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INTRODUGAO:

A manufatura aditiva tem sido amplamente empregada na area médica em diversas aplicagoes,
desde a criacdo de modelos precisos da estrutura anatdmica humana até a produgao personalizada de
implantes, como os utilizados em cirurgias plasticas. Por meio do uso de matrizes, scaffolds, porosas,
€ possivel utilizar diversos materiais biocompativeis e com baixa citotoxicidade, que favorecem a
proliferacao celular e a difusdo de nutrientes. [1].

Dentre as diversas possibilidades de materiais, os hidrogéis a base de alginato se destacam
pela versatilidade, sendo amplamente utilizados em processos de extrusdo para a fabricacdo de
cartilagem artificial, curativos, sistemas de liberacdo controlada de farmacos, entre outros. No entanto,
uma de suas limitagdes é a baixa estabilidade estrutural. Para contornar esse problema, a quitosana —
um polissacarideo derivado da quitina, com propriedades antimicrobianas e cicatrizantes — tem se
mostrado eficaz quando combinada ao alginato, possibilitando a produgdo de scaffolds com
propriedades mecanicas adequadas, porosidade controlada e capacidade de liberacido de ions. Esses
fatores contribuem para a criagdo de um microambiente favoravel a adesdo, proliferacao e
diferenciagao celular. [2].

Outro desafio associado ao uso clinico de dispositivos médicos & a ocorréncia de infecgoes
decorrentes da colonizagao bacteriana em superficies implantadas. A incorporagdo de nanoparticulas
metalicas com ag¢ao antimicrobiana, como o 6xido de cobre (CuO), tem se mostrado uma estratégia
promissora para mitigar esse problema [3]. Nesse contexto, este projeto propbe a fabricagcao de
scaffolds 3D de alginato e quitosana incorporando nanoparticulas de CuO, com o objetivo de obter

estruturas com propriedades mecanicas adequadas, biocompatibilidade e atividade antimicrobiana.
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METODOLOGIA:

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Polimeros (LPol), com foco na preparagao de

hidrogéis de alginato/quitosana e na posterior fabricagéo de scaffolds por manufatura aditiva (MA).

2.1 Materiais
Foram utilizados alginato na forma de pé, quitosana na forma de pé, , acido acético glacial e
cloreto de calcio, adquiridos da Merck; argila Montmorilonita e nanoparticulas de éxido de cobre (CuQ)

adquiridas da Sigma Aldrich.

2.2 Preparo dos Hidrogéis

Foram preparadas solu¢des de alginato 4% (m/v) em agua destilada e quitosana 2% (m/v) em
0,5% de acido acético. Diversas proporgdes entre os polimeros foram testadas (de 1:1 a 1:8), visando
encontrar uma formulacdo adequada a impressdo 3D. Foram também testadas combinagdes de
alginato (4% (m/v)) com Montmorilonita (1 a 4%) para melhorar a mistura e a reologia. A reticulacao da

solucao foi feita com solugao de cloreto de calcio.

2.3 Impressao 3D

Para a modelagem e parametrizacao, foi elaborada uma planilha no Excel (figura 1) capaz de
gerar codigos G (g-code) que replicam o formato dos scaffolds a serem impressos, otimizando o
controle de parametros de impressao, como velocidade, numero de camadas, altura de cada camada,
numero de linhas e colunas, entre outros; além de permitir a rapida alteracdo de tais parametros. As

impressdes foram realizadas na impressora Allevi 2, por extrusdo, utilizando seringas plasticas.

E | G | | M
G-Code Vertical Camada 1 C | G-Code Vertical Camada 2
G1 X0 Y0 20 F1800; ) 5 | | ,25 G1X0Y0 20,11 F1800;

G92 £0; 95 G92 £0;
[ G1X0 Y39 £0,01 F1800; 2, | I G [ G1 X0 Y39 £0,26 F1800; [ G1X0YDEO,64 F1800;
692 F0; | | G2 £ 692 E0;
[ G1x1,95v3af F1800; a5 | G 300; [ 61x1,95 19 F1800; r G1 X0 ¥1,55 F1800;
G92 FO; 492 ED; G92 FO; 692 FO;
G1X1,95 Y0 £0,02 F1800; 15 95 [ 0,06 | G1X72,15¥1,95 £0,06 F1800; G1X1,95 Y0 £0,27 F1800; 65 [G1X72,15 ¥1,95 E0,65 F1800;
G937 FO; | i G92 £0; G972 [0; G972 F0;
61X3,9 YO E F1800; 2,15 X [ G1X72,15Y3,9 E F1800, G1X3,9 Y0 11800, G1X72,15 Y3,9 F1800;
692 £0; G92 £0; G92 £0; G92 £0;
[ G1X3,9¥39 0,03 F1800; X | o007 G1X0¥3,9 F0,07 F1800; e S o Sl
692 EQ; i GO2ED; Pardmetros
G1X5,85 Y39 £ F1800; 585 | 61 X0Y5,85 L F1800; [Tamanho da malha (mm}
692 £0; | | i G92 £i;
[ G1X5,85 Y0 E0,04 F1800; 215 | 585 | 008 [61x72.15¥585€0,08 1800; | 0,2
L G92 O | | I G932 EO; Tamanha das poras (mm)
G1X7,8 Y0 F F1800; 15 E G1X72,15Y7,8 £ F1800;
692 ED; i G92E0;
I G1x7,8Y39 £0,01 F1800; |2 | 0,00 G1 X0 Y78 £0,09 F1800; .3 [ |Velocidade para primeira solugdo (mm/min)
692 0, | T [ 92 £0; ) ~|velocidade para segunda solugdo (mm/min)
[ G1x9,75 Y33 £ F1800; RS | | G1xoya,75E F1800; [ [imprimir com 2 extrusoras
GO2 EO; [f G93 EO; Imprimir Mesclando Horizontal e Vertical
G1.X9,75 Y0 £0,02 F1800; 15 | 9,75 [ 01 | 61%72,15¥9,75 0,1 F1800; Numero de Camadas

S

L—|Numero de Poros
Largura do Filamento (mm)

Altura da Camada (mm)

692 fo; G92 F0; Altura entre cada camada
G1X11,7 YOE F1800; 5 7 61X72,15 Y117 E F1800; CIAIL/TUFISOG ] T SLAIZISVIL/ T I600;
692 EU; i GO2E0; G92 £0; GULED;

003 [ gl 3T —1 | iy 701151800 g (i F1200
Taramenos 1 Tobelas

Figura 1: Parametros alterados para a criagdo de cada modelo de g-code a ser utilizado pela bioimpressora e
parte da planilha feita para criar os codigos de g-code.
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2.4 Pés-processamento e Caracterizagoes

As amostras foram liofilizadas no liofilizador (JJ Scientific modelo LJJ02), presente no LPol. Até
o presente momento da escrita deste resumo, as amostras ainda estdo sendo preparadas com o 6xido
de cobre e serao caracterizadas morfologicamente por MEV, estruturalmente por FTIR e DRX, e
termicamente por TGA. A viabilidade celular sera avaliada pelo ensaio de MTT com células MC3T3-E1

e a atividade antimicrobiana por teste baseado na ISO 22196 com bactérias de referéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foi realizada a ambientacdo completa com os equipamentos do laboratério a serem utilizados
na pesquisa, incluindo a bioimpressora Allevi 2, liofilizador, agitador magnético, ultrassom, centrifuga,
turrax, vortex, pHmetro, autoclave e fluxo laminar. Além disso, foi realizado treinamento pratico em
cultivo celular, visando a futura aplicagao dos scaffolds desenvolvidos.

Diversas tentativas foram conduzidas para realizar a mistura das solugdes de alginato,
quitosana e cloreto de calcio. Em dezenas de testes com diferentes proporc¢des, variando de 1:1 a 1:8
(alginato:quitosana), as formulagcées ndo apresentaram resultados satisfatérios para a impressao 3D,
frequentemente originando suspensdes que entupiam a ponteira da impressora durante o processo
(Figura 2).

Figura 2 - (A) Teste de mistura mostrando aglomerados de quitosana suspensos na solugéo de alginato,
com parte da quitosana solubilizada. (B) Detalhe de um grupo de aglomerados observado por
microscopio digital. (C) Outro teste de solubilizagéo, evidenciando pontos brancos de quitosana ndo
solubilizada na matriz de alginato.

Foram preparadas solugdes de alginato contendo argila montmorilonita, uma vez que esta é
frequentemente utilizada para facilitar a mistura entre quitosana e alginato [4, 5]. Foram realizados
testes com concentragbes de argila de 1%, 2% e 4% (massa/volume), nos quais se observou que,
quanto maior a concentragao de argila, melhor o desempenho da solugéo para impressao. No entanto,
apos a liofilizacao, verificou-se que o aumento da concentragdo de argila também torna as amostras
mais quebradicas e dificeis de manipular (Figura 3).
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Figura 3 - Amostras liofilizadas contendo alginato, quitosana e diferentes concentragdes de argila. As
amostras com apenas alginato e quitosana se fragmentaram facilmente. O aumento gradual da
quantidade de argila melhorou a integragéo entre os componentes, mas resultou em maior fragilidade
apos a liofilizagao.

Foram consultados artigos que utilizavam alginato e quitosana sem a necessidade de misturar
as solugdes, nos quais as amostras demonstraram manter a viabilidade celular e a capacidade de
liberacdo de farmacos mesmo apos todos os processos de fabricacdo [6, 7]. A partir disso, foram
realizados testes para avaliar como as duas solugbes interagem entre si antes e apoés a liofilizagao,
utilizando concentragdes de 6% para o alginato e 5% para a quitosana, solubilizada em acido acético a

25%, com base nas concentragdes relatadas nos artigos revisados [6, 7] (Figura 4).

Figura 4 - Na esquerda, amostra impressa com uma camada de alginato sobre uma camada de
quitosana; Na direita, a amostra apds ser liofilizada, ndo parece quebradiga como as amostras com argila
e pode ser manipulada sem quebrar.

Dessa forma, optou-se por dar continuidade a pesquisa utilizando a impressdo de camadas
alternadas de quitosana e alginato, devido a maior facilidade de impressao, padronizacdo dos
resultados e melhor manipulagdo das amostras ap6s a liofilizagao.

Com esse novo método de impressao, com camadas alternadas de alginato e quitosana, foram
realizados testes e foram encontrados os parametros ideais para a impressao de ambas solucoes.

A etapa de incorporagao das nanoparticulas de 6xido de cobre ainda nao foi iniciada devido a
pendéncia na entrega do insumo, ja adquirido. Essa etapa sera conduzida assim que o material estiver

disponivel, dentro do prazo restante para conclusao do projeto.
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CONCLUSOES:

Ao longo do desenvolvimento deste projeto, diversos desafios praticos e metodologicos foram
enfrentados, especialmente no que diz respeito a miscibilidade entre os biopolimeros utilizados. A
incompatibilidade entre alginato e quitosana em solu¢do exigiu inumeras tentativas e reformulagdes,
incluindo o uso de aditivos como a argila Montmorilonita, que embora tenha melhorado a impresséo,
comprometeu a integridade das amostras apods a liofilizagdo. Esses entraves foram superados com a
adocdo de uma estratégia alternativa baseada na deposicdo de camadas alternadas dos materiais, o
que resultou em melhor estabilidade, controle da impressdo e manuseio das amostras.

A préxima etapa envolve a incorporagao das nanoparticulas de 6xido de cobre, ainda pendente
devido a questbes logisticas relacionadas a entrega do material. Essa fase, ja planejada, sera
executada dentro do prazo restante, permitindo a realizagdo das analises fisico-quimicas, biologicas e
antimicrobianas. Apesar das adversidades, o projeto evoluiu de forma consistente e estratégica,
demonstrando flexibilidade frente aos obstaculos e mantendo seu potencial de gerar scaffolds com

propriedades antimicrobianas para aplicacdo na engenharia de tecidos.
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