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INTRODUCAO:

A crescente incidéncia de defeitos 6sseos decorrentes de infec¢des, traumas e tumores tem impulsionado a
busca por alternativas aos enxertos 6sseos convencionais, que ainda apresentam limita¢des clinicas (Battafarano et
al., 2021). Nesse contexto, a engenharia de tecidos surge como uma abordagem promissora, visando o
desenvolvimento de scaffolds que oferegam suporte estrutural e favorecam a regeneragdo ossea (Peri¢ Kacarevi¢ et
al., 2020; Wang et al.,2020). A impressdo 3D tem se destacado na fabricagdo dessas estruturas porosas, permitindo
a incorporacao de compostos bioativos com propriedades osteogénicas (Chen et al., 2021; Li et al., 2022; Zhang et
al., 2023).

Dentre os biomateriais utilizados, os hidrogéis, especialmente os de alginato, ganham destaque por sua
biocompatibilidade, porosidade e capacidade de carregar células e farmacos . No entanto, a aplicagdo clinica ainda
¢ restrita, sendo necessario o aprimoramento dos materiais (Li et al.,2021; Badhe et al., 2023). As nanoparticulas
de 6xido de zinco (ZnO) tém se mostrado eficazes por suas propriedades antibacterianas e osteogénicas (Hernandez-
Gonzalez et al., 2020), ¢ o uso de doadores de 6xido nitrico, como o GSNO, pode potencializar esses efeitos (Won,
et al, 2022).

Assim, o presente projeto tem como objetivo desenvolver hidrogéis de alginato para impressdao 3D de
scaffolds personalizados, avaliando sua printabilidade e comportamento reoldgico, além de incorporar ZnO e GSNO
para estimular a regeneracao 6ssea e reduzir infecgdes, oferecendo uma alternativa promissora na engenharia de
tecidos com potencial aplicagdo clinica.

METODOLOGIA:

. A metodologia desenvolvida neste projeto concentrou-se na formulagdo do hidrogel, impressdo tridimensional e
caracterizagdo  visual e  reologica,  conforme  representado  esquematicamente  na  Figura 1.
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Figura 1. Modelo esquematico da metodologia de pesquisa quanto a fabricagdo, impressdo e caracterizagdo do hidrogel. (fonte: autoria
propria)

Elaboracdo do hidrogel: Para o preparo dos scaffolds, foi utilizado alginato de s6dio na concentragdo de
6% (m/m). O polimero foi adicionado gradualmente a 4gua destilada sob agitacdo magnética até completa
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dissolugdo. Em seguida, adicionou-se 1 mL de cloreto de calcio (CaClz) 1 mol/L por gotejamento, promovendo a
pré-reticulagdo e alcangando-se a homogeneizagdo da solugdo por meio de homogeneizador tipo Ultra-Turrax. Em
uma formulagéo paralela, também contendo alginato de s6dio a 6% (m/m), foram incorporadas nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnO) na concentragdo final de 30 pg/mL, seguidas de homogeneizacdo. As amostras foram
armazenadas a 4 °C até o momento do uso.

Impressdo tridimensional: para a impressao 3D, transferiu-se o alginato para uma seringa do tipo luer lock,
em seguida foi centrifugada por 10 minutos a 1500 rpm, com a finalidade de remover as bolhas, as quais podem
comprometer a estrutura interna do scaffold, e condensar o hidrogel para que a impressdo ocorra de maneira fluida.
A partir de uma modelagem gerada por um CAD (desenho assistido por computador) e convertida para G-Code
(linguagem de comandos utilizada pela impressora), foi utilizado o equipamento de impressdo 3D, Allevi 2, com
um bico de extrusdo reto de 0,201 mm de didmetro, a diferentes pressoes de extrusdo para constru¢ao dos modelos
de scaffolds. Em conjunto, foi definida a velocidade de impressdo equivalente a Imm/s.

Caracterizacdo visual: A otimizacao da pressdo de extrusdo foi realizada por inspegéo visual de scaffolds
impressos em diferentes pressdes. As imagens foram obtidas em condi¢des padronizadas de iluminagdo, fundo e
distancia. Considerou-se ideal o scaffold que apresentasse filamentos continuos e poros bem definidos. Testes
reologicos também foram realizados com objetivo de se avaliar a capacidade de impressdo (printabilidade).

Caracterizacdo reoldgica: conduzida utilizando um redmetro HAAKE MARS 60. Para tal, utilizou-se de
uma geometria de placas paralelas (P35/2°) com um didmetro de 35 mm e uma distancia entre placas de 1 mm, a
uma temperatura de 25 °C. Realizou-se testes no estado estacionario e oscilatério para duas amostras, uma de
alginato com NPsZnO e outra de alginato com NPsZnO pré-reticulada com CacCl,:

e Viscosidade de cisalhamento em estado estacionario: realizado na faixa de 0,01 a 1000 s™.

e Varredura de amplitude: realizado a uma frequéncia angular de 10 rad. s™, variando-se a deformacao de
0,01 a 100%, a fim de obter a faixa de viscoelasticidade linear (LVE). A deformagao yo = 1% foi adotada
em ambas as amostras

e Recuperagdo da viscosidade: o qual foi realizado em trés etapas para simular a impressao 3D, primeiramente
com a aplicagdo de uma taxa de cisalhamento de 0,1 s™' por um periodo de 60s (intervalo de descanso), apos
isso aumentou-se a taxa para 100 s™' aplicada de forma constante pelo mesmo periodo e, por fim, retornou-
se para a taxa de 0,1 s™! e a manteve por um periodo de 360 s (intervalo de regeneragao).

RESULTADOS E DISCUSSAOQO:

A avaliacdo da capacidade de impressao do hidrogel foi realizada por meio da caracterizacao visual descrita
anteriormente. Foram testadas pressoes de extrusdo variando de 20 a 4 psi, em ordem decrescente, utilizando-se o
mesmo hidrogel, a mesma velocidade de impressdo ¢ o mesmo diametro de bico. O intervalo de 8 a 10 psi foi
considerado ideal, uma vez que apresentou melhor printabilidade, evidenciada pela formacao de filamentos
continuos ¢ poros bem definidos, conforme ilustrado na Figura 2.

20 psi 18 psi

16 psi

8 psi 6 psi 4 psi
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Figura 2: Estudo da capacidade de impressdo de 20 a 4 psi, barra abaixo do 10 psi representando a escala de Smm do
scaffold. (fonte: autoria propria)

Observa-se que a pressdo de extrusdo influencia diretamente a qualidade da impressdo. Em pressdes mais
elevadas (20 e 18 psi), a alta vazdo do material resulta em filamentos com largura superior ao didmetro do bico, o
que prejudica a formagdo de poros e a fidelidade de impressdo. Em pressdes intermediarias (16, 14 ¢ 12 psi), os
poros comecgam a se formar, mas ndo apresentam padrao morfoldgico definido, e o filamento ainda se encontra com
dimensdes superiores as ideais. No intervalo entre 10 e 8 psi, observa-se a formacdo de filamentos continuos com
largura proxima ao didmetro do bico e poros bem definidos, configurando-se como a faixa de pressao mais adequada
para a impressao. Ja em pressdes mais baixas (6 e 4 psi), o filamento se torna descontinuo, com falhas visiveis na
construcdo dos scaffolds. Abaixo de 4 psi, a pressdo torna-se insuficiente para promover a extrusao do gel.

A reologia do hidrogel de alginato também desempenha papel fundamental na sua capacidade de
impressao. Para essa avaliagdo, comparou-se um hidrogel de alginato sem pré-reticulagdo (Figura 3) com um
hidrogel pré-reticulado com CacCl: (referido anteriormente na Figura 2).

Figura 3: Hidrogel de alginato (concentra¢do 6% em massa) gotejando no bico em repouso.

Visualmente, observa-se que o hidrogel pré-reticulado apresenta maior viscosidade e estrutura
mecanica mais estavel, o que foi confirmado pelos resultados reoldgicos apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Ensaio de reologia. A) Viscosidade (1) como fun¢@o da taxa de cisalhamento (y) sendo os quadrados referente ao alginato pré-
reticulado e os circulos ao alginato sem pré-reticulagdo. B) Modulo de armazenamento (G”) (simbolos preenchidos) e modulo de perda (G”)
(simbolos vazados) em fungdo da tensdo (y) para ambos os géis. C) Viscosidade (1) em funcdo do tempo (t) em segundos para medir a

recuperagdo dos géis com e sem pré-reticulagdo.

O teste de viscosidade — Figura 4 (a) - demonstrou que o alginato/ZnO apresentou um platé Newtoniano
em taxas de cisalhamento baixas, o que € um comportamento caracteristico esperado em solugdes poliméricas. Ja o
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alginato pré-reticulado, apresentou um comportamento pseudoplastico, isto ¢, de um liquido ndo-Newtoniano,
possuindo uma alta viscosidade em taxas de cisalhamento baixas, a qual diminui conforme a taxa de cisalhamento
aumenta, comportamento esse adequado para impressao 3D de hidrogéis por extrusao, pois favorece a manutengao
daforma apoés a deposicao dos filamentos

A varredura de amplitude (Figura 4b) evidenciou que o hidrogel de alginato/ZnO sem pré-reticulagdo
apresentou comportamento predominantemente do tipo liquido (G” > G’) em toda a faixa de deformacao analisada,
sem ponto de cruzamento entre os modulos. Por outro lado, o hidrogel pré-reticulado apresentou comportamento
do tipo s6lido (G’ > G") em baixas deformacgdes, com um ponto de cruzamento (G’ = G”’) bem definido, indicando
a existéncia de um ponto de escoamento. Esse ponto marca a transi¢do entre os comportamentos elastico € viscoso,
simulando 0 momento de extrusao durante 0 processo de impressao.

A recuperagao de viscosidade (Figura 4c) demonstrou que tanto o hidrogel pré-reticulado quanto o sem pré-
reticulagdo apresentaram uma boa recuperacdo da viscosidade apds aproximadamente 60s. O gel pré-reticulado
apresentou 77,28% de recuperacdo apds esse periodo de tempo acima citado. O que corrobora para uma boa
printabilidade, pois o teste simula um escoamento do gel — produzido durante a impressdo — e, em seguida, o gel
recupera parte significativa da sua viscosidade, o que garante sua manuten¢@o na geometria desejada quando a forca
de extrusdo termina, como demonstrado por Pinto Junior (2023) com diferentes hidrogéis contendo alginato.

Esses resultados indicam que a printabilidade do hidrogel esta diretamente relacionada ao seu
comportamento reoldgico. Ha uma viscosidade minima que deve ser observada no gel para que a printabilidade seja
boa, assim como demonstrado por Everux et a/ (2025). Além disso, o teste de amplitude simula como uma impressao
¢ feita, em que o gel, quando em repouso nao escoa devido seu comportamento do tipo solido e sua alta taxa de
viscosidade, entretanto, no ponto de fluxo, o gel passa e escoar permitindo a construc¢ao de scaffolds, sendo assim,
a reologia do alginato pré-reticulado reforga a capacidade de impressao ja demonstrada. O que foi demonstrado por
Pinto Junior (2023) com diferentes hidrogéis de alginato/quitosana/celulose nanocristalina, que apresentaram uma
capacidade de impressdo que corrobora os resultados reologicos.

Embora os testes de capacidade de impressao tenham sido realizados com amostras isentas de oxido de

zinco (Zn0), foi preparado um hidrogel contendo a concentracdo desejada do aditivo, com o objetivo de verificar
sua adequada dispersdo na matriz polimérica. A distribui¢do das nanoparticulas foi avaliada por inspegdo visual
com auxilio de microscopio optico.
Conforme evidenciado na Figura 5, o ZnO apresentou boa dispersao no hidrogel a base de agua e alginato, sem
formagdo visivel de agregados ou fases separadas, indicando que o método de preparagdo utilizado favoreceu a
solubilizacdo e homogeneizagdo do composto. Essa homogeneidade ¢ essencial para garantir propriedades fisico-
quimicas consistentes em toda a estrutura impressa, além de assegurar a distribui¢do uniforme do ZnO nas futuras
aplicagdes bioldgicas do scaffold.

Figura 5. Imagens da microscopia de luz, objetivas de 40, 4 e 10X, respectivamente. (fonte: autoria propria)

CONCLUSOES:

Os resultados obtidos demonstraram que o hidrogel de alginato, com concentragdo 6% em massa, ¢ 6xido
de zinco, com concentragdo 30 pg/mL, possuem boa capacidade de impressao, produzindo um filamento continuo
¢ apresentando uma boa nitidez dos poros do scaffold. Tal fato também é observado pelos resultados obtidos na
caracterizacdo reologica do gel, o qual apresentou comportamento pseudoplastico, como também um
comportamento viscoelastico do tipo s6lido — o que ¢ imprescindivel para ndo colapsar a impressao, garantindo que
o scaffold esteja nas condigOes desejadas de printabilidade. Diante disso, concluiu-se que o hidrogel representa uma
boa alternativa para a bioimpressao focada em regeneragdo 6ssea, o que é promovido pela acdo osteogénica das
NPsZnO e o doador de NO — GSNO.
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