular (Nam &
Park, 2018; Neves et al., 2020)

Na constituicdo de materiais resistentes, especialmente para propositos

curativos, o alginato encontra em sua alta capacidade de dilatacdo, associada as
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fracas propriedades mecanicas dos hidrogéis, quando constituidos deste polimero
como componente Unico, seus principais fatores limitantes nas aplicacbes em
engenharia de tecidos (Zhuang et al., 2016; Huang et al., 2017). Em formulacdes
que englobam células, o elevado estresse mecanico exercido sobre os componentes
incorporados a hidrogéis constituidos exclusivamente deste componente, impedem a
migracado de células ativas, reduzindo a viabilidade celular. O carater hidrofilico do
alginato promove minima adsor¢do de proteinas, porém a auséncia de sitios de
adesdo na molécula do polimero reduz a capacidade de interacdo celular e
ancoragem de células em estruturas 3D. Desta forma, em cultivos bidimensionais e
construcdes tridimensionais homogéneas de alginato, a organizacdo na matriz de
hidrogel tende a formar agregados celulares imersos (Smetana, 1993; Kim et al.,
2010; Sarker & Boccaccini, 2018).

Tendo em vista estas implicacdes, diferentes abordagens tém sido
conduzidas na modificacdo do alginato, buscando aprimoramento mecanico,
atribuindo maior estabilidade quimica e ajuste de parametros funcionais, como a
biodegradabilidade (Varaprasad et al., 2020). Estas premissas abrangem a
funcionalizacédo por irradiacdo gama ou oxidacao parcial da molécula de alginato,
promovendo modificacdo covalente (Lee & Mooney, 2012; Gasperini et al., 2014;
Gao et al., 2019), ou ainda com a incorporacdo de aditivos de origem organica e
inorganica, formando materiais compésitos (Huang et al., 2017; Tonsomboon et al.,
2017; Wu et al., 2018), como a introducao de ligantes de adesao para fixacao de
células, como o peptideo RGD, conjugado ao alginato inerte (Rowley et al., 1999;
Alsberg et al., 2001).

A projecdo de um sistema biomimético fundamentado na construgdo de
ambientes tridimensionais que alie suporte celular e promova o estimulo das
propriedades funcionais celulares essenciais, incluindo a diferenciacdo, permanece
uma tarefa desafiadora, ainda que esforcos no aperfeicoamento das composicoes
tenham sido empreendidos (Aderibigbe & Buyana, 2018; Park et al., 2018; Yang et
al., 2018). Neste sentido, o advento das blendas poliméricas tem apresentado uma
fonte bastante versatil de alternativas que busquem contornar 0s entraves existentes
na garantia da biocompatilidade de polimeros nomeadamente consolidados no

contexto do mercado atual das formulacdes de biocurativos.
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3.9 Blendas Poliméricas

3.9.1 Vantagens e aplicabilidade

Uma alternativa na preparacdo de formulagcbes que surge como
possibilidade para preencher a lacuna da funcionalidade biolégica de um polimero
empregado como suporte, como o alginato, é a associagdo de componentes como a
gelatina, fibrina, colageno e fatores de crescimento em blendas poliméricas, misturas
fisicas entre as solucdes de dois ou mais polimeros ou copolimeros (Utracki, 2013;
Erkoc et al., 2020).

Uma das principais vantagens apresentadas pelo desenvolvimento de
blendas centra-se na simplificacdo do processo de manufatura, sem a necessidade
de sintese quimica de um novo polimero, por tratar-se de uma associacdo sem
haver ligacdo quimica entre os componentes poliméricos e que preza pela
relevancia e conservacdo dos aspectos fisico-quimicos favoraveis do material ao
propésito de aplicacdo, reduzindo assim o custo produtivo e tempo de pesquisa
(Brant, 2011).

Blendas derivadas de polimeros naturais e sintéticos tém recebido
notoriedade, principalmente em aplicacbes como biomateriais. Polimeros sintéticos
dispbem de uma ampla faixa de propriedades mecénicas e técnicas de
transformacdo e obtencdo, proporcionando uma variedade de formas e maior
acessibilidade, porém ao custo de menor biocompatibilidade e biodegradabilidade
(Cascone, 1997). Paralelamente, os polimeros naturais dispdem de propriedades
biolégicas 6timas para aplicacdo em biomateriais, apesar das limitacdes mecéanicas
e necessidade de processamento para promover melhorias de sustentacdo para
biomateriais de uso terapéutico (Mucha et al., 1999; Brant, 2011; Abbasian et al.,
2019; Zarrintaj et al., 2020). O interesse, em especial, por blendas de
polissacarideos e proteinas, como a combinacdo alginato-gelatina, centra-se na
capacidade de constituicdo de biomateriais utilizados nas areas médica e

terapéutica, principalmente os sistemas baseados em hidrogéis.
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Processos de obtencéo

No processo fisico-quimico de manufatura, as blendas poliméricas podem

ser obtidas por meio de mistura mecéanica dos componentes em estado fundido,

dissolucéo simultanea seguida de evaporacao do solvente (mais comum em escala

laboratorial, porém mais dispendiosa e onerosa quanto ao impacto ambiental) ou por

meio da formacdo de reticulados poliméricos interpenetrantes (IPN) ou semi-

interpenetrantes (semi-IPNs).

O método mais seguramente aplicado em formulacées poliméricas, mais

especificamente na elaboracdo de géis e hidrogéis de propdsito terapéutico, é a

formacao de redes de polimeros interpenetrantes (IPN). Nesta formatacdo, dois ou

mais polimeros reticulados ou monémeros entrelagam-se em escala molecular e

formam uma Unica rede, de modo que sejam separados apenas por acao de reacéo

quimica (Charkrabarty, 1998). Os mecanismos de construcdo das blendas estéo

ilustrados na Figura 7.

FIGURA 7. Etapas envolvidas na formac&o de redes poliméricas IPN e semi-IPN. A e B representam

polimeros genéricos. a e B representam agentes reticulantes genéricos (MATRICARDI et al., 2013)
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Em casos nos quais dois ou mais polimeros, sejam lineares ou ramificados,
dispbem-se em um entrelacamento com interacfes mais fracas, usa-se o reticulante
de apenas um polimero na presenca imediata de outro, de forma que os
componentes da blenda possam ser separados sem hidrolise ou quebra de ligacao
quimica. Blendas que apresentam tal caracterizacdo sado classificadas como
reticulados poliméricos ou redes poliméricas semi-interpenetrantes (SIPN ou Semi-
IPN) (Brant et al., 2011; Matricardi et al., 2013; Lohani et al., 2014; Wang et al.,
2018).

3.9.3 Blendas Alginato-Gelatina (Alg-Gel)

Dentre as principais opg¢lOes extensivamente estudadas no campo das
matrizes poliméricas baseadas em alginato, a gelatina tem sido amplamente
utilizada na composicdo de blendas, por meio das quais as caracteristicas de
suporte do alginato e o fornecimento de sitios adesivos para sinalizacdo e
abordagem dos receptores de adesdo celular sdo combinadas de forma sinérgica,
fornecendo pistas bioquimicas que garantam protecdo e promovam o crescimento e
a diferenciacao celular (An et al., 2018; Park et al., 2018; Bhaskar et al., 2021).

A combinacéo de polimeros que interagem com moléculas de carga oposta
em blendas, também conhecidas como complexos polieletrélitos (PEC), como a
gelatina e o alginato, oferece propriedades fisico-quimicas e biol6gicas
reconhecidamente aprimoradas quando relacionadas a polimeros isolados (Heath &
Cooper, 2017; Sionkowska, 2011; Caetano et al., 2015). No contexto fisico-quimico,
a viscosidade de uma solucdo de alginato também pode ser controlada pela
incorporacao de gelatina e modulagéo da temperatura de mistura, formando um gel
que retém aspectos biolégicos da solucdo original de alginato e propiciando
condi¢Oes ideais para utilizacdo em sistemas de impressao baseados em extrusao
(Yan et al., 2005; Malda et al., 2013; Ji & Guvendiren, 2017).

Os efeitos da incorporacéo de diferentes concentracdes de gelatina sobre a
resisténcia estrutural e retencdo de agua em blendas com o alginato tém sido
investigados em detalhes (Wang et al., 2019). Na fabricacdo de fibras poliméricas,
por exemplo, a reticulagdo de ambos os polimeros € requerida, empregando ions

Ca?* para o alginato, ao passo que a gelatina pode ser reticulada por glutaraldeido,
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glicose, riboflavina mediada por radiacdo ultravioleta, alginato ou amido oxidados
(Harper et al., 2013; Hu et al., 2015; Yang et al., 2017).

Diversos relatos na literatura demonstram a interacdo da gelatina com o
alginato na formulacdo de hidrogéis, utilizando técnicas de bioplotagem para
producdo de biofilmes e biocurativos poliméricos (Pan et al., 2016; Albanna et al.,
2019; Varaprasad et al.,, 2020; Zhang & Zhao, 2020; Aldana et al., 2021). A
complexacdo entre gelatina e alginato (carater anidénico), por atracdo eletrostatica,
promove a formagdo de uma biomembrana transparente e fina, estavel a alteragcdes
de pH, tendo em vista o intervalo aceitavel do indice cutaneo (pH entre 5,5 e 6,5),
com maior capacidade em absorver fluidos fisiol6gicos e associar-se a componentes
bioativos, auxiliando na manutencdo de um microambiente Umido e quimicamente
semelhante a matriz extracelular (ECM), bem como o estimulo da reepitelizacédo
eficiente e alivio de dor ao receptor (Li & Zhang, 2005; Pires et al., 2015; Isaac et al.,
2008; Stessuk, 2016).

Neste contexto, ha grande interesse na utilizacdo do complexo como
scaffold (arcabouco) no processo de cicatrizacdo, fornecendo suporte biol6gico
tridimensional que estimule a migracao, proliferacdo e organizacao celular (Caetano
et al., 2015). A associacdo de matrizes poliméricas biodegradaveis de origem natural
a produtos bioativos de capacidade moduladora do microambiente fisioldgico para
reparo de uma lesdo, como proporcionada pelas preparacbes de PRP, oferecem
uma nova perspectiva no campo da engenharia tecidual e medicina regenerativa,
cuja investigacao relacionada a composicéao, viabilidade e efeitos aditivos, mostram-
se necessarios ao entendimento da interacdo e comportamento celular na

otimizacao do processo regenerativo.

3.10 Hidrogéis e Biotintas

3.10.1 Aspectos gerais

Como formatacdo de materiais mais amplamente utilizada para
encapsulacdo de agentes bioativos em funcdo de sua alta hidrofilicidade e
porosidade que possibilita o fluxo de nutrientes, gases e metabdlitos, os hidrogéis
sdao conhecidos por serem formatagcdes de materiais capazes de reproduzir as

caracteristicas da matriz extracelular nativa (biomiméticos) e possibilitarem a
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encapsulacdo de células num meio altamente hidratado, agindo como protetores
fisicos do sistema imune e complexos de alto peso molecular, mecanicamente
resistentes e modeladveis em diferentes aspectos biomecénicos nos processos
envolvendo a biofabricagdo de biocurativos (Chung et al., 2013; Malda et al., 2013;
Sarker et al., 2014).

A associacdo de polimeros em blendas para a constituicdo de hidrogéis
justifica-se pela versatilidade desta formatacdo em permitir a adesao e cultivo de
células de forma homogeneamente distribuida, ao passo que sua textura
homogénea e flexibilidade agem na atenuacdo do estresse mecanico e tensédo as
quais as estruturas bioativas, células e tecidos adjacente estdo submetidos,
permitindo o fornecimento de sinais quimicos de relevancia biologica (Chung et al.,
2013; Valot et al., 2019).

Nestes casos, as formula¢cdes constituidas por hidrogéis ou blendas aquosas
multicomponentes que levam um ou mais tipos celulares e fatores biolégicos em sua
composicdo sao conhecidas como biotintas (Colosi et al., 2017; Groll et al., 2019).
Dentre as principais fontes de hidrogéis encontram-se os polimeros naturais, como
alginato, gelatina, colageno, quitosana, fibrina e acido hialurénico, além de novas
proposicdes envolvendo a ECM decelularizada (dECM), isolada de tecidos
especificos de interesse, tais como adiposo, cardiovascular e renal (Pati et al. 2014;
Jang et al. 2018; Ali et al. 2019).

Conciliando caracteristicas fisico-quimicas e biocompativeis, aliadas a
capacidade de incorporacdo de células e compostos bioativos em uma matriz
biodegradavel, formando biotintas de amplo espectro, os hidrogéis compreendem a
classe de representantes mais versatii e bem-sucedida entre os biocurativos
(Daunton et al., 2012). Em contraponto a diversas formulages cotidianamente
empregadas, as biotintas de hidrogéis possibilitam a preservacdo do tecido
circundante ao local da leséo, facilitando o desbridamento por autélise do tecido
necrosado enquanto previnem maceragcdo em elevados niveis de exsudatos (Ji &
Guvendiren, 2017; Chen et al., 2018).

3.10.2 Printabilidade de uma biotinta

No contexto da TERM, as biotintas possuem a potencialidade de adequacgao

em estruturas tridimensionais (scaffolds) semelhantes a tecidos altamente
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modelaveis e personalizadas de acordo com o requisito biolégico (Faramarzi et al.,
2018; Groll et al., 2019). Apesar da caréncia de estudos de base que visam definir e
padronizar composicdes ideais de uma biotinta, progressos na modificacdo de
hidrogéis para melhoria de bioatividade, sobrevivéncia celular e formacdo de tecido
tém sido empreendidos, na busca de superar os desafios impostos pelas demandas
fisico-quimicas de biofabricacdo (Malda et al., 2013).

A busca de formulagbes que suportem, com melhor eficiéncia, a adeséo,
migracdo e diferenciacdo celular, ou na definicAo de parametros da biotinta, tais
como pH, solvente de preparo, reologia e estabilidade do hidrogel, e o ajuste de
variaveis relacionadas ao equipamento a partir do qual o material sera processado,
como exemplo das bioimpressoras baseadas em sistemas de extrusdo, onde o
controle de temperatura e pressao de extrusdo sdo fundamentais para garantir a
preservacdo da integridade biologica celular, evitando cisalhamento, ao mesmo
tempo em que possibilita a geracdo de estruturas mecanicamente estaveis (Malda et
al., 2013; Groll et al.,, 2019; Valot et al., 2019; Stepanovska et al., 2021). Estes
elementos que, em conjunto, atuam de forma interdependente para a consolidagao
de uma composicao de biotinta de carater biocurativo, determinam a printabilidade

de uma biotinta (Figura 8).

FIGURA 8. Requisitos de printabilidade de uma biotinta para propdsito biocurativo. Adaptado
de VALOT et al. (2019)
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3.10.3 Scaffolds bioldgicos

Como potencial no emprego de terapias regenerativas que buscam
biomimetizar o microambiente extracelular e reconstituir a capacidade funcional de
um local lesado, a utilizacdo de scaffolds, suportes ou arcabougos temporarios,
garante estabilidade e compatibilidade tecidual, bem como viabilidade, adeséao e
estimulo a proliferacdo de células. O emprego de compostos bioativos, aliados a
biodegradabilidade controlavel de uma matriz estrutural porosa tridimensional,
fornecem uma amplitude de possibilidades de aplicagbes em bioengenharia e
apresentam-se como uma terapia alternativa, favorecendo a regeneracao de tecido
dérmico, Osseo, cartilaginoso e muscular (Malda et al., 2013; Meng et al., 2014;
Nikolova et al., 2019; Crosby et al., 2020; Malekmohammadi et al., 2021).

Projetados para influenciar o ambiente fisico, quimico e bioldgico visando o
estimulo da sinalizacdo celular para o desenvolvimento de tecidos, os scaffolds
oferecem aporte para adsorcdo, recrutamento e proliferacdo de fibroblastos e
queratinécitos, bem como células precursoras, como células estromais
mesenquimais (MSC) (Stessuk, 2016; Bhaskar et al., 2021). A modelagem de um
scaffold ideal necessita levar em consideracdo caracteristicas reprodutiveis e
inerentes ao biomaterial selecionado, como porosidade e interconectividade dos
poros, area de superficie, propriedades mecéanicas e estruturais que sejam
facilmente integradas ao tecido lesado, preservando o “desenho” e a
microarquitetura previamente projetados in silico, ao passo que possibilitem o
transporte eficiente de nutrientes e metabdlitos envolvidos na regeneracéo vascular
in vivo sem provocar imunogenicidade (Khan & Ahmad, 2013; Thomas, 2021).

Neste contexto, a manufatura aditiva, também denominada impressao
tridimensional (3D), tem proporcionado grandes inovacgfes técnicas e avangcos em
biofabricagédo, que possibilitaram a impressado de materiais biocompativeis, incluindo
componentes de suporte, como € o caso dos scaffolds. A impresséo 3D de scaffolds
tem sido aplicada na constru¢cdo de modelos para o entendimento de mecanismos
moleculares de deteccao e diagnostico de doencgas in vitro e abordagens de tecidos
e Orgaos para a realizacéo de transplantes, envolvendo complexidades associadas a
selecdo de materiais, tipos de células aderentes, bem como a agregacéo de fatores
de crescimento e diferenciacdo, levando-se em conta a sensibilidade das células na

construcdo de tecidos (Murphy & Atala, 2014; Bhaskar & Nagarjuna, 2021).
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3.11 Biomanufatura 3D

3.11.1 Historico

Inicialmente referida como prototipagem rapida (RP), a Manufatura Aditiva
(AM) compreende um conjunto de métodos e tecnologias disruptivas fundamentadas
na deposicéo e adicdo de camadas de material a partir de uma forma pré-definida,
geralmente estabelecida por modelagem virtual assistida (Computer-Aided Design —
CAD) (Negi et al., 2013). Tal nomenclatura deriva da contraposicdo aos métodos
tradicionais de usinagem, baseados em processos reducionais de um material de
origem industrial (ASTM International, 2012), e € fundamentada na blenda de
materiais por fusdo, ligacdo ou solidificacdo de resinas liquidas, pos e solucbes
poliméricas, com parametros controlaveis e interacdo ativa entre propriedades do
material e parametros de processo (Abdulhameed et al., 2019).

Caracterizados pela construcdo em trés fases principais de desenvolvimento
(design do produto, manufatura e testagem), os processos de producdo por AM
estdo intimamente relacionados ao estado fisico e método de preparo dos materiais,
técnica de construcdo das camadas, mudancas de fase, tipo de matéria-prima e
requisitos de aplicacdo (Abdulhameed et al., 2019). A evolugcdo dos principios e
técnicas de AM possibilitaram a associacéo e popularizacdo do que hoje conhece-se
por impressao 3D, especialmente devido a amplitude e profundidade das aplicacbes
e contribuicbes para a Medicina Regenerativa e Translacional (Campbell et al.,
2012).

O conceito de impressao 3D reporta aos anos 1970, mas 0s primeiros
experimentos sdo datados de 1981, quando o inventor japonés Hideo Kodama
empregou luz ultravioleta (UV) para promover o endurecimento de polimeros,
criando objetos solidos por AM, tecnologia de fotopolimerizagdo que deu origem ao
campo da estereolitografia (STL) (Savini & Savini, 2015). Tal tecnologia foi
empregada por Charles Hull, em 1983, na reproduc¢éo de objetos tridimensionais em
menor escala a partir da deposi¢cdo por camadas utilizando impresséo 3D (Shakor et
al. 2019; Jiménez et al. 2019; Bhaskar et al., 2021).

Comumente empregada em tecnologias domesticas, a impresséo jato de
tinta (inkjet), desenvolvida inicialmente para aplicagbes domeésticas pela Canon

Company em 1979, foi desenvolvida e popularizada como tecnologia de impressao



65

3D pelo Massachusetts Institute of Technology (MIT) no inicio dos anos 1990 (Sekar
et al.,, 2021). Consequentemente, a tecnologia expandiu suas potencialidades, do
campo da manufatura convencional para a bioimpresséao (ou biomanufatura), com a
premissa de biomimetizar tecidos e 6rgdos humanos, a partir da modificagdo de
impressoras 3D convencionais para emprego de células associadas a hidrogéis
como biotintas para geracéo de produtos bioativos (Starly & Shirwaiker 2015).
Esforcos pioneiros na construcdo de scaffolds sintéticos para reconstrucao
de bexiga humana utilizando decelularizacdo e recelularizacdo de células autélogas
de pacientes foram empreendidos pelo Wake Forest Institute for Regenerative
Medicine, amplificando as possibilidades de aplicacdo em biofabricacdo e Medicina

Regenerativa (Munoz-Abraham et al. 2016).

3.11.2 Principio daimpresséo 3D

Os processos de AM sdo usualmente compreendidos de acordo com o tipo
de material a ser empregado e técnica de deposicao para fabricacdo. Impressoras
3D empregam parametros de coordenadas computacionais baseados em comando
numérico computadorizado (CNC), e cada processo disponivel atualmente no
mercado possui capacidades, limitacdes e aplicacdes na construcdo de protétipos
(Negi et al, 2013; Jang et al., 2018; Abdulhameed et al., 2019; Yap et al., 2020).

A primeira etapa comum dos processos de impressdo 3D é a modelagem
geométrica em software, em formato CAD, posteriormente convertido em uma malha
triangular (Linguagem de Triangulacédo Padrao, ou STL) e pré-processado, orientado
e segmentado em camadas de igual espessura por um tipo de software especifico, o
fatiador (ou slicer), por meio do qual as variaveis de constru¢cdo, como numero de
camadas e preenchimento/infiltracdo do molde impresso, séo definidas (Pandey et
al., 2003).

O mecanismo de impressao 3D é descrito por uma plataforma de trés eixos
(XYZ) que atua, a partir de coordenadas estabelecidas em um projeto de impressao
em formato codificado e reconhecido pelo equipamento (G-Code). O pOs-
processamento é realizado a partir da remoc¢éo da peca fisica, limpeza e remocao
de umidade da superficie e tratamentos para melhoria de aparéncia e resisténcia do

material (Petrovic et al., 2011).
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3.11.3 Bioimpresséao 3D

A bioimpressdo 3D é baseada fundamentalmente na deposicdo de
biomaterial(is) com encapsulagcdo ou carregamento de células e componentes
biolégicos em microescala para constituir estruturas micrométricas comparaveis a
matriz extracelular do tecido biologico a partir de um sistema do controle do
movimento de extrusores que realizam a deposicdo de uma solucdo de origem
natural ou sintética, a biotinta, através de um bico de didmetro definido, segundo a
forma determinada pelo modelo ou estrutura de interesse (Zhang et al., 2015;
Derakhshanfar et al., 2018).

Alteracbes na configuracdo do processo podem incluir a utlizacdo de
camaras assépticas de fluxo laminar e modificacbes na cabeca de impressao para
acondicionamento da biotinta em condicdes viaveis de temperatura ou fotocura do
material para preencher requisitos reologicos especificos (Valot et al.,, 2019). De
modo geral, o fluxograma do processo de bioimpressao 3D (Figura 9) é similar a
impressao 3D convencional (Hospodiuk et al. 2017).

FIGURA 9. Mapeamento das etapas de obtencao e tratamento de modelos virtuais e parametrizagédo
de maquina envolvidos na bioimpressao 3D. Adaptado de KHADEMHOSSEINI (2018) e
ABDULHAMEED et al. (2019)
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Como abordagem inovadora de constru¢cdo em TERM e AM, a bioimpresséo
3D surgiu como um processo tecnolégico que visa biofabricar tecidos e 6rgdos em
escala clinica em grande nivel de detalhamento, a partir de deposicao precisa de
material e controle de distribuicdo dos componentes celulares da biotinta, aliados a
economia de material, simplicidade de processo e ergonomia (Malda et al., 2013;
Derakhshanfar et al., 2018; Valot et al., 2019).

As técnicas de processamento baseadas em bioimpressdo 3D iniciam-se a
partir da aquisicdo de dados por raio-X, ressonancia magnética (MRI), tomografia
computadorizada, método de escaneamento para reconstrucdo ou por uso direto de
software CAD para geracdo do modelo 3D, que € convertido em arquivo
reconhecivel por impressora (formato STL) e dividido em segmentos ou fatias
horizontais em 2D com espessura, padrdo de preenchimento e orientagao
customizaveis (Bhaskar et al., 2021).

ApoOs selecdo da biotinta de interesse de aplicacdo, € realizada a
configuracédo dos parametros de impressao e controle do processo (Gu et al., 2020).
Finalizada a impressdo, o poOs-processamento do biomaterial é promovido pela
funcionalizacdo, a exemplo da reticulagdo fisica, propiciando as condi¢cdes para
controle e distribuicdo de células e plaquetas nos poros do scaffold com objetivo de
restaurar a anatomia tridimensional de tecidos e 6rgaos vitais, bem como replicar as
complexidades fisiolégicas envolvidas (Chua & Leong, 2017; Jang et al., 2018; Ngo
et al., 2018).

3.11.4 Técnicas de bioimpressao 3D

A bioimpressdo 3D é fundamentada em trés abordagens primordiais,
relacionadas do tipo de material e principios de prototipagem: Extrusdo por
deposicao de filamentos continuos de biotinta, o gotejamento de pequenas gotas de
material (inkjet ou jato de tinta) e a bioimpressao por fotocura (impressao assistida
por laser) do material a ser solidificado camada a camada (Figura 10) (Munoz-
Abraham et al. 2016; Kacarevic et al. 2018; Gu et al., 2020).
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FIGURA 10. Metodologias de bioimpressédo 3D mais comumente empregadas em manufatura aditiva
(MALDA et al., 2013)
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A bioimpressao a partir da transferéncia direta induzida por laser utiliza uma
lamina coberta com uma camada de absorcdo de energia do laser e uma camada de
biotinta contendo células. Empregando pulsos focalizados, a camada absorvente é
evaporada, gerando uma alta pressao que impulsiona o biomaterial em dire¢do a um
coletor. Compativel com amplo espectro de viscosidade (1 a 300 mPa/s), pode ser
aplicada a células de mamiferos sem ocorréncia de cisalhamento e efeitos adversos
sobre a viabilidade (Guillemot et al., 2010). Paralelamente, a fotocura do hidrogel
para consolidacdo do material por ligacdo cruzada (crosslinking) pode provocar
fototoxicidade celular e danos potenciais ao DNA, fator que torna o uso de
fotoiniciadores um pré-requisito da técnica.

A bioimpresséo por jato de tinta (inkjet) baseia-se na liberacdo de biotinta a
partir de cabecas de impressdo reguladas por mecanismos térmicos ou
piezoelétricos, que produzem pulsos de pressdo de vapor ou ondas acusticas que
promovem a formacdo de goticulas de material (lwanaga et al. 2015; Munoz-
Abraham et al. 2016; Gu et al. 2020). Permite a construcado de scaffolds com alta
resolugdo de impresséo e viabilidade celular, além da incorporagdo de multiplos
tipos de células de uma vez. Em decorréncia das diferencas de viscosidade das
biotintas, necessita ser combinada com outras abordagens para reproduzir
estruturas multicelulares complexas.

A bioimpressao por extrusdo de material € amplamente utilizada em funcéo
de sua versatilidade em criar estruturas utilizando multiplos materiais ao mesmo
tempo, por sua simplicidade e preco acessivel. Atualmente aplicada desde biofilmes

a construcdes de canais vasculares e chips microfluidicos, baseia-se na deposicéo
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de uma biotinta de carater viscoso ou viscoelastico como filamento continuo sobre
um substrato, através de um bico extrusor, seringa ou orificio, pela presséo exercida
por um sistema de acionamento pneumatico (ar comprimido), pistdo (mecénico) ou
parafuso conectado a um motor (Pati et al. 2014, Ji & Guvendiren, 2017; Jang et al.,
2018).

3.11.5 Construcao de scaffolds biolégicos por extrusao

A impressdo 3D a base de extrusdo € uma ferramenta universal para
deposicdo e construgcdo de um amplo espectro de biomateriais, oferecendo alta
flexibilidade e grau de reprodutibilidade entre scaffolds bioimpressos quando
empregados materiais adequados, essencialmente polimeros constituintes de géis
(Valot et al., 2019). O sucesso da técnica depende de parametros, como o diametro
da agulha de distribuicdo para deposicdo do material, viscosidade do biopolimero,
velocidade de impressédo e pressao de extrusao. Os processos de extruséo incluem
técnicas que podem envolver a fusdo do material por aquecimento, seguida de
extrusdo, como ocorrida com a modelagem por fusdo e deposicdo (FDM), método
mais comumente empregado.

Os principais desafios associados a extrusdo concentram-se na menor
resolucdo de impressdo comparada a sistemas baseados em goticulas e impressao
3D a laser, e na formulacdo de uma biotinta que seja mecanicamente estavel e
mantenha-se biologicamente viavel quanto a integridade celular durante impressao
(Walker & Humphries, 2019; Sekar et al., 2021). Desta forma, o foco na busca de
biomateriais candidatos a biotintas centra-se na busca de fontes com rapida
gelificacdo na construcao de estruturas 3D (Valot et al., 2019).

Ao mesmo tempo, o método oferece vantagem na capacidade de
formatacdo de estruturas porosas e rapidez na construcdo de suportes de
propriedades biomecéanicas aprimoradas, que ndo podem ser equivalentemente

alcancadas com uso de laser ou gotas (Hospodiuk et al., 2017).
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3.11.6 Perspectivas clinicas no tratamento de feridas e novas

abordagens terapéuticas

Como uma tecnologia que evoluiu da impressdo 3D ndo bioldgica,
empregando a construcdo de estruturas de aplicacdo bioldgica na forma bottom-to-
top (da base para o topo), garantindo distribuicdo homogénea de células, densidade
celular, vascularizagéo e difusdo de nutrientes em um substrato em microescala, a
bioimpressédo tem encontrado na combinacao a outras técnicas, como a eletrofiacéo,
e a mecanismos precisos de modelagem e reconhecimento de areas e superficies
mais acessiveis para utilizacdo terapéutica, como a fotogrametria e o
escaneamento, um extenso campo de inovacdo em tratamentos personalizados,
aliados ao desenvolvimento de novos biomateriais e formulacdes de biotinta,
permitindo a reproducdo de modelos complexos e heterogéneos com alta fidelidade
anatébmica (Ji & Guvendiren, 2017; Mondal et al., 2020; Bhaskar & Nagarjuna, 2021).

Especialmente em dermatologia, a busca por substitutos dérmicos e
equivalentes biolégicos, compostos por arcaboucos de origem natural ou sintética
gue incluem componentes de origem celular no intuito de promover melhor cobertura
e evolucdo do processo regenerativo, tém se apresentado como alternativa as
limitacdes metodoldgicas associadas a disponibilidade de pele oriunda de doadores
saudaveis no uso dos autoenxertos, popularmente conhecidos como “padréo ouro”
no tratamento de feridas graves (Wainwright, 1995; Jones et al., 2002; Lesher et al.,
2011; Albanna et al., 2019).

Neste contexto, as tecnologias de escaneamento 3D convencional e a
fotogrametria (também conhecida como SfM ou Structure from Motion) tém auxiliado
a contornar 0s entraves associados a estética dos substitutos de pele,
principalmente as dimensodes, topografia e profundidade variadas e personalizadas.
Baseadas na reconstrucdao de modelos em 3D a partir de imageamento em
profundidade (scanners portateis) ou modelagem matematica por algoritmos de
correspondéncias entre cole¢cdes de imagens ndo ordenadas obtidas a partir de
diferentes pontos de vista (SfM), tais metodologias visam capturar texturas e extrair
as caracteristicas de uma superficie acometida por lesées epiteliais ou profundas
através da geracao de malhas virtuais que fornecem estratégias para delimitacéo de
tratamentos com robustez, preciséo, integridade e escalabilidade (Schonberger &
Frahm, 2016).
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Apesar da potencialidade dos scaffolds poliméricos na promocéo de suporte
adequado para adesao celular, as matrizes construidas tridimensionalmente podem
ndo fornecer integralmente um microambiente com caracteristicas funcionais
necessarias para regeneracdo tecidual. Neste sentido, a incorporacdo de
nanoparticulas carregadas de componentes bioativos, bem como fatores de
crescimento tem se mostrado uma opcdo viavel no aprimoramento das
funcionalidades biologicas dos suportes, verificada a labilidade dos fatores a
degradacdo e protedlise e busca de manutencdo da bioatividade (Bierhalz et al.,
2017; Yu et al., 2019; Singh et al., 2020; Rauf et al., 2021; Tan et al., 2021).
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4. DESENHO EXPERIMENTAL

O presente estudo corresponde a uma metodologia de impressdo 3D
tridimensional de um hidrogel polimérico de alginato-gelatina e plasma rico em
plaguetas, empregado como aditivo ao scaffold, delineado a partir de projecao virtual
de um ferimento cutaneo teodrico. A Figura 11 descreve as etapas de caracterizacao

do biomaterial e processamento em manufatura aditiva para obteng¢ao do produto.

FIGURA 11. Etapas-chave do processo de automatizacéo de impresséo 3D de um biocurativo de

alginato-gelatina/PRP

- Centrifugagdo
Plasma
l,: : Plaquetas (PRP)—
Eritrocitos

Seleg¢do de doadores Coleta de sangue Obtencgdo do PRP
voluntdrios

Porosidade e adesdo
plaquetdria (MEV)

—

Andlise fisico-quimica e
Incorporagdo em reoldgica do hidrogel

Gelatina 8% | (PBS, 10-15°C) |
% " Avaliagao
concentragdo padronizada i
- antimicrobiana

OH S
_{»--o’&oz } [ HO' s 0“}--
"0 =<m n o% " | 1 mL para cada 5cm?* ﬂ
o

+ c | ’——> Gel polimérico 0 AL
= Polieletrdlito (PEC) Alginato-gelatina 8% + PRP .
[0 H o H . Mistura 1:1
-1 HO' H - o S
O/\O~

Alginato de sédio 8%
| (PBS, 60°C)

,’ Bioimpressdo da
membrana

Utilizagdo de celular para
captura de imagens ao redor de
uma ferida tedrica

MODELO VIRTUAL 3D

Reconstrucdo do objeto
’ por fotogrametria (SfM)

Bioimpressdo de um curativo polimérico
de alginato-gelatina + PRP para uso tépico

Estimulo do processo
regenerativo

Liberagdo de fatores quimiotaticos e citocinas

Membrana biodegradavel



73

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Isolamento e Padronizacdo do Plasma Rico em Plaquetas

5.1.1 Obtenc¢éo de sangue total

O material foi obtido a partir de doadores voluntarios saudaveis, com faixa
etéria entre 22 e 28 anos (sorologia negativa para patologias, como HIV, Hepatite B
e C, Sifilis e Chagas), por meio de puncdo venosa do antebraco, mediante
concordancia com a doacao e uso do material biolégico por meio de preenchimento
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), autorizando a concessao
deste para fins de estudo. Para cada paciente participante do presente estudo,
foram obtidas trés aliquotas de 10 mL de material biologico. O sangue total foi
acondicionado em tubos do tipo vacutainer contendo 1 mL de anticoagulante citrato
de sédio a uma concentracdo de 3,2% (volume de 4,5 mL) (BD Bioscience, New
Jersey, USA) para cada 9 mL de sangue coletado, de modo a preservar a
composicao plaquetaria.

O sangue coletado de cada doador (n=5) foi fracionado e transferido para
tubos de ensaio de vidro para a execuc¢ao do protocolo de obtencédo do concentrado
de PRP.

5.1.2 Obtenc¢éo do PRP

O concentrado de plasma rico em plaguetas foi obtido a partir de
centrifugacdes diferenciais das amostras, seguindo o protocolo proposto por
Vendramin et al. (2009), com modificacdes realizadas por Marques et al. (2015),
executado a partir de padronizacdo metodoldgica. O sangue total acondicionado em
tubos de citrato foi fracionado e transferido para tubos tipo Falcon de 15 mL
(Sarstedt, Numbrecht, Alemanha) centrifugado inicialmente a uma velocidade de 400
g, durante 10 minutos, para promover a separacao do plasma. Posteriormente, a
fracdo sobrenadante contendo plasma foi coletada e realizada a transferéncia para

um tubo Falcon de 15 mL (BD, New Jersey, Estados Unidos). O plasma foi
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novamente centrifugado a uma rotacao de 800 g, durante 10 minutos, promovendo a
concentracéo plaguetaria.

Seguindo-se a segunda etapa de centrifugacdo, o volume equivalente a 2/3
da fragcdo liquida superior do tubo foi descartada, equivalente as fragcbes de plasma
pobre em plaguetas (PPP) e média concentracdo de plaguetas (PMP), obtendo-se
na ressuspenséao do 1/3 inferior do volume a fracéo definida como PRP.

Para cada 1 mL de PRP obtido, foi empregado um volume de sangue total
coletado correspondente a 10 mL, conforme descrito por Stessuk (2016).

5.1.3 Avaliagdo quantitativa dos componentes sanguineos

A quantificacdo dos elementos sanguineos para padronizacdo do PRP foi
determinada a partir de contagem de leucécitos e plaquetas em momento anterior
(sangue total) e posterior a dupla centrifugacéo (plasma concentrado), em camara
de Neubauer.

Para avaliacdo da concentracdo de plaquetas, as amostras sanguineas
foram submetidas a quantificacdo inicial em microscopio éptico por meio do método
direto de Rees-Ecker (Rees & Ecker, 1923) (Figura 12).

FIGURA 12. Metodologia direta de contagem de plaquetas por Rees-Ecker
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Para o método de Rees-Ecker, foi utilizado o liquido de Rees-Ecker obtido

comercialmente (Exodo Cientifica®, Hortolandia, SP, Brasil). Os valores de
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referéncia para a concentracdo plaquetaria situam-se na faixa entre 1,5x10° e
4,5x10° plaquetas/mm3 de sangue ou 1,5x10% a 4,5x108 plaquetas/mL de sangue,
com contagem de elementos no reticulo central da camara. A concentracdo
plaquetaria, em mm3 de amostra (sangue total ou PRP), pelo método de Rees-
Ecker, € determinada pela relacdo seguinte, onde Np_ representa o total de

plaguetas contadas nos quadrados selecionados na camara de Neubauer:
Plaquetas/mm?> = Np;, x 10* 0)

A avaliagdo quantitativa de leucdcitos totais no sangue e apos a purificacéo
do plasma por centrifugacéo foi efetuada com utilizacdo do liquido de Turk (Exodo

Cientifica®, Hortolandia, SP, Brasil), seguindo o fluxograma da Figura 13:

FIGURA 13. Metodologia direta de contagem de leucdcitos por Tirk
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A concentracéo leucocitaria por Turk € determinada pela equacéo Il, onde N.
representa o total de leucécitos por mm?3 de amostra (sangue total ou PRP) contados
nos quadrados maiores das extremidades da camara de Neubauer. Os valores de
referéncia concentram-se na faixa de 4x103% a 1x10* leucécitos por mm3 de sangue,

ou 4x10%a 1x107 leucécitos/mL de sangue:

Leucécitos/mm® = N, x 50 (I
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De forma a verificar os efeitos da centrifugacdo diferencial sobre a
concentracdo plaquetaria apos a separacdo plasmatica, a eficiéncia na recuperacao

do plasma (Eqps) foi mensurada, de acordo com a equacéo lll.

_ Ywurs
Epnps = Voot X 100 (1)

Na equacdo, Vpys representa o volume de plasma obtido apés a
centrifugagéo, correspondente ao plasma sobrenadante (PS), enquanto Vst esta
associado ao volume de plasma no sangue total (ST), sendo determinado de acordo

com a equacgéo IV.
Vst = Vsr X (1 — H) (V)

Na equacdo IV, Vst € o volume de sangue total, no momento pre-
centrifugacéo, e H representa o hematdécrito (volume de eritrgcitos).

De modo a avaliar e validar a eficacia da centrifugacdo na concentracéo
plaguetaria no PRP, a eficiéncia de recuperagdo das plaquetas (Epyrre) foi

determinada a partir da equacéao V.

N XV
(POPRP X V(pHPRP 100

Ewtyprp = V)

N@poyst X Vpnyst

A variavel Npyere €xpressa a concentracdo de plaquetas no PRP, Npyst a
concentracdo de plaquetas no sangue total, e Vyrre €xpressa o volume de PRP
apos a centrifugacao.

O fator de concentracao plaquetaria (Fcp) foi determinado a partir da relacao
entre a concentracdo de plaguetas no PRP e a concentracéo plaquetaria no sangue

total, definida pela equagéao VI.

N
Fop = —22PRZ 100 (Vi)
Npt)sT



77

5.2 Obtencao do biogel de alginato-gelatina/PRP

5.2.1 Materiais de preparo da blenda polimérica

A obtencdo do scaffold polimérico composto de alginato-gelatina foi
realizada conforme metodologia desenvolvida no Laborat6rio de Genética e Terapia
Celular. A gelatina utilizada na preparacéo foi obtida comercialmente (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA), assim como o alginato de sodio de formulacdo de baixa viscosidade
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA).

Para preparo do gel, foi utilizado tampao fosfato (PBS), pH 7,2 (LGC
Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil), previamente esterilizado em autoclave com fator
de diluicdo 1:10, de modo a controlar o pH do gel a um valor préximo ao encontrado

na superficie da pele (entre 5,5 e 6,5).

5.2.2 Preparo do hidrogel

De acordo com testes de padronizacdo previamente estabelecidos no
Laboratdrio de Genética e Terapia Celular (GenTe Cel) baseando-se na metodologia
de Saarai et al. (2013), o gel utilizado na modelagem do scaffold biol6gico consistiu
em uma mistura de gelatina e alginato de sédio em tampdo PBS. A gelatina foi
devidamente pesada e solubilizada em PBS resfriado previamente em temperatura
entre 10-15°, em proporcédo de 8% m/v, sendo posteriormente aquecida na mistura
com o alginato. O alginato de sodio foi pesado separadamente e dissolvido
vagarosamente a uma proporcdo de 8% m/v em PBS, aquecido a uma temperatura
de 50°C, mantendo-se a agitacdo constante para homogeneizacdo. Para dissolucao
dos componentes e composicdo da blenda polimérica para obtencao do hidrogel, a
gelatina foi adicionada vagarosamente a solucdo de alginato na proporcao de 1:1.

Desta forma, para o preparo de 10 mL de amostra, 0,4 g de cada
componente foi solubilizado, separadamente, em 5 mL de PBS, de forma que a
diluicdo resultante da matriz de hidrogel polimérico para bioimpressao constituisse
uma concentracdo de 4% m/v de cada componente na mistura, compreendendo
uma blenda Alg-Gel na proporgédo total de 8% m/v em conteudo polimérico na

mistura dos componentes.
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Para verificacdo da variacdo de acidez do hidrogel, foi realizado o
monitoramento do pH das amostras preparadas, em triplicata, ao longo do periodo
de resfriamento, comparando-se o preparo das blendas poliméricas em tampao PBS
(pH 7,2) e agua deionizada (pH 5,7), utilizando pHmetro digital PG 1800 (Gehaka,

Séo Paulo, Brasil).

5.2.3 Adequacéo do PRP como adjuvante biologico

Apos resfriamento da blenda de hidrogel até a temperatura fisiologica
(37°C), o PRP isolado foi adicionado adequando-se a padronizacdo estabelecida
previamente por Stessuk (2016), empregando-se 1 mL de PRP para cada 5 cm? de
area de lesao da pele. Desta forma, para o molde de andlise foi utilizada a propor¢éo
de 1 mL de PRP para cada 5 cm? de disco impresso considerado para impresséo,
volume que proporcionou maior disponibilidade de fatores de crescimento,
otimizacdo dos parametros reoldgicos, como tempo de formacédo e consolidacdo do
gel, e variaveis de biocompatibilidade definidas, como estabilidade, adesdo e

prevaléncia das plaquetas ao scaffold.

5.3 Caracterizacao reoldgica do hidrogel

5.3.1 Densidade

O hidrogel de alginato-gelatina (Alg-Gel) foi avaliado, quanto a densidade
absoluta do material, em picnémetro de vidro Gay-Lussac de 50 mL, levando-se em
consideracdo a calibracdo do equipamento a temperatura de 20°C. O material
fresco, recéem preparado conforme as diluicbes dos componentes seguindo as
proporc¢des anteriormente descritas, foi resfriado até a faixa de 20-25°C e depositado

em recipiente até seu transbordamento. A avaliacéo foi realizada em triplicata.
A densidade do material (p), em kg/ms, foi avaliada a partir da diferenga de

massa do conjunto (M2) e a massa do picnémetro vazio (M1), relacionada com o
volume do sistema na temperatura de calibracdo, conforme equagéao VII.
M3—My

= VII
P Vao°c Vi
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5.3.2 Viscosidade

A viscosimetria do material foi realizada em viscosimetro do tipo copo Ford
(Vical Instrumentos, Sao Paulo, Brasil), de acordo com as normativas ASTM
D1200:2018 (American Society for Testing Materials, 2018) e ABNT NBR5849:2015
(Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, 2015), selecionando-se o orificio-
padrdo de escoamento n°5, empregado para a faixa de viscosidade cinematica de
200 a 1200 cSt (centistokes). Tratando-se de um fluido ndo-newtoniano de carater
pseudoplastico, foi empregado o hidrogel recém-preparado para realizacdo da
andlise.

O equipamento foi nivelado e o hidrogel preenchido no recipiente metalico
até o nivel mais elevado, fechando-se o orificio com o dedo. O excesso foi removido
com uma lamina de vidro plana. Ajustado o nivel do fluido no copo, o bico foi
desobstruido manualmente, iniciando-se a cronometragem do escoamento até o
momento da primeira interrupgcado (ou “corte”) de fluxo normal. Neste instante, o
tempo foi registrado, e a viscosidade cinematica calculada a partir da relacdo

associada ao orificio empregado, descrita na equacéo VIII (Liptak & Venczel, 2016).
v=12,1(t — 2,00) (v

Onde v representa a viscosidade cinematica do fluido em mm2/s ou
centistokes (1 ¢St = 1 mm?/s), e t expressa o0 tempo de escoamento do fluido, em
segundos, aferido durante o ensaio. As amostras de hidrogel foram avaliadas em

triplicata, e os resultados expressos em cSt.
5.4 Adequacdao de parametros de impresséao

5.4.1 Definicdo de modelo-base de estudo

A blenda alginato-gelatina/PRP recém preparada foi utilizada como base
para construcdo de um scaffold para a caracterizacdo do material de potencial

atividade biocurativa. Os tratamentos fisico-quimicos e microbiologicos foram

empreendidos utilizando um modelo de prova de forma discoide, com didmetro de
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40 mm, delineado virtualmente para impressao, levando em consideracdo o numero
de camadas, preenchimento e infiltracdo do material.

Foram testadas, ao todo, quatro configuracdes de impressdo dos discos,
com duas configuragbes em dupla camada e duas configuragdes com quatro
camadas de extrusdo, todas apresentando uma morfologia de malha retilinear de
porcentagem de infiltracdo da area de impresséao dos discos de biogel (densidade de
preenchimento ou densidade de fio de impresséao) de 100% para a base do scaffold
(primeira camada) e entre 35 e 100% para a segunda camada.

O processamento dos discos foi realizado no software de gerenciamento de
producdo por fatiamento 3D (slicer) Simplify3D, por meio do qual o arquivo
geométrico em formato STL modelado foi transposto para a impressora, adequando-
se 0s parametros de impressdo, como a quantidade de material, densidade e
volume de hidrogel para extrusdo do corpo de prova e impressdo de forma

homogénea e continua.

5.4.2 Definicdo dos parametros de maquina

Os parametros de bioimpressédo, definidos de acordo com o aspecto
reologico de testes experimentais da formulacdo, foram inseridos na programacao
do software Simplfiy3D, onde foi estabelecida a velocidade de extruséo ideal de 30
mm/s, multiplicador de extrusao de 0,2 (fator de controle da quantidade de filamento
liberado a partir do bico extrusor, ajustando a taxa de fluxo de material) e
profundidade de extrusdo (espessura de filamento que sai do sistema extrusor) igual

a2 mm.

5.4.3 Impressédo do modelo de estudo

A partir do molde projetado em software e ajustados os parametros de
impressao necessarios no software Simplify3D, o disco de gel polimérico associado
ao PRP foi acondicionado em uma seringa e impresso em impressora tridimensional
multifuncional do tipo extrusora ZMorph 2.0 VX (ZMorph S.A., Vroclaw, Poldnia).

O sistema de extrusdo consistiu em um bico extrusor composto por uma
agulha hipodérmica de uso veterinario de dimensdes 50x20 mm acoplada a uma

seringa, associadas ao sistema motor previamente programado para realizar a
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deposicdo do hidrogel sobre uma placa de Petri, de modo que a gelificacdo do

material fosse consolidada pelo resfriamento na superficie de impressao.

FIGURA 14. Impressora tridimensional ZMorph 2.0 VX, utilizada nos testes experimentais envolvendo
impressao de scaffolds poliméricos no laboratério de Genética e Terapia Celular da Faculdade de

Ciéncias e Letras/lUNESP Assis (GenTe Cel). Acervo proprio.

FIGURA 15. Conjunto de extrusdo (seringa hipodérmica, motor e @mbolo) da bioimpressora (A).

Teste de impresséo dos discos de hidrogel Alg-Gel em diferentes formatagfes (B). Acervo proprio.

5.4.4 POs-processamento do hidrogel

A biomembrana polimérica obtida por extrusdo do material foi depositada em

placa de Petri contendo discos de filtro de papel embebidos em uma solug¢do aquosa
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de cloreto de calcio CaClz dihidratado (Merck, Darmstadt, Alemanha) a uma
concentracdo de 2,0% m/v, com o intuito de promover a reticulacdo (crosslinking ou
ligacdo cruzada das cadeias poliméricas) dos grupos quimicos carboxila do alginato
de sddio que ndo estavam ligados aos grupos amino do polimero de gelatina.

Para consolidacdo da reticulacdo na camada de topo do hidrogel, a solucéo
de CaClz 2,0% m/v foi aspergida sobre o disco, mantendo a estabilidade do material.
As membranas de hidrogel resultantes da mistura, caracterizados por uma blenda
polimérica do tipo semi-IPN, foram mantidas em repouso em estufa durante 24
horas, em temperatura ambiente.

As membranas obtidas foram lavadas duas vezes em 200 mL de agua
deionizada durante 30 min, uma vez em 250 mL de tamp&o Hepes a 10 mM durante
30 min, e uma nova etapa de lavagem, em 500 mL de agua deionizada durante 30
min, de acordo com metodologia proposta por Caetano et al. (2015). Por fim, as
membranas foram secas a 37°C durante 6 horas. Desta forma, seguiram-se as

andlises das caracteristicas fisico-quimicas e estruturais do biomaterial.

5.5 Analise fisico-quimica do biomaterial

5.5.1 Aspecto visual e manuseabilidade

Os discos de hidrogel foram qualitativamente caracterizados de forma
subjetiva, antes das demais analises, em relacdo ao controle visual e manuseio, de
forma que os suportes que apresentaram aspecto irregular, descontinuo, liquefeito
ou quebradico foram descartados dos demais ensaios, visando o emprego de
biofiimes homogéneos, visto que estas caracteristicas dificultariam ou impediriam a
realizacdo de analises posteriores.

As amostras foram submetidas a visualizagdo em estereoscopio TIM-10B
(Opton, Cotia, Brasil) e microscopio optico Eclipse E2000 (Nikon, Téquio, Japao),

observando-se a distribuicdo de bolhas e homogeneidade do filme polimérico.
5.5.2 Degradacéo do hidrogel

O conteudo de agua dos hidrogéis reticulados foi determinado por meio de

medicdo gravimétrica da massa umida e massa seca dos biofilmes. As amostras,
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depositadas em placas de Petri, foram mantidas em dessecador a vacuo para
consolidacdo do processo de gelificacdo, durante um periodo de 120 horas.
Decorrido o intervalo requerido, as amostras passaram por uma etapa de remocéo
de goticulas de &gua residuais por meio de um filtro de papel, sendo posteriormente
pesadas, valor designado como a massa umida. O conteudo de &agua foi

determinado de acordo com a seguinte expressao:

Conteudo de agua = % X 100% (IX)
w
Em que mw representa a massa Umida dos hidrogéis reticulados, e ms
expressa a massa seca das amostras.
A partir dos dados de umidade, foi estabelecido o perfil de degradacao das
amostras de hidrogel alginato-gelatina, e determinada a perda de massa e taxa de
degradacdo média ao longo do processo de secagem. Todas as andlises foram

realizadas em triplicatas.
5.5.3 Capacidade de hidratacdo dos discos de hidrogel

Para avaliacdo do comportamento dilatante, discos de hidrogel Alg-Gel
impressos foram imersos em 10 mL de tampé&o fosfato salino (PBS) pH 7,2 em
temperatura ambiente (23+2°C). A avaliacdo da dilatacdo dos géis foi realizada
gravimetricamente, de acordo com a metodologia empregada por Saarai et al.
(2013).

As amostras foram removidas da solucédo tampéo em diferentes intervalos
de tempo previamente definidos (30 min, 60 min, 90 min e 120 min), secas com
papel filtro para remocéao de liquido excedente, pesadas e nhovamente mantidas em
tampéao.

A dilatagdo dos hidrogéis foi determinada com base na relagéo estabelecida
para calculo do conteudo de agua, relacionando a diferenca entre massas com a
massa da amostra seca, segundo a equacao:

Intumescimento (%) = % (X)
0
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Em que mp representa a massa dos hidrogéis dilatados, em intervalos de
tempo estabelecidos, e mo expressa a massa seca das amostras.

A dilatacdo das amostras também foi observada no pds-processamento dos
hidrogéis, apds secagem dos discos em dessecador durante 24 horas. Os hidrogéis
foram mantidos em solucédo tampédo PBS durante 2 horas, e a variacdo de massa
das amostras foi verificada para o gel seco e nos instantes 30, 60, 90 e 120 minutos,
correspondentes aos quatro momentos de lavagem descritos pelo procedimento
5.4.4.

5.6 Avaliacdo antimicrobiana dos hidrogéis

A qualificacdo da presenca de contaminantes no material de potencial
biocurativo foi conduzida por analise comparativa em hidrogéis alginato - gelatina
8% associados ao PRP, em duas formatagcbes de diametro, preparados conforme
procedimento descrito na etapa 5.2, e depositados em placas de Petri grandes (120
mm x 20 mm), de forma que constituissem, apos resfriamento durante 20 minutos,
filmes laminares homogéneos. Os filmes poliméricos foram reticulados em cloreto de
calcio 2%, permanecendo imersos durante 10 minutos.

Ap6s remocgdo da umidade residual em papel filtro, os filmes foram
esterilizados em luz ultravioleta (365 nm) em fluxo laminar equipado com lampada
UV 15W, por quatro diferentes intervalos de tempo — 0, 30, 60 e 90 minutos, de
acordo com o protocolo proposto por Koga et al. (2018). Decorrido o tempo
designado, os filmes de hidrogel foram cortados em pequenos discos circulares (1
cm de diametro X 0,5 cm de espessura), em triplicatas, relativas a cada um dos
pontos estudados. Paralelamente, para analise comprobatéria, flmes poliméricos de
4 cm de diametro X 0,5 cm de espessura foram seccionados e dispostos em agar
Sangue em triplicatas, seguindo o0 procedimento anteriormente descrito,
correspondentes as amostras do modelo-base impresso.

Para deteccdo de contaminantes e manutencdo da inocuidade das
amostras, foram utilizados os meios agar Miuller-Hinton (Kasvi®, Sdo José dos
Pinhais, Brasil), agar Plate Count (Merck®, Darmstadt, Alemanha) e agar Sangue
(Neogen®, Lansing, MI, USA), para identificacdo da presenca de potenciais

microrganismos fermentadores gerais (meio néo-seletivo) e bactérias entéricas de
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potencial infeccioso, bem como na deteccédo de sensibilidade para manutencdo de
culturas microbianas que pudessem ser desenvolvidas.

Em cada placa em triplicata analisada, quatro discos de 1 cm foram
dispostos sobre os meios e mantidos, durante 48 horas, em estufa incubadora a
uma temperatura de 35°C. O procedimento sucedeu-se aos discos de 4 cm,
dispostos individualmente nas placas incubadas (Figura 16).

A contaminacgdo das amostras por crescimento microbiano foi analisada em
escala macroscopica, por observacdo dos aspectos morfolégicos dos discos de

hidrogel, comparativamente entre as replicatas.

FIGURA 16. Analise qualitativa da presenca de contaminantes em hidrogéis esterilizados em UV em

diferentes intervalos de tempo
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5.7 Automatizacdo do processo de obtencado do biocurativo

5.7.1 Modelagem digital por fotogrametria (SfM)

Determinadas as caracteristicas de padronizacao e printabilidade em modelo
de prova, foi realizada a proje¢cdo da membrana por modelagem virtual de uma
ferida teorica por fotogrametria, a partir de imagens capturadas por meio de
fotografias pela camera de celular, com resolugéo de 12,1 Megapixels (MP).

Nesta abordagem, entre 60 e 90 fotografias (tamanho 4632x2608) foram
retiradas de ferimentos presentes na coxa de um manequim geriatrico adulto de
polielastomero e PVC para simulacdo de traumas (3B Scientific, Joinville, Brasil),
utilizando diferentes angulacdes e perspectivas, mantendo-se a distancia relativa ao
objeto-alvo. Os modelos tiveram suas dimensfes aferidas manualmente, para
efeitos de reconstrucédo digital de suas formas em software.

Utilizando reconhecimento digital e alinhamento de pontos comuns, as
imagens foram processadas em modelos tridimensionais no software Agisoft®
Metashape 1.5, criando nuvens densas de pontos de interseccdo das imagens para
gerar um modelo virtual que visa mimetizar a ocorréncia de Ulceras de pressdo
(escaras) superficiais e laceracdes profundas de dificil cicatrizacdo, com o intuito de
direcionar o tratamento a partir da aplicacdo de um curativo anatdbmico compativel

com as condic¢des fisioldgicas requeridas pelo tecido.

5.7.2 Tratamento do modelo de biocurativo

ApGs a projecao virtual em alta resolu¢éo, o modelo oriundo da reconstrugéo
3D foi processado a partir da remocao de arestas e regides periféricas no software
Metashape, gerando um arquivo de extensdo STL com o modelo da regido de
interesse onde encontrava-se a ferida de forma isolada. A cobertura para
preenchimento da superficie do ferimento foi realizada por modelagem no software
3D Builder, associando o modelo gerado a uma forma geométrica integra da
superficie, de modo que a composi¢cdo resultante desta sobreposicdo pudesse
fornecer o formato anatomico ideal de preenchimento para deposicdo do filme

curativo.
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O preparo do modelo virtual para impresséo foi realizado no software de
fatiamento PrusaSlicer 2.3.3, por meio do qual a malha tridimensional triangular
criada a partir do modelo oriundo do escaneamento virtual (arquivo STL) foi
transposta para a impressora em linguagem de maquina e dividida em camadas de
impressao, utilizando as configuracdes personalizadas de quantidade de material
(atribuidas pelo fatiador), densidade e volume de hidrogel associado ao PRP, de

acordo com o requisito necessario para preenchimento da ferida.

5.7.3 Bioimpressdo do modelo

Previamente a bioimpresséo do hidrogel, foram realizados testes com creme
Nivea® Facial 5 em 1 (Beiersdorf, Itatiba, Brasil), utilizado como parametro reolégico
a fim de verificar a definicdo e a acuracia de impressdo do curativo projetado
virtualmente, bem como o ajuste do preenchimento a ferida te6rica no modelo real.

Definidos os parametros de impresséo e fatiamento do modelo virtual, bem
como a proporcdo de PRP incorporado a blenda de acordo com o volume de
preenchimento, o hidrogel preparado segundo as propor¢cdes descritas ha
metodologia do item 5.2 foi acondicionado, a 37°C, em seringa hipodérmica
descartavel de 10 mL com agulha hipodérmica 18 G1% 30x0,8 mm (Descarpack,
Séo Paulo, Brasil) como bico extrusor.

Para a bioimpressédo do biocurativo para preenchimento da ferida tedrica
virtual de um paciente com Uulcera de dificil cicatrizacdo, o conjunto formado pela
seringa preenchida e agulha foi acoplado ao sistema extrusor de uma bioimpressora
3D Creality Ender-3 FDM (Bioender) (BioEdTech, Sado Paulo, Brasil), que realizou a
deposicdo do hidrogel com PRP incorporado sobre a superficie da ferida do
manequim, umedecida com algoddo embebido em cloreto de calcio a 2%, seguindo
0 mapeamento estabelecido e os parametros de maquina configurados no slicer.

O setup do posicionamento do extrusor, bem como a origem e orientacdo da
impresséo foram determinados no software de comando Pronterface.

O biocurativo foi finalizado com a asperséao de cloreto de célcio a 2% sobre a
area preenchida, visando melhor adeséo a ferida e consolidacédo do formato do filme

polimérico na superficie de estudo, completada apds 10 minutos.
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FIGURA 17 — Impressora extrusora utilizada na construcédo dos biocurativos personalizados (A) e

sistema de extrusdo com seringa e agulha como bico extrusor (B)

5.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo. Para
verificagdo da existéncia de normalidade na distribuicdo das amostras e suas
variancias, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk. Para comparagédo dos parametros
fisico-quimicos de umidade, reologia e densitometria, e averiguacao de significancia
das concentracfes plaquetarias, foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA one
way), procedida pelo teste post hoc de Tukey para dados paramétricos, e teste de
Kruskal-Wallis e teste de Student Newman-Keuls para andlise estatistica nao
paramétrica. O indice de significancia foi considerado quando p<0,05. Todos 0s

testes foram executados no software GraphPad Prism for Windows versao 5.0.

5.9 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis (FCL) — UNESP — Campus de Assis (Assis,
Sado Paulo, Brasil), e protocolado com registro na Plataforma Brasil (CAAE
39644820.9.0000.5401). A pesquisa foi conduzida de acordo com o0s parametros
legais, definidos na resolucdo n° 466, de 12 de Dezembro de 2012, do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Saude.
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo dos componentes do sangue total e PRP

A partir do sangue homogeneizado em tubos de anticoagulante citrato,
obteve-se o isolado de PRP de forma eficaz, com porgbes visualmente bem
definidas. A centrifugacéo dupla do sangue total, a separacao das fracdes de plasma
e células sanguineas apos a primeira centrifugacéo (400 g, 10 min), e a obtencéo do
PRP final ap6s a segunda centrifugacdo a 800 g durante 10 minutos, estédo

representadas sequencialmente na Figura 18:

FIGURA 18. Etapas de obtencado do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) a partir de dupla centrifugacéo
do sangue total. Separacéo do plasma e fragao de eritrdcitos, com formacgéo de zona de névoa na
interface (SETA) (A); Fragdo plasmatica com eritrécitos coletada do sobrenadante apés 12
centrifugacao (B); Purificagdo do plasma com sedimentagdo de eritrcitos residuais apos 22

centrifugacéo (C); Obtencéo do PRP isolado, equivalente ao terco inferior coletado apds 22

centrifugacéo (D)

O PRP oriundo do terco inferior da segunda centrifugacdo apresentou fator
de concentracdo plaquetaria (Fcp) de 339,4% (ou 3,394), levando-se em
consideracéo a relacdo entre a concentragdo plaquetaria basal e a concentragéo de
plaquetas no PRP (Tabela 1). A eficiéncia na recuperacdo do plasma (Eps) foi de
40,32%, ao passo que a eficiéncia de recuperacdo das plaquetas (Epyrre) foi de
27,37%. Paralelamente, a concentracéo leucocitaria verificada no sangue total foi de



90

4,73x107 leuc6citos/mL, enquanto ndo houve deteccdo no plasma centrifugado em

duas etapas.

TABELA 1. Parametros hematolégicos plaquetarios avaliados no isolamento do PRP

Parametro H NPTST NPTPRP VST VPLPS VPLST VPLPRP
(Unidade) (108/mL) (108/mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
Média 0,38+0,3 5,242,442  17,65+1,8 4 1 2,48+0,12 0,2

H = Hematdcrito; Nerst = Concentracdo Plaquetaria no sangue total; Nprerp = Concentracdo
Plaquetaria no PRP; Vst = Volume de Sangue Total; Vpps = Volume de Plasma no Sobrenadante;

VeLst = Volume de Plasma no Sangue Total; Ve pre = Volume de PRP apés a 22 centrifugacdo

A partir do protocolo adotado, constatou-se que as plaguetas permaneceram
integras durante as duas etapas de centrifugacdo. A quantificacdo de leucécitos e
plaguetas no sangue total e na amostra do concentrado de plaguetas apds a
segunda centrifugacéo (PRP) foi realizada de forma direta.

Por meio da andlise direta por contagem manual, verificou-se um aspecto
refratario das plaquetas quando identificadas em microscopio a partir da metodologia
de Rees-Ecker. Paralelamente, a coloracdo azulada dos nucleos segmentados de
neutrdfilos, linfécitos e basofilos obtidos pelo processo de contagem de leucécitos
com liquido de Turk, resultado da afinidade do azul de metileno presente na
composicdo do corante, permitiu a evidenciacdo e a identificacdo multipla em
sangue total, e bastante reduzida ou quase nula na amostra de plasma concentrado

apo6s a segunda centrifugacao.

6.2 Caracterizacao do hidrogel

6.2.1 Propriedades morfoldgicas e organolépticas

O material impresso e padronizado apresentou um aspecto visual aerado,
homogéneo e com textura continua. O disco impresso apresentou aspecto liquefeito
a 50°C, mantendo-se num escoamento suave e consolidando sua viscosidade em
temperatura na faixa de 34-37°C, ap0s resfriamento e reticulagdo com cloreto de

célcio a 2%.
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Ao adicionar CaCl2 ao hidrogel apds resfriamento, durante o teste de
esterilidade, observou-se uma retragdo do tamanho do disco, que teve inicio

instantaneo a partir de sua adicao (Figura 19).

FIGURA 19. Morfologia macroscopica de hidrogéis Alg-gel secos apos 36 (A), 48 (B), 72 (C) e 96

horas (D). Acervo préprio.

As configuracbes dos discos-molde de duas camadas foram
desconsideradas em razao da quebra da rede de hidrogel com minima manipulacéo.
As amostras de quatro camadas apresentaram propriedade viscoelastica estavel e
resistente, com boa plasticidade e maleabilidade e, fundamentalmente, preservando

de um leito Umido e fisicamente absorvente.

6.2.2 Propriedades quimicas do hidrogel

Quimicamente, o material apresentou um pH levemente acido em solucao
salina tamponada (PBS) pH 7,2. Para efeito comparativo, foi avaliada a acidez de
hidrogéis Alg-Gel preparados com agua deionizada (pH 5,7).

Para hidrogéis de padrao experimental preparados com PBS (pH 7,2), o pH
meédio obtido foi de 6,584 + 0,028, enquanto as amostras comparativas com agua
destilada e deionizada (dH20), de pH 5,7, apresentaram meédia geral de 5,579 +
0,281. Ambas as médias estdo proximas a acidez da faixa de pH verificada para a
pele (entre 5,5 e 6,5), com valor ligeiramente superior para as amostras em PBS,
considerando o desvio padréo. Os valores de pH monitorados foram medidos entre o
ponto inicial 30,8°C, onde o hidrogel apresentou um aspecto mais espesso, e

48,8°C, estado em que a blenda polimérica foi recém-preparada.
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As amostras de hidrogel demonstraram grande estabilidade quimica,
verificada a diferenca ndo significativa na variacdo de pH com o aumento de
temperatura (p>0,05) e a alta linearidade da curva perfil para o hidrogel preparado
com PBS (coeficiente angular = -0,001), de acordo com o grafico, evidenciando a

eficacia da capacidade tampéao do diluente.

FIGURA 20. Perfil comparativo dos valores de pH dos hidrogéis preparados com agua deionizada pH
5,7 (n=3) e tampé&o fosfato (PBS) pH 7,2 (n=3)
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6.2.3 Parametros fisicos de umidade

o Perfil de degradacdo dos hidrogéis

Apbs 24 horas de secagem, ponto de referéncia em trabalhos com hidrogéis
na literatura, houve remocao de agua equivalente a 29,96% de massa dos hidrogéis,
em média. Decorrido todo o periodo de analise dos hidrogéis multicamada (120
horas), a perda maxima de massa entre as amostras Alg-Gel foi de 92,75% em
relacdo ao material recém reticulado.

Neste caso, deve-se ressaltar a relevancia do processo de lavagem descrito,
gue cumpre a funcédo de manter as condi¢des de acidez no leito da ferida, bem como

a capacidade de incorporacao de umidade.
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FIGURA 21. Degradacao dos hidrogéis de alginato-gelatina em funcéo da perda de massa para
filmes secos durante 120 minutos (n=3) (A) e hidrogéis de quatro camadas impressos desidratados
ao longo de 120 horas (n=3) (B).
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o Conteudo de agua e dilatagdo dos hidrogéis

A hidratacdo dos discos de hidrogéis apos reticulacéo realizada em imerséo
em PBS resultou em uma dilatacdo volumétrica pronunciada e uma relacdo de
aumento de massa amostral em até 2,6 vezes (aumento de 260,5%) comparando-se
o filme fresco, demonstrando uma grande capacidade de retencdo de agua (Figura

22).

FIGURA 22. Perfil de dilatagcao temporal de hidrogéis Alg-Gel padrao, com a variacdo de massa
amostral (n=3) (A) e dilatac&o temporal (n=3) (B)
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O grau de intumescimento (Gl) das amostras foi crescente de forma
significativa até a primeira hora de imersdo em PBS. A avaliacdo deste parametro
demonstrou que as amostras contendo alginato 4% + gelatina 4% em solucéo,

podem absorver até 401,98% de sua massa.
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A andlise do processamento dos hidrogéis por lavagem demonstrou um
ponto de dilatacdo maxima de 2,58 vezes (258,3%), decorrida a primeira hora de
hidratacdo (Figura 23), em relacdo a massa do material seco apds 24 horas.

A variacdo da massa ao final das quatro etapas de lavagem (120 minutos)

foi, portanto, significativa (p<0,05).

FIGURA 23. Perfil de hidratacdo das amostras submetidas a lavagem em quatro etapas
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6.3 Caracterizacao reoldgica do hidrogel

A densidade absoluta do hidrogel a 25°C, aferida em picndmetro em
triplicatas (n=3), apresentou um valor médio de 1076,4 + 47,5 kg/m3 (ou 1,076 +
0,0475 g/cm3). Embora o resfriamento do material e a homogeneizagdo tenham
proporcionado a reducdo de bolhas do hidrogel, caracteristica ndo desejavel em
afericbes realizadas neste sistema de densitometria, a aeracdo foi observada de
forma aparente.

A determinacdo da viscosidade do hidrogel liquido utilizando-se o orificio
n°5, aplicado a fluidos com viscosidade superior a 310 cSt, forneceu um tempo
médio de escoamento de 28,28 + 6,72 segundos até o corte, ou inicio do
gotejamento do material. Desta forma, a viscosidade cinematica aparente meédia foi
calculada em 317,95 + 81,26 cSt.
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6.4 Printabilidade do material padronizado

A partir dos testes de impressédo realizados, obteve-se a configuracdo 4C
C35 P100 (Figura 24) como a formatacéo ideal do modelo teste para verificacdo do
potencial de impressdo do biogel como potencial biocurativo personalizado. A
configuracdo com 100% de preenchimento (C100) demonstrou alta fragilidade

interna do material, rompido facilmente com a manipulagéo.

FIGURA 24. Proje¢do do modelo-base digital do hidrogel de quatro camadas utilizado para avaliagéo
de parametros fisico-quimicos e mecéanicos a partir do software de fatiamento Simplify3D, simulando

extrusdo da primeira camada do disco impresso (A), e preenchimento completo da 22 camada, com a

32 camada em inicio de deposigdo (B). Acervo proprio.

A temperatura ideal de trabalho, ap0s o resfriamento e reticulagdo do
hidrogel, foi estabelecida em 35°C, ponto em que a viscosidade do hidrogel foi
suficientemente consistente, de modo que o material, ao ser acondicionado em
seringa do sistema de impresséo, ndo apresentasse vazamento do bico extrusor ou
pressdo insuficiente para extrudar o hidrogel para a superficie de impressdo como
resultado do aumento de viscosidade.

Os discos de hidrogel na configuracdo 4C C35 P100 apresentaram
excelente processabilidade e estabilidade de forma em temperatura ambiente, com
facil remocdo sem provocar desintegragdo de forma. Apesar da interferéncia
observada no fluxo de material ao longo da padronizacdo dos discos de hidrogel, a
presenca de bolhas decorrentes da mistura e composicdo da blenda polimérica nao

constituiu um fator limitante da resisténcia dos filmes impressos (Figura 25).
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FIGURA 25. Disco Alg-Gel base utilizado para analises na configura¢éo 4 camadas, 35% de
densidade de preenchimento (A). Disco impresso pés-reticulado na configuracdo 4 camadas 100%

densidade de preenchimento (B). Acervo proprio.

6.5 Avaliacao de integridade biologica dos filmes poliméricos

Os hidrogéis que ndo foram submetidos a irradiacdo UV (T0), para ambas as
dimensdes, apresentaram contaminacdo visivel e pronunciada apés incubagdo em
estufa. Desta forma, a incubacdo de discos com retencdo maior de umidade em
temperatura fisiolégica promoveu a estimulacdo do crescimento microbiano.

A inocuidade nao foi observada quando as amostras foram acondicionadas
em placas fechadas em razdo da retencdo de umidade interna. Nestes casos,
observou-se a contaminacdo generalizada das amostras, independentemente do
tempo de esterilizagéao.

A esterilizacdo das amostras de hidrogel de 1 cm demonstrou regularidade
na preservacdo da inocuidade do material ao longo dos pontos estudados.
Proporcionalmente ao tempo de exposicao, os discos sofreram maior desidratacao
(Figura 26).
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FIGURA 26. Efeito da esterilizagao por luz ultravioleta em fluxo laminar em quatro intervalos de tempo
(0, 30, 60 e 90 minutos) apés incubacao de hidrogéis (&= 1 cm) durante 48 horas para trés meios de

cultivo distintos. Acervo préprio.

AS - Agar Sangue; MH - Miiller-Hinton; PCA — Agar Plate Count

Em discos de 4 cm de didmetro submetidos a UV durante 30 minutos
(amostras T30), observou-se maior eficacia do processo de esterilizagdo em UV,
com menor contaminacdo observada, mantendo-se o material levemente Umido. As
amostras submetidas a 60 minutos de esterilizacdo (T60) apresentaram
contaminacdo pronunciada apés 48 horas (Figura 27). As amostras que
permaneceram durante 90 minutos sob luz UV apresentaram focos de contaminacao
distribuidos na amostra ap0s decorrido o tempo de experimento.

Em periodos de menor exposicdo a estufa (24 h), os filmes de 4 cm
apresentaram contaminacao apenas verificada em TO. A incubacédo das amostras
durante 48 horas a 35°C promoveu derretimento parcial de porcdes superiores do

hidrogel, razéo de contaminacdo das amostras.
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FIGURA 27. Efeito da esterilizacdo por luz ultravioleta em fluxo laminar em quatro intervalos de tempo

apos incubacao de hidrogéis (@= 4 cm) durante 48 horas em Agar Sangue (AS). Acervo proprio.

TO

T30

T60

T90

24 h

48 h

TO - Hidrogéis sem esterilizagéo, T30 - Hidrogéis esterilizados durante 30 minutos; T60 - Hidrogéis

submetidos a 60 minutos de esteriliza¢éo; T90 - Hidrogéis submetidos a 90 minutos de esterilizacdo

6.6 Sistema de escaneamento por reconstrucao de imagens

6.6.1 Reconstrucéao virtual das feridas

O molde proveniente da secao lateral da coxa de bonecos de enfermagem

utilizado na reproducédo da ferida profunda apresentou dimensfes de 140 mm x 77

cm x 36 mm (comprimento x largura x altura) (Figura 28A), enquanto a secéo

correspondente a ferida superficial foi aferida em 148 mm x 78 mm x 30 mm (Figura

28B).

As feridas virtuais consideradas no sistema de bioimpressao de curativos

personalizados apresentaram dimensdes de 85 mm x 15 mm x 3,5 mm

(comprimento x largura méaxima x altura) para a reproducdo de ferida profunda
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oriunda de laceracado/mutilacéo, e 100 mm x 65 mm x 1,0 mm, levando-se em conta

as extremidades das bordas da lesdo, para as escaras da porcdo anterior da coxa.

FIGURA 28 — Modelos de feridas virtuais da coxa de manequins de simulacdo de lesBes. (A) Regido

lateral da coxa com laceragédo profunda; (B) Sec¢édo anterior da coxa com Ulcera de pressao. Acervo

proprio.

Para a obtencdo das reproducdes virtuais dos modelos com acuracia e boa
reprodutibilidade de detalhes e texturas, foram necessérias 82 imagens do modelo
representativo de uma ferida profunda, e 88 imagens do modelo de ferida superficial.
A reconstrucdo por fotogrametria permitiu a geracdo de nuvens densas de pontos
oriundas da correlacdo entre as imagens (Figura 29) em elevada qualidade apés
cerca de 2 minutos de processamento, em computador desktop com processador
AMD fx-8300, 8 Gb de memadria RAM e placa de video AMD HD 7960 4 Gb.

FIGURA 29 — Modelos de ferida profunda e superficial (A e B) e constru¢éo de disperséo de pontos

de similaridade (C e D) em software de fotogrametria. Acervo proprio.
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A deteccdo das intersec¢cdes com o modelo real permitiu a reproducao
volumétrica e superficial em alta fidelidade (Figuras 30A e 30B), evidenciadas pela
modelagem das texturas parametrizadas em software (Figuras 30C e 30D).

A construcdo das simula¢cdes em malha triangular STL possibilitou a geracao
de formas tridimensionais complexas, ainda que apresentassem falhas pontuais
decorrentes de limitagdes no algoritmo de alinhamento das fotografias e capacidade
de processamento de maquina. A regido contendo a ferida profunda foi reproduzida
em 200.036 faces e 100.240 vértices, ao passo que o modelo contendo a ferida
superficial, mais irregular e detalhada com diferentes topologias, foi obtido em
477.070 faces e 239.378 vértices. Em qualidade média de modelagem, as
construgcbes foram obtidas em cerca de 2 horas de processamento, enquanto as
texturas em alta qualidade foram reproduzidas em até 6 horas apos a correlagéo.

FIGURA 30 — Geracao de modelos por fotogrametria e parametrizacao de texturas em ferida
profunda (A e C) e superficial (B e D). Acervo proprio.

6.6.2 Construgéao virtual do biocurativo

As feridas reconstruidas e isoladas do modelo virtual por recorte em
fotogrametria, exportadas como malhas triangulares para o 3D Builder foram



101

preenchidas anatomicamente com ajuste de geometrias tridimensionais em formato
de elipse, configuracdo que melhor se ajustou a cobertura do modelo real.

Cabe destacar que o dimensionamento da cobertura no 3D Builder
(comprimento x largura x altura) necessitou ser realizada em funcdo da escala
utilizada pelo software de fotogrametria. Assim, ao ser importado, o modelo de ferida
virtual reconstruida foi redimensionado para receber o preenchimento, sem alterar a
texturizagdo de sua superficie.

Desta forma, obteve-se 0 nivelamento completo do volume e da superficie
testados, adaptando a projecdo virtual as irregularidades do “tecido” original para
ambas as aplicacfes e garantindo as conformacdes anatbmicas que puderam ser

escalonadas para a bioimpresséo (Figura 31).

FIGURA 31 — Construgéo do modelo virtual de biocurativo para simulacao de lacera¢éo profunda.
Ferida reconstruida em texturas (A) e em malha triangular (B); Vista superior do preenchimento
anatdmico com cobertura ajustada virtualmente (C) e em formato STL (D); Vista lateral do biocurativo

(E). Acervo proprio.
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Tendo em vista a espessura e a formatacdo da ferida de Ulcera de presséo,
o modelo virtual do curativo foi concebido realizando a criagdo de suportes
imaginarios no software 3D Builder, por meio do recurso “extrudar para baixo” de
modo que a cobertura pudesse ser reproduzida levando em consideracdo a
topologia do tecido debridado e as por¢cdes de epitélio remanescente, tornando-a

mais representativa possivel (Figura 32B).

FIGURA 32 — Constru¢do do modelo virtual de biocurativo para simulacdo de escara superficial.
Ferida reconstruida em texturas (A) e representada em malha triangular com suporte (B); Vista

superior do preenchimento anatémico com cobertura ajustada virtualmente (C) e projecao do

preenchimento sobre a ferida (D). Acervo proprio.

O processamento do modelo digital do biocurativo, realizado no fatiador
PrusaSlicer, possibilitou o ajuste ideal dos parametros de impressao para ambos 0s
modelos, permitindo a observacédo das camadas de impressao, estimativa do volume
de filamento de material polimérico a ser utilizado e tempo de impressao, ajuste de
velocidade e pressdo de extrusdo, configuracdo da altura e densidade de
preenchimento das camadas de base e topo do preenchimento (Tabela 2).
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TABELA 2 — Parametros ideais de printabilidade para extrusdo dos biocurativos Alg-Gel + PRP

VARIAVEL

FERIDA PROFUNDA

FERIDA SUPERFICIAL

Configuracdes de Impresséo
Altura de camada (mm)
Altura da primeira camada (mm)
Numero de camadas totais

Parede vertical (camadas)

Parede horizontal (camadas)

Velocidade impresséo (mm/s)

Configuragdes de filamento
Didmetro do bico (mm)
Multiplicador de extruséo

Configuragdes daimpressora
Altura maxima impressao (mm)

Diametro bico extrusora (mm)

Limite altura camada (mm)

0,35
0,3
11
1
2 solidas (topo)

2 sélidas (base)
60 (perimetro)
80 (preenchimento)
20 (preench. solido)
15 (preench. topo)
60 (suporte)

30 (1@ camada)

250
1
0,08 (minima)

1 (méxima)

0,25
0,5

1 sélida (topo)

80 (preenchimento)
20 (preench. solido)
15 (preench. topo)
30 (12 camada)

0,5

250
1
0,08 (minima)

1 (méxima)

A partir dos volumes de preenchimento definidos pelo fatiamento e

segmentacdo dos modelos de ferida profunda e superficial (Figuras 33 e 34), foi

possivel definir a propor¢do de PRP incorporado como aditivo, seguindo a razéo 1

mL de PRP para cada 5 cm? de tecido lesionado.

Levando-se em consideracdo uma simulagcéo de tratamento personalizado

de um paciente com a concentracdo média de 17,65 x 102 plaquetas/mL de PRP,

determinada no item 6.1, o volume de preenchimento da laceracdo profunda da

coxa, com 478,54 mm?3 ou 0,478 cm? necessitaria da adicdo de, aproximadamente,

96 uL de PRP autdlogo ou 1,689 x 102 plaquetas distribuidas no scaffold do

biocurativo. Paralelamente, para a Ulcera de pressdo, com volume de 253,31 mms3

ou 0,253 cms, seria necessario, aproximadamente, 51 uyL de PRP autdlogo,
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equivalente a 8,942 x 107 plaquetas incorporadas na formulacéo do filme de hidrogel

para impressao.

FIGURA 33 — Fatiamento do biocurativo de ferida profunda no PrusaSlicer. Vista lateral do modelo

(A), fatiado na mesa de impressao (B) e distribuicdo do tempo de impresséo (C). Acervo Proprio.

FIGURA 34 — Formatacéo do fatiamento do biocurativo para ferida superficial no PrusaSlicer. Acervo

Proprio.

6.6.3 Bioimpresséo do biocurativo anatdémico

A prova de configuracdo dos parametros da bioimpressora, realizada com

creme facial comercial como padréo reoldgico demonstrou uma alta correspondéncia
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e assertividade do modelo virtual, preenchendo a ferida em sua quase totalidade
(Figura 35). O comportamento reolégico do hidrogel permitiu espalhamento por
regides do leito da ferida, cobrindo os pontos onde o0 creme impresso,

substancialmente mais consistente, ficou ausente.

FIGURA 35 — Adequacéo do modelo virtual de impresséo de ferida profunda com creme comercial

A velocidade de impressdo personalizada de acordo com a camada e nivel
de detalhamento, o mecanismo de atuacdo do conjunto extrusor e o diametro do
bico de extrusdo permitiram uma pressdo exercida de forma continua sobre o
émbolo, possibilitando uma distribuicdo continua e homogénea do material liquefeito,
sem falhas aparentes ou interrupcées em funcao da formacdo de vacuo no interior
da seringa.

Os tempos de preenchimento das feridas virtuais foram, respectivamente, de
1 minuto e 51 segundos para a ferida profunda, e 1 minuto e 36 segundos para a
ferida superficial. Tendo em vista a continuidade e uniformidade de extrusdo do
filamento de hidrogel, o bico de impressao ficou posicionado a cerca de 0,5 mm do
ponto de contato com o modelo de ferida para inicio de extrusédo, estabelecido de
acordo com o posicionamento das coordenadas absolutas de origem, na linguagem
G-Code (G92 X0 YO Z0 EO), necesséaria para reconhecimento da superficie de
impressao pelo software de comando Pronterface.

A biotinta impressa demonstrou boa adesividade superficial e estabilidade
apos reticulacdo. O espalhamento do agente reticulante sobre o leito da ferida,
assim como o jateamento sobre a superficie promoveram maior liga ao material e
contribuiram para uma gelificacdo mais rapida, consolidando a forma definida apos

resfriamento (Figuras 36 e 37).
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Os biocurativos resultantes apresentaram uma camada de adeséo (base) e
superficie (topo) bem definidas, formando um filme polimérico elastico em suas

porcBes mais externas, enquanto o interior apresentou aspecto fluidico e gelatinoso.

FIGURA 36 — Bioimpresséo do curativo para laceracédo. Preparo da superficie com cloreto de calcio

2% (A); Extrusédo do hidrogel sobre o ferimento tedrico (B); Reticulagéo da superficie por aspersao de
CaCl2 2% (C); Biocurativo anatémico (D)

FIGURA 37 — Bioimpressao do curativo para escaras. Superficie impressa (A); Adesédo do biocurativo

apos consolidagao da reticulagéo (B)
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7. DISCUSSAO

A associacdo de matrizes poliméricas com o plasma rico em plaguetas como
adjuvante tem se mostrado uma alternativa promissora na composicdo de
formulagBes de biotintas estaveis e adaptaveis a modelagem por impressao 3D por
extrusdo, e que oferecem risco minimo de rea¢Bes imunoldgicas ou contaminacgdes
virais, combinadas a um ambiente altamente concentrado em citocinas (Stessuk,
2016; Sadeghi-Ataabadi et al., 2016; Li et al., 2020; Kumar et al., 2021). Estudos
demonstraram a eficacia do emprego de filmes formados por blendas poliméricas e
PRP na modulacdo da fase inflamatoria, estimulo da fibroplasia e sintese de
colageno em modelos murinos e porcinos em feridas cutaneas experimentais,
resultando na restauracdo das caracteristicas dermo-epidérmicas do tecido nativo
(Caetano et al., 2015; Albanna et al., 2019; Barbu et al., 2021).

As perspectivas encontradas no cenario atual da padronizacdo de
metodologias de producdo automatizada em manufatura aditiva estdo atreladas aos
desafios na definicdo das proporcdes relativas de componentes para gelificacdo e
incorporagao efetiva do bioaditivo, no caso do PRP, bem como as propriedades
estruturais e fisico-quimicas da biomembrana submetida & impressdo 3D para
reproducdo dos componentes da microarquitetura da matriz extracelular em
resolucao eficiente para reproduzir a funcédo biolégica (Murphy & Atala, 2014;
Bierhalz et al., 2017; Morgan et al., 2020; Campos & Blaeser, 2021).

Tendo em vista as consideragfes, 0 presente estudo propds-se a
estabelecer as bases metodologicas para construcdo de um produto autdlogo
baseado na proposicdo de um biocurativo polimérico personalizado a partir da
padronizacdo e desenvolvimento de um sistema acessivel de escaneamento de
feridas virtuais a partir de fotogrametria, empregando, como prova de conceito,
simulagbes de lesbes profundas e superficiais em individuos saudaveis projetadas
em membros inferiores de modelos de bonecos anatbmicos de enfermagem, com
intuito de adequar, testar e verificar a eficiéncia do processo.

Como biomaterial amplamente utilizado em aplicacées de TERM, o PRP tem
sido proposto como alternativa em procedimentos clinicos, seja na formatacdo de
gel ou aditivo de arcabougos (scaffolds) biodegradaveis que mimetizam a matriz
extracelular de tecidos para promover o estimulo regenerativo em feridas

traumaticas (Santos, 2017; Stessuk et al., 2020; Kharaziha et al., 2021). Pesquisas
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de carater basico e experimental suscitam a necessidade de padronizacdo de
protocolos que visem otimizar a eficacia terapéutica decorrente do uso do PRP,
compreendendo as vias de acdo dos fatores de crescimento plaquetérios e
eliminando divergéncias decorrentes da qualidade e manutencdo da integridade
plaquetéaria a partir do material coletado, bem como a ativacdo efetiva para alcance
de resultados uniformes e reprodutiveis (Jo et al., 2013; Marques et al., 2015;
Teixeira et al., 2018; Dos Santos et al., 2021; Oneto & Etulain, 2021).

A configuracdo de centrifugacdo adotada no presente experimento, com
centrifugacdo crescente (400 e 800 g) forneceu um fator de concentracdo
plaguetaria (Fcp = 3,39) representativo de aproximadamente trés vezes superior a
concentracdo no sangue total das amostras, e 4,41 vezes a concentracdo basal
estabelecida nos valores de referéncia, compativeis com o indice de enriquecimento
plaguetario aos niveis observados na literatura, sugeridos por autores em
proporcdes de 3 a 5 vezes a concentracdo basal (Franco et al., 2012; Jo et al., 2013;
Liao et al.,, 2019; Stessuk et al., 2020). Tais constatacbes possuem importancia
crucial na consolidacdo e garantia de efichcia da metodologia de isolamento do
PRP, dada a inexisténcia de padronizacdo quanto ao numero de etapas e
velocidade de centrifugacéo, pontos de divergéncia em abordagens terapéuticas do
PRP para o tratamento de feridas (Marques et al., 2015).

A auséncia de leucécitos detectaveis na fracdo de PRP oriundo de dupla
centrifugacdo esta possivelmente associada a quantidade pequena de amostra
obtida. A concentracédo de plaquetas acompanhada da reducdo da concentracao de
leucdcitos constitui um indicador da integridade da atividade de coagulacéo,
precursora do processo regenerativo, ao passo que uma elevada concentracao
leucocitaria demarca uma atividade proé-inflamatéria e, portanto, indicativa de
cicatrizacdo (Arora et al., 2016). Em concentracdes basais, os leucocitos atuam na
modulacdo imunoldgica e citoquimica por meio da liberacdo de fatores de
crescimento, espécies reativas e proteases para neutralizacdo de antigenos, porém
ao custo de lesdes teciduais decorrentes destas interacdes (Reed & Clark, 1985;
Stessuk et al., 2016).

A leucodeplecao verificada no protocolo utilizado mostra-se uma alternativa
viavel na prevencéao e reducéo do processo cicatricial in vivo e, de forma sinérgica, a
elevada concentracao de plaquetas no PRP contribui para o estimulo de fibroblastos

e queratinocitos, fundamentais na recomposicdo tecidual de feridas, em menor
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intervalo de tempo (Delong et al., 2012; Xian et al.,, 2015; Stessuk et al., 2016).
Desta forma, quando incorporadas ao scaffold polimérico Alg-Gel, base do biofilme
curativo proposto, as plaquetas séo ativadas pelo ion bivalente de calcio presente no
reticulador cloreto de calcio (CaCl2), um dos principais agentes eliciadores da
degranulacdo plaquetaria, possibilitando a inducdo e progressdo da cascata de
coagulacéo por efeito dos fatores de crescimento secretados, neoangiogénese e
recrutamento de células proliferativas (Mazzocca et al., 2012; Faramarzi et al., 2018;
Stessuk et al., 2020).

Biologicamente, as biotintas que empregam PRP podem permitir a utilizacéo
e a aplicacao de terapias autélogas personalizadas, promovendo, com a secre¢ao
de fatores de crescimento, o estimulo regenerativo com resposta imune minimizada.
Sob o ponto de vista quimico, a producdo de blendas Alg-Gel representa uma
combinacéo polimérica acessivel e versatil que alia a geracdo de suportes biolégicos
homogéneos e estaveis como propriedades oferecidas pelo alginato, e fornecimento
de sitios de biocompatibilidade para plaguetas, por meio dos peptideos
componentes da gelatina (Sarker et al., 2014; An et al., 2018; Park et al., 2018).

Assim como validado por Faramarzi e colaboradores (2018), a printabilidade
de uma biotinta associando alginato a PRP foi verificada com a fabricacdo de
diferentes estruturas adaptaveis, de forma que o composto possa ser empregado em
sistemas de bioimpresséo 3D baseados em tecnologia FDM. A composic¢éo alginato-
gelatina na proporg¢ao de mistura a 8% m/v, definida metodologicamente, apresentou
excelente printabilidade e estabilidade de forma. O comportamento viscoelastico
permitiu a aplicacdo de uma pressdo de extrusdo que possibilitou a deposicao
constante do material, resultante da interconexdo entre as cadeias poliméricas, que
nao seriam alcancadas em hidrogéis de componente Unico.

Conforme verificado em estudos desenvolvidos por Mondal et al. (2019),
foram avaliados os parametros de printabilidade de hidrogéis de alginato em
diferentes faixas de concentracédo (3,25 — 4%) e gelatina a 4% em solucao de blenda
polimérica, as formulagbes que utilizam alginato como componente principal em
concentracbes menores do que 4% apresentam viscosidades extremamente baixas,
comprometendo a definicho estrutural na impressdo, enquanto elevadas
concentracbes requerem elevadas pressfes de extrusdo ao custo da menor
viabilidade celular e plaquetaria em decorréncia da alta taxa de cisalhamento (Nair et

al., 2009; Zhao et al., 2015). A adicdo de gelatina, além da reconhecida
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bioadesividade, confere integridade e maior elasticidade ao hidrogel pela
potencialidade de reticulacdo em temperatura de impressdo (Pan et al., 2016).
Paralelamente, a utilizagdo de elevadas concentracbes de gelatina (>10%) reduz a
acuracia da impressdo em funcdo da agregacdo de peptideos, comprometendo a
compatibilidade em associacdo com o alginato (Giuseppe et al., 2018; Wang et al.,
2019). O posicionamento do bico de impressdo sobre a superficie foi compativel
com o comportamento de hidrogéis Alg-Gel estudados por Alruwaili et al. (2019),
onde a espessura do filamento de hidrogel extrudado através do bico de impressao
aumentou com diminuicdo da distancia relativa a superficie de impresséao, resultando
em um espalhamento lateral do material.

Durante a padronizacdo da blenda polimérica, com a formacéo da rede Alg-
Gel, o preparo da solucédo de gelatina realizado com necessidade de resfriamento
prévio do solvente (PBS), de modo a evitar a degradacéo dos peptideos de adeséo,
possibilitou a observacdo do comportamento do soluto como uma solugdo suspensa
sobre o alginato, sendo incorporada pela homogeneizacdo apds equilibrio térmico,
em concordancia com a caracterizagao realizada por Nooeaid et al. (2017). No
contexto macroscoépico visual, a incorporacdo da gelatina promoveu clarificacdo da
mistura apO0s homogeneizacdo. O aspecto levemente opaco dos hidrogéis foi
resultado da interacdo do PBS com o0 agente reticulante, corroborando com as
propriedades organolépticas verificadas por Li e colaboradores (2018).

A retracdo dos discos observada na adicdo do CaClz pode ser explicada
pelo principio de reticulacdo das cadeias do alginato, por meio do qual a estrutura
guimica do polimero torna-se mais compacta, conforme relatado por Alruwalili et al.
(2019). Paralelamente, a retencdo de agua também foi observada durante a
consolidacéo do crosslinking do hidrogel, verificada sua natureza hidrofilica.

Em concordancia dos resultados do presente trabalho com o que foi descrito
no trabalho de Koga e colaboradores, envolvendo o estudo de biogéis associados a
Aloe vera, filmes poliméricos de alginato submetidos ao processo de poés-tratamento
com reticulante cloreto de célcio apresentam menor solubilidade em agua e sao
suficientemente flexiveis para acompanhar estiramentos e dobramentos do tecido
epitelial durante movimentos, na aplicabilidade como biocurativos (Pereira et al.,
2013). Ademais, o ion presente no reticulante mantém a hemostasia e auxilia na
promocdo da cascata de coagulacdo, estimulada pela incorporacdo do PRP
(Rathinamoorthy & Sasikala, 2011; Koga et al., 2018).
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No ambito fisiolégico, a capacidade das amostras em absorver agua
constitui uma variavel de relevancia para predicdo do volume de fluido absorvido
pelo biocurativo em contato com feridas exsudativas, essencialmente na fase
inflamatoéria, bem como para manutencao da umidade do meio e liberacéo de fatores
e compostos de propriedade bioativa (Barros et al., 2020). Como requisito essencial
para a eficacia do processo regenerativo, a determinacdo da umidade do material
visou caracterizar a capacidade de retencao e suporte a liberacdo de exsudatos da
ferida e metabdlitos pelas plaquetas, mantendo o leito imido e integro em relacéo as
propriedades bioativas promovidas pela aplicacdo do biomaterial, fornecendo
hidratacdo e superficie para trocas gasosas, envolvendo o oxigénio e o0 gas
carbonico (Chung et al., 2013; Szekalska et al., 2016).

A avaliacdo do intumescimento dos discos de hidrogel permitiu inferir que,
apos a primeira hora de hidratacdo, a solubilizacdo dos componentes do hidrogel
ocasionou a reducdo da capacidade de dilatacdo, perfil fisico-quimico compativel
com o observado por Siqueira et al. (2019). O aumento proporcional de 401,98% da
massa dos hidrogéis foi compativel com o potencial de absor¢cdo do alginato
verificado nos estudos de Barros (2020), onde a preparacdo de membranas oriundas
da formulacdo de blendas de latex-alginato a 15% apresentou um Gl de 479,5%. A
constatacdo do menor grau de intumescimento do produto estudado pelo presente
trabalho encontra-se vinculada a presenca de uma fracdo de gelatina, altamente
hidrofilica e facilmente solubilizada, em igual proporcdo de alginato. A relacdo de
componentes poliméricos na mistura para formacdo de hidrogéis estd em
concordancia com a abordagem de Li et al. (2018) para as misturas alginato-
gelatina. Amostras constituidas por alginato puro em sua composicdo apresentam
um potencial de retencdo de até 900% quando imersas em tampao fosfato salino
(Pasparakis & Bouropoulos, 2006), porém carecem de printabilidade e potencial
bioadesivo, atribuido pela adicdo de gelatina, conforme implementada na
metodologia deste trabalho.

A dilatacdo maxima de 258,3% decorrida a primeira hora de hidratacdo em
relacdo a massa do material seco apds 24 horas corrobora as observacdes acerca
da relacdo tempo-dependente observada por Aroguz et al (2014), onde foi atingido o
ponto de maxima dilatacdo de 250% em hidrogéis alginato-gelatina na proporgéao 1:1
apos 8 horas de hidratagcdo, demonstrando a recomposi¢cao da capacidade absortiva

do material em funcdo do caréater higroscopico, mesmo apos secagem (Saarai et al.,



112

2013). Apesar da variacao significativa de aumento de massa apés a lavagem dos
discos, a leve reducao verificada entre a terceira e quarta etapas de lavagem (90 e
120 minutos) evidenciou a solubilizacdo do polimero na presenca do meio de
lavagem, saturando seu potencial retencdo de umidade e promovendo a
desestabilizacdo estrutural do material por quebra da reticulagdo (Garms et al.,
2019).

A construgdao de um modelo de teste baseado em curativos circulares
permitiu, portanto, simular o comportamento do biomaterial frente a exposi¢ao ao
ambiente, bem como reproduzir as variacdes nas condicdes fisico-quimicas as quais
a superficie de uma ferida real encontra-se submetida. A obtencéo de biofilmes de
natureza levemente acida em temperatura fisiologica compativel com a condi¢céo
quimica do tecido lesionado, conforme verificado na andlise dos hidrogéis
analisados neste presente trabalho, visam promover a estimulacdo do fluxo
sanguineo, ao mesmo tempo em que 0 preparo em solucdo tampado auxilia na
manutencdo de variagbes pequenas no pH do material, prevenindo o leito do
ferimento de possiveis contaminacdes, especialmente as infeccbes de origem
fungica e bacteriana (Varaprasad et al., 2020).

Como um dos fundamentos na proposicdo de um biocurativo ideal, a
capacidade de protecéo de feridas frente a acdo bacteriana € primordial na inibicéo
da propagacdo de microrganismos e reducdo da inflamacgéo local (Jayakumar et al.,
2011). Para que um filme polimérico possibilite a recomposi¢do de uma ferida local
em condicOes fisiolégicas adequadas, faz-se necessaria a garantia de esterilidade
do material, isentando um local lesado de possiveis infec¢cdes ou contaminacdes no
momento de aplicacdo do produto. Dentre os métodos disponiveis para a
esterilizacdo de biofilmes de origem polimérica, como o6xido de etileno e
calor/autoclavagem, foi utilizada a irradiacdo UV, responsavel por promover a
fotocura de hidrogéis em aplicacbes que envolvem a modificacdo dos polimeros
empregados como matriz na preparacéo de filmes (Marreco et al., 2004).

Em esterilizacdo prolongada, a radiacdo UV promove quebra de ligacbes
quimicas, gerando produtos de degradacdo que podem estar associados a
liqguefacdo que foi verificada nos hidrogéis esterilizados durante 90 minutos de
exposicao, segundo proposto por Gupta et al. (2013) e Lorson et al (2020). Somada
a este fator, uma reticulacao ineficiente ou incompleta pode constituir-se um fator de

solubilizagéo dos filmes de hidrogel para esta faixa de temperatura (Wang et al.,
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2019; Varaprasad et al., 2020). Ademais, em diametros superiores de cobertura (4
cm) sobre nutrientes disponibilizados pela placa de cultura ao longo de 48 horas, a
superficie de exposicdo do filme é mais ampla, facilitando o espalhamento de
microrganismos no leito do material.

Os resultados apresentados para os trés meios de cultura em discos
experimentais de hidrogel de 1 cm e discos padrao (4 cm) sdo compativeis com as
observacdes de Koga et al. (2018), onde ficou demonstrado o efeito esterilizante do
UV durante 24 horas de incubacdo, com contaminagdes verificadas apenas nas
amostras controle (T0). Desta forma, ao empregar um meio de cultivo enriquecido de
amplo espectro para microrganismos fastidiosos e com atividade hemolitica, néo-
seletivo e diferencial como o agar sangue, ficaram evidenciadas a sensibilidade dos
hidrogéis nao esterilizados previamente, e a resisténcia a contaminantes de origem
externa as amostras submetidas a radiacédo UV.

As avaliacfes qualitativas e quantitativas dos parametros do hidrogel e o
sistema de extrusdo, viabilizadas pelos estudos no modelo de teste e que
caracterizaram a validacdo da biotinta como material printavel, seguindo os critérios
propostos por Groll et al. (2019) e Varaprasad et al. (2020), forneceram as diretrizes
para que a combinacdo Alg-Gel + PRP pudesse ser escalonada para uma
metodologia primordial de escaneamento baseada na mimetizacdo de um modelo
real em arquivos tridimensionais digitais.

O sistema de projecdo de um biocurativo polimérico personalizado,
fundamentado na construcdo de modelo a partir da combinacgéo de fotografias de um
ferimento teo6rico em diferentes angulos, em substituicdo aos scanners, constitui uma
alternativa viavel, versatil, barata e com amplo espectro de aplicacdes, dadas as
condicdes de hardware, necessitando apenas de aparelho celular ou maquina
fotografica e computador com softwares de fotogrametria.

De acordo com o proposto por Schonberger et al. (2016), os algoritmos de
matching (ou combinag¢ao) de imagens dos softwares de fotogrametria possibilitam a
geracdo de um modelo acurado com uma tiragem minima de 20 fotografias.
Entretanto, a sensibilidade de iluminagdo, sombra, rugosidade e transparéncia do
alvo podem gerar uma insuficiéncia de similaridades, distorcendo a projecéo final. A
relacdo recomendada de 50 a 80 fotografias retiradas em posi¢cOes variadas ao redor
do objeto de interesse garantiram uma sobreposicdo adequada, como foi verificado

em ambos os exemplos de lesdo estudadas.
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Como prova de conceito bastante eficaz, ainda que rudimentar, a
metodologia de “protoescaneamento” demonstrou excelente adaptabilidade,
especialmente em superficies onde o preenchimento é dificultado. A adequacédo do
sistema para producdo dos biocurativos poliméricos em feridas superficiais e
profundas em membros inferiores forneceu modelos que apresentam boa
correspondéncia as dimensdes do curativo real, especialmente quanto ao volume da
forma e, por conseguinte, permite determinar com precisdo o volume necessario de
PRP a ser utilizado e isolado do sangue do préprio paciente.

A manufaturabilidade da metodologia encontrou no tempo de processamento
de maquina para realizacdo de correlacdes entre as imagens, na definicdo do
namero ideal de fotos requerido para reconstrucdo da heterogeneidade da regido
lesada e a necessidade de tratamento do modelo para definir a regido a ser
preenchida e promover a interface material-tecido constituiram os principais desafios
na geracdo de um modelo virtual fidedigno.

Ademais, a projecdo de feridas em extremidades com proeminéncias em
formato de paradbola ou elipse (cotovelos e joelhos, por exemplo) demanda a
modelagem organica da superficie curva por planificacdo, reduzindo a acuracia do
método e para o qual haveria a necessidade de utilizacdo de um sistema robético de
dispensacdo em cinco eixos e uso de algoritmos de reconhecimento para
treinamento em superficies irregulares visando o direcionamento da trajetéria dos
extrusores, como estudado por Fortunato et al. (2021).

Desta forma, o sistema tridimensional padronizado para as provas de
conceito em aplica¢cBes topicas mostrou-se melhor adaptado a feridas profundas em
superficies distais de articulacbes (bracos e pernas, por exemplo). As vantagens dos
sistemas portateis, como a capacidade de modelar cirurgicamente a lesdo para
obtencdo da estrutura desejada, a manuseabilidade cirdrgica que possibilita a
deposicao de material dentro de fissuras ou sob saliéncias, e a construcao do tecido
de substituicdo a critério do manipulador ficaram evidenciadas na metodologia
proposta, a exemplo dos estudos em modelos planares de tecidos in situ, realizados
por Hakimi et al. (2018).

Trabalhos anteriores justificaram a bioimpressdo como uma ferramenta util
para a fabricacdo de substitutos biomiméticos de pele para regeneracéo de feridas.
Sistemas de associacdo de escaneamento e bioimpressdo foram relatados por

recentes pesquisas em diferentes sitios de incidéncia de lesdes, como a
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reconstituicdo de tecidos moles e matriz 6ssea da regiao craniofacial pela aplicacéo
de biomascaras personalizadas, com indice de reparo de até 80% (Moncal et al,
2021). Lee et al. (2013) demonstraram o uso de um sistema robotico livre de contato
com a superficie biolégica formado por dispensadores capazes de distribuir
gueratindcitos e fibroblastos em alta densidade celular e em altas resolucgdes.

Um sistema de dispensacdo baseado em multiplos bicos extrusores para
deposicao in situ e delivery de fibroblastos e queratindcitos a partir de uma blenda
carreadora composta por colageno e fibrinogénio em regibes escaneadas por
imageamento em aparelho portatil a laser, foi proposto por Albanna et al. (2019).

Trabalhos envolvendo a construcdo de hidrogéis para propésito terapéutico
a partir de modelos virtuais escaneados foram descritos para plataformas de
impressao integradas envolvendo fotopolimerizacdo (Li et al., 2021). Ao mesmo
tempo, ainda sdo escassos 0s trabalhos que envolvem a incorporacédo de plaquetas
aderidas a scaffolds biomiméticos bioimpressos por escaneamento obtidos a partir
de biopolimeros (Derakhshanfar et al., 2018; Faramarzi et al., 2018; Wei et al.,
2019). O presente trabalho apresentou-se como uma alternativa promissora,
acessivel e inédita na utilizacdo de PRP, fontes de fatores de crescimento,
incorporadas em uma matriz polimérica anatémica obtida por extrusdo, com acuracia
e resolucéo aliadas ao menor investimento em equipamentos.

A integragdo com a bioimpressora possibilitou o fornecimento dos
parametros de material, como o volume requerido para o preenchimento da regido a
ser regenerada, permitindo a adequacdo das propor¢cdes dos componentes
poliméricos (alginato e gelatina) e bioativos (PRP) do biocurativo.

No contexto da crescente evolugédo do surgimento de solugdes que utilizam
a impressao 3D como meio e finalidade no desenvolvimento de novas tecnologias
voltadas para medicina regenerativa, a proposta de um biocurativo associado a
componentes bioativos autdlogos modelados em scanner sob medida para uso
clinico, desenvolvido a curto prazo, representa uma contribuicdo inovadora no
ambito do tratamento de Ulceras cutaneas de dificil cicatrizacdo, como pacientes
com Ulceras de pé (diabetic foot ulcers) e Ulceras de pressdo em pacientes
acamados por longos periodos (decubitus ulcers).

O ineditismo desta proposta justifica-se pela portabilidade da metodologia
abordada e o menor custo de operacionalizacdo em hardware, empregando-se

matérias-primas biodegradaveis e componentes bioativos. Como processo de facil
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operacédo a profissionais de saude, a projecdo de uma membrana polimérica a partir
de modelagem de uma ferida virtual, capturada utilizando um sistema portatil de
escaneamento baseado em fotogrametria a partir de aparelhos celulares representa
uma alternativa de grande acessibilidade a médicos e enfermeiros, a beira do leito
do paciente, ainda que estes ndo disponham de conhecimento técnico em
informatica ou engenharia.

A funcionalidade podera permitir a elaboracéo de curativos de baixo custo e
de minimo risco imunoldgico tratando-se de uma associacdo de polimeros inertes e
biocompativeis a um material biolégico autélogo, gerando um produto exequivel, a
curto prazo, de potencial incorporacéo a clinicas privadas e ao SUS.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, € possivel propor que a
blenda polimérica Alg-Gel + PRP, como proposta de biocurativo para composi¢ao de
biotintas utilizadas em aplicacdes tépicas com feridas de dificil cicatrizacao,
demonstrou-se uma alternativa promissora do ponto de vista quimico, biolégico e
tecnolégico.

A natureza hidrofilica com manutencdo de umidade, caracteristica
fundamental na prevencdo de desidratacdo, aliada a compatibilidade quimica
levemente acida com o pH observado no leito de uma ferida, garantem a hemadstase
e 0 suprimento de oxigénio para estimulo regenerativo, credenciando esta
formulacdo como um biomaterial ideal para formulacdo de uma biotinta. Ademais, a
menor bacterioscopia observada em hidrogéis irradiados com UV durante 30
minutos ressalta a inocuidade do material aplicado sobre uma superficie, sobretudo
em uso topico do produto aqui proposto.

A printabilidade e a versatilidade da composicdo com o PRP autélogo
possibilitaram a proposicdo de um método seguro, acessivel e personalizado de
construcdo de biocurativos biodegradaveis e adesivos para aplicacdo tépica, sem
provocarem danos teciduais por desbridamento do tecido circundante, como
verificado em curativos comumente empregados em sistemas de saude, como a

gaze.
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8. CONCLUSAO

A partir das observacgoes e resultados obtidos, conclui-se que a metodologia
padronizada e automatizada para impressdo de biocurativos de alginato-gelatina e
Plasma Rico em Plaquetas na forma de hidrogéis constitui uma proposta
reprodutivel, biocompativel e potencialmente segura para aplicagéo terapéutica.

A blenda Alg-Gel na concentracdo 8% m/v em solucéo constitui uma biotinta
viavel como potencial biocurativo a base de um hidrogel polimérico, estavel quando
reticulada e livre de contaminagcdo quando esterilizada previamente. A
biocompatibilidade com os atributos fisioldégicos e parametros fisico-quimicos da pele
na condi¢do de um ferimento, como o pH e a capacidade de retencdo de umidade, a
inocuidade do material quando exposto a fotocura por curtos periodos em
esterilizacdo em UV aliadas a printabilidade do material em impressora de extrusao,
garantem uma geometria estdvel com uma grande plasticidade na definicdo e
preenchimento de superficies.

Ademais, o sistema de reproducéo da ferida demonstrou-se uma alternativa
bastante promissora e acessivel ao escaneamento de alto custo, utilizando cameras
de aparelho celular e softwares de fotogrametria que permitiram a deteccédo de
profundidade e area de superficie e adequacdo de modelos escaneados para
impressao de biocurativos sob medida, dadas as condi¢cdes de aprimoramento da
técnica, principalmente quanto as limitacbes de tempo de processamento dos
modelos virtuais e aperfeicoamento da técnica a tecidos com lesdes delimitadas por
superficies de geometria arredondada em regifes articulares de movimento
continuo, como ombros, joelhos e cotovelo.

Como prova de conceito, o processo biotecnolégico descrito abre novas
perspectivas de aplicacdo de tratamentos personalizados para cada paciente e tipo
de ferida frente a um cenario onde a demanda mundial encontra nas tecnologias de

Manufatura Aditiva uma nova fronteira na Medicina Regenerativa e Translacional.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Caracterizacdo mecéanica do material — Perfil de tenséo-deformagédo para

avaliar a estabilidade do material, visando aplicacao terapéutica em paciente

Avaliacdo de porosidade — Verificagdo da adesédo das plaquetas ao suporte

de hidrogel, por andlise em microscopia eletrdnica de varredura
(USP/Ribeiréo Preto)

Caracterizacdo de qgrupos quimicos por meio de espectroscopia Raman

(UEL/Londrina) — Verificacdo da eficacia de construgdo da blenda alginato-
gelatina, por meio de deteccdo de grupos e ligagcdes quimicas, bem como
presenca de metabdlitos liberados pelas plaquetas aderidas ao

suporte/scaffold
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11. ANEXOS

11.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) para coleta de sangue

(RESOLUCAO N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012)

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa “Estabelecimento de um
processo biotecnolégico com emprego de manufatura aditiva para producdo de biocurativos
resultantes da associacdo de gel de alginato-gelatina com Plasma Rico em Plaquetas (PRP) definidos
morfologicamente a partir de escaneamento de Ulceras cuténeas virtuais”, sob a responsabilidade do
pesquisador Caetano Pedro Evangelista Ribeiro, RG n° 40.187.532-5. Este termo devera ser elaborado
em duas vias. Depois de lido, rubricado e assinado, uma via ficara em poder do sujeito ou de seu
representante legal e a outra via em poder do pesquisador responsavel.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias
e Letras — UNESP/Campus de Assis. Qualquer divida quanto aos aspectos éticos poderdo ser

esclarecidas no telefone (18) 3302-5607 ou pelo e-mail cep@assis.unesp.br, ou diretamente com o

pesquisador no telefone (18) 3302-5856 ou e-mail caetano.ribeirol@gmail.com

A pesquisa sera realizada com o sangue total oriundo de procedimento de coleta por puncao
venosa, com uso de seringa devidamente esterilizada. O material serd utilizado em uma pequena
quantidade, necessaria para concentracdo de plaquetas. Neste procedimento, serdo obtidas trés
aliquotas Unicas de 10 mL de sangue, volume-base para a obtencdo do Plasma Rico em Plaquetas. O
sangue coletado serd levado para o nosso laboratério, que esta qualificado para a separacdo e
isolamento do Plasma Rico em Plaquetas (PRP). As plaquetas obtidas serdo concentradas por método
de centrifugacdo e depois serdo incorporadas em um hidrogel suporte de alginato-gelatina, para
verificacdo da adesdo, compatibilidade e estabilidade em meio a estes componentes. Estas informacdes
sdo importantes para que, a partir deste estudo, seja possivel ou ndo utilizar estas plaquetas para
formulacdo de um biocurativo que atuara no processo de regeneragdo de feridas cutaneas utilizando
material proveniente do préprio paciente, minimizando assim, os riscos de rejeicdo imunologica.

O seu médico j& esclareceu ao Senhor(a) os riscos e beneficios do procedimento de coleta do
sangue. Nds ndo participaremos desta etapa, apenas utilizaremos o material coletado para estudo
cientifico. Se o(a) Senhor(a) concordar em ceder uma amostra de sangue, ndo havera risco nenhum
para a sua saude e integridade fisica, pois todo o estudo seré feito em laboratério, de forma controlada
e segura.

Sua identidade serd mantida em sigilo pelos pesquisadores, sendo utilizados apenas os dados

necessarios para esta pesquisa, tais como, faixa etéria, condi¢bes de saide, alimentacdo e quantidade
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de elementos presentes no sangue (concentracdo de plaquetas e leucdcitos). Informamos ainda que 0s
resultados deste estudo serdo publicados em uma revista cientifica, mas, repetindo, sua identidade sera
mantida em sigilo.

O(a) Senhor(a) pode a qualquer momento desistir da doacdo do material, mesmo depois de ter
assinado este termo de consentimento. O(a) Senhor(a) deve estar a vontade para fazer qualquer
pergunta sobre este estudo, podendo entrar em contato, a qualquer momento, com o pesquisador

responsavel cujo nome, telefone e enderec¢o esté abaixo colocado:

Pesquisadores responsaveis: Caetano Pedro Evangelista Ribeiro
Fone (14) 998726871

Endereco: Rua Atilio Toloto, 809 — Ourinhos/ SP, CEP: 19914-212

CONSENTIMENTO

Eu, , RG: , abaixo assinado, concordo

em participar, como sujeito, da pesquisa “Estabelecimento de um processo biotecnolégico com
emprego de manufatura aditiva para producdo de biocurativos resultantes da associacdo de gel de
alginato-gelatina com Plasma Rico em Plaquetas (PRP) definidos morfologicamente a partir de
escaneamento de Ulceras cutaneas virtuais”. Fui devidamente informado(a) e esclarecido pelo
pesquisador Caetano Pedro Evangelista Ribeiro sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos,
assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido,
ainda, que posso retirar meu consentimento a qualgquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade.

Declaro, ainda, que () concordo / () ndo concordo com a publica¢do dos resultados
desta pesquisa, ciente da garantia quanto ao sigilo das minhas informagbes pessoais e ao meu
anonimato.

Local e data , de de

Assinatura

Eu, Caetano Pedro Evangelista Ribeiro, pesquisador responsavel pelo estudo, obtive de
forma voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido do sujeito/representante legal para a

participacdo na pesquisa.

Assinatura do Pesquisador



