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RESUMO

BORGES, A. P. Processamento e caracterizacdo de hidrogeis de alginato-gelatina com
adicdo de PVA, glicerol e 6xido de grafeno visando aplicacio em impressdao 3D. 2023.
Disserta¢dao (Mestrado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao
Carlos, 2023.

O objetivo central deste estudo foi o desenvolvimento e a caracterizagao de hidrogeis a
base de polimeros naturais, alginato e gelatina, incluindo plastificantes, como 4lcool
polivinilico (PVA) e glicerol, e investigar suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas ao
serem incorporados com oxido de grafeno. Os hidrogeis foram formulados a partir de uma
solucdo de fosfato de sédio com pH 7,4, com as formulacdes alginato e gelatina (AG), alginato,
gelatina e oxido de grafeno (AGOG), alginato, gelatina e alcool polivinilico (AGPVA),
alginato, gelatina e glicerol (AGGL), alginato, gelatina, alcool polivinilico e 6xido de grafeno
(AGPVAOQG) e alginato, gelatina, glicerol e 6xido de grafeno (AGGLOG). Utilizando um
reOmetro rotacional para analisar a curva de fluxo, todas as amostras apresentaram
comportamento pseudoplastico, com reducdo da viscosidade a medida que a taxa de
cisalhamento aumentou. Observou-se que a adicdo de glicerol ndo teve um impacto
significativo na viscosidade aparente dos hidrogeis AG e AGGL. Além disso, os hidrogeis
mostraram alto indice de injetabilidade, tornando-os promissores para impressao 3D. No ensaio
de intumescimento, todas as amostras exibiram absor¢ao inicial acentuada ¢ continua, sem
atingir um limite de saturacgdo, especialmente na presenca de PVA ou glicerol. A analise por
espectroscopia com transformada de Fourier (FTIR) ndo indicou mudangas significativas nas
bandas de absor¢do apos a incorporagdo dos materiais. Através da microscopia eletronica de
varredura (MEV), observou-se que as amostras contendo PV A apresentaram superficies menos
porosas, enquanto as amostras AGPVAOG e AGGLOG mostraram estruturas altamente
porosas. Quanto a citotoxicidade, a maioria das formulacdes foi considerada ndo citotdxica,
com excecao do hidrogel AGOG, que continha uma concentracao maior de 6xido de grafeno
sem a presenca de PVA ou glicerol. Esses resultados apontam que os hidrogeis tém um
potencial promissor para diversas aplicagdes, como na medicina e engenharia de tecidos. No
entanto, ¢ fundamental conduzir estudos adicionais para uma compreensao mais completa de

suas propriedades especificas antes de sua aplicagao em larga escala.

Palavras-chave: Bioimpressdo. Biotinta. Biomaterial. Biologia. Hidrogel.



ABSTRACT

BORGES, A. P. Processing and characterization of alginate-gelatin hydrogels with
addition of PVA, glycerol, and graphene oxide for 3D printing application.. 2023.
Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao
Carlos, 2023.

The main objective of this study was the development and characterization of hydrogels
based on natural polymers, alginate and gelatin, added with plasticizers such as polyvinyl
alcohol (PVA) and glycerol, and to investigate their physicochemical and biological properties
when combined with graphene oxide. The hydrogels were formulated from a sodium phosphate
solution at pH 7.4, with formulations of alginate and gelatin (AG), alginate, gelatin, and
graphene oxide (AGOG), alginate, gelatin, and polyvinyl alcohol (AGPVA), alginate, gelatin,
and glycerol (AGGL), alginate, gelatin, polyvinyl alcohol, and graphene oxide (AGPVAOQG),
and alginate, gelatin, glycerol, and graphene oxide (AGGLOG). Using a rotational rheometer
to analyze the flow curve, all samples exhibited pseudoplastic behavior, with reduced viscosity
as the shear rate increased. It was observed that the addition of glycerol had no significant
impact on the apparent viscosity of AG and AGGL hydrogels. Additionally, the hydrogels
showed a high injectability index, making them promising for 3D printing applications. In the
swelling test, all samples exhibited pronounced and continuous initial absorption without
reaching a saturation limit, especially in the presence of PVA or glycerol. Fourier-transform
infrared spectroscopy (FTIR) analysis did not indicate significant changes in absorption bands
after the incorporation of materials. Through scanning electron microscopy (SEM), it was
observed that samples containing PVA had less permeable surfaces, while AGPVAOG and
AGGLOG samples showed highly porous structures. Regarding cytotoxicity, most
formulations were considered non-cytotoxic, except for the AGOG hydrogel, which contained
a higher concentration of graphene oxide without the presence of PVA or glycerol. These results
suggest that hydrogels have promising potential for various applications, such as in medicine
and tissue engineering. However, further studies are needed for a more comprehensive

understanding of their specific characteristics before practical-scale applications.

Keyword: Bioprinting. Bioink. Biomaterial. Biology. Hydrogel.
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1 INTRODUCAO

Quando um o6rgido ou tecido ¢ danificado, seja devido ao processo natural de
envelhecimento ou a uma causa acidental, ¢ necessario iniciar um processo de reparagcdo ou
substitui¢do. Isso pode ser feito por meio de transplantes de partes doadas por outras pessoas
ou pelo uso de materiais sintéticos ou naturais, conhecidos como biomateriais. No entanto, a
escassez de doadores e a baixa taxa de biocompatibilidade tornam dificil encontrar materiais
que possam substituir com sucesso os 6rgaos e tecidos danificados. Uma solucdo para essa
questao pode surgir através da utilizagdo de células retiradas do proprio paciente, fornecendo
os nutrientes necessarios para o crescimento adequado, juntamente com scaffolds — estruturas
tridimensionais que servem como suporte para o crescimento das células. Esse método permite
o cultivo de tecidos in vitro, permitindo a criagao de modelos tridimensionais (3D) que podem
ser impressos ¢ aplicados na area médica. Essa abordagem pode reduzir a necessidade de
transplantes de orgdos e tecidos, diminuindo assim as doencas relacionadas a esses
procedimentos (CHOPRA; KUMAR; SINGH, 2020).

As aplicagdes médicas da impressao 3D estdo em constante expansao e t€ém o potencial
de revolucionar os cuidados de satde, alterando significativamente a maneira como os pacientes
sdo tratados em diversas condigdes (SCHUBERT; VAN LANGEVELD; DONOSO, 2014).
Como uma tecnologia emergente que surge como uma extensao da impressao de materiais em
3D, a bioimpressao 3D, que ¢ aplicada na area médica, utiliza componentes biocompativeis ou
celulares para construir estruturas que possam eventualmente formar tecidos (STANTON;
SAMITIER; SANCHEZ, 2015). Inicialmente, a impressio 3D foi usada na odontologia e desde
entdo tem avangado para varios campos, incluindo a producao de ossos, orelhas, exoesqueletos,
traqueias, ossos da mandibula, entre outros (MARRO; BANDUKWALA; MAK, 2016), a
recriagdo de um microambiente tumoral (WANG et al., 2014*) e modelos de tecidos
(HORVATH et al, 2015).

A bioimpressdo ¢ uma tecnologia que utiliza componentes celulares ou um gel de
biopolimero transportador adicional para compor as biotintas. Essas tintas sdo essenciais na
bioimpressao, pois protegem as cé€lulas da agregacao e dos danos mecanicos que podem ocorrer
durante o processo. A sele¢ao adequada de biotintas, em termos de composicao e propriedade
mecanica, ¢ crucial para o desenvolvimento de substitutos viaveis (ANTICH; DE VICENTE;
JIMENEZ, 2020). As biotintas para bioimpressdo 3D podem conter diferentes elementos, como

hidrogeis, precursores de hidrogel, matrizes descelularizadas, células separadas,
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microtransportadores de células, esferoides de células/tecidos, organoides ou moléculas
bioativas (FONTES; MARCOMINI, 2020). Sendo importante ressaltar que a escolha da
biotinta ideal depende do tipo de tecido que esta sendo impresso e das suas caracteristicas
especificas.

Os hidrogeis sdo amplamente utilizados como biomateriais para a composicao de
biotintas na bioimpressdo 3D devido as suas propriedades ajustaveis e capacidade de fornecer
um ambiente extracelular favoravel para varias fungdes celulares (LI ez al, 2020). Os hidrogeis
modificados sdo matrizes 3D com alta capacidade de reter dgua e que respondem a varios
estimulos externos, como pH, forca idnica, temperatura, luz, campo elétrico e magnético,
tornando-se uma opg¢do atraente para aplicagdes biomédicas (KUNDU; KUNDU, 2012;
RUSTAD et al, 2012; WANG et al, 2015). Eles imitam o ambiente natural do tecido humano,
proporcionando maior eficiéncia no transporte de massa, além de possuirem caracteristicas
unicas, como transi¢do sol-gel controlavel e memoria de forma, que os diferenciam dos
hidrogeis convencionais (CHANG et a/, 2010; HOFFMAN, 2013).

Nas ultimas décadas, varios hidrogeis sintéticos com excelentes propriedades mecanicas
foram desenvolvidos gracas a introdugdo de diferentes mecanismos de dissipacao de energia
(DUAN; ZHANG, 2017). Exemplos incluem hidrogeis de dalcool polivinilico (PVA),
(HASSAN; PEPPAS, 2000), hidrogeis com estrutura homogénea de macromonomeros do tipo
tetraedro (SAKAI et al, 2008), nanocompdsitos de hidrogeis da mistura de polimero e
nanoargila (HARAGUCHI; TAKEHISA, 2002) e hidrogeis reforcados com microgel (HU et
al, 2012).

Nos ultimos anos, tem surgido interesse crescente pelos hidrogeis naturais, apesar das
amplas capacidades dos polimeros sintéticos. Embora o desempenho mecénico limitado dos
hidrogeis baseados em polimeros naturais ainda seja uma restricao significativa para suas
aplicagdes médicas, novas estratégias tém sido utilizadas para o desenvolvimento de hidrogeis
de polimeros naturais com excelentes propriedades mecanicas e capacidade de resposta a
estimulos, ampliando assim suas possibilidades de uso (ZHENG et al., 2015). A utilizagdo de
polimeros naturais na fabricacao de hidrogeis oferece varias vantagens, tais como a reducao do
impacto ambiental em comparacdo com polimeros sintéticos, a disponibilidade abundante de
matérias-primas e a capacidade de promover interagdes bioldgicas favordveis com tecidos e
células. No entanto, ¢ importante ressaltar que a sele¢do adequada do polimero natural e o
desenvolvimento de métodos de processamento eficientes sdo desafios que devem ser
enfrentados para otimizar as propriedades dos hidrogeis naturais e expandir suas aplicagdes na

area biomédica.
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A gelatina, conhecida por sua capacidade de gelificar sob determinadas condi¢des de
temperatura, ¢ fundamental na formulacdo de hidrogeis, uma vez que a gelificacio da gelatina
pode ser controlada e ajustada para criar uma estrutura de rede tridimensional dentro do
hidrogel, o que contribui para suas propriedades fisicas e mecanicas, tornando-a adequada para
diversas aplicagdes biomédicas. Por outro lado, o alginato ¢ notavel por sua caracteristica de
reticular, o que significa que ele ¢ capaz de formar ligagdes idnicas com ions metalicos
divalentes, como o célcio. Essa propriedade ¢ fundamental na fabricacao de hidrogeis a base de
alginato, pois a formagao de ligagdes calcio-alginato cria uma estrutura coesa que mantém a
integridade do hidrogel (PARK et al., 2020).

Tanto o PVA quanto o glicerol sdo substancias comumente adicionadas aos hidrogeis.
Eles ajudam a deixar o material mais flexivel e resistente, melhorando suas propriedades
mecanicas (SHI et al., 2017). O PVA ¢ um material com caracteristica de elasticidade que
atribui esse aspecto ao hidrogel devido a sua capacidade de formar redes tridimensionais
estaveis, além da capacidade de retencdo de dgua do hidrogel, o que ¢ importante para
aplicagdes biomédicas. Por outro lado, o glicerol ¢ um liquido viscoso que aumenta a
maleabilidade do material, tornando-se mais flexivel e adaptdvel, e também pode apresentar
capacidade de reten¢ao de dgua do hidrogel. Esses aditivos podem ser importantes para garantir
que o hidrogel tenha as caracteristicas necessarias para sua aplicacao.

Apesar das propriedades unicas do o6xido de grafeno (OG), como sua alta area
superficial e estabilidade quimica, que o tornam um material promissor para diversas
aplicagoes, incluindo hidrogeis, existem desafios a serem superados. Esses desafios incluem a
necessidade de melhorar a estabilidade do OG no ambiente bioldgico, além de avaliar e mitigar

sua potencial toxicidade (LAZAR et al, 2023).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho ¢ desenvolver e caracterizar hidrogeis de polimeros naturais,
o alginato e a gelatina, adicionados de plastificantes como alcool polivinilico e glicerol, e
investigar as caracteristicas fisico quimicas e bioldgicas desses hidrogeis quando combinados

com oxido de grafeno.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter hidrogeis de alginato e gelatina com caracteristicas de injetabilidade;

e Obter hidrogeis de alginato e gelatina com adi¢ao dos plastificantes, alcool polivinilico
e glicerol com caracteristicas de injetabilidade;

e Obter hidrogeis de alginato e gelatina com adicdo do oxido de grafeno com
caracteristicas de injetbilidade;

e Definir o fluxo de viscosidade do material, através de um redmetro rotacional,;

e Realizar testes de printabilidade para defini¢do dos parametros dos hidrogeis para
ajustar os parametros da impressora, através de um texturometro;

e Analisar a hidrofilicidade dos hidrogeis por meio do grau de intumescimento e absor¢ao
da agua;

e (aracterizar quimicamente e morfologicamente os hidrogeis empregando as técnicas de
espectroscopia de infravermelho (FTIR) e microscopia eletronica de varredura (MEV);

e Avaliar os efeitos adversos provocados pelo hidrogel nas células vivas por meio do

ensaio de citotoxicidade.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Impressdo 3D

3.1.1 Contextualizacao Historica

Desde sua invencao na década de 80, a tecnologia da impressao tridimensional vem
progredindo em um ritmo acelerado, impactando significativamente o mundo industrial e
comercial com a proposta de produzir objetos a partir de modelos digitais criados em trés
dimensdes através de impressoras 3D (SU; AL’AREF, 2018).

Os primeiros equipamentos comecgaram a surgir a partir da década de 80 no Japao no
Instituto de Pesquisa Industrial do Municipio de Nagoya, local onde Hideo Kodama
desenvolveu uma técnica de prototipagem rapida (PR), que permite transformar projetos
digitais em objetos solidos tridimensionais para a produ¢do de pecas de maquinas, modelos e
protétipos, e o principal, de maneira rapida e generalizada (KODAMA, 1981; ONUH; YUSUF,
1999). Além dos prototipos, outros materiais como ceramicas, ligas metalicas, plasticos
também ingressaram nesse processo por ter caracteristicas como a redug¢@o do numero de etapas
e processos na fabricagdo de um objeto, além da economia de material, uma vez que o material
¢ produzido camada por camada, ndo havendo desperdicio (RODRIGUES et a/, 2017).

Empregando determinados critérios da prototipagem rapida, certas técnicas de
fabricagdo podem ser classificadas como automatizadas, dando origem ao termo manufatura
aditiva, que se trata de uma nova forma de fabricacdo, que ¢ a producdo de objetos
tridimensionais pela adicdo de material, camada por camada, a partir de um modelo digital
tridimensional, que normalmente ¢ obtido através de um sistema Computer Aided Design

(CAD) (RODRIGUES et al, 2017).

3.1.2 Etapas da Manufatura Aditiva

Algumas etapas sao necessarias para a producao utilizando manufatura aditiva, entre
elas estd 0 CAD, que ira definir sua geometria por um modelo numérico através de um software,
ferramenta que se baseia em um conjunto de mecanismos de pré-processamento que auxiliam
o0 projetista na tomada de decisdo, sendo capazes de realizar analises rapidas da geometria da

peca, possibilitando a percepc¢ao de diferentes problemas e sua corre¢ao (ZHANG et al, 2019).
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Em seguida, apds a elaboragdo em CAD do modelo a ser trabalhado, o arquivo deve ser
convertido para Surface Tessellation Language (STL), que € o formato aceito em equipamentos
de manufatura aditiva, o padrdo da industria. Alguns softwares ja fazem essa conversao
automatica no formato, exportando para a maquina o arquivo representando a peca (AHRENS
et al,2013).

Alguns parametros devem ser definidos para o correto funcionamento da maquina,
quanto ao fatiamento do modelo a ser impresso, a espessura das camadas, diametro do bico,
velocidade de impressao e a orientagdao da peca através do modelo numérico a ser utilizado,
além da temperatura e pressao quanto ao processamento da impressdo. Apos isso, a producdo ¢
automatizada, necessitando de baixa supervisao humana, ocorrendo na garantia de suprimentos
de materiais, descarga da maquina e para atuar em eventuais problemas. Ao fim da produgao,
apecadeve ser retirada, podendo ser requeridas atividades, como limpeza, pintura e tratamentos
de superficies, quando enfim, a peca estara pronta para ser usada em sua aplicacdo (PICANCO

RODRIGUES; DE SENZI ZANCUL; GONCALVES MANCANARES, 2017).

3.1.3 Adi¢ao de Célula na Impressao 3D

Em 2000, surge entdo a primeira tentativa de utilizar células em uma impressora. O
professor Thomas Boland, na época professor assistente na Universidade de Clemson teve a
ideia de modificar uma impressora Hewllet-Packard (HP), enchendo seu cartucho de tinta com
colageno e usando o material para estampar as suas iniciais em uma folha de silicio (SCHMID,
2008).

A primeira empresa de bioimpressoras 3D ¢ fundada em 2007, a Organovo, pelo
laboratorio do professor Gabor Forgacs da Universidade de Missouri, companhia com sede em
San Diego. Em 2010, a Organovo fez um marco ao imprimir o primeiro vaso sanguineo
(VAIDYA, 2015). Foi nesse momento que a bioimpressao, termo utilizado para a impressao
3D combinada com a adi¢@o de células, comegou a atrair a aten¢do do publico em geral, com a
promessa de utilizar conhecimento adquiridos em laboratorio juntamente com técnicas de
impressao 3D para desenvolver tecidos humanos in vitro. Tornando-se conhecida no mundo
inteiro, foi vista com uma solugdo potencial para a escassez global de 6rgdos para transplante e
também a reducdo de custos para a industria farmacéutica. Diversas empresas a partir dali
comecgaram o desenvolvimento com tecnologias similares aplicando em outros métodos.

3.2 Bioimpressao
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Segundo Guillemot, Mironov e Nakamura (2010), a bioimpressdo pode ser definida
como a utilizag¢do de células e outros produtos bioldgicos na impressao por empilhamento para
a montagem de tecidos a partir da deposi¢ao de camadas auxiliada por computador, podendo
ser utilizada na medicina regenerativa, em estudos farmacocinéticos bem como em outros
estudos biologicos.

Bioimpressdes tridimensionais surgem com uma série de desafios na engenharia
tecidual por se tratar de tecnologias nao convencionais. O ramo da engenharia tecidual passou
entdo a crescer significativamente, estudo que ¢ uma ciéncia aplicada que utiliza os
conhecimentos da biologia, quimica e fisica para desenvolver estruturas artificiais com o
objetivo de replicar ou substituir tecidos ou 6rgdos humanos danificados, disfuncionais ou
perdidos. Essas estruturas podem ser utilizadas para uma variedade de processos, como
transplantes, testes de medicamentos, pesquisa cientifica e terapia personalizada
(MATOZINHOS et al, 2017).

O objetivo da bioimpressao 3D ¢ simular o ambiente de um determinado tecido
biologico, direcionando as células a habitarem as estruturas designadas, regenerando o tecido
ou 6rgao lesionado, e em um futuro ndo tdo distante, a criagdo de o6rgaos completos. O
biomaterial ideal para bioimpressao deve ser biocompativel, e biodegradavel, com o intuito de
criar espago e ser substituido por tecido recém-sintetizado (YILMAZ et al, 2021). O material
implantado deve fornecer ambiente bioldgico e fungdes biomecanicas proximas ao tecido ou
orgao de origem do corpo.

Um termo que vem sendo utilizado e tem atraido cada vez mais atencdo ¢ o da
bioimpressdo 4D, que se acredita que seja a proxima geragdo de técnicas de biofabricacdo. A
promessa ¢ que seja capaz de fabricar estruturas bioldgicas 3D dinamicas que podem ser
estimuladas a mudar comportamentos usando materiais responsivos a estimulo, como luz,
temperatura, pH e umidade por exemplo (ASHAMMAKHI; AHADIAN; ZENGIIE, 2018).

Como a bioimpressdo ¢ uma nova tecnologia que vem apresentando resultados
promissores para a medicina regenerativa, sua capacidade de recriar substitutos de tecidos com
as caracteristicas adequadas e exclusivas depende da abordagem adotada e quando pertinente
na escolha de um biomaterial ideal. Os biomateriais ideais usados em hidrogeis ou biotintas
para a fabricacdo de tecidos vascularizados ndo devem apenas ser capazes de formar estruturas
3D com alta resolucdo, mas devem apresentar propriedade mecanica adequada e
biodegradabilidade para atuar como uma estrutura de suporte, além de possuir boa

biocompatibilidade e baixa citotoxicidade para facilitar o crescimento celular (CROOK, 2020).
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3.2.1 Evolugdo de Imagens 2D para o CAD 3D

Similar ao processo da impressao 3D, a bioimpressao 3D também necessita de algumas
etapas para a sua execucao de acordo com o método a ser trabalhado, como a necessidade de
transformar imagens de tecidos, 6rgaos em formato digital no modelo CAD para sua utilizacao,
seja na leitura dos arquivos, apresentando uma informac¢do mais detalhada em relagdo as
morfologias das estruturas internas, € que tenha a finalidade de auxiliar no planejamento de
cirurgias, como para a propria impressao.

A criacdo de modelos tridimensionais em formato digital leva a Prototipagem Rapida
Médica (PRM), definida como a fabricacdo de modelos fisicos tridimensionais precisos da
anatomia humana, sendo derivados de dados de imagens médicas usando tecnologias de
prototipagem rapida. A fonte de dados de imagem para modelagem 3D ¢ principalmente a
Tomografia Computadorizada (TC), embora a ressonancia magnética e o ultrassom também
sejam utilizados (WINDER; BIBB, 2005).

A PRM foi descrita originalmente por Mankovich, Cheeseman e Stoker (1990). O
desenvolvimento da técnica foi facilitado por melhorias na tecnologia de imagens médicas,
hardware de computador, software de processamento de imagens tridimensionais e
transferéncia de tecnologia de métodos de engenharia no campo da cirurgia (THOMPSON;
MASKERY; LEACH, 2016).

A criagdo de modelos médicos requer uma série de etapas: aquisicdo de dados de
imagem volumétrica (3D) de alta qualidade da anatomia a ser modelada; processamento de
imagem 3D para extrair a regido de interesse dos tecidos circundantes; modelagem matematica
das superficies anatomicas, formatacdo de dados para prototipagem rapida; e a constru¢do do
modelo. Etapas que requerem especializacdo e conhecimento em imagens médicas,

processamento de imagens médicas em 3D e software de design (WINDER; BIBB, 2005).

3.2.2 M¢étodo de Extrusdo para Bioimpressao 3D

O processo de bioimpressao induz a niveis adicionais de complexidade, como a escolha
de materiais, tipo de célula, fatores de crescimento e diferenciacdo e desafios técnicos
relacionados as sensibilidades celulares. A caracteristica em comum entre as tecnologias ¢ que
elas funcionam adicionando camadas de material, uma sob a outra, até formar o objeto final. O

que diferencia sao os aspectos fisicos, quanto ao tipo de método e a matéria prima utilizada.
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O método da extrusao esta relacionado com a acdo de forgar a passagem de um material
através de um orificio por meio de pressao pneumatica, como mostra a Figura 1, atribuindo
forma e determinadas caracteristicas como a capacidade de moldar diferentes formas e
geometrias, incluindo tubos, fios, perfis e chapas, de acordo com o design desejado (PATI et
al, 2015). De forma geral, o método de impressao 3D por extrusdo € composto por um cabegote
extrusor, que se movimenta em dois eixos, ¢ depositado o filamento de material termopléstico
derretido sobre uma plataforma aquecida que se desloca para baixo, representando o terceiro
eixo. O material vai aderindo em cima das camadas que ja foram impressas, repetindo o
processo até a finalizacdo da peca (JIANG et al, 2019).

A bioimpressao 3D por extrusao ¢ uma abordagem inovadora que combina a precisao
da impressao 3D com a capacidade de incorporar células vivas durante o processo de extrusao.
Assim, a bioimpressdo 3D por extrusdo permite a criacdo de estruturas tridimensionais
complexas e personalizadas, onde as células sdo posicionadas de forma controlada,
possibilitando a fabricacdo de tecidos e orgdos funcionais (YILMAZ; AL RASHID; MOU,
2021).

Alguns componentes sdo essenciais ¢ desempenham fung¢des importantes. O
reservatorio, local onde a biotinta serd mantida até ser extrudada, conjunto de eixos moveis, o
préprio mecanismo de extrusdo, o orificio de extrusdo, que pode ser de metal ou plastico,
apresentando grande importancia, pois possui grande impacto na resolugdo final da
bioimpressao, podendo ter sua propriedade mecanica final alterada. Além da superficie da
impressora 3D, onde o material sera depositado, podendo ser de plastico, vidro ou silicone,
dependendo da finalidade (PATI; JANG; LEE, 2015).

Dois mecanismos sdo usados para extrudar os materiais através do bico de impressao, o
pneumatico, que usa pressao de ar, como o gas comprimido e o mecanico, usando um pistao ou
parafuso. A semelhanca entre eles ¢ que ambos consistem na aplicag@o de pressdo continua para
extrudar o material, diferenciando em algumas caracteristicas especificas para cada método que
impactam na propriedade final. A capacidade de usar altas pressdes com esse método, permite
que os profissionais da area imprimam materiais altamente viscosos (KACAREVIC et al,

2018).



25

e no controle de propriedades mecanicas e sobrevivéncia celular apds extrusao (BOCIAGA;
BARTNIAK; GRABARCZYK, 2019). Billiet, Gevaert ¢ De Schryver (2014) utilizaram
hepatdceitos com hidrogel de gelatina metacrilada para projetar estruturas de tecido de figado
artificial, com viabilidade celular variando até 97%. Horvath (2015) demonstrou a bioimpressao

de tecidos pulmonares analogos pela primeira vez.

3.3 Biotinta

A busca por materiais viaveis e adequados para atuar como scaffolds, bem como a
necessidade de projetar as células durante o processo de bioimpressdo, visando alcangar
propriedades mecanicas e funcionais necessarias na construgao do tecido, representa um desafio
complexo e significativo. Surgindo assim a biotinta, material adequado para ser processado por
uma tecnologia de bioimpressdo (OVSIANIKOV; KHADEMHOSSEINI; MIRONOYV, 2018).

As biotintas, ou bioinks, sdo ferramentas importantes para a fabricagdo de estruturas de
tecidos vivos capazes de imitar as propriedades de tecidos do corpo humano por meio de
tecnologias de bioimpressao 3D. As biotintas devem fornecer um ambiente propicio para que
as células se mantenham vidveis e, a0 mesmo tempo, garantir a estabilidade estrutural e
conformacional do 6rgdo ou tecido em potencial. Sendo necessario que tenham determinadas
caracteristicas como ser extrudada de forma controlada para gerar formas cilindricas ou
goticulas rapidas, apresentar propriedades de cisalhamento para fluir sob uma forga, mas de
manter a forma sem carga e a capacidade de fazer ligacdes cruzadas para evitar dissolucdo e
manter sua forma quando estiver atuando em multiplas camadas ou empilhadas (HOSPODIUK
etal,2017).

Classificadas em polimeros naturais ou sintéticos ou uma combinacao que destaque as
propriedades favoraveis de ambos os componentes, as biotintas podem ser compostas por
células ou por um hidrogel de biopolimero transportador adicional que envolve as células, que
se ligam ao hidrogel e podem crescer, se espalhar e proliferar (CHIMENE; KAUNAS;
GAHARWAR, 2020).

3.3.1 Scaffold free e scaffold based

Algumas abordagens para as biotintas foram criadas na engenharia de tecidos,

abrangendo novas oportunidades para o crescimento de célula em cultura e na criacdo de
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modelos tridimensionais semelhantes a tecidos. Essas biotintas sdo classificadas como scaffold
free e scaffold based.

As biotintas scaffold free apresentam um método alternativo, desenvolvido para
combater alguns problemas como degradacdo, adaptagdo, resposta imunoldgica, toxicidade, e
consiste na ndo utilizacdo de scaffolds, as células sdo aderidas direto no microambiente na
superficie do polimero termo-responsivo, consistindo na suspensdo de células, camadas de
célula, esferoides de célula e impressao de célula (HUSSAIN; PEIL 2021; TAN et al, 2014).

As biotintas scaffold based utilizam os scaffolds como uma estrutura de suporte em que
as c¢lulas irdo crescer. Sao produzidas de biomateriais que vao, eventualmente se degradar e as
células irdo se desenvolver na cobertura ¢ formar os tecidos, consistindo em membranas
biologicas, scaffolds de nanofibra, camadas de células em scaffold, scaffolds hibridos, scaffolds
bioimpressos e scaffolds de hidrogel (AHMAD; OLIVEIRA; MUMTAZ, 2020).

Os scaffolds de hidrogel sdo redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos reticulados,
capazes de reter grande quantidade de agua, capazes de desempenhar um comportamento
elastico que ¢ regido pela estrutura do polimero. Por apresentar uma quantidade baixa de
polimero em relacdo a massa total do hidrogel, redes altamente porosas podem ser comuns,
permitindo a difusdo de nutrientes, oxigénio e biomoléculas, além da proliferacao celular e

conectividade, proporcionando um 6timo meio para crescimento de um tecido (SPICER, 2020).

3.4 Hidrogeis

Os hidrogeis, utilizados para obtengdo de uma biotinta devem apresentar algumas
caracteristicas, como a capacidade de impressdo, que esta relacionada com a resolucio,
fidelidade de forma e viabilidade celular, fatores esses que sdao ajustados através das
propriedades do material, como viscosidade, tensdo superficial e mecanismo de reticulagao. O
material escolhido deve atender essas propriedades para ter atributos de printabilidade. Com o
intuito de obter forma, rigidez, elasticidade e outras caracteristicas, suas propriedades
mecanicas devem ser levadas em consideragdo. Além disso, a capacidade de absorver agua ¢
uma propriedade importante que os hidrogeis possuem, pois o alto conteido de agua reduz a
probabilidade de ocorrer inflamagdo ou uma eventual rejeicdo de implantes de biomateriais.

A procura por hidrogeis baseados em polimeros de origem natural tem aumentado
devido as potenciais vantagens, como biocompatibilidade com células, ndo-toxicidade e
capacidade de biodegradacdo. Isso tem motivado os pesquisadores envolvidos na area da

bioimpressao 3D a explorar diferentes solugdes. Os hidrogeis podem ser preparados a partir de
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uma variedade de biomateriais, como alginato, coldgeno, quitosana, entre outros, o que oferece
oportunidades para o desenvolvimento de hidrogeis com propriedades especificas, adaptadas as

necessidades da engenharia tecidual e regeneragao de 6rgaos.

3.4.1 Polimeros Naturais

Os compostos de polimeros naturais sdo frequentemente empregados em tecidos
contendo colageno, como cartilagem, osso e pele (HELARY et a/, 2010). Os hidrogeis a base
de fibrina sdo amplamente utilizados em aplicagdes cardiovasculares, ja os de elastina, sdo
empregados para a engenharia de cartilagem e tecido neural (ZHU et al, 2017).

Polimeros naturais como alginato, coldgeno, fibrina, gelatina e quitosana chamam a
atencao da comunidade cientifica por possuirem excelente biocompatibilidade, o que permite
que sejam formulados com células para formar hidrogeis para biotinta. Além disso, eles sdao
adequados pois oferecem um ambiente favoravel para mimetizar o ambiente da matriz
extracelular natural dos tecidos, levando a um crescimento e fung¢ao celular eficazes, resultando
entdo em uma regeneracdo de tecido eficaz. No entanto, eles ndo possuem propriedades
mecanicas necessarias para manter a integridade estrutural dentro do microambiente in vivo,
podendo ser imprevisiveis e instaveis, levando a dificuldades na bioimpressdo, estruturas
teciduais menos rigidas e menor suporte para as células no tecido (TANAN;

PANICHPAKDEE; SAENGSUWAN, 2019).

3.4.1.1 Alginato

O alginato, também chamado de &cido alginico ou algina, ¢ um polissacarideo
normalmente derivado de algas, material marinho de baixo custo e comumente obtido das
paredes celulares de algas marrons. Hidrogeis a base de alginato tem sido amplamente
utilizados na bioimpressdo principalmente por conta de sua biocompatibilidade e porosidade,
que permite a proliferagdo das células. Normalmente sdo utilizados para se degradar
gradualmente in vivo, sendo substituidos pela matriz extracelular produzida pelas células
(KULKARNI, 2012). Trata-se de um biopolimero ndo-tdxico e nao-imunogénico, com
capacidade de reticulagdo e taxa de degradagao rapida, o alginato se torna uma das opgdes ideais
para formulacdo de biotintas por ter a caracteristica de prender, se necessario, a agua e outras
moléculas na sua matriz extracelular de alginato, sendo capaz de se difundir. A viscosidade de

um hidrogel a base de alginato depende da concentragdo do material, o peso molecular utilizado
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— comprimento das cadeias de alginato, a densidade celular e fenotipo das células (AXPE;
OYEN, 2016).

Algumas aplicagdes de recentes avangos na bioimpressao 3D utilizam o alginato como
um dos componentes da biotinta: vascularizagao de tecidos (GAO et al, 2015; YU et al, 2013;
ZHANG et al, 2013), regeneracdo de tecidos osteocondrais (ARMSTRONG; BURKE;
CARTER, 2016; SHIM et al, 2012; WANG et al, 2014) e regeneracdo de cartilagens
(IZADIFAR et al, 2016; KUNDU et al, 2015; MARKSTEDT et al, 2015).

A bioimpressao apresenta alguns desafios como a construgao de 6érgaos vascularizados
tridimensionais, que ¢ indispensavel para apoiar a viabilidade celular no transporte de nutrientes
e perfusdo de oxigénio. Zhang et al (2013) apresenta uma nova abordagem para a fabricagao de
canais microfluidicos semelhantes a vasos com potencial para serem utilizados em tecidos
espessos ou na propria fabricagdo de 6rgaos no futuro. Foi investigada a fabricacao de canais
microfluidicos imprimiveis que suportassem a integridade mecanica e permitissem o transporte
de fluidos em 3D com diferentes combinagdes de alginato, como o alginato de sdédio, que ¢ o
proprio sal de sodio do alginato amplamente utilizado em aplicacdes da engenharia tecidual.

O aprimoramento das bioimpressoras focando na regeneracao de tecidos osteocondrais
vem sendo realizado através do uso do biomaterial termoplastico policaprolactona (PCL)
misturado com solugdes de alginato. O estudo conduzido por Shim et al (2012) teve como
objetivo construir uma bioimpressora contendo dois tipos de células diferentes para regeneragao
de tecido osteocondral. Similar ao processo de regeneracao de tecidos osteocondrais, em que
se utiliza PCL, estudos recentes contribuem para a possibilidade de utilizar hidrogeis de alginato
encapsulado com células de condrécitos para regeneracao de cartilagem (KUNDU et al, 2015).

O alginato comumente apresenta desafios em relagdo a viabilidade celular. No entanto,
estudos tem explorado alternativas, como o uso de alginato modificado, que possibilita a
impressao com baixa concentracdo do material (OOl et al., 2018). Essa abordagem otimiza a
deposicdo precisa das células e hidrogéis, resultando em maior viabilidade celular pds-
bioimpressdo. A modificacdo também pode aprimorar propriedades fisicas e quimicas,
promovendo um ambiente mais favoravel ao crescimento e diferenciacao celular, contribuindo

assim para avangos na engenharia de tecidos através da bioimpressao.

3.4.1.2 Gelatina

A gelatina ¢ uma proteina que tem sido amplamente utilizada nas industrias

alimenticias, farmacéuticas e cosmética devido a sua excelente biocompatibilidade, facil
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biodegradabilidade e baixa antigenicidade. A gelatina ¢ obtida pela desnaturagdo térmica do
colageno de pele de animais, 0ssos e, raramente, escamas de peixe. As fontes de produgdo mais
abundantes do material sdo de pele de porco, ossos de porco e bovinos e couros (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2009).

Sua composic¢ao ¢ semelhante a do colageno, sofrendo algumas alteragdes devido ao
processo de fabricacdo. A diferenca na estrutura do coldgeno e da gelatina é por causa da
organizagdo parcial das hélices que, em relagdo ao colageno, sofre mudanca de conformagao
no aquecimento das suas fibras, que levam ao desenvolvimento de hélices que sao recuperadas
parcialmente no resfriamento (THAKUR et al., 2017).

Se tratando de uma proteina que possui propriedades de formacao de filme, por exemplo
filmes comestiveis de vegetais e como agente encapsulante de substancias bioativas, a gelatina
pode ser candidata para a pele artificial. Pal, Banthia e Majumdar (2007) desenvolveram uma
membrana de hidrogel por meio da esterificagdo do grupo hidroxila do polidlcool vinilico
(PVA) com o grupo carboxila da gelatina. Os resultados indicaram completa esterificacdo dos
grupos carboxilicos livres da gelatina, além de boa resisténcia mecanica e capacidade de
absor¢ao de agua. As membranas mostraram-se hemocompativeis, sugerindo sua utilizagao
potencial como curativos e sistemas de liberagdo de medicamentos implantaveis. Esses
resultados destacam a viabilidade dos hidrogeis de PV A-gelatina como materiais para diversas
aplicagoes biomédicas (PAL; BANTHIA; MAJUMDAR, 2007).

Ao ser resfriada, a gelatina aquosa passa por uma transi¢ao sol-gel em cerca de 40°C,
durante a qual suas cadeias enroladas se transformam em hélices triplas para formar um gel
estabilizado por ligacdes de hidrogénio. O material sofre adsor¢@o e dessor¢do para se ajustar a
umidade relativa de seu ambiente, embora em periodos mais longos, o hidrogel pode sofrer
vitrificagdo, tornando-se seco e quebradi¢go pela eliminacao do solvente aquoso. As ligagdes
cruzadas fisicas formadas durante essa gelificacao sdo termorreversiveis, mas ligagcdes cruzadas
enzimaticas adicionais podem ser induzidas usando transglutaminase para facilitar a formacao
de ligagodes peptidicas (BROUGHAM; JOHNSON, 1981; SANWLANI; KUMAR; BOHIDAR,
2011).

Saraiva et al. (2015) propuseram a caracterizagdo de um hidrogel de quitosana e
gelatina. Esses hidrogeis mostraram-se promissores para aplicagdes como agentes de
preenchimento ou veiculos de liberagdo de moléculas bioativas e células. Através de analises
morfologicas, fisico-quimicas e bioldgicas, os pesquisadores demonstraram as propriedades

adequadas desses hidrogeis.
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A extrusdo ¢ um processo utilizado para moldar o hidrogel em uma forma desejada, no
caso da gelatina, ao realizar o processo em um ambiente frio, o hidrogel mantém sua forma com
maior facilidade devido a rigidez adquirida durante o resfriamento. Isso ¢ especialmente ttil
quando se deseja obter hidrogeis com estruturas mais precisas ¢ definidas, como fios ou
filamentos. Quando a gelatina ¢ submetida a temperaturas mais baixas, ocorre uma redu¢ao na
mobilidade das moléculas e uma maior interacdo entre elas. Isso favorece a formagdo de
ligacdes fisicas e a geragao de uma rede tridimensional mais coesa. Além disso, a diminuigdo
da temperatura também acelera o processo de gelificacao, permitindo um melhor controle da

formagao do hidrogel (PARK et al., 2020).

3.4.2 Plastificantes

Os plastificantes sdo aditivos utilizados para aumentar a flexibilidade e extensibilidade
de materiais poliméricos, melhorando propriedades mecanicas e de manuseio. No caso dos
hidrogeis, sao importantes para melhorar a capacidade de processamento e a eficacia para
aplicagdes biomédicas, mas sua escolha deve levar em consideracao o tipo de aplicagdo e a
biocompatibilidade afetar propriedades do hidrogel, como sua capacidade de liberagdo ou o

suporte a células na engenharia tecidual (YE et al., 2023).

3.4.2.1 Alcool polivinilico (PVA)

O élcool polivinilico ¢ um polimero termoplastico obtido pela hidrolise do poli(acetato
de vinila) (PVAc), e ndo por processos de polimerizacdo como alguns outros polimeros
sintéticos. A transformacao do PVAc em PVA ¢ obtida pela alcoolize catalisada por base ou
pela hidrdlise iniciada por acido. O PV A ¢ o polimero sintético mais polar, ¢ inodoro, atdxico,
biocompativel e solivel em dgua, cidos e solventes altamente polares (FELDMAN, 2020).

Sendo um polimero sintético soluvel em 4gua, se nenhuma medida for tomada contra
altas temperaturas, exposi¢do a luz, microorganismos, o PVA pode se degradar no ambiente
por fotodegradacdo, biodegradacdo e degradagdo quimica. A rede de ligagdo cruzada fisica
reduz a absor¢do de agua e melhora a resisténcia a dgua. Devido a forte interagdo matriz de
preenchimento, o compdsito possui uma caracteristica de decomposicao térmica mais alta e
melhores propriedades mecanicas e dindmicas (HUANG et al, 2019).

E um material que pode ser utilizado como materiais promissores para hidrogeis e

suportes de cultura de tecidos em aplicagdes biomédicas e farmacéuticas (CONSTANTIN et al,
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2004; SINHA et al., 2007; XIAO; YANG, 2006). Ele ¢ biocompativel e capaz de induzir o
crescimento de tecidos circundantes para as células transplantadas se fixarem (GOMES et al,

2002).

3.4.2.2 Glicerol

O glicerol ¢ gerado pela hidrolise de triglicerideos, predominantemente produzido no
processo de saponificacdo ou producdo de biodiesel. Ele se apresenta como um liquido claro,
incolor, inodoro, viscoso e higroscopio, e tem se tornado cada vez mais atraente devido a sua
ampla gama de aplica¢des na industria alimenticia (plastificante, estabilizante e emulsificante)
e como um umectante em formulacdes cosméticas (ANKER; STADING; HERMANSSON,
2001; BROUGHAM; JOHNSON, 1981; PIAO; ADACHI, 2006). Além disso, tem
demonstrado ter um papel importante como plastificante para a geracdo de estruturas hiper-
ramificadas. No entanto, poucos estudos anteriores investigaram o uso de glicerol como agente
de reticulacdo para ajustar a densidade de uma rede polimérica a fim de alcangar um
comportamento de liberagao sustentada.

O glicerol ¢ frequentemente usado como plastificante devido a sua compatibilidade e
solubilidade em agua, podendo ser introduzido como plastificante para melhorar ainda mais as
propriedades mecanicas do gel e contrariar os efeitos de vitrificagdo. Ao ser usado em conjunto
com hidrogeis de gelatina, o glicerol ndo afeta o mecanismo de gelificacdo, mas melhora a
elasticidade, flexibilidade e sensibilidade a umidade, reduzindo as interagdes entre cadeias
adjacentes de gelatina (YAN et al., 2017).

Em um estudo conduzido por Shintake, Sonar e Piskarev (2017), foram testadas varias
amostras utilizando diferentes proporgoes de gelatina e glicerol, com tempos de secagem de 48
horas, a fim de reduzir o teor de agua. O objetivo principal desse estudo era avaliar se a
combina¢do desses materiais poderia apresentar caracteristicas mecanicas semelhantes as dos
elastdomeros de silicone.

Hughes e Rus (2020) exploraram o uso de um teor mais elevado de glicerol para
desenvolver um material que se biodegrada em agua quente. Essa abordagem mostrou-se
promissora para a criacdo de atuadores degradaveis e ndo conectados. Os resultados obtidos
demonstraram a viabilidade desse material na geracdo de atuadores com propriedades
degradaveis, oferecendo novas possibilidades para aplicagdes futuras nessa area.

No estudo conduzido por Hardman, George Thuruthel e Lida (2022), foi realizado o

desenvolvimento de um hidrogel de gelatina e glicerol para aplicagdes de sensoriamento
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flexivel. Os resultados experimentais obtidos demonstraram a viabilidade e a eficacia dos
hidrogéis idnicos em dispositivos vestiveis e tecnologias roboticas flexiveis para o
sensoriamento de deformacgao, umidade e temperatura. Além disso, destacou-se a capacidade
parcial de autorregeneracao desses hidrogéis a temperatura ambiente, conferindo-lhes uma

propriedade adicional de autorecuperagao.

3.5 Oxido de Grafeno (OG)

O 6xido de grafeno ¢ um material derivado do grafeno, umas das formas alotropicas do
carbono. E composto por uma folha de grafeno com grupos funcionais de oxigénio
covalentemente ligados, o que lhe confere caracteristicas unicas, como alta condutividade
elétrica e térmica, alta resisténcia mecanica, baixa densidade e alta superficie especifica
(LAZAR; AGHASOLEIMANI; SEMERTSIDOU, 2023).

Na érea da impressdo 3D, o 6xido de grafeno tem sido utilizado como aditivo em
hidrogeis para melhorar suas propriedades mecanicas, condutividade elétrica e capacidade de
retencao de agua. Essas propriedades sdo especialmente relevantes para a producao de tecidos
e oOrgdos artificiais que requerem alta biocompatibilidade, estabilidade mecanica e interagao
com c¢lulas vivas. Além disso, o 6xido de grafeno tem sido utilizado como um material de
bioimpressdo, que permite a producdo de estruturas tridimensionais com alta precisdo e
resolucdo, bem como a capacidade de incorporar células e fatores de crescimento para
regeneragao de tecidos. No entanto, ainda sdo necessarias mais pesquisas para avaliar a
segurancga ¢ eficacia desses materiais em aplicagdoes biomédicas especificas (MA et al, 2021).

Alguns estudos recentes tém explorado o uso de hidrogeis contendo 6xido de grafeno
em diversas aplicagcdes biomédicas. Li, Liu e Crook (2020) demonstraram a combinacao do
oxido de grafeno com scaffolds de alginato impressos em 3D para suporte de células tronco
adiposas humanas (ADSC) e inducdo osteogénica. O alginato foi impresso com adi¢do da
gelatina, que foi removida apods a impressdo e a estrutura foi revestida com 6xido de grafeno,
mostrando boa citocompatibilidade e foi capaz de suportar a proliferacdo e diferenciagao
osteogénica de ADSCs humanas.

No estudo de Luu, Nguyen e Le (2022) foi desenvolvida uma formulag¢do de hidrogel
que consistia em alginato de sddio e 6xido de grafeno para prolongar a liberagdo de lidocaina,
um anestésico local, podendo ser um biomaterial potencial para a liberagao controlada de

anestésicos locais. Esta pesquisa revelou que os hidrogeis refor¢ados com 6xido de grafeno
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apresentaram uma liberacdo mais prolongada em compara¢do com hidrogeis de alginato de

sodio.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Para o desenvolvimento deste trabalho utilizou-se: Alginato de sodio P.A.
(C6H7(NaO)e)n, Dindmica ®; Gelatina suina (260 bloom — 40 Mesh), Gelita do Brasil; Alcool
Polivinilico P.S. (C2H4O),, Dinamica ®; Glicerol G5516-1L, Sigma-Aldrich ®; Fosfato de
sddio monobasico 100 mM, Dindmica ®; Fosfato de sodio bibasico 100 mM, Dinamica ®;
Cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H20), Dinamica ®.

O oxido de grafeno foi obtido no laboratério utilizando o método de Hummers
modificado (GUERRERO-CONTRERAS; CABALLERO-BRIONES, 2015), com técnicas

verdes de acordo com metodologia adotada por Vercik (2021).
4.2 Fluxograma
As etapas do trabalho estao esquematizadas no fluxograma da Figura 2.

Figura 2: Fluxograma representando as etapas do desenvolvimento experimental do trabalho
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4.3 Preparacao dos hidrogeis

O desenvolvimento experimental deste estudo foi realizado no Laboratério de
Biomateriais do Grupo de Materiais (GMAT) do Departamento de Ciéncias Basicas (ZAB) da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de Sao Paulo
(USP) na cidade de Pirassununga — SP (Brasil). As caracterizagdes por microscopia eletronica
de varredura (MEV) e espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) foram realizadas no
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA), do Departamento de Zootecnia (ZAZ), e os
ensaios de curva de fluxo com redmetro rotacional foram realizados no Laboratério de
Tecnologia de Biopolimeros (Biopolitec), e os ensaios de injetabilidade com texturémetro
foram realizados no Centro Multiusuario de Funcionalidade de Macromoléculas (CEMFUM)
ambos no Departamento de Engenharia de Biossistemas (ZEB). Todos os laboratorios estdo
localizados na mesma faculdade.

As formulagdes dos hidrogeis estdo descritas na Tabela 1 levando em consideragdo a

sua composic¢ao € as respectivas concentracoes utilizadas em (m/v).

Tabela 1: Formulacdes dos hidrogeis

Alcool  Oxidod
Alginato  Gelatina  Glicerol e e

Hidrogel (3%) (10%) (2%) Pul;; ;;Ll}llcu :}['It::i;;nu}
AG X X
AGOG X X X
AGPVA X X .
AGGL X X X
AGPVAOG X X X X
AGGLOG X X X X

Fonte: Autoria prépria.

4.3.1 Formulacao contendo alginato de sddio e gelatina (AG)

Foram preparados hidrogeis usando alginato de sddio 3% (m/v) e gelatina suina 10%
(m/v) em uma solugdo de fosfato de s6dio (PBS) com pH 7,4. Inicialmente a gelatina foi
solubilizada na solu¢do de PBS a temperatura de 45°C sob agitacdo mecanica, apds completa
solubilizacao adicionou-se o alginato de sodio € manteve-se a temperatura ¢ a agitacao até

completa homogeneizacao. Essas amostras foram identificadas como AG.
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4.3.2 Formulagao contendo alginato de sddio, gelatina e 6xido de grafeno (AGOG)

Foram preparados hidrogeis utilizando alginato de sddio e gelatina suina, conforme
descrito na secdo 4.3.1. Antes de adicionar o 6xido de grafeno, foi necessario solubiliza-lo em
dgua destilada utilizando um sonicador por um periodo de 1 hora. Apods essa etapa de
solubilizagdo, adicionou-se uma solugdo de OG 0,10% (m/v) a mistura de alginato de sodio e
gelatina a temperatura de 45°C sob agitacdo mecanica para completa homogeneizacao. Essas

amostras foram identificadas como AGOG.

4.3.3 Formulagdo contendo alginato de sodio, gelatina e dlcool polivinilico (AGPVA)

Foram preparados hidrogeis utilizando alginato de sddio e gelatina suina, conforme
descrito na se¢do 4.3.1. Nesse processo, o PVA foi adicionado a solugdo antes do alginato de
sodio, permitindo que se dissolvesse juntamente com a gelatina sob a influéncia da temperatura.
Em seguida, o alginato de sodio foi adicionado a solugdao. A mistura foi agitada continuamente
por 30 minutos para assegurar uma homogeneizagao eficaz. Essas amostras foram identificadas

como AGPVA.

4.3.4 Formulagdo contendo alginato de sodio, gelatina e glicerol (AGGL)

Foram preparados hidrogeis utilizando alginato de sddio e gelatina suina, conforme
descrito na se¢do 4.3.1. Apo6s a adi¢do do alginato de sédio, o glicerol foi incorporado a solugao.
A agita¢do foi mantida por 30 minutos para garantir uma homogeneizagdo eficiente. Essas

amostras foram identificadas como AGGL.

4.3.5 Formulacdo contendo alginato de sodio, gelatina, alcool polivinilico e ¢xido de grafeno

(AGPVAOQG)

Foram preparados hidrogeis utilizando alginato de sddio e gelatina suina, conforme
descrito na se¢do 4.3.1. O 6xido de grafeno foi preparado seguindo o procedimento descrito na
secdo 4.3.2. Na preparacao da solugdo, a ordem de adi¢@o seguiu o descrito na se¢do 4.3.3., em
que o PVA foi adicionado antes do alginato de sodio, seguido pelo alginato de sodio e, por fim,
o oxido de grafeno. A mistura foi agitada continuamente por 30 minutos para assegurar uma

homogeneizagdo adequada. Essas amostras foram identificadas como AGPVAOG.
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4.3.6 Formulagdo contendo alginato de sédio, gelatina, glicerol e 6xido de grafeno (AGGLOG)

Foram preparados hidrogeis utilizando alginato de sodio e gelatina suina, de acordo com
as instrugcdes descritas na secdo 4.3.1. O 6xido de grafeno foi preparado seguindo o
procedimento descrito na se¢do 4.3.2. Durante a preparacdo da solucdo, a ordem de adi¢@o apds
a gelatina foi a seguinte: primeiro o alginato de s6dio, seguido pelo 6xido de grafeno e, por fim,
o glicerol. A mistura foi agitada de forma continua por 30 minutos para garantir uma

homogeneizagao eficiente. Essas amostras foram identificadas como AGGLOG.

4.4 Etapa de extrusao das formulagdes utilizando seringa descartavel

As formulagdes obtidas nos itens 4.3 foram colocadas, ainda sob temperatura de
aproximadamente 45°C, em seringas descartaveis (Figura 3). ApoOs resfriamento até a
temperatura ambiente, o material foi extrudado em placas de Petri (Figura 4) mantidas na
temperatura de 7°C (Figura 5). Ap0s a finalizagdo da extrusao, adicionou-se cloreto de calcio
(CaCla) 2% (m/v) na placa de Petri para reticulacdo do alginato de sddio. Apds um periodo de
30 min o material foi retirado da solucao de cloreto de calcio e armazenado em dessecador a

temperatura ambiente para secagem por 48 horas.

Figura 3: Seringa descartavel com amostra AGOG

Fonte: autoria prépria.
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Figura 4: Hidrogel AG apo6s extrusdo pela seringa

Fonte: Autoria propria.

Figura 5: Ambiente com temperatura de 7°C

Fonte: autoria propria.
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4.5 Ensaio de curva de fluxo com redmetro rotacional

Para o ensaio de curva de fluxo, foi utilizado o redmetro compacto modular Anton Paar
MCR-92 (Figura 6) no modo oscilatorio, rampa de temperatura a 35°C, com geometria de
placas paralelas com 50 mm de didmetro, separados por uma distdncia de 1 mm. As amostras
foram colocadas na placa inferior. Durante o ensaio, foram coletados dados de viscosidade e

taxa de cisalhamento para analise.

Figura 6: Ensaio de curva de fluxo com redmetro rotacional

Fonte: autoria propria.

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Tecnologia de Biopolimeros (Biopolitec)

do Departamento de Engenharia de Biossistemas (ZEB) da USP, campus Pirassununga.
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4.6 Ensaio de Injetabilidade

Para determinar a injetabilidade dos materiais preparados, foi utilizado um texturometro
(Texture Analyser TA-TXplus). O processamento dos dados foi realizado através do software
Texture Expert Exceed 2.64. Os testes foram realizados em temperatura ambiente pelo
acoplamento (Figura 7) de seringas descartaveis de 20 mL e para cada tipo de formulagdo o
ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos como média, desvio padrao e
intervalo de confianca. As condigdes de ensaio foram as seguintes: a forga (N) necessaria para
a injetabilidade do hidrogel foi determinada em 50N e uma taxa de velocidade de 50 mm/min.
A garra de compressdo pressionada o émbolo da seringa. A injetabilidade se deu em um periodo

aproximado de 44 seg., método adaptado segundo (CUNHA, 2009).

Figura 7: Representacdo esquematica do aparato para teste de injetabilidade
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Fonte: Moreira (2018)

Para o célculo da taxa de injetabilidade foi utilizado o método adaptado por Chen e
Taguchi (2019). Neste método foi utilizada a pesagem como parametro para coleta de dados.
Cada seringa foi carregada com uma quantidade média de 15 mL de hidrogel, cada ensaio foi
iniciado depois de decorridos 8 min do aquecimento da solugdo na seringa em banho maria.
Neste processo, foi observado se o hidrogel foi injetado completamente e se durante a
injetabilidade ocorreu segregagao do material, simulando aplicabilidade do material. A equagdo

(1) demonstra o célculo realizado.
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(M1 — M0) — (M2 — MO) (1)
(M1 — MO)

Injetabilidade(%) = (

Onde MO representa o peso da seringa sem contetido, M1 refere-se ao peso da seringa
com o material e M2 o peso da seringa ap6s a inje¢do do material.

Para anélise qualitativa da injetabilidade, foi observado o comportamento do hidrogel
durante o processo de injetabilidade através da pressdo do equipamento sobre a seringa
descartavel. Nesse processo foi observado se o material foi injetado completamente e se durante
a injetabilidade ocorreu separagdo de fase.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Multiusuario (CEMFUM) do

Departamento de Engenharia de Biossistemas (ZEB) da USP, campus Pirassununga.

4.7 Ensaio do Grau de Intumescimento

Para o ensaio do grau de intumescimento, os hidrogeis secos, foram previamente
cortados e armazenados em dessecador com silica por 24h para remog¢ao completa de umidade
e, em seguida, sua massa inicial foi determinada em balanga analitica e imersos diretamente em
5 mL de uma solucdo tampao fosfato de s6dio (10 mM) de pH 7.4 a temperatura de 37°C em
tempos pré-determinados (0,5, 1, 4, 6, 24 e 48h), em triplicata. Apos este periodo, o excesso de
tampao foi removido levemente com papel de filtro por cerca de 5 segundos. Com o auxilio de
uma balanca analitica, foram determinadas as massas para o calculo do grau de intumescimento

(Q) dos hidrogeis na equacao (2):
Q = [(My — Ms)/M,] x 100 2)
Onde M ¢ a massa do hidrogel intumescido, e M; ¢ a massa do hidrogel seco.
Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Biomateriais do Grupo de Materiais
(GMAT) do Departamento de Ciéncias Basicas (ZAB) da USP, campus Pirassununga.

4.8 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) ¢

utilizada para identificar grupos funcionais e determinar a composicdo de amostras. Neste
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estudo, foram obtidos espectros de FTIR através da técnica de Reflectancia Total Atenuada
(ATR) em cristal, permitindo a transmissdo direta da amostra. Os materiais foram analisados
na faixa de 4000 a 500 cm™', com uma resolucio de 2 cm™!, apds acumulagdes de 64 varreduras
(Espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier Spectrun One, Perkin
Elmer, USA). Os espectros foram coletados no sofiware Spectrun One (versdo 5.3) e plotados
utilizando o software OriginPro 2023. Os resultados foram comparados com dados disponiveis
na literatura para analise e interpretagao.

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Tecnologia de Alimentos do

Departamento de Zootecnia (ZAZ) da USP, campus Pirassununga.

4.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos hidrogeis apds a secagem foi analisada utilizando um microscopio
eletronico de varredura (MEV). As amostras secas foram fixadas em um suporte de aluminio
usando fita de carbono. As imagens foram obtidas por meio de um microscépio eletronico da
marca HITACHI, modelo TM 3000, operando a uma tensdo de 15kV. Para analisar a
morfologia interna das amostras, estas foram quebradas utilizando nitrogénio liquido.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) do

Departamento de Zootecnia (ZAZ) da USP, campus Pirassununga.

4.10 Citotoxicidade

Todos os materiais utilizados no ensaio foram esterilizados por autoclave em um
processo de esterilizagdo umida. A esterilizagdo foi realizada a uma temperatura de 120°C e
uma pressao de 1 kgf/cm?, durante 20 minutos. O meio de cultura suplementado (MCS) foi
esterilizado utilizando uma membrana estéril com uma porosidade de 0,22 pm. As amostras e

o controle negativo (alumina) foram esterilizadas por uma hora utilizando radiacdo UV.

4.10.1 Cultura de células

O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Zhang et al. (2011),
com modificagdes, utilizando a linhagem celular CHO-k1, que consiste em células de ovario
de Hamster chinés. As células foram cultivadas em placas de 150 mm de didmetro, utilizando

meio de cultura RPMI medium 1640 (GIBCO), suplementado com penicilina (100 U/mL),
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estreptomicina (100 pg/mL), anfotericina B (0,025 pg/mL), glutamina (2 mM) e soro fetal
bovino (10%). O cultivo foi realizado a uma temperatura de 37°C em uma atmosfera de CO>
(5%) por um periodo de 72 horas, utilizando uma estufa incubadora (CCL-170B-8, ESCO,
USA). Para garantir um crescimento celular adequado, foram realizadas trocas do meio de
cultura suplementado nos intervalos de 24 e 48 horas. Apds 72 horas, o meio suplementado foi
removido e as células foram removidas utilizando uma solucao de tripsina (Tryple Express com
vermelho de fenol Gibco 12605).

A contagem celular foi realizada utilizando uma camara de Neybauer por dilui¢do em
azul de trypan 0,4% (na propor¢ao de 1:5) (Microscopio 6ptico 8060, BEL, Italia). Este método
baseia-se na observacdo das células viaveis, que ndo permitem a penetragdo do corante,
resultando em coloragdo transparente, enquanto as células nao viadveis permitem a penetragao

do corante, resultando em coloragao azul (KONOPKA et al., 1996).

4.10.2 Viabilidade celular — método de incorporagdo do vermelho neutro (VN)

Os materiais foram preparados de acordo com a norma ISO 10993-10 (ISO 2010). As
amostras e a alumina foram adicionadas a tubos conicos Falcon de 15 mL e misturadas com o
MCS na propor¢do de 2% (m/v). Em seguida, os tubos foram incubados a 37°C em uma
atmosfera de CO: (5%) por 24 horas, utilizando uma estufa incubadora. Foram utilizados trés
controles: 1) Alumina (controle negativo); 2) solucdo de fenol 0,2% (controle positivo); 3) MCS
(branco). Apos as 24 horas, tanto as amostras quanto os controles foram submetidos a dilui¢des
seriadas para obter as concentragdes de 100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%.

O ensaio de toxicidade foi realizado utilizando o método indireto de incorporacdo do
vermelho neutro, de acordo com a norma ISO 10993-5 (ISO 2009). As células (1 x 10*
células/poco) foram cultivadas em MCS (200 uL) e incubadas a 37°C em uma atmosfera de
CO2 (5%) em uma placa de 96 pocos. Apds 24 horas, o MCS foi removido e os tratamentos
(amostras e controles) e suas respectivas dilui¢des (200 pL.) foram adicionados a placa contendo
as células. A placa foi novamente incubada a 37°C em uma atmosfera de CO> (5%) por 24
horas. Ap6s o tratamento, a morfologia celular foi observada utilizando um microscopio Optico
invertido (PRIMO, CARL ZEISS, Alemanha). Em seguida, o meio contendo os tratamentos foi
removido dos pogos e as células foram lavadas com solucao PBS (200 pL). Apos a lavagem,
adicionou-se 200 pL da solucdo de vermelho neutro (50 ug/mL) aos pocos, € a placa foi
incubada a 37°C em uma atmosfera de CO; (5%) por 3 horas para permitir a incorporagdo do

vermelho neutro pelas células. Apds a incubagdo, a solu¢do de vermelho neutro foi removida e
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os pogos foram lavados com 200 pL. de PBS. Em seguida, foram adicionadas 200 pL de solugao
de extragdo (50% etanol, 1% acido acético, 49% agua destilada) aos pocos, e a placa foi agitada
a 150 rpm por 10 minutos (Shaker TE-420, Tecnal, Brasil) para extrair o vermelho neutro das
células. As leituras de absorbancia foram realizadas em um leitor de microplacas a 540 nm
(Multiskan FC, Thermo Scientific, USA). Os resultados foram expressos em viabilidade celular

(%VC), calculada de acordo com a equagdo (3).

WUVC = (Abs amostra) 100 (3)
0 ~ \ Abs branco

Onde 4bs amostra € a absorbancia da amostra a 540 nm e Abs branco ¢ a absorbancia
do branco a 540 nm.
Os ensaios foram realizados no Laboratoério de Biomateriais do Grupo de Materiais

(GMAT) do Departamento de Ciéncias Basicas (ZAB) da USP, campus Pirassununga.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Ensaio de curva de fluxo com redmetro rotacional

Todas as composi¢des foram caracterizadas no redmetro para determinar se os materiais
apresentavam comportamento newtoniano, pseudoplastico ou dilatante. Um comportamento
newtoniano indica uma viscosidade constante independentemente da taxa de cisalhamento,
enquanto um comportamento pseudoplastico implica em uma diminuicao da viscosidade a
medida que a taxa de cisalhamento aumenta. Por outro lado, um comportamento dilatante
envolve um aumento da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento (COSTA, 2017).

Essa caracterizacao ¢ crucial para compreender as propriedades de fluxo dos materiais
durante o processo de extrusdo. Um comportamento newtoniano pode facilitar a extrusdo
consistente, pois a viscosidade permanece constante. Por outro lado, um comportamento
pseudoplastico pode ser benéfico, pois a viscosidade diminui quando o material ¢ submetido a
altas taxas de cisalhamento, facilitando a extrusao pela agulha (CALADO, 2015).

O fluxo de um fluido ¢ oposto pelo atrito entre camadas adjacentes em movimento
relativo, e, portanto, ¢ necessaria uma forga para sustentar o fluxo do fluido. O comportamento
de fluxo de um material viscoso ¢ descrito pela lei de poténcia de Ostwald-de Waele descrito
por del-Mazo-Barbara (2021), na qual a tensdo de cisalhamento (1) ¢ dado pela taxa de

cisalhamento conforme equagao (4):

T=k-(" 4

Onde ¥ ¢ a taxa de cisalhamento, k ¢ o parametro de constante de fluxo e n ¢ o indice de
comportamento de fluxo. A viscosidade aparente 1 € um parametro que, em geral, depende da

taxa de cisalhamento e ¢ definida conforme equagao (5):

n==k-(y)"! (5)

Portanto, combinando as equagdes (4) e (5), tem-se a equagao (6):

T=[k-(M"(M =n- (V) (6)
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Com base no indice de comportamento de fluxo, ¢ possivel categorizar materiais
viscosos em diferentes classes. Os materiais newtonianos, caracterizados por um indice n igual
a 1, exibem uma viscosidade constante. Por outro lado, os materiais pseudoplésticos ou
tixotropicos, cujo indice n se encontra na faixa de 0 a 1, demonstram uma diminui¢do na
viscosidade & medida que a taxa de cisalhamento aumenta. Adicionalmente, os materiais
dilatantes ou espessantes, em que n ultrapassa o valor 1, revelam um aumento na viscosidade

com o aumento da taxa de cisalhamento aplicada, conforme representado na Figura 8.

Figura 8: Viscosidade versus taxa de cisalhamento
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Fonte: Adaptada de: (DEL-MAZO-BARBARA; GINEBRA, 2021)

A investigacdo detalhada foi conduzida empregando o equipamento compacto modular
Anton Paar MCR-92. Com o intuito de preservar as condi¢des ideais para andlise, os
experimentos foram executados a uma temperatura de 35°C. Esse ajuste térmico foi crucial para
prevenir o inicio prematuro do processo de gelificacdo do material, garantindo a viabilidade do
ensaio. A configuragdo experimental adotada envolveu o uso de uma geometria placa-placa
com um didmetro de 50 mm, em um espaco de 1 mm. Para determinagdo da viscosidade, foram

realizadas medidas na faixa de taxa de cisalhamento de 0,01 a 100 s-1.



49

O grafico apresentado (Figura 9) ilustra a relagdo entre a viscosidade e a taxa de
cisalhamento visualizada através de um teste de fluxo varidvel realizado em hidrogéis. Andlises
adicionais sdo apresentadas nos graficos exibidos (Figura 10 e Figura 11). Eles evidenciam
que, conforme a taxa de cisalhamento aumenta, ¢ observada uma diminui¢ao na viscosidade do
material. Esse comportamento indica uma redu¢ao na resisténcia ao fluxo a medida que a forga
de cisalhamento aplicada aumenta. Essa caracteristica ¢ tipica de materiais com um
comportamento pseudoplastico.

A redugdo na viscosidade aparente ocorre devido a reorganizagdo ou desestruturagao
das moléculas ou particulas encapsuladas no interior do hidrogel, quando submetido a forcas
de cisalhamento. Esse processo provoca a quebra ou reorganizagdo das estruturas internas,
ocasionando um aumento na fluidez do material e, consequentemente, uma diminui¢cdo na
viscosidade. Essa propriedade ¢ crucial em diversos contextos, como processos de impressao
3D biofuncionalizados e administragdo controlada de farmacos, uma vez que permite a
conformacdo e fluxo otimizados do hidrogel, influenciando diretamente na eficacia e

versatilidade de aplicagdes biomédicas e biotecnoldgicas.

Figura 9: Curva de fluxo das amostras alginato e gelatina (AG); alginato, gelatina e 6xido de
grafeno (AGOQ); alginato, gelatina e alcool polivinilico (AGPVA); alginato, gelatina e
glicerol (AGGL), alginato, gelatina, alcool polivinilico e 6xido de grafeno (AGPVAOG) e
alginato, gelatina, glicerol e 6xido de grafeno (AGGLOG)
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Figura 10: Curva de fluxo das amostras alginato e gelatina (AG); alginato, gelatina e 6xido de
grafeno (AGOQG); alginato, gelatina e alcool polivinilico (AGPVA) e alginato, gelatina e

glicerol (AGGL)
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Fonte: autoria prépria.

Na investigagdo comparativa das amostras AG e AGGL (Figura 10), ao analisar o
grafico da viscosidade em relagdo a taxa de cisalhamento, destaca-se uma notéavel sobreposicao
das curvas. A amostra AG apresenta um desafio na identificagdo visual direta, sendo necessario
uma ampliacdo dos resultados devido a notavel semelhanga nos valores. A observacdo de que
a sobreposicao persiste independentemente das taxas de cisalhamento sugere que a adi¢ao de
glicerol ndo influenciou significativamente a viscosidade aparente das amostras AG e AGGL.
Portanto, ¢ possivel concluir que o comportamento pseudopléstico dessas solugdes ¢
essencialmente governado pelos constituintes principais, permanecendo inalterado pela

presenga de glicerol.
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Figura 11: Curva de fluxo das amostras alginato, gelatina e 6xido de grafeno (AGOG);
alginato, gelatina, alcool polivinilico e 6xido de grafeno (AGPVAOG) e alginato, gelatina,
glicerol e 6xido de grafeno (AGGLOG)
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Fonte: autoria propria.

Para determinar o comportamento reologico de fluidos ndo-newtonianos, foram
aplicadas as equagdes de Ostwald-de Waele. Através do uso de técnicas de regressao linear, o
valor de "n" ¢ calculado a partir da inclinagdo da reta obtida no grafico log-log, obtendo o valor
de “m”. A inclinacdo da reta corresponde ao valor de "n". Todos os valores de "n" obtidos foram
inferiores a 1, conforme Tabela 2, confirmando que esses materiais se enquadram na categoria
de pseudoplasticos.

Ao utilizar as equagdes de Ostwald-de Waele e analisar a inclina¢do da reta no grafico
log-log, ¢ possivel quantificar a relacdo entre a taxa de cisalhamento e a viscosidade aparente.
Valores de "n" menores que 1 indicam um comportamento pseudoplastico, onde a viscosidade
diminui a medida que a taxa de cisalhamento aumenta. Essa caracteristica ¢ comumente
observada em muitos fluidos ndo-newtonianos, incluindo hidrogeis, polimeros e dispersdes

coloidais.
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Tabela 2: Valores de “m” e “n”

Hidrogel m n

AG 01193 04029
AGOG 01037 03641
AGPVA 01283 0.3876
AGGL 0,1339 04000

AGPVAOG 02083 04225
AGGLOG 01564 03876

Fonte: autoria propria.

Portanto, a anélise dos valores de "n" obtidos confirma o comportamento pseudoplastico
desses materiais e fornece informagdes cruciais sobre suas propriedades reologicas, permitindo
uma compreensao mais profunda de como eles se comportam em relacdo a taxa de

cisalhamento.

5.2 Ensaio de Injetabilidade

Ha divergéncias na literatura quanto a alguns termos como injetabilidade. Neste
trabalho, o termo injetabilidade esté relacionado a medida de forca necessaria para aplicagao de
determinada quantidade de material por meio de uma seringa, além da determinagdo da taxa de
injetabilidade para analise quantitativa (QUEIROZ, 2021).

A injetabilidade ¢ de grande importancia para avaliar a capacidade de injecdo manual
ou para definir os parametros necessarios para configurar uma impressora 3D, mas também faz
parte da avaliagdo do comportamento reologico quando injetado em altas taxas de cisalhamento.
E a for¢a de ejecdo inclui a forga requerida pelo injetor para empurrar o material injetavel para
fora da seringa, além de definir a capacidade do hidrogel de se manter homogéneo durante a
sua injecao.

O hidrogel deve ser extrudado através da seringa sem que ocorra separagdo de fases,
podendo ocorrer quando o material gelifica antes do recomendado para a total extrusdo. O
tempo ideal para aquecimento dos hidrogeis € necessario para garantir que o hidrogel seja
manuseado de forma adequada, possibilitando filamentos uniformes e sem separagao de fases.

Neste trabalho, os hidrogeis foram preparados conforme as formulagdes definidas e
carregadas em seringas de 20 mL, com aproximadamente 11 g de hidrogel. Utilizou-se um
texturometro (Texture Analyser TA-TXplus) conforme Figura 12, com uma for¢a de SON e uma

taxa de velocidade de 50 mm/min. A injetabilidade se deu em um periodo de 44 seg.
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Figura 12: Anélise de injetabilidade no Texture Analyser TA-TXplus

s

RESET | STOP

Fonte: autoria propria.

As amostras armazenadas na seringa foram aquecidas em banho maria com circulagao
no equipamento MA 159 a uma temperatura de 37°C por 30 min. Cada ensaio foi iniciado
depois de decorridos 20 min da retirada das amostras do equipamento.

Os resultados indicaram que as solugdoes AGGOG, AGPVAOG e AGGLOG, que
continham 6xido de grafeno em sua composi¢do, separaram particulas de 6xido de grafeno,
fazendo com que a extrusao nao fosse totalmente homogénea, mesmo que apresentasse uma
forga decrescente constante.

Com os resultados obtidos conforme Figura 13, os valores estdo acima de 97%
considerando o desvio padrao. Por se tratar de hidrogeis, materiais com grande quantidade de

agua, o indice de injetabilidade ficou alto.
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Figura 13: Ensaio de injetabilidade das amostras alginato e gelatina (AG); alginato, gelatina e
oxido de grafeno (AGOQG); alginato, gelatina e alcool polivinilico (AGPVA); alginato,
gelatina e glicerol (AGGL), alginato, gelatina, dlcool polivinilico e 6xido de grafeno
(AGPVAOQG) e alginato, gelatina, glicerol e 6xido de grafeno (AGGLOG)

Ensaio de Injetabilidade
100

%Injetabilidade

AG AGOG AGPVA AGGL AGPVAOG AGGLOG

Amostras

Fonte: autoria propria.

A injetabilidade pode ser afetada pela geometria da seringa, didmetro interno,
comprimento, forma da abertura, bem como o acabamento da superficie da seringa. A forca
aplicada a um émbolo de seringa durante a extrusdo de uma formulacdo ¢ dissipada de trés
maneiras: (a) ultrapassando a for¢a de resisténcia do émbolo da seringa; (b) transmitindo
energia cinética ao material; e (c¢) for¢ando o liquido através da agulha, caso utilizada
(CILURZO et al, 2011). Foi determinada entdo a curva forga versus tempo.

O perfil do grafico de for¢a x tempo ¢ bastante semelhante para todas as amostras
(Figura 14). A forga necessaria para extrudar o material ¢ decrescida gradativamente a medida
que o contetido da seringa comeca a fluir, que € o pico de forga inicial, valor também chamado
de “forca de deslocamento inicial”, sendo a forca necessaria para iniciar o movimento do

émbolo (CILURZO et al, 2011).
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Figura 14: Curva representativa forca x tempo das amostras alginato e gelatina (AG);
alginato, gelatina e 6xido de grafeno (AGOG); alginato, gelatina e alcool polivinilico
(AGPVA); alginato, gelatina e glicerol (AGGL), alginato, gelatina, dlcool polivinilico e 6xido
de grafeno (AGPVAOQ) e alginato, gelatina, glicerol e 6xido de grafeno (AGGLOG)
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Fonte: autoria propria.

A injetabilidade do hidrogel apresenta uma tendéncia semelhante a curva de fluxo obtida
no ensaio, onde a viscosidade diminui a medida que a taxa de cisalhamento aumenta. Isso ¢
evidenciado pelo fato de que uma forga cada vez menor € necessaria para dar continuidade ao
processo de inje¢ao do material.

Ao analisar a curva de fluxo do hidrogel no ensaio, é observado que a amostra AG
(hidrogel sem aditivo) apresenta uma curva bastante proxima da curva da amostra AGGL
(hidrogel com adicdo de glicerol). Isso sugere que a adi¢do de glicerol ndo altera
significativamente a viscosidade do hidrogel AG sob diferentes taxas de cisalhamento. No
entanto, ao realizar o ensaio de injetabilidade, ¢ possivel constatar uma alteracdo no
comportamento do hidrogel AGGL em comparagdo com o hidrogel AG. Neste caso, a adi¢do
de glicerol ou outro material pode afetar a capacidade de injecao manual do hidrogel, resultando
em uma menor resisténcia ao fluxo e, consequentemente, exigindo maior forca para realizar a

injegao.
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Os resultados mostram que a adicdo de outros materiais na solugdo composta por
alginato e gelatina provocam a desaceleragdo do processo de gelificagdo da gelatina, esperando-
se valores de for¢ga mais elevados para expulsar o conteudo da seringa. Esse efeito € atribuido
a interacdoes hidrofobicas que respondem as variagdes de temperatura, modificando a
solubilidade da gelatina quando outros materiais sdo introduzidos. Esses sdo materiais que
passam por uma transi¢do de fase sol-gel e, em geral, sdo constituidos por polimeros
denominados anfifilicos, os quais apresentam segmentos hidrofilicos e hidrofébicos em sua
estrutura quimica (ARIOLI, 2022).

Todos os hidrogeis preparados apresentaram bom aspecto de extrusdo com a forga de

50 N constante.

5.3 Ensaio do Grau de Intumescimento

Existem hidrogeis capazes de absorver d4gua em até mil vezes a sua propria massa e a
taxa de absor¢ao de adgua ¢ uma caracteristica crucial desses materiais, € para medir sua
capacidade, € necessario obter a capacidade de intumescimento em fun¢do do tempo.

Existem diversos fatores fisicos que podem contribuir positivamente para um maior
intumescimento de um material, como a presenca de grupos hidrofilicos na rede polimérica,
menor densidade de reticulagdo e uma boa flexibilidade da rede. Os grupos hidrofilicos
presentes na rede polimérica sao hidratados em meio aquoso, formando a estrutura do hidrogel.
O termo “rede” se refere a reticulagcdo, que tem a fun¢do principal de evitar a dissolugao das
cadeias poliméricas hidrofilicas na fase na aquosa (HENNINK; VAN NOSTRUM, 2002).

O grau de intumescimento (Q) ¢ uma medida da capacidade de absor¢ao de dgua de um
polimero que pode ser expressa pela razdo entre a massa do hidrogel apds absorver agua ¢ a
massa do hidrogel antes da absor¢ao (BORTOLIN; AOUADA; MATTOSO, 2013).

Com o intuito de aumentar a confiabilidade do processo, todas as analises experimentais
foram realizadas em triplicata e foi possivel verificar que os resultados apresentaram uma
relacdo linear nas primeiras horas do teste realizado.

Na Figura 15 ¢ possivel observar a curva da cinética de intumescimento dos hidrogeis
tomando como parametros Q em fun¢do do tempo de intumescimento medido em horas. O Q
foi determinado a partir de medidas da massa do hidrogel no tempo (t) com intervalos pré
estabelecidos através da equagdo (2). Essas medidas foram realizadas porque, além de serem
um parametro especifico para cada hidrogel na literatura, descobriu-se que os graficos de

intumescimento geram curvas em vez de retas, ja que tendem ao equilibrio. Isso significa que,
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a medida que aumenta o tempo de intumescimento de um hidrogel, sua velocidade de
intumescimento diminui até atingir seu grau maximo de intumescimento (Qmax) (BORTOLIN,
2014).

Na Figura 15 tem-se que Qmax da formulacio AGPVAOG ¢ de 95%, o maior valor entre
as formulagdes AGPVA e AGGL que também suportaram o ensaio depois de 24 horas em
solugdo PBS. As outras formulagdes AG, AGOG e AGGLOG ndo apresentaram cadeias
poliméricas firmes, o alto grau de intumescimento fez com que elas quebrassem. Todas as
formulacdes apresentaram um grau de intumescimento proximo, mesmo com a adi¢do de
materiais na sua composi¢ao, como o 6xido de grafeno, alcool polivinilico e glicerol ndo houve

tanta alteragdo no intumescimento.

Figura 15: Analise do Grau de Intumescimento (Q) das amostras alginato e gelatina (AG);
alginato, gelatina e 6xido de grafeno (AGOG); alginato, gelatina e alcool polivinilico
(AGPVA); alginato, gelatina e glicerol (AGGL); alginato, gelatina, alcool polivinilico e 6xido
de grafeno (AGPVAOQ) e alginato, gelatina, glicerol e 6xido de grafeno (AGGLOG)
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Fonte: autoria propria.

No corte apresentado da Figura 16, com apenas 6 horas de ensaio, foi notado que as

amostras contendo tanto PVA (amostra AGPVAOG) quanto glicerol (amostra AGGLOG)
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absorveram uma quantidade significativamente maior de dgua nas primeiras horas. Esse
comportamento ¢ atribuido a capacidade de penetracdo do liquido nos poros e a maior
capacidade de retengdo de agua proporcionada pelo PVA e pelo glicerol presentes nessas
amostras.

Diferentemente das outras amostras sem presenca de 0xido de grafeno, essas amostras
ndo apresentaram um ponto de saturacdo durante o periodo de teste, o que significa que a
absor¢ao de agua foi constante ao longo das 6 horas, ndo se estabilizando. Esse efeito destaca
que a taxa de absor¢do de agua e o grau de intumescimento podem variar ao longo do tempo e
dependem das caracteristicas especificas das amostras e do liquido utilizado. A presenca de
PVA ou glicerol conferiu as amostras uma absorc¢ao inicial mais acentuada e continua, sem

atingir um limite de saturacao.

Figura 16: Analise do Grau de Intumescimento (Q) para as amostras alginato, gelatina e 6xido
de grafeno (AGOQ); alginato, gelatina, alcool polivinilico e 6xido de grafeno (AGPVAOG) e
alginato, gelatina, glicerol e 6xido de grafeno (AGGLOG)
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Fonte: autoria propria.
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Por outro lado, na Figura 17, nas amostras sem a inclusdo de 6xido de grafeno, aquelas
sem a presenca de alcool polivinilico ou glicerol demonstraram alta absor¢ao de agua entre 4

e 6 horas, resultando na incapacidade de suas cadeias sustentarem um ensaio de 24 horas.

Figura 17: Analise do Grau de Intumescimento (Q) para as amostras alginato e gelatina (AG),
alginato, gelatina e 4lcool polivinilico (AGPVA) e alginato, gelatina e glicerol (AGGL)
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Fonte: autoria propria.

5.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Foram conduzidos ensaios com todas as amostras, tendo os polimeros alginato e gelatina
como componentes fundamentais, com o intuito de identificar as modificacdes quimicas e

fisicas em suas estruturas na Figura 18, Figura 19, Figura 20 e Figura 21.
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Figura 18: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR) das amostras alginato e
gelatina (AG); alginato, gelatina e 6xido de grafeno (AGOG); alginato, gelatina e alcool
polivinilico (AGPVA) e alginato, gelatina e glicerol (AGGL)
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Fonte: autoria propria.

Figura 19: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR) das amostras alginato,
gelatina e 0xido de grafeno (AGOG) e alginato, gelatina, 6xido de grafeno e glicerol
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Fonte: autoria prépria.
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Figura 20: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR) das amostras alginato,
gelatina e 6xido de grafeno (AGOG); alginato, gelatina, 6xido de grafeno e alcool polivinilico
(AGPVAOQG) e alginato, gelatina, 6xido de grafeno e glicerol (AGGLOG)
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Fonte: autoria propria.
Figura 21: Espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho (FTIR) das amostras alginato,

gelatina e alcool polivinilico (AGPVA) e alginato, gelatina, 6xido de grafeno e alcool
polivinilico (AGPVAOG)
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Fonte: autoria propria.
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A presenca da banda em 1630 cm-1 nos espectros esta relacionada a detec¢ao de grupos
conjugados e grupos doadores de elétrons presentes em anéis aromaticos. Além disso, uma
banda simétrica em 1080 cm-1, identificada como grupo (C-O-C) aquil-etér (NUNES et al.,
2010).

O espectro de absorc¢do no infravermelho da gelatina ¢ caracterizado pela presenga das
bandas fortes em 1630 e 1546 cm’!, caracteristicas de grupos carboxamidas (C=0 e C-N) e
vibragdo de flexdio de agrupamento (-NH). A banda de absorcio caracteristica, em 1408 cm™,
caracteristica do alginato, corresponde ao grupo carboxila (-COQO") simétrico presente em sua
estrutura (LI ez al., 2011).

De acordo com a andlise dos espectros obtidos, pode-se observar que nao ocorreram
mudangas substanciais nas bandas caracteristicas com a adicao dos materiais 6xido de grafeno,
glicerol e alcool polivinilico, sugerindo que as concentragdes empregadas para cada material
ndo atingiram um nivel que provocasse alteragdes significativas na estrutura molecular. A
auséncia de mudangas marcantes nos espectros de infravermelho ressalta a importancia de um
rigoroso controle de dosagem para garantir impactos relevantes nas propriedades quimicas dos

hidrogéis.

5.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo da superficie dos hidrogeis usando Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) ¢ util na compreensdo da morfologia e a incorporacdo de substancias nesses
materiais (SZYNKOWSKA; PAWLACZYK; ROGOWSKI, 2008). Através da MEV, busca-
se empregar uma analise detalhada da morfologia dos hidrogeis, explorando diversos aspectos
como a estrutura interna, a distribuicdo de poros, a homogeneidade e a identificacdo de
eventuais heterogeneidades no material. Além disso, a técnica permite determinar o tamanho
médio dos poros e a forma das particulas, avaliando a uniformidade da distribuicdo das
particulas e a orientacdo da matriz. Esses parametros sdao indispensaveis para a compreensao ¢
otimizagdo das atividades bioldgicas dos hidrogeis. Na Figura 22 e Figura 23, sdo apresentadas

as fotomicrografias obtidas por MEV para os hidrogeis.
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Figura 22: Microscopia Eletronica de Varredura das amostras alginato e gelatina (AG) a)
superficie e b) volume; alginato, gelatina e 6xido de grafeno (AGOG) c) superficie e d)
volume e alginato, gelatina e alcool polivinilico (AGPVA) e) superficie e f) volume
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Fonte: autoria prépria.
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Figura 23: Microscopia Eletronica de Varredura das amostras alginato, gelatina e glicerol
(AGGL) a) superficie e b) volume; alginato, gelatina, alcool polivinilico e 6xido de grafeno
(AGPVAOQG) c) superficie e d) volume e alginato, gelatina, glicerol e 6xido de grafeno
(AGGLOG) e) superficie e f) volume
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Fonte: autoria propria.
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Figura 24: Microscopia Eletronica de Varredura das amostras alginato e gelatina (AG) a)
superficie; alginato, gelatina e 6xido de grafeno (AGOG) b) superficie; alginato, gelatina e
alcool polivinilico (AGPVA) c) superficie e alginato, gelatina e glicerol (AGGL) d) superficie
(x100)
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Fonte: autoria propria.



66

Figura 25: Microscopia Eletronica de Varredura das amostras alginato e gelatina (AG) a)
superficie; alginato, gelatina e 6xido de grafeno (AGOG) b) superficie; alginato, gelatina e
alcool polivinilico (AGPVA) c) superficie e alginato, gelatina e glicerol (AGGL) d) superficie
(x500)
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Fonte: autoria propria.

Na Figura 24 e Figura 25 sdo apresentadas as fotomicrografias obtidas por MEV do
alginato e gelatina e também com a adi¢ao de cada um dos materiais utilizados no experimento,
em que € perceptivel o surgimento de fraturas ao longo da superficie do hidrogel, com excegao
da amostra AGPVA, que quando adicionado o alcool polivinilico, apresenta uma superficie

mais lisa.
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Figura 26: Microscopia Eletronica de Varredura das amostras alginato, gelatina e 6xido de
grafeno (AGOG) a) volume; alginato, gelatina, alcool polivinilico e 6xido de grafeno
(AGPVAOG) b) volume e alginato, gelatina, glicerol e 6xido de grafeno (AGGLOG) c)
volume
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Fonte: autoria prépria.

A morfologia dos hidrogeis referentes as amostras AGPVAOG e AGGLOG, na Figura
26 e Figura 27, exibiram estruturas altamente porosas com poros interligados, por outro lado, a
amostra AGOG, sem a presenca do alcool polivinilico e glicerol aparentou ter poucos poros

nessas fotomicrografias.
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Figura 27: Microscopia Eletronica de Varredura da amostra alginato, gelatina, alcool
polivinilico e 6xido de grafeno (AGPVAOGQG) a) volume (x100); b) volume (x200); ¢) volume
(x500) e d) volume (x500)

MWL D46 500 200 urn

Fonte: autoria propria.

De acordo com a comparagdo das microscopias, a amostra AGPVAOG, parece
apresentar maior didmetro dos poros e uma disposicio dos materiais mais heterogéneas,
enquanto, a amostra AGGLOG apresenta-se folheada, com poros menores e mais definidos e
disposi¢des mais homogéneas dos materiais ao longo da estrutura. Os fatores de varia¢dao na
velocidade de congelamento e viscosidade dos hidrogeis podem estar relacionados com o
diametro dos poros, portanto, a medida que outros materiais sao adicionados a solu¢do, esses
fatores vao ficando em evidéncia (RUBIRA et al., 2009).

Todos os hidrogeis apresentaram sinais de degradacdo em suas estruturas,
principalmente achatamento na parte que entrou em contato com a placa no momento da

extrusao.
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5.6 Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade das amostras foi conduzido utilizando a metodologia de
incorpora¢dao do corante vermelho neutro. Além de avaliar possiveis efeitos citotoxicos dos
materiais, esse método também proporciona informagdes sobre o mecanismo de acdo das
amostras em relacao as células (MARTINS et al., 2019).

Nesse contexto, o corante vermelho neutro € capaz de penetrar na cé€lula e interagir com
a matriz lisossomal, ocasionando modifica¢des em sua fungdo. Essa interagao ocorre devido a
formagao de ligagdes eletrostaticas com a membrana lisossomal. Portanto, quando a matriz
lisossomal ¢ afetada pelo material em estudo, ocorre uma reducdo na captura do corante,
evidenciando uma alteragdo na funcdo da matriz. Assim, a diminui¢do da captura do corante
vermelho neutro indica um comprometimento da funcdo da matriz lisossomal em decorréncia
da interagdo com as amostras avaliadas. Essa observagao sugere um possivel efeito do material
sobre os processos intracelulares relacionados a matriz lisossomal (LOPEZ; LUCAS, 2021;
ROGERO et al, 2003).

A Figura 28 e Figura 29 apresentam as curvas de viabilidade celular para os hidrogeis e
os controles utilizados no estudo. Ao analisar os resultados, ¢ possivel observar que a maioria
dos hidrogeis, juntamente com o controle negativo (alumina), ndo apresentaram efeito
citotoxico, demonstrando uma viabilidade celular acima de 80%. No entanto, uma exce¢ao ¢
observada para a amostra AGOG, que apresentou um perfil diferente. O perfil para essa amostra
foi semelhante ao controle positivo (fenol), exibindo uma diminui¢do significativa da

viabilidade celular, indicando uma possivel influéncia adversa desse material nas células.
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Figura 28: Curva de viabilidade celular para as amostras alginato e gelatina (AG), alginato,
gelatina e alcool polivinilico (AGPVA) e alginato, gelatina e glicerol (AGGL) e controle
negativo (alumina) e positivo (fenol) pela incorporacao de VN, utilizando linhagem celular
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Fonte: autoria propria.
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Figura 29: Curva de viabilidade celular para as amostras alginato, gelatina e 6xido de grafeno
(AGOG), alginato, gelatina, alcool polivinilico e 6xido de grafeno (AGPVAOG) e alginato,
gelatina, glicerol e 6xido de grafeno (AGGLOG) e controle negativo (alumina) e positivo
(fenol) pela incorporagao de VN, utilizando linhagem celular CHO-K1 (ovario de Hamster

chinés)
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Fonte: autoria propria.

A concentragdo de 6xido de grafeno na amostra AG ¢ maior, pois contém apenas
alginato e gelatina, o oposto das amostras AGPVAOG e AGGLOG, que possuem élcool
polivinilico e glicerol em suas composi¢des. Portanto, € possivel que a maior concentragao de
oxido de grafeno tenha influenciado na toxicidade do hidrogel, ou a presenga dos plastificantes
PVA ou glicerol tenha impactado em sua toxicidade. E importante ressaltar que a toxicidade do
OG nao depende apenas da quantidade, mas também de outros fatores, como a forma de
exposicdo, a duragdo da exposicao e as caracteristicas do sistema bioldgico em estudo.

Além da maior concentragdo de 6xido de grafeno na amostra AGOG, os resultados do
ensaio de intumescimento na Figura 16 também mostram uma menor absor¢do de agua em
comparac¢ao com as outras amostras que contém 6xido de grafeno. Esse ensaio ¢ realizado em
meio liquido, o que pode facilitar a liberacdo do 6xido de grafeno presente no hidrogel. Essa

liberacdo pode ser uma das razdes pelas quais a amostra AGOG demonstrou maior toxicidade.
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No estudo dos granulos esféricos de hidrogel poroso, os ensaios de citotoxicidade
revelaram que as amostras contendo menos de 0,5% de 6xido de grafeno ndo demonstraram
toxicidade celular quando a concentracdo de GT-GOS5 foi inferior a 125 pg/mL. Esses
resultados indicam que a concentragao dos materiais pode influenciar na resposta do 6xido de
grafeno (RAHMANI; SAHRAEIL; GHAEMY, 2018).

E dificil comparar os efeitos citotoxicos do 6xido de grafeno entre diferentes estudos
devido a diversidade de tamanhos, formas e superficies. Por exemplo, diferentes métodos de
producado resultam em diferentes quantidades de oxigénio ligadas a sua superficie, o que tem se
mostrado correlacionado com sua toxicidade em células e outros sistemas vivos. Existe a
necessidade de padronizar a terminologia, a fabricacdo e a validacdo de metodologias
toxicoldgicas. A padronizagdo fornecera informacdes necessarias aos pesquisadores para
melhor compreender as caracteristicas fisico-quimicas e os possiveis efeitos toxicologicos em
células e animais, facilitando assim a aplicagdo pratica desses promissores novos nanomateriais
em seres humanos.

Esforcos recentes tem se concentrado em modificar o 6xido de grafeno com moléculas
que conferem biocompatibilidade, como polimeros biodegradaveis ou grupos funcionais
especificos com a finalidade de reduzir a sua citotoxicidade, além de buscar novos métodos

para obter o OG (AHADIAN et al., 2015; ZHANG et al, 2013).
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, foram formulados hidrogeis utilizando uma solug¢ao de fosfato de sédio
com pH 7,4, contendo alginato 3% (m/v), gelatina 10% (m/v), 6xido de grafeno (0,10%), alcool
polivinilico 3% (m/v) e glicerol 2% (m/v). As amostras foram identificadas como AG, AGOG,
AGPVA, AGGL, AGPVAOG e AGGLOG, de acordo com suas formulagdes.

Os resultados obtidos por meio do ensaio de redmetro através da curva de fluxo
indicaram um comportamento pseudoplastico para todas as amostras, com a viscosidade
reduzindo & medida que a taxa de cisalhamento aumenta. Notou-se uma semelhanca no
comportamento entre os hidrogeis AG e AGGL, sugerindo que a adigdo de glicerol ndo teve
um impacto significativo na viscosidade aparente.

O ensaio de injetabilidade revelou um alto indice de injetabilidade para todas as
amostras, com resultados superiores a 97%. As curvas representativas de forca versus tempo
mostraram tendéncia semelhante a curva de fluxo determinada pelo redmetro. Observou-se que
a adicdo de glicerol ou outros materiais pode afetar a capacidade de injecao manual do hidrogel,
uma vez que a amostra AG se comportou de forma diferente das demais.

Quanto ao ensaio de intumescimento, todas as amostras apresentaram redes poliméricas
fracas apo6s 6 horas, com absor¢do inicial mais acentuada e continua quando PV A ou glicerol
estavam presentes, sem atingir um limite de saturagao.

A andlise por FTIR nao mostrou mudangas significativas nas bandas de absor¢ao com
a adi¢do dos materiais 0xido de grafeno, glicerol e dlcool polivinilico. Por meio do MEV,
observou-se que as amostras contendo PVA apresentaram superficies mais lisas, enquanto as
demais mostraram fraturas, além de estruturas altamente porosas nas amostras AGPVAOG e
AGGLOG. Todas as amostras exibiram achatamento em sua estrutura.

No ensaio de citotoxicidade, a maioria das formulagdes ndo apresentou citotoxicidade,
exceto o hidrogel AGOG, que possuia uma concentracdo maior de 6xido de grafeno e nao

continha PV A ou glicerol.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar o uso de outros polimeros para a formulacao dos hidrogeis;

o Explorar diferentes métodos, como a incorporacdo de agentes refor¢adores ou
estratégias de reticulagdo;

e Avaliar a possibilidade de imprimir os hidrogeis em uma impressora 3D;

e Avaliar a viabilidade celular ap6s a impressao por extrusao;

e Investigar a concentragdo de 6xido de grafeno que torna o material citotdxico;

e Realizar estudos in vivo para avaliar o desempenho e a biocompatibilidade dos materiais
em modelos animais relevantes;

e Avaliar a escalabilidade do processo de sintese e viabilidade econdmica na produgao
em grande escala;

e Comparar os hidrogeis desenvolvidos com outros sistemas disponiveis comercialmente

em termos de propriedades e desempenho.
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