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RESUMO

A busca por maior longevidade e qualidade de vida impulsiona o desenvolvimento de
alternativas para o reparo de tecidos vivos danificados. Nesse contexto, destacam-se 0s
biomateriais, especialmente os hidrogéis, polimeros hidrofilicos obtidos a partir de fontes
naturais e renovaveis. Estes possuem aspectos cruciais para o segmento em questdo,
essencialmente quando combinados a refor¢os poliméricos ou de outras classes de
materiais, procedendo na formagdo de compositos capazes de serem utilizados na
engenharia de tecidos. O trabalho almejou a confecgdo de scaffolds, baseados em uma
matriz de alginato de sodio (AS) contendo hidroxiapatita (HA), vislumbrando
aplicabilidade na regeneracdo de tecidos, através da impressdo 3D. Este ¢ um processo
favoravel a fabricacdo de matrizes teciduais. A priori, foram aperfeicoados os
fundamentos de impressao, bem como a concentracdo de AS e de HA, chegando em
ambas as concentracdes otimizadas de 10% (m/v). Depois da padronizagdo, os scaffolds
foram produzidos utilizando uma impressora 3D, cujos parametros de impressdo foram
bem definidos. Apds as impressdes, tornou-se necessaria a inser¢dao, por 24h, das
amostras a temperatura ambiente, em recipientes contendo 1,0% (m/v) de cloretos de
Ca*", Fe?*, Mg?" ou Cu**, apresentando boa reprodutibilidade quando imersos em cloreto
de calcio. Em relacdo as propriedades hidrofilicas, verificou-se que a matriz de alginato
de calcio, em agua deionizada e em diferentes valores de pH (2, 4, 5, 6, 8 e 10), sofre
reticulagdo fisica por ions Ca** e HA, sendo dependente do pH, atingindo o estado de
equilibrio em apenas 30 minutos (Q = 112 % para os scaffolds de alginato de calcio puro
e Q = 53 % para os scaffolds contendo HA). Ademais, as observacdes espectroscopicas
confirmam a incorporacdo de HA na matriz polimérica. Em rela¢do as propriedades
mecanicas, a incorporagdo de HA promoveu um discreto aumento na rigidez, resisténcia
e tenacidade (aproximadamente 0,3 para 0,5 MJ/m?®) e modulo de Young (de
aproximadamente 0,014 para 0,020 MPa) e da tensao de ruptura (de 0,06 para 0,08 MPa)
dos scaffolds. Além de reducdo da elongacdo maxima na ruptura (cerca de 470 para
410%). As técnicas de DRX e MEV-EDX confirmaram a incorporacdo da HA,
evidenciada pelo aumento da cristalinidade dos compdsitos, mudanca das propriedades
morfologicas superficiais e presenca de fosforo (P). Os resultados indicam que os

scaffolds estudados tém potencialidade de aplicacdo em regeneracao Ossea.

Palavras-chaves: alginato, bioimpressao, compositos, hidroxiapatita, regeneracao ossea.



ABSTRACT

The pursuit of greater longevity and improved quality of life has driven the development
of innovative strategies for repairing damaged living tissues. In this context, biomaterials,
particularly hydrogels, have attracted significant attention due to their hydrophilic nature
and their potential to be derived from natural and renewable sources. These have crucial
aspects for this segment, essentially when combined with polymeric reinforcements or
other classes of materials, proceeding in the formation of composites capable of being
used in tissue engineering. This work aimed at the fabrication of scaffolds, based on a
sodium alginate (AS) matrix containing hydroxyapatite (HA), envisioning applicability
in tissue regeneration through 3D printing. This is a favorable process for the fabrication
of tissue matrices. Initially, the fundamentals of printing were improved, as well as the
concentration of AS and HA, reaching optimized concentrations of 10% (w/v) for both.
After standardization, the scaffolds were produced using a 3D printer, whose printing
parameters were well defined. After printing, it was necessary to immerse the samples at
room temperature for 24 hours in containers containing 1.0% (w/v) of Ca?*, Fe**, Mg?*,
or Cu?* chlorides, showing good reproducibility when immersed in calcium chloride.
Regarding hydrophilic properties, it was found that the calcium alginate matrix, in
deionized water and at different pH values (2, 4, 5, 6, 8, and 10), undergoes physical
crosslinking by Ca* and HA ions, being pH-dependent, reaching equilibrium in only 30
minutes (Q = 112 % for pure calcium alginate scaffolds and Q = 53 % for scaffolds with
HA). Furthermore, spectroscopic observations confirm the incorporation of HA into the
AS matrix. The incorporation of HA promoted a slight increase in the stiffness, strength,
and toughness (from 0.3 to 0.5 MJ/m?®) and Young's modulus (approximately 0.014 to
0.02 MPa) and tensile strength (around 0.06 to 0.08 MPa), as well as a reduction in
deformation (approximately 470 to 410%) of the scaffolds. XRD and SEM-EDX
techniques confirmed the incorporation of HA, evidenced by the increased crystallinity
of the composites, alteration of the surface morphological properties and by the presence
of phosphorus (P). The results indicate that the scaffolds studied have potential

applications in bone regeneration.

Keywords: alginate, bioprinting, composites, hydroxyapatite, bone regeneration.
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1. INTRODUCAO

A manufatura aditiva, também denominada de impressdo 3D, originou diversas
técnicas de biofabricacdo, principalmente na ultima década, na qual obteve maiores
avangos. Tendo em vista a possibilidade do uso de diversos materiais, sele¢ao de células
para fabricagdo de bioestruturas e munido do conceito de manufatura aditiva, o termo
biofabrica¢do passou a ser frequentemente associado a bioimpressao (VAZ, 2021).

As técnicas de manufatura aditiva vém gerando crescente interesse, por conta de
suas principais caracteristicas: queda do custo de produ¢ao, expansao do conhecimento e
das possibilidades de aplicagdes. Na area da satde, essa tecnologia ¢ considerada
revolucionaria, podendo ser utilizada em diversas situagdes, como a bioimpressao de
orgdos e tecidos, desenvolvimento de proteses personalizadas, implantes, modelos
anatomicos e até mesmo em pesquisas farmacéuticas que envolvem triagem de principios
ativos (OLEKSY, DYNAROWICZ ¢ AEBISHER, 2023; RANDAZZO et al., 2016,
SCHUBERT, LANGEVELD, VAN e DONOSO, 2014). Mesmo com muitas
possibilidades de aplicagdo, a bioimpressao 3D ¢ comumente vinculada ao transplante de
orgdos. Este € o Uinico tratamento para o estagio final da faléncia de 6rgdos, como coragdo
e figado.

A bioimpressao 3D deriva da impressao 3D, que consiste em formar objetos a
partir da deposicao e sobreposi¢ao de multiplas camadas, podendo ser realizadas a base
de polimeros, metais, ceramicas, liquidos e até mesmo células (SCHUBERT et al., 2014).
Por sua vez, a saude dos ossos influencia diretamente a qualidade de vida e diversos
fatores vém aumentando a demanda da reparacdo osteocondral, que ¢ um defeito na
cartilagem de uma articulagdo e no osso subjacente. Dentre os fatores, destacam-se os
danos relacionados ao crescente nimero de lesdes esportivas, traumas de acidentes,
patologias congénitas e ndo congénitas (SEOL, et al., 2013).

O tecido 6sseo pode se recuperar naturalmente quando ocorrem fraturas
milimétricas. Entretanto, para extensdes maiores, o reparo espontaneo nao recupera a
forma ou funcionalidade natural do osso. Os enxertos 0sseos tém sido, tradicionalmente,
realizados por meio de transplantes de tecidos 0sseos. No entanto, hd varios problemas
na utilizacdo, tanto de aloenxertos (transplante entre individuos geneticamente diferentes,
de uma mesma espécie) quanto autoenxertos (material retirado do proprio corpo do

paciente), incluindo infec¢des e respostas imune patogénicas para o primeiro caso € a



morbidade do sitio doador e a quantidade limitada de tecido dsseo utilizavel para o
segundo caso (VURAL, et al., 2024).

A engenharia de tecidos surge como promissora alternativa em casos de perda
ossea, superando problemas de rejeicdo e escassez de doadores. Combinando estruturas
3D, os scaffolds, células e materiais com alta propriedade hidrofilica, que mimetizam o
ambiente aquoso vivo, a engenharia de tecidos busca solu¢des duradouras e funcionais
para regeneracao Ossea. Hidrogéis vém sendo amplamente estudados como matrizes 3D
por serem sistemas promissores para cura e regeneracdo de tecidos danificados,
justamente por serem altamente permedveis e facilitar o transporte de nutrientes e
metabolitos (PAYANDEHJOO; KWOK, 2023).

Os polissacarideos sdo estruturas muito versateis, permitindo o carregamento de
moléculas sinalizadoras (fatores de crescimento, biomoduladores, medicamentos, etc.) e
uma interagdo com componentes inorganicos. Dentre eles, o alginato de sddio (AS) ¢ um
polissacarideo natural, biocompativel, extraido de algas marinhas, injetavel e
biodegradavel, sendo composto pelos meros B-D-manuronato e o-L-guluronato, e
conhecido por formar géis na presenga de cations bivalentes. Dadas essas caracteristicas,
esse polimero tem sido amplamente utilizado como carreadores de farmacos e fatores de
crescimento, encapsulamento celular, € como scaffolds em aplicacdes na engenharia de
tecidos. No entanto, este polissacarideo apresenta limitagdes para aplicacdo como tecido
0sseo, como auséncia de sitios de ligacdo celular ou interagdes com o tecido receptor,
limitando sua funcionalidade a longo prazo. Estas sdo prejudicadas, tanto pela
desintegragdo na implantacdo desses hidrogéis, quanto pelas baixas propriedades
biomecanicas. A hidroxiapatita (HA) ¢ comumente utilizada na regeneracdo de tecido
0sseo, devido a sua similaridade quimica com o componente inorganico da matriz 6ssea
e por apresentar biocompatibilidade, osteoindugdo, osteoconducdo e osteointegracao.
Portanto, seu uso pode contribuir para superar algumas das limitagdes apresentadas pelo
AS (SOUSA, et al., 2025; FATEMA, 2025; SEZEN, 2025).

Como mencionado anteriormente, o uso da impressao 3D em engenharia de tecido
¢ promissor, sendo uma metodologia que auxilia na regeneragcdo 6ssea, mimetizando as
propriedades do osso mineral, fornecendo a construgdo dssea e proporcionando
orientagdes de crescimento tecidual. Para uma regeneracdo oOssea bem-sucedida, as
matrizes devem estar totalmente interconectadas, capazes de degradar de forma
controlada, apresentando aumento na difusdo de oxigénio e transporte de nutrientes, além

de promover as células fixacdo, proliferacdo e formagdo tecidual (ALVES, 2024). Em
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muitas aplicacdes clinicas, onde hé suporte de carga, a integridade estrutural ¢ de suma
importancia para a regeneracgao tecidual.

A relevancia deste estudo estd em desenvolver solugdes precursoras de AS,
refor¢cadas com HA, e utilizar impressdao 3D na tentativa de sintetizar scaffolds que
possuam propriedades adequadas para uso em reparagodes teciduais Osseas. Pretende-se
entender a influéncia da quantidade de HA como refor¢o na matriz de alginato de calcio
(AC). Esse projeto visa também estudar os fons Ca*?, Fe™?, Mg e Cu*? como agentes
reticuladores, possibilitando a comparacao entre eles, almejando-se o entendimento e
controle das diferentes propriedades estudadas. Com isso, acredita-se que esse Trabalho

de Graduagao possa contribuir para a area de conhecimento inerente a0 mesmo.

2. JUSTIFICATIVAS

A justificativa para este trabalho se baseia na possibilidade de contribuir para o
avanco cientifico na area da saude. Espera-se compreender como a quantidade de HA e
tipo de reticulador podem influenciar nas propriedades fisico-quimicas de scaffolds com
potencialidade de aplicagdo em regeneracdes teciduais. O grupo de pesquisa vem
desenvolvendo trabalhos relacionados ao desenvolvimento de metodologias para
obtencdo de solucdes precursoras, baseadas em diferentes polissacarideos, com
propriedades adequadas para bioimpressao 3D para diferentes aplicagdes, dentre elas, as
voltadas para a drea médica.

Os resultados tém demonstrado que estes scaffolds tem propriedades fisico-
quimicas e tecnologicas inovadoras, que nos motiva a continuar esta investigacao,
visando sua aplicagd@o. Esta linha de pesquisa esta intimamente ligada as areas prioritarias
definidas pelo MCTI (Portaria MCTIC n°® 1.122/2020, com texto alterado pela Portaria
MCTIC n° 1.329/2020), mais especificamente na area de Tecnologia para Qualidade de
Vida (Saude), sobrepondo com o setor de Biotecnologia dentro de Tecnologias
Habilitadoras. Em relagdo aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, preconizados
pela ONU, este trabalho est4 diretamente relacionado ao Objetivo 3 (Boa Satde e Bem-

Estar).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. BIOMATERIAIS E ENGENHARIA TECIDUAL

Ferimentos, lesdes e condi¢des de satide adquiridas ou inatas sdo os principais
fatores responsaveis por causar danos ou deficiéncias em tecidos e 6rgaos. Devido a atual
caréncia de 6rgaos disponiveis para transplante, estdo sendo exploradas novas solugdes,
com o intuito de reduzir a crescente lista de espera de pacientes. A area que se destaca
como tendo grande potencial de diferenciacdo ¢ a medicina regenerativa, um campo que
resulta da combinagdo da biologia das células-tronco, terapias celulares, terapia genética,
transplante de 6rgaos, biomateriais e engenharia de tecidos (DAAR, 2013).

Além disso, material biologico deve apresentar biocompatibilidade, isto &,
manifestar uma resposta apropriada a sua aplicacdo, manter-se biologicamente estavel,
ser passivel de esterilizagdo, desprovido de toxicidade, inflamagdo ou propriedades
carcinogénicas, e exibir caracteristicas mecanicas compativeis com a sua finalidade. E
viavel categorizar esses materiais em duas principais classes: naturais (como fibras
proteicas e polissacarideos) e artificiais (tais como metais, ceramicas e polimeros). Ainda,
podem ser classificados como materiais absorviveis ou temporarios (por exemplo, suturas
e enxertos) e estaveis ou permanentes (como valvulas cardiacas, proteses de articulagdes
e implantes 6sseos metalicos) (RATNER et al., 2013).

Desde o final do século passado, pesquisas dentro da area de materiais biologicos
tétm demonstrado grande potencial para oferecer alternativas mais viaveis aos
procedimentos cirurgicos, relacionados a tecidos, implantes e proteses. Nesse contexto,
os biomateriais desempenham um papel crucial. Na engenharia de tecidos, células sdo
cultivadas em ambientes controlados e, posteriormente, inseridas em uma estrutura
sintética (conhecida como matriz suporte), que ¢, depois, implantada no paciente. O
objetivo da engenharia de tecidos ¢ estimular o desenvolvimento de um tecido saudavel,
a medida que a matriz de suporte se decompde, permitindo a formagao gradual de novo
tecido (PIRES, BIERHALZ ¢ MORAES, 2015).

Scaffolds sao definidos como estruturas 3D com a finalidade de atuar como
suporte para o crescimento das células e a regeneragao dos tecidos (SULTANA, COLE e
STRACHAN, 2024). Este deve cumprir as necessidades mecanicas do tecido em que ¢
implantado, facilitar a adesdo e multiplica¢ao das células, possuir uma taxa de degradagao

compativel com a formacgao de novos tecidos, e seus produtos de degradacdo nao devem
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ser prejudiciais ou desencadear respostas inflamatorias toxicas. A porosidade ¢ um
aspecto fundamental a ser considerado. O tamanho ideal dos poros estd diretamente
relacionado ao tamanho das células, que varia de acordo com o tipo celular e a aplicagao
especifica. Além disso, a rigidez do material utilizado no scaffold também deve ser
avaliada. No caso de polimeros, por exemplo, a estrutura do scaffold ¢ mais flexivel,
permitindo que as células atravessem, mesmo com poros de menor tamanho. Quando
implantado com as células, o scaffold passa a ser denominado de "comstruct" ou
dispositivo (ALVES, 2024).

Os biopolimeros sdo amplamente disponiveis na natureza e seus produtos
resultantes da degradacdo sdo compativeis com organismos vivos € ndo causam
toxicidade, tornando-os seguros para a criagdo de biomateriais. Além disso, eles sdo
economicamente vidveis e podem ser obtidos, a partir de fontes renovaveis (ALVES,
2024). Na medicina regenerativa, esses materiais t€ém diversas aplicacdes, como no
tratamento de lesdes cutdneas e na administracdo controlada de substancias
medicamentosas, entre outras. Isso se deve a sua capacidade de se decompor
naturalmente, ser bem tolerado pelo corpo, possuir semelhangas com a estrutura
extracelular e promover a cicatrizagdo de feridas. Outrossim, os polimeros naturais
contém grupos funcionais, como amina, carboxila e hidroxila, que podem ser facilmente
modificados por meio de processos quimicos (como hidrolise, oxidacdo, reducao,
esterificacdo, ligacdo cruzada etc.) e enzimaticos. Isso permite a interacdo com outras
moléculas, levando a producdo de uma ampla variedade de produtos com propriedades
personalizaveis. Um exemplo relevante de polimero natural na drea médica € o AS, um
polissacarideo linear de elevada massa molecular, obtido principalmente a partir das
paredes celulares de varias espécies de algas marinhas pardas (PIRES, BIERHALZ e
MORAES, 2015).

Materiais ceramicos, tais como HA, vidros que promovem bioatividade e fosfato
tri calcico, tém sido amplamente empregados na area médica, especialmente para
promover a restaura¢do de ossos. Estes materiais exibem compatibilidade com tecidos
vivos e capacidade de condugdo de crescimento 0sseo, devido a sua semelhanca estrutural
com a parte mineral dos ossos. Adicionalmente, os ions célcio, liberados pelas estruturas
ceramicas, estimulam a mineralizagdo das células formadoras de osso (osteoblastos) e
contribuem para a regeneracao do tecido 6sseo. Contudo, a fragilidade inerente a esses
materiais torna desafiadora a sua adaptacdo na produgdo de implantes, o que limita a sua

utilizacdo (LI et al., 2023; SEOL, et al., 2013).



O uso de compositos surge como um método que possibilita aproveitar as
propriedades, tanto do polimero, quanto da ceramica, visando obter materiais com alta
rigidez e alta tenacidade. Tais compdsitos podem possuir matriz ceramica ou polimérica,
desde que apresentem poros para atender os requisitos bioldgicos para regeneragao

tecidual (PEROGLIO, 2007).

3.2. ALGINATO DE SODIO (AS)

E um polissacarideo, obtido a partir de algas marrons da classe Phaeophyceae,
bem como de bactérias Pseudomonas e Azotobacter. Ele constitui um copolimero
composto por cadeias lineares, que incluem segmentos rigidos e flexiveis. Estas cadeias
lineares consistem em unidades monossacaridicas de acido f-D-manurdnico (conhecido
como bloco M) e a-L-gulurénico (referido como bloco G), que se encontram conectadas
por ligagdes glicosidicas do tipo a (ver Figura 1). A cadeia polimérica do AS pode ser
constituida exclusivamente pelo bloco M, somente pelo bloco G ou por uma combinagdo

de ambos (FERNANDES, 2020).

Figura 1. Estrutura quimica do polissacarideo AS.
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Fonte: (LEE e MONEY, 2012)

Além das caracteristicas mencionadas anteriormente, o AS € reconhecido por ser
ndo téxico e biocompativel, desde que utilizado em concentracdes adequadas. Em
concentragdes elevadas, entretanto, pode apresentar toxicidade celular, evidenciando a

importancia da realizag@o de testes de citotoxicidade. O material também se destaca por
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sua resisténcia a altas temperaturas e por possuir custo relativamente acessivel. Ademais,
os grupos funcionais hidroxila e carboxila presentes em sua estrutura despertam interesse
em aplicagdes que demandam materiais com elevada capacidade de captura, uma vez que
conferem a cadeia polimérica notdvel afinidade para absorver e reter agua e outras
substancias (FERNANDES, 2020).

Quando inserido em solu¢des que contenham ions divalentes, como o Ca™, 0 AS
manifesta a capacidade de, imediatamente, criar hidrogéis compativeis com o ambiente
biologico, com uma estrutura semelhante a matriz extracelular de tecidos vivos. Isso
possibilita diversas aplicacdes na area de engenharia de tecidos, na administracdo de
substancias bioativas e medicamentos, na estimulacdo da multiplicagdo celular e na
aceleragdo do processo de cicatrizagdo de feridas (TAVAKOLI et al, 2019). Vale
destacar que a propor¢do de unidades G/M influencia as caracteristicas fisicas dos
hidrogéis. Consequentemente, hidrogéis derivados de AS que contenham uma maior
propor¢ao de unidades G se tornam mais rigidos, enquanto aqueles com uma maior
propor¢ao de unidades M se tornam mais flexiveis (FERNANDES, 2020).

Entretanto, quando aplicado ao tecido 6sseo, o AS apresenta algumas limitagdes,
como auséncia de locais para fixacdo celular, propriedades biomecanicas fracas e
interacdes com o tecido natural, o que impede o uso de AS a longo prazo em tecidos
Osseos. Portanto, o uso de HA como componente de reforgo pode contribuir para superar

algumas dessas potenciais limitagdes (BARROS et al., 2019).

3.3. HIDROXIAPATITA (HA)

E um dos materiais mais empregados em estudos relacionados & regeneracio de
tecido Osseo. Ela pode ser encontrada na forma de um mineral natural, um componente
dos ossos e pode ser produzida de maneira sintética, sendo facilmente fabricada sob a
forma de p6. Uma das primeiras publicagdes que descreveu as aplicagdes biomédicas
desse material envolveu a compressao a quente do p6 de HA, em modelos utilizados em
experimentos biologicos. Desde entdo, tem sido amplamente utilizada em pesquisas,
visando desenvolver materiais para fins biomédicos. No entanto, existem indicios de que
o nacar utilizado em implantes durante a pré-historia pode ter alcangado sua eficacia,
devido a presenca da HA, uma vez que foi comprovado que o carbonato de célcio presente
no nacar tem a capacidade de converter solu¢des de fosfato em HA (RATNER et al.,

2013).



Portanto, ela ¢ o componente mineral natural presente no tecido Osseo,
representando de 30% a 70% da sua massa, enquanto na forma sintética exibe
caracteristicas de compatibilidade bioldgica e integracdo Ossea. Essas propriedades,
juntamente com sua notavel capacidade de captar moléculas, conferem a HA um notavel
suporte para a liberacao prolongada de agentes anticancerigenos no tratamento de tumores
0sseos. Simultaneamente, ¢ eficaz na remog¢ao de metais pesados em ambientes aquaticos
e solos contaminados (NISHIYAMA et al., 2016). Possui formula minima Cas(PO4)3;0H,
podendo ser escrita como Cajo(PO4)s(OH)2, mostrando que hd 2 unidades na célula

unitaria. A estrutura cristalina da HA esta representada na Figura 2.

Figura 2. Estrutura cristalina da HA.

Fonte: (KAY, YOUNG e POSNER, 1964)

Sua estrutura permite substituicdes catidnicas e anionicas isomorfas com grande
facilidade, sendo referida como capaz de incorporar metade dos elementos da tabela
periddica em sua estrutura, sendo essa uma de suas mais importantes propriedades. Todas
as substituicdes podem alterar a cristalinidade, os parametros de rede, as dimensodes dos
cristais, a textura superficial, a estabilidade e a solubilidade dela que, por sua vez, alteram
a degradacdo e o comportamento in vivo (GUASTALDI e APARECIDA, 2010).

Devido sua facilidade nas substituicdes catidnicas ¢ aniOnicas, atua como
reservatorio de calcio e fosforo nos organismos vivos, regulando diferentes ions nos

liquidos corporais por meio de sua liberacao e armazenamento.



3.4. HIDROGEIS

Podemos descrever os hidrogéis como materiais poliméricos compostos por
estruturas 3D com alta afinidade pela agua. A atragdo pela agua se deve a existéncia de
grupos com carga elétrica. Estas estruturas 3D podem ser formadas por interagdes fisicas
ou ionicas, ou entdo através de ligacdes quimicas (FERNANDES, 2020).

Quando os hidrogéis sdo reticulados fisicamente, eles costumam manifestar uma
menor resisténcia e uma estabilidade de longo prazo reduzida. Por outro lado, quando sao
reticulados por meio de reagdes quimicas, tendem a demonstrar estabilidade e
propriedades mecanicas superiores. No entanto, ficam limitados pela toxicidade que
algumas substancias iniciais da sintese interagirem com as células e os medicamentos,
resultando em efeitos indesejaveis para aplicagdes médicas (DRAGAN e DINU, 2019).

Devido as propriedades hidrofilicas dos hidrogéis, quando entram em contato com
a agua ou algum liquido aquoso, eles intumescem, ou seja, aumentam consideravelmente
seu volume. Inicialmente, as moléculas de dgua sdo atraidas para as regides polares da
estrutura, hidratando-as por meio de interacdes eletroestaticas. Posteriormente, as
moléculas do solvente internas a matriz interagem com as moléculas externas, facilitando
a difusdo para o interior do hidrogel. Além disso, ocorre um fendmeno osmotico que
direciona o solvente do ambiente circundante para o interior, até que o ponto de saturacao
ou equilibrio seja alcancado. Nesse momento, as forgas osmoticas e eldsticas
(relacionadas a expansdo da cadeia polimérica) se igualam, atingindo o estado de
equilibrio (FERNANDES, 2020).

Os precursores de materiais para sintetizar hidrogéis podem ser categorizados
quanto a sua origem, seja natural, sintética ou semissintética (FERNANDES, 2016).
Normalmente, hidrogéis obtidos a partir de polimeros de fonte natural sdo preferidos em
aplicacdes biomédicas, por conta de suas propriedades bioativas, capacidade de
degradacao bioldgica, compatibilidade com organismos vivos e semelhangas na estrutura
com a matriz extracelular. Devido a sua rapida taxa de expansdo, habilidade de ajuste da
superficie, controle sobre a estrutura porosa, resisténcia ao calor e facilidade de
permeabilidade e difusdo, esses materiais tém encontrado aplicagdes em diversos setores
tecnologicos notaveis, incluindo tecnologia alimentar, engenharia de recursos hidricos,
tratamento de agua e efluentes (incluindo a remog¢do de ions metalicos, residuos de
medicamentos e corantes prejudiciais), agricultura, medicina, dentre outros campos

(SINHA e CHAKMA, 2019).



Na area da biomedicina, os hidrogéis t€ém a capacidade de serem empregados no
controle da dosagem de medicamentos a patamares terapéuticos ideais, aprimorando a
eficdcia dos tratamentos e minimizando a frequéncia das doses, consequentemente
diminuindo a toxicidade associada (ALVES, 2024; ZHENG, 2025). Na engenharia de
tecidos, esses materiais podem ser aplicados, devido a sua estrutura altamente porosa,
comparavel a de um osso. Sua afinidade pela dgua favorece a aderéncia das células,
enquanto a sua semelhanga com a matriz extracelular permite o transporte de nutrientes,
a manutencao do equilibrio interno e o apoio ao crescimento, a multiplicacdo ¢ a

especializacdo das células (FERNANDES, 2020).

3.5. IMPRESSAO 3D DE BIOMATERIAIS

A manufatura aditiva, também denominada de impressdo 3D, originou diversas
técnicas de biofabricagdo, principalmente na ultima década em que obteve maiores
avangos. Tendo em vista a possibilidade do uso de diversos materiais, sele¢ao de células
para fabricagdo de bioestruturas e munido do conceito de manufatura aditiva, o termo
biofabricagdo passou a ser frequentemente associado a impressao de biomateriais (VAZ,
2021).

As estratégias de fabricacdo aditiva tém despertado interesse crescente, devido as
suas principais caracteristicas, que incluem a redu¢do dos custos de produgdo e a
ampliacao do conhecimento e das possibilidades de aplicagdo (ALVES, 2024). Na esfera
da saude, essa tecnologia ¢ vista como inovadora, com a capacidade de ser aplicada em
diversas situagdes, como a criagdo de 6rgaos e tecidos por meio de impressao, a fabricagao
de proteses sob medida, a producdo de implantes, a elaboragdo de modelos anatomicos e
até mesmo em pesquisas farmacéuticas, voltadas para a selegdo de ingredientes ativos
(OLEKSY, DYNAROWICZ e AEBISHER, 2023; RANDAZZO et al, 2016;
SCHUBERT, LANGEVELD, VAN ¢ DONOSO, 2014).

Apesar das inimeras oportunidades de aplicacdo, a tecnologia de impressdao 3D
de biomateriais frequentemente estd associada ao campo dos transplantes de 6rgaos. Isso
ocorre, porque, atualmente, o transplante representa a Unica terapia vidvel para tratar
casos avancados de insuficiéncia de 6rgaos, como o coracdo e o figado. De acordo com o
RBT, existe uma enorme lista de espera por 6rgaos no Brasil. Essa situagdo, combinada
com a escassez de doadores no mesmo periodo, evidencia a relevancia da impressao 3D

de biomateriais como um possivel recurso para reduzir as extensas filas de espera.
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Contudo, para efetivar esse cendrio, serd necessario um esforco significativo. Além disso,
¢ crucial o desenvolvimento de outras aplicagdes para essa tecnologia. Um exemplo ¢ a
customizagdo de tratamentos, onde a partir de informag¢des médicas e células de bidpsias,
passa a ser viavel produzir estruturas personalizadas e conduzir experimentos de
medicamentos e terapias especificas (VAZ, 2021).

A tecnologia de impressdo 3D, conhecida como impressdo 3D de biomateriais, ¢
uma evolucdo da impressdo 3D convencional. Nesse método, os objetos sdo criados
através da construcao progressiva de diversas camadas, utilizando materiais que variam
desde polimeros, metais, ceramicas e liquidos, at¢ mesmo células. Quando aplicada a
criagdo de estruturas bioldgicas, essa técnica recebe o nome de impressao 3D de
biomateriais. O processo de fabricagdo pode ser detalhado em uma sequéncia de etapas,
iniciando-se com a modelagem CAD e a geragdo de um arquivo no formato STL. Em
seguida, ocorre a fase de fatiamento, durante a qual um software ajusta parametros
especificos para gerar um arquivo no formato GCODE. Apos isso, o arquivo ¢ importado
para o software que controla a impressora. Finalmente, o processo de fabricacdo ¢

executado, culminando na obten¢ao da estrutura final.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo desenvolver e caracterizar scaffolds de hidrogéis
de AC incorporados com HA, produzidos por bioimpressao 3D, visando sua aplicagdao

como substitutos de tecido Osseo.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver metodologia adequada e reprodutivel de obtencdo de matrizes
scaffolds 3D impressas, a partir de AS reticulado com ions bivalentes (Ca?*, Fe?",
Mg?" ou Cu*") e HA;

e Caracterizar as propriedades hidrofilicas, através da determinacdo do grau de
intumescimento em meios com diferentes pHs;

e (Caracterizar as propriedades espectroscopicas e morfologicas utilizando as

técnicas de FTIR, MEV e EDX, respectivamente;
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e Estudar as propriedades estruturais pela técnica de DRX e mecanicas a partir de

medidas de tragao.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. MATERIAIS

O AS (Mv: 85.000 g/mol) foi fornecido pela Cromoline Quimica Fina, enquanto
a HA, com tamanho médio de particula de 5 um (nanoXIM.HAp202), foi adquirida da
Fluidinova S.A. J4 o cloreto de célcio anidro (CaClz) (MM: 110,99 g/mol) foi obtido da
Vetec Quimica Fina. Todos os reagentes foram empregados conforme recebidos, sem a

realizacdo de etapas adicionais de purificagao.

5.2. OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE IMPRESSAO

ApoOs varios testes iniciais, a solucdo com concentracao de 10% (m/v) de AS se
mostrou a mais adequada, Figura 3. O parametro de analise foi a viscosidade da solugdo
e testes de impressdo. Estas solu¢des foram obtidas utilizando dgua deionizada como
solvente, agitacdo mecanica e temperatura ambiente.

Em seguida, HA foi adicionada em diferentes concentragoes (2,5%, 5,0% e 10%
(m/v)), utilizando agitagdo mecanica (aproximadamente 800 rpm), visto que a adig¢do dela
desencadeia um aumento da viscosidade, embora esse incremento de viscosidade ndo foi
tao significativo a medida que se aumentou a quantidade de HA na solugdo. Utilizando o
mesmo critério adotado para os scaffolds de AS, a concentracdo mais promissora de HA
foi de 10%, pois proporciona melhor adequagdo a viscosidade que, para essa
concentragdo, ¢ de 1211 Pa.s (LEE, 2021), da solugao obtida e favorece a realizagao dos

testes de impressao (Figura 4).
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Figura 3. Fotografia digital de uma solu¢ao de AS em 4gua deionizada.

Fonte: Elaboragdo propria

Figura 4. Fotografia digital de uma solucdo de AS e HA em 4gua deionizada.

Fonte: Elaboragdo propria

Depois, o UltiMaker Cura 5.5.0 (software fatiador), com parametros de impressao
otimizados (Tabela 1), foi utilizado, atendendo os requisitos do projeto. Os modelos
(Figura 5) foram gerados baseados em estudos prévios realizados pelo Grupo de
Compositos e Nanocompositos Hibridos (UNESP/FEIS).

No que diz respeito a impressora 3D de biomateriais, ela consiste, praticamente,
numa impressora 3D tradicional, alterada no cabegote, onde é colocado um sistema de
compressdo de um émbolo e de uma seringa, mantendo-se a extrusao, decorrente de um
motor de passo, que “injeta” a solugdo pela extrusora, tornando-se necessaria, apenas,

uma nova interpretacdo do significado de cada parametro no novo modo, Figura 6.

13



Tabela 1. Parametros da impressao 3D.

Pariametros AS10 HA2,5 HAS HAI10

Velocidade de extrusdo (mm/s) 8 7 7 7
Numero de camadas 5 5 5 5

Diametro do bico (mm) 0,4 0.4 0,4 0,4

Temperatura de extrusdo (°C) 25 25 25 25

Multiplicador de extrusao 0.45 0.45 0.45 0,45

Didmetro da extrusora (diametro do filamento) (mm) 1.55 1.55 1.55 1,55
Comprimento de retragdo (mm) 7 5 5 5
Velocidade de retracao (mm/s) 9 15 15 15

Fonte: (ALVES, 2024)

Referente aos parametros apresentados na Tabela anterior, a velocidade de
impressao € responsavel pela movimentagdo dos motores nos eixos da impressora e pelo
controle da extrusdo do material. Outro parametro importante ¢ o numero de camadas,
que define em quantas partes o modelo serd dividido, sendo necessario considerar a
capacidade das camadas inferiores de suportarem as superiores, especialmente no caso do
AS, cuja viscosidade limita a altura da estrutura antes do colapso.

O diametro do bico da extrusora também exerce influéncia significativa, pois
determina a saida do material depositado, podendo variar conforme o uso de pontas ou
agulhas hipodérmicas acopladas a seringa. Ja a temperatura de extrusao, embora essencial
em impressoes com filamentos convencionais, possui menor impacto na impressao de
AS, sendo suficiente o controle da temperatura ambiente. Além disso, o multiplicador de
extrusdo atua diretamente na rotagdo do motor responsavel pelo deslocamento do émbolo
da seringa, controlando, consequentemente, o fluxo de material extrudado.

Outro fator relevante € o diametro da extrusora, relacionado ao volume de material
alimentado, influenciando a for¢a aplicada ao é€mbolo e a quantidade de material
depositado. Por fim, os parametros de retragdo, como comprimento e velocidade, sdo
fundamentais para evitar o escoamento indesejado do material durante movimentos sem
deposicao, contribuindo para maior precisdo e qualidade na bioimpressao (ALVES,

2024).
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Figura 5. Modelo do scaffold fatiado através do UltiMaker Cura 5.5.0.
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Fonte: Elaboragao propria

Figura 6. Fotografia digital de uma impressora modificada para impressao 3D.

Fonte: Elaboragao propria

Ap0s a impressao, os scaffolds foram imersos em solugdes, com concentragdes de
1,0% (m/v), dos reticuladores cloreto de célcio (CaCly), ferro (II) (FeClz), magnésio
(MgCl) e cobre (IT) (CuCly), por 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, estes
foram inseridos em agua deionizada por 48 horas para dialise (remog¢ao de ions e outras
espécies que nao participaram da reacdo) e secos em estufas por 24 horas a temperatura

de 40°C.
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5.3. GRAU DE INTUMESCIMENTO

As propriedades hidrofilicas dos hidrogéis foram analisadas, determinando o grau
de intumescimento (Q) em fun¢do do tempo. Foram utilizadas dgua deionizada e solugdes
com diferentes pHs (2, 4, 5, 6, 8 e 10) como meios de intumescimento. Para determinagao
dos valores de Q (%), foi utilizada a relacdo [(%).100], onde os hidrogéis
previamente secos foram pesados (Ms) em uma balanga analitica e, depois, imersos na
solucao, onde, posterior a periodos pré-determinados (0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 6, 8 ¢ 24h),

foram retirados e pesados novamente (Mt).

5.4. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

O uso da técnica de FTIR objetivou esclarecer a identificagdo de possiveis pontos
de interagdes existentes entre AS e a HA. Neste sentido, as amostras secas de hidrogéis
foram maceradas, misturadas ao brometo de potéssio e pressionadas, visando a obten¢ao
de pastilhas para posterior incorporagdo ao espectrometro FTIR Nicolet - NEXUS 670.

Foram realizadas 128 varreduras entre 400 e 4000 cm™', com resolucdio de 2 cm™'.
5.5. ENSAIO DE TRACAO

O comportamento mecanico dos diferentes scaffolds foi investigado a partir das
analises das propriedades mecanicas de tragado, utilizando o texturdmetro TA.XT/Express,
seguindo as normas ASTM D 790-03. Para os testes, foram usados os seguintes
parametros: velocidade da medida = 8,3 mm.seg™! e distancia entre as garras = 1 cm. O
equipamento utilizado, bem como o procedimento do ensaio de tragdo, pode ser
visualizado por meio do QR Code apresentado no grafico (Anexos 1-4), que direciona

para os videos correspondentes.

5.6. DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

As propriedades estruturais dos hidrogéis foram analisadas para verificar se a

presenca de HA altera a organizagao estrutural das cadeias de AS. Para isso,
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primeiramente, scaffolds secos, compostos somente por AC, AC com HA, bem como HA
em po, foram macerados, separadamente, alocados em porta amostras de vidro e
posicionados no difratdmetro (Shimadzu - XRD600). Adotou-se os seguintes parametros
de analise: fonte de raios-X de Cu,; A = 0,154 nm; voltagem = 30 kV; corrente de 40 mA;

intervalo angular 20 de 5 a 50° e velocidade de varredura de 2°/min.

5.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E
ESPECTROSCOPIA DE DISPERSAO DE ENERGIA DE RAIOS-X (EDX)

Por fim, a técnica de MEV foi utilizada para obter informagdes morfologicas dos
materiais estudados. Os elementos quimicos presentes puderam ser também identificados
por meio da técnica de EDX, na qual é acoplada ao microscopio MEV EVO Carl Zeiss
LS15. Desta forma, esta técnica foi implementada, a fim de avaliar possiveis pontos de
separacao de fases entre HA e AC, além de informar sobre sua porosidade (tamanho,
formato, interconectividade entre os poros), ¢ se a dispersdo de HA era homogénea na
matriz 3D. As ampliagdes nominais usadas foram 5, 10 e 20 kX, enquanto as tensoes de

aceleracdo foram 10 kV para os scaffolds de AC e AC com HA, e 20 kV para a HA pura.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. ESTRUTURA FISICA

Ao analisar a estrutura fisica dos scaffolds, observou-se que apenas os scaffolds
reticulados em cloreto de célcio ndo tiveram sua morfologia e propriedades hidrofilicas
alteradas, conforme representados na Figura 7. Em contraste, os demais reticuladores ndo
promoveram a formagao efetiva da rede polimérica, resultando em estruturas reticuladas
pouco desenvolvidas ou praticamente ausentes. Desta forma, constatou-se que os
scaffolds reticulados em Ca** mantiveram a rigidez e o formato projetado, sendo viavel a
movimentagdo em cirurgias, e tiveram alta reprodutibilidade, devido aos parametros de
impressao, onde o formato “girdide” foi escolhido, por conta da sua semelhanca com o
aspecto dos ossos. Além disso, apds o processo de reticulacdo, ndo houve mudanga no
modelo, apresentando superficies bem lisas e intumescidas, com melhor printabilidade.

Essas caracteristicas desejaveis foram atribuidas a presenca de HA.
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Figura 7. Processo de reticulacdo com CaCl; (A), FeClz (B), MgCl: (C) e CuClz (D).

Fonte: Elaboragdo propria

Por outro lado, a reticulagdo na presenga de ions Fe** resultou na obtencao de
apenas um scaffold, evidenciando baixa reprodutibilidade e reduzida eficiéncia do
processo. Nao foi observado o processo de reticulagdo dos scaffolds quando mantidos em
contato com ions Mg®" ou Cu*". O resultado insatisfatorio referente a reticulagio com
ions Cu*" ndo se mostra tdo indesejavel, uma vez que esses ions, dependendo da
concentragdo utilizada, podem apresentar toxicidade. Assim, pode-se concluir que o
tamanho do raio i6nicos dos ions reticuladores contribui para a reprodutibilidade na
sintese, visto que os valores destes para os ions Ca?’, Fe’", Mg* e Cu?" sio,
respectivamente, 100, 76, 72 e 72 pm. Na Figura 8 s3o apresentadas fotografias digitais

de scaffolds reticulados na presenca de ions Ca>".
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Figura 8. Fotografia digital indicando a comparacdo entre os didmetros dos scaffolds

secos e intumescidos.

2,4 cm 8.0 em

Fonte: Elaboragao propria

6.2. GRAU DE INTUMESCIMENTO (Q)

A molhabilidade e o processo de intumescimento dos scaffolds sdo aspectos
relevantes, que interferem, de maneira direta, na adesdo e propagacdo de células no
interior desses arranjos (templates). Um preenchimento 6sseo biodegradavel precisa
aparar tais procedimentos, enquanto €, aos poucos, deteriorado numa taxa sincronizada
com a regeneracao Ossea. Exemplificando, o intumescimento resulta em um crescimento
da dimensao dos poros, facilitando a difusdo de nutrientes, elevando a infiltragdo e, com
isso, proliferacao celular. Entretanto, o inchago em excesso pode diminuir a resisténcia
mecanica, tornando-se menos propicio para usos em tecidos dsseos.

A partir dos resultados obtidos (Figura 9), pode-se observar que os valores de Q
diminuiram com a presenga de HA (mesmo efeito observado com a reticulacao fisica
ocasionada pela presenca de ions Ca®"). Esta diminui¢do pode ser atribuida ao fato das
cadeias reticuladas de AS se aproximarem devido a provaveis efeitos de reticulagdes
fisicas com moléculas de HA. Isto provoca uma diminui¢do na capacidade de absor¢do
de 4gua dos scaffolds. Além disso, o tempo de equilibrio de absor¢ao de agua ¢ de apenas
30 minutos. Os valores obtidos, tanto para o grau de intumescimento quanto para o tempo

de equilibrio, demonstram resultados ainda mais promissores quando comparados aos ja
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reportados na literatura para scaffolds produzidos por bioimpressdo 3D a base de

polimeros naturais e HA, cujo tempo de equilibrio foi de Sh (ALVES, 2024).

Figura 9. Dependéncia do grau de intumescimento em fun¢do do tempo para os

scaffolds de AS e AS com HA, ambos reticulados com ions Ca?".
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Fonte: Elaboragédo propria

Esse resultado, como jé afirmado anteriormente, ¢ bastante promissor, tendo em
vista que a rapida absorcao de agua ¢ fundamental para garantir a seguranca, visibilidade
e eficacia de procedimentos cirtirgicos.

A partir da analise dos ciclos de intumescimento no estado de equilibrio, obtendo
o valor de Qeq ap6s 8h em cada ciclo, extrai-se que ele ndo apresenta variagdes
significativas até o 3° ciclo de intumescimento. Apos, observa-se ligeiro decaimento na
absor¢ao de agua para os ultimos 2 ciclos, Figura 10. Esses resultados demonstram que

estes materiais podem ser aplicados pelo menos 3 vezes, sem perder sua integridade fisica.
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Figura 10. Dependéncia do grau de intumescimento no equilibrio em funcao do ciclo de
intumescimento para os scaffolds de AS e AS com HA, ambos reticulados com ions
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Fonte: Elaboragédo propria

Em relacdo ao grau de intumescimento obtido utilizando solu¢des com diferentes
valores de pH como meio de intumescimento (Figura 11), observa-se um incremento na
capacidade de absor¢do de 4gua para os scaffolds de AC até pH = 6,0. Esse
comportamento estd associado ao fato do polissacarideo AS possuir grupamentos
carboxila com pKa entre 3,5 e 4,5. Desta forma, a diminui¢ao da concentragdo de H" no
meio favorece a repulsdo entre as cadeias poliméricas, permitindo maior entrada de agua.
Para solugdo com valor de pH < pKa, os grupamentos carboxila estardo
predominantemente na forma nao ionizada (COOH). Como consequéncia, h4 diminui¢ao
da repulsao entre as cadeias, ou maior compactagdo, reduzindo o grau de intumescimento.
Nos pHs 5,0 e 6,0, a ionizagao dos grupamentos carboxilas (COO") intensifica a repulsao
entre as cadeias poliméricas, favorecendo a absor¢do de agua. Nos pHs 8,0 e 10,0,
esperava-se um aumento ainda maior na capacidade de absor¢ao de dgua pelas matrizes.
No entanto, isso nao foi observado, possivelmente devido ao uso de solucdo NaOH no

ajuste dos valores de pH. Os ions Na' interagem com os grupos COO~, diminuindo a

21



repulsdo entre as cadeias, resultando em menor grau de intumescimento. Outro fator que
pode estar contribuindo para diminui¢do do grau de intumescimento é a provavel
competi¢do entre os fons Na* e Ca?>" com os grupos carboxila em sua forma ionizada
COO'. A substitui¢do dos ions Ca’" por ions Na* pode contribuir para diminui¢do do

processo de reticulacdo entre as cadeias de AS (YAMAUCHI, 2024).

Figura 11. a) Dependéncia do grau de intumescimento em fun¢ao do pH das solugdes de
intumescimento para os diferentes scaffolds estudados. b) fotografia digital dos
hidrogéis intumescidos no estado de equilibrio em diferentes pHs (superior: scaffold de
AS puro; inferior: scaffold de AS com HA). Os valores de pH da solugdo de

intumescimento aumentam da esquerda para direita, conforme indicado na Figura.
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(b)

Fonte: Elaboracao propria

Em relagdo aos scaffolds de AC com HA, de modo geral, observa-se menor
capacidade de absor¢do de agua em comparagdo ao AC puro. Esses resultados foram
similares ao estudo de grau de intumescimento em agua, como apresentado anteriormente
nas Figuras 9 e 10. Nao foi observada influéncia do pH da solu¢do de intumescimento
nos valores de grau de intumescimento. Isto indica uma possivel interacdo da HA com os
grupos carboxila presente na estrutura das cadeias de AS, visto que esses grupos sao

influenciados pela variagdo de pH do meio de intumescimento.

6.3. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Esta técnica espectroscopica foi utilizada com o intuito de analisar as energias
associadas as vibragdes das ligacdes quimicas dos grupos quimicos presentes nas
estruturas da HA, do AC, bem como as eventuais interagdes intermoleculares entre os
componentes dos scaffolds. Foi observada a presenga de uma banda discreta, referente as
vibragdes de alongamentos dos grupos éteres de anel de piranose presente na estrutura do
AC (entre 1000-1150 cm™), bem como as bandas de flexdo e alongamento do grupo
fosfato (1020 e 605 cm™) que, no caso dos compositos, podem ser atribuidos a
sobreposicdo do alongamento de COO do AC (1620-1414 cm™) e do grupo fosfato da
HA, Figura 12 (ALVES, 2024). Além destes, o aumento da intensidade das bandas

espectroscopicas relacionadas ao grupo fosfato, especialmente em 1020 cm™, observado
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nos compdsitos com o incremento da concentracdo de HA, conclui-se que ocorreram
alteracdes significativas na estrutura dos materiais, confirmando a incorporagdo bem-

sucedida da HA a matriz polimérica.

Figura 12. Espectros de FTIR referentes ao alginato (AS), hidroxiapatita (HA) e seus
compdsitos com 2,5, 5,0 ¢ 10,0 % (m/v) de HA.
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Fonte: ALVES, 2024

6.4. PROPRIEDADES MECANICAS DE TRACAO

Foi possivel observar que a incorporagdo de HA, em virtude de sua elevada
cristalinidade e das interacdes efetivas estabelecidas com a matriz polimérica, promove
um discreto aumento na tensao de ruptura € no modulo de Young dos compdsitos. Em
contrapartida, a presenca de HA também ocasiona uma leve redu¢do na deformagdo na
ruptura desses materiais, quando considerados os valores absolutos obtidos. No entanto,
devido aos desvios padrdo observados em comparagdo aos valores absolutos, ndo ¢é
possivel confirmar de forma conclusiva o efeito de carga ou refor¢o da HA sobre a matriz
polimérica. Os pardmetros mecanicos apresentados na Tabela 2 foram obtidos a partir dos

graficos contidos nos Anexos 1—4.

24



Tabela 2. Comparagao das propriedades mecanicas obtidas para scaffolds com

AC e com AC associado a HA, intumescidos em agua.

Propriedade mecanica Scaffold com alginato Scaffold com alginato e hidroxiapatita
Tensao de ruptura (MPa) 0,06 +0,02 0,08 +£0,03
Tenacidade (MJ/m?) 0,30 + 0,05 0,50+ 0,20
Moédulo de Young (MPa) 0,014 + 0,005 0,020 + 0,008
Deformacio (%) (4,7 +£0,3).102 (4,1 £0,7).102

Fonte: Elaboragao propria

Observa-se também um discreto aumento na tenacidade, isto €, na capacidade de
absorc¢ao de energia antes da fratura, considerando apenas os valores absolutos obtidos.
Entretanto, novamente, a comparagao entre os desvios padrao e os valores absolutos nao

permite afirmar esses aspectos de forma conclusiva.

6.5. DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

Foi constatado, a partir da técnica de DRX, que o scaffold de AS puro (Figura 13)
apresenta caracteristica predominantemente amorfa, o que era esperado, pois sua estrutura
¢ basicamente formada por cadeias reticuladas. Em relagdo a HA, esta apresenta perfil
caracteristico de materiais cristalinos. Os picos de difracdo estdo coerentes com o0s
padrdes de difragdo identificados pelas fichas cristalograficas indexadas no JPDS 00-009-
0432, 00-004-0740 (brushita) e 00-002-0415 (ARAUIJO, 2020). Em relagdo ao compdsito
AC-HA, foi observado que o difratograma do scaffold de AS com HA ¢ bem similar ao
difratograma da HA. Este aumento de cristalinidade ocasionada pela incorpora¢do da HA
também converge com os resultados de intumescimento, pois entende-se que o aumento

de sua cristalinidade confirma o efeito de carga.
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Figura 13. Difratogramas de raios-x do Scaffold de AS puro, da HA pura em po
e do Scaffold de AS com HA.
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Fonte: Elaboragdo propria
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6.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E
ESPECTROSCOPIA DE DISPERSAO DE ENERGIA DE RAIOS-X (EDX)

Pode-se observar, a partir da Figura 14, a presenca de rugosidades nos scaffolds
contendo apenas AS, uma vez que a anélise por MEV foi realizada superficialmente, sem

a quebra das amostras para avaliagdo da porosidade interna (GUPTA, 2025).

Figura 14. Micrografia eletronica, obtida por MEV, referente aos scaffolds de

alginato.
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Fonte: Elaboragdo propria

A partir da Figura 15, é possivel inferir que a HA apresenta uma estrutura granular
e de tamanho heterogéneo, variando entre as escalas nanométrica e micrométrica. Ja na
Figura 16, referente aos scaffolds de AC contendo HA, observa-se uma sobreposi¢do da
HA sobre a matriz de AC, preenchendo parte de suas rugosidades. Entretanto, como o
MEV foi realizado apenas superficialmente, ndo € possivel desenvolver discussdes mais

aprofundadas acerca da incorporacdo da HA a matriz.
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Figura 15. Micrografia eletronica, obtida por MEV, referente a hidroxiapatita
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Fonte: Elaboragdo propria
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Figura 16. Micrografia eletronica, obtida por MEV, referente aos scaffolds de

alginato contendo hidroxiapatita.
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Fonte: Elaboragdo propria

No Anexo 5 ¢é apresentado o mapa de cores que representam todos os elementos
quimicos presentes no AC e na HA identificados pela técnica de EDX. A partir da imagem
de EDX, Anexo 6, pode-se identificar os elementos carbono (C), oxigénio (O) e célcio
(Ca) na estrutura do AC. Além disso, ¢ valido dizer que o elemento ouro (Au) deve ser
desconsiderado da analise, pois na preparagdo das amostras € necessario realizar uma
cobertura com ouro para tornar as amostras condutoras, evitando o acimulo de carga
elétrica na regido a ser analisada. A partir do Anexo 7, pode-se confirmar que a HA ¢
composta pelos elementos oxigénio (O), célcio (Ca) e fosforo (P), pois hé a presencga de
regides azuladas, remetendo ao O, esverdeadas, relativas ao Ca, e avermelhadas,
relacionadas ao P. A imagem de EDX, referente aos scaffolds de AS e HA (Anexo 8),
mostra uma combinagdo dos elementos quimicos presentes tanto no AC, quanto na HA,

por conta das coloracdes ja explicadas anteriormente. Além disso, pelo mapa de

29



distribuicao do elemento fosforo (P) conclui-se que a HA se encontra homogeneamente
distribuida na superficie da matriz de AS.

A Tabela 3 mostra o percentual dos elementos quimicos encontrados na superficie
da HA, scaffolds de AC contendo ou ndo HA, extraidos dos resultados de EDX. A
presenca do elemento P, juntamente com os resultados do FTIR e do DRX, confirmam a

incorporagdo de HA nos scaffolds de AC.

Tabela 3. Percentuais dos elementos quimicos encontrados nas superficies

analisadas.
Elemento Scaffold com alginato Hidroxiapatita Scaffold com alginato e hidroxiapatita
C 449+0,1 % - 3,7+ 0,6).10 %
(0] (4,3+0,1).10 % (5,3+0,2).10 % (4,0+£0,2).10 %
P - 16,0 £ 0,8 % (0,7+0,1).10 %
Ca (1,2+0,1).10 % (3,1+£0,2).10 % (1,6 £0,2).10 %

Fonte: Elaboragao propria

7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel desenvolver scaffolds de hidrogéis
de AC incorporados com HA por meio da bioimpressdao 3D, atingindo o objetivo geral
proposto neste trabalho. A defini¢do adequada dos parametros de impressado e da etapa de
reticulagdo permitiu a obten¢do de estruturas com boa estabilidade e reprodutibilidade.
Embora os resultados obtidos por MEV tenham sido limitados por se restringirem a
analises superficiais e os ensaios mecanicos de tracdo tenham apresentado resultados
inconclusivos devido aos elevados desvios padrdo em relagdo aos valores absolutos,
observou-se uma discreta tendéncia de aumento da rigidez com a incorporagao de HA,
enquanto as caracterizacdes por FTIR, DRX e EDX confirmaram sua incorporacdo a
matriz de AS. Além disso, os materiais apresentaram comportamento hidrofilico
adequado e elevada capacidade de intumescimento, caracteristicas relevantes para
aplicagcdes em regeneracao Ossea. Dessa forma, os resultados indicam que os scaffolds
desenvolvidos possuem potencial para utilizagdo como substitutos de tecido 0Osseo,

mostrando-se promissores para futuras aplicagdes em engenharia tecidual.
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Adicionalmente, testes in vivo estao sendo realizados em parceria com a Universidade de

Rio Verde (GO), com o objetivo de confirmar essa potencialidade.
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Anexo 1: Grafico de Tensdo x Deformagao das trés amostras de AC puro,

necessario para os calculos dos modulos de Young.
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Anexo 2: Grafico de Tensao x Deformacao das trés amostras de AS com

HA, necessario para os célculos dos médulos de Young.

| |=——Amostra 1 de Alginato com Hidroxiapatita
0,12 /4 |— Amostra 2 de Alginato com Hidroxiapatita
—— Amostra 3 de Alginato com Hidroxiapatita

o L

o N

© o
1 1

Tensao (MPa)
o
S
1

0,04
0,02
0,00 -
T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Deformagéao

34



Anexo 3: Grafico de Tensdo x Deformagao das trés amostras de AC puro,

necessario para extrair as deformagdes percentuais.
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Anexo 4: Grafico de Tensao x Deformacao das trés amostras de AC com

HA, necessario para extrair as deformagdes percentuais.
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Anexo 5. Coloracdes representativas no EDX dos elementos quimicos presentes

no AS e na HA.
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Fonte: Elaboragéo propria
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Anexo 6. EDX referente aos scaffolds de AC.
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Anexo 7. EDX referente a HA pura.
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Fonte: Elaboragdo propria
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Anexo 8. EDX referente aos scaffolds de AC contendo HA.
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Fonte: Elaboragdo propria
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