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RESUMO

A Engenharia de Tecidos Osseos (ETO) vem crescendo nas Gltimas décadas como uma
abordagem eficaz para o tratamento de grandes defeitos dsseos. Recentemente, a impressdo
tridimensional (3D) surgiu como uma ferramenta para revolucionar o campo da engenharia
tecidual e medicina regenerativa junto a liberacdo de moléculas osteogénicas como a
Sinvastatina (SIN). No entanto, sua imobilizacdo em um sistema de arcaboucgo/farmacos ainda
é um desafio. A fibroina da seda (FS) tem demonstrado ser um biomaterial promissor para a
obtencéo de arcaboucos devido as suas propriedades mecanicas, biodegradabilidade controlavel
e adesdo/proliferacdo celular adequada. A adicéo de outros polimeros é estudada para controlar
a viscosidade da solucdo FS garantindo melhor qualidade da estrutura impressa. O objetivo
deste trabalho é estudar as propriedades reoldgicas do gel a base de FS e PLDLA (poli (L-co-
D, L &cido latico)), com SIN, a fim de obter a melhor composicao para impresséo do scaffold
3D, visando a regeneracdo 6ssea. Foram realizadas as sinteses do PLDLA e obtencdo da FS a
partir de fios de seda da espécie bombyx mori. Ap0Os esse processo, a amostra de FS pura e do
PLDLA foram caracterizados por DSC, TG e FTIR. Em seguida foram preparadas solucdes de
FS-PLDLA, em &cido formico, variando as concentracdes de FS e PLDLA onde foram
submetidas aos ensaios reoldgicos em regimes permanente e oscilatério. As formulacGes
escolhidas foram entdo submetidas ao processo de impressdo 3D, obtendo scaffolds
estruturados e com poros, onde a formulacdo de FS 15,0% com adicdo de PLDLA 7,0%,
resultou na constru¢do de um arcabouco mais fidedigno ao desenho original, comparado as
formulacbes FS 15,0%/PLDLA 3,0% e FS 15,0%/PLDLA 10,0%, apresentando poros mais
evidentes e atendendo aos critérios de pseudoplasticidade, viscoelasticidade e tixotropia,
requisitos importantes para que uma solucao seja apta a impressao 3D. Os ensaios reoldgicos
mostraram que a adicdo de SIN, nas concentragdes de 0,1%, 0,25%, 0,5% 1,0% e 2,0% néo
alteraram significativamente o comportamento pseudoplastico, viscoelastico e tixotropico do
gel FS 15,0%/PLDLA 7,0%.

Palavras-chave: Reologia. Hidrogel. Impressédo 3D. PLDLA. Fibroina da Seda. Sinvastatina.



ABSTRACT

Bone Tissue Engineering (BOT) has been growing in recent decades as an effective approach
for the treatment of large bone defects. Recently, three-dimensional (3D) printing has emerged
as a tool to revolutionize the field of tissue engineering and regenerative medicine along with
the release of osteogenic molecules such as Simvastatin (SIM). However, its immobilization in
a framework/drug system is still a challenge. Silk fibroin (SF) has been shown to be a promising
biomaterial for obtaining scaffolds due to its mechanical properties, controllable
biodegradability and adequate cell adhesion/proliferation. The addition of other polymers is
studied to control the viscosity of the SF solution, ensuring better quality of the printed
structure. The objective of this work is to study the rheological properties of the gel based on
SF and PLDLA (poly (L-co-D, L lactic acid)), with SIM, in order to obtain the best composition
for 3D scaffold printing, aiming at the bone regeneration. PLDLA syntheses and SF were
obtained from silk threads of the bombyx mori species. After this process, the pure SF and
PLDLA samples were characterized by DSC, TG and FTIR. Then, SF-PLDLA solutions were
prepared in formic acid, varying the concentrations of SF and PLDLA where they were
subjected to rheological tests in permanent and oscillatory regimes. The chosen formulations
were then submitted to the 3D printing process, obtaining structured scaffolds with pores, where
the formulation of FS 15.0% with the addition of PLDLA 7.0%, resulted in the construction of
a more reliable scaffold to the original design, compared to to the SF 15.0%/PLDLA 3.0% and
SF 15.0%/PLDLA 10.0% formulations, presenting more evident pores and meeting the criteria
of pseudoplasticity, viscoelasticity and thixotropy, important requirements for a solution to be
suitable for 3D printing. The rheological assays showed that the addition of SIM at
concentrations of 0.1%, 0.25%, 0.5%, 1.0% and 2.0% did not significantly alter the
pseudoplastic, viscoelastic and thixotropic behavior of the gel SF 15.0%/PLDLA 7.0%.

Keywords: Rheology. Hydrogel. 3D printing. PLDLA. Silk Fibroin. Simvastatin.
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1 INTRODUCAO

O osso é caracterizado como um tecido conjuntivo mineralizado que fornece suporte
ao corpo, sendo uma estrutura para fixacdo muscular, uma fonte de armazenamento de calcio
e fosfato e, também, um nicho para diferenciacdo celular. (MIGUEZ, 2020) (SILVA et al.,
2015) (WEIVODA et al., 2020) (SIEBERATH et al., 2020). Apesar do tecido &sseo
apresentar resisténcia mecéanica elevada, as lesdes e os defeitos nesse tecido estéo entre o0s
maiores problemas clinicos. De acordo com Collins et al. (2021), o nimero de procedimentos
cirurgicos ortopédicos realizados em todo o mundo totalizou aproximadamente 22,3 milhdes
em 2017 e esta projetado para se aproximar de 28,3 milhdes até 2022.

Nas ultimas décadas, a engenharia tecidual dssea tem sido desenvolvida como uma
abordagem alternativa e efetiva para o tratamento de defeitos dsseos, sendo a obtencdo de
arcaboucos com design e tempo de degradacao adequado os maiores desafios. Neste caso, a
substituicdo do tecido lesionado passa pela utilizagdo dos arcabougos, 0s quais agem como
matriz temporal a fim de mimetizar a matriz extracelular ssea permitindo a adesdo, migracao,
diferenciacdo e crescimento celular para obtencdo do tecido 6sseo (CHENA; LIU, 2016).
Junto ao arcabouco € possivel integrar células e firmacos, para promover a regeneracdo 6ssea.

A sinvastatina (SIN) pertence a familia das estatinas, sendo vastamente prescrita para
diminuir a taxa de colesterol. Além disso, a SIN desenvolve um papel importante na
neoformacdo Gssea por suprimir a apoptose de osteoblastos, prevenir osteoclastogénese,
regular a expressao de BMP-2 (WANG et al., 2015), inibir a atuacdo dos osteoclastos e
promover a osteogénese (B et al., 2006) (PUERTO et al., 2019). Além dessas caracteristicas,
a literatura tem reportado trabalhos visando a liberagdo controlada da SIN (SON Y.J et al.,
2014). A obtencdo de um sistema arcabouco/farmaco com rigoroso controle de liberacdo da
SIN, apresentando um perfil longo o suficiente para permitir que aconteca a completa
diferenciacdo osteogénica, seria uma abordagem interessante para suprimir os efeitos toxicos
da SIN (KHEIRALLAH; ALMESHALY, 2016).

Além do desafio de se conseguir um sistema arcabouco/farmaco com perfil de liberagéo
controlado e longo, o desenvolvimento de um arcabouco ideal que apresente
biocompatibilidade, biodegradabilidade, osteocondutividade, porosidade e propriedades
mecénicas adequadas ainda é um processo desafiador e complexo (MEENA et al., 2020).

Dessa maneira, para se obter um arcabouco com porosidade adequada, a impresséo
3D, uma técnica de manufatura aditiva, € uma tecnologia emergente que devera revolucionar

0 campo da engenharia tecidual e a medicina regenerativa, a qual se baseia na deposigédo de
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biomateriais, encapsulando células ou carregando células ap6s a impressdo, em escala
micrométrica para formar estruturas sutis comparaveis ao tecido. Esta capacidade das
impressoras de depositar tintas com precisdo micrométrica, em condi¢es adequadas para as
células, da uma vantagem sobre outras tecnologias de producéo de scaffolds, as quais sdo
limitadas em relacdo ao controle da estrutura 3D, bem como a distribuicdo de células pelo
scaffolds (MARKSTEDT et al., 2015).

Posto isto, os hidrogéis tém sido apontados como materiais atraentes para serem
utilizados como biotintas, uma vez que sdo, em geral, biocompativeis, apresentam baixa
citotoxicidade e seu alto conteido de agua lhes conferem uma semelhanca estrutural com a
matriz extracelular. Além disso, esta alta porcentagem de &gua no hidrogel é necessaria para
evitar entupimento do bico de extrusdo. Diversos materiais tém sido utilizados no
desenvolvimento das biotintas como, por exemplo, os polimeros naturais: fibroina da seda
(silk fibroin), colageno, gelatina, acido hialurdnico, quitosana, celulose e alginato, uma vez
que facilitam a fixagéo celular e a manutencéo da diferenciacao.

Os bichos-da-seda (Bombyx mori) produzem casulos feitos de um fascinante material
a base de proteinas chamado fibroina da seda (FS). A seda Bombyx mori nativa é composta
por proteina de fibroina da seda revestida com proteina sericina, que faz parte de um grupo
de glicoproteinas soluveis que sdo expressas na glandula de seda dos bichos-da-seda Bombyx
mori (VEPARI; KAPLAN, 2007). Baseado no sistema de solugdo aquosa, a FS pode ser
processada em diferentes tipos de forma como, por exemplo, de filmes, particulas, fibras,
esponjas e hidrogéis. Entretanto, existe um grande desafio em aberto quando se utiliza biotinta
a base de FS no processo de impressdo 3D, pois em muitos casos a impressao do arcabougo é
dificultada. Esta dificuldade é causada, principalmente, quando se utiliza baixa concentracao
da FS, devido a baixa viscosidade do sistema, resultando em dificuldades de reprodutibilidade
de impressdo. Entretanto, aumentar a concentracdo da FS e/ou adicionar outros componentes
com maior viscosidade a solucdo da FS, seria uma maneira de evitar o colapso da estrutura
impressa, devido a baixa viscosidade do gel. Porém, aumentar a concentracdo de FS causa 0
entupimento do bico da impressora, causando problemas de impressao.

Assim sendo, é possivel observar, na literatura cientifica, uma grande quantidade de
trabalhos, visando a mistura de diversos componentes, na tentativa de melhorar o perfil
de viscosidade da solucéo de FS, a fim de otimizar a impressao 3D de arcaboucos baseados em
FS. Entretanto, ndo existem relatos, na literatura cientifica, de trabalhos que utilizam o poli (L-

co-D, L Acido Lactico) (PLDLA) como componente de maior massa molar, misturado a
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solucgéo de FS, a fim de melhorar o perfil de viscosidade da mesma, com o intuito de otimizar
0 processo de impressédo 3D e, consequentemente, evitar que as estruturas dos arcaboucos
impressos se colapsem devido a baixa viscosidade do gel. Por conseguinte, o controle da
viscosidade da solucdo de FS garantiria a melhora na qualidade dos arcabougos impressos e,
também, a reprodutibilidade de impressé&o.

E importante salientar, também, que a presenca do PLDLA no arcabouco tem como
funcdo acelerar o processo de degradacdo do mesmo, facilitando a sua integracdo com as células
0sseas, uma vez que a medida que o arcabouco vai se degradando, haveria a migracao dessas
células para dentro da sua estrutura (DUBEY et al., 2020). Portanto, o objetivo deste trabalho
é estudar as propriedades reoldgicas de solugdes a base de FS e PLDLA, com SIN, a fim de
obter a melhor composicédo para impressao 3D de arcabougos, com caracteristicas adequadas e
precisas para este processo, que serdo utilizados na regeneracdo tecidual 6ssea (MOUSER et
al., 2020) (HOLZL, K et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Desenvolver um gel & base de FS e PLDLA, carregado com SIN, para ser utilizado no
processo de impresséo 3D, visando a obtengdo de um scaffold a ser utilizado no processo de

regeneracao tecidual ossea.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a sintese do PLDLA na proporc¢éo 70:30 e caracterizar por GPC, FTIR, DSC e
TG;

e Extrair a fibroina das fibras de seda, seguindo um protocolo especifico e FTIR, DSC e
TG;

e Preparar formulacdes de FS/PLDLA em diferentes concentracdes;

e Submeter aos ensaios reologicos (regime permanente e oscilatdrio) para tracar um perfil
reoldgico;

e Testar formulagbes de FS/PLDLA (adequaram-se aos ensaios reoldgicos) na impressora
3D;

e Fazer ensaios reoldgicos da formulacdo escolhida com adi¢bes de sinvastatina (SIN)

para determinar sua influéncia ou néo influéncia no gel FS/PLDLA
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Engenharia Tecidual Ossea (ETO)

O osso € caracterizado como um tecido conjuntivo mineralizado que fornece suporte
ao corpo, sendo uma estrutura para fixagdo muscular, uma fonte de armazenamento de célcio
e fosfato e, também, um nicho para diferenciacéo celular. (MIGUEZ, 2020) (SILVA et al.,
2015) (WEIVODA et al., 2020) (SIEBERATH et al., 2020). Apesar do tecido Gsseo
apresentar resisténcia mecanica elevada, as lesfes e os defeitos nesse tecido estdo entre 0s
maiores problemas clinicos, sendo grande a preocupacao em todo o mundo, pois as fraturas
6sseas tém resultados devastadores como, por exemplo, diminui¢do da autonomia, custos
com saude e mortalidade (MESSINA et al., 2019).

Atualmente, os tratamentos utilizados para os defeitos 0sseos incluem o uso de
substitutos 6sseos e enxertos. Entretanto, certas desvantagens, como morbidade no local
doador devido a infeccdo e hematoma, disponibilidade limitada de tecido doador e custo
estdo relacionadas aos autoenxertos. Da mesma maneira, 0s aloenxertos apresentam,
também, uma série de desvantagens, como, por exemplo, restricbes devido a
insuficiéncia/indisponibilidade de tecidos para todos 0s pacientes, risco de transmissdo de
patdgenos, possibilidade de introduzir infeccdo e rejeicdo (BRIEN, 2011). Assim, essas
problematicas, relacionadas aos enxertos, tem impulsionado os estudos relacionados aos
biomateriais e engenharia tecidual 6ssea, como uma abordagem mais eficiente para o
tratamento das lesdes/defeitos dsseos (BASMANAY et al., 2008).

Nas Ultimas décadas, a engenharia tecidual 6ssea tem sido desenvolvida como uma
abordagem alternativa e efetiva para o tratamento de defeitos 6sseos, sendo a obtencédo de
scaffolds com design e tempo de degradacdo adequado os maiores desafios. Neste caso, a
substituicéo do tecido lesionado passa pela utilizagdo dos arcaboucos, os quais agem como
matriz temporal a fim de mimetizar a matriz extracelular 6ssea permitindo a ades&o,
migracdo, diferenciacéo e crescimento celular para obtencéo do tecido 6sseo (CHENA; LIU,
2016). Dessa maneira, além da busca por um scaffold com um design e tempo de degradacéo
adequado, muitos cientistas tém fundamentado seus estudos para se conseguir maxima
eficiéncia no processo de regeneracdo 0ssea, através da incorporagdo, no mesmo, fatores de
crescimento (LUKAC et al., 2020), moléculas ativadoras da osteogénese ou mesmo
moléculas indutoras da diferenciacdo (OUYANG et al., 2016) (CHIMENE, et al., 2020).
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Figura 1. Principais etapas durante a incorporagéo do scaffold no local do defeito 6sseo.
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Fonte: PARK et al, 2018

Entre as diferentes moléculas com capacidade osteogénicas, os estudos vém dando
énfase as moléculas pequenas, com massa molar menor do que 1000 Da, pois comparadas
com as moléculas de BMP, essas moléculas exibem vantagens intrinsecas como, por
exemplo, facilidade de sintese, baixo custo, facilidade de manuseio, menor desnaturacéo
e/ou perda de sua funcao durante 0 processamento e por iSso, Se mostram mais interessantes
(ARAVAMUDHAN, et al., 2013) (KALANI et al., 2019) (ZUO, Q., et al., 2012).

E por fim, pode-se destacar que o pequeno tamanho dessas moléculas favorece a
difusdo das mesmas através da membrana celular (MORAES, C. et al., 2013).
Portanto, moléculas pequenas, com potencial terapéutico, representam a proxima geragédo
de estratégias para a engenharia tecidual regenerativa, aumentando a esperanca de novas
opcbes para tratar doencas Osseas e cartilaginosas que sdo muito prevalentes,

principalmente, em idosos.

3.2 Sinvastatina (SIN)

A sinvastatina (SIN) pertence a familia das estatinas, sendo vastamente prescrita
para diminuir a taxa de colesterol, com uma série de efeitos como vasodilatacdo,
antitrombotico, antioxidante, antiinflamatério e imunossupressor. A SIN desenvolve um
papel importante na neoformacao Gssea por suprimir a apoptose de osteoblastos, prevenir
osteoclastogénese, regular a expressdo de BMP-2 (Lu WANG et al., 2015), inibir a atuacéo
dos osteoclastos, indiretamente estimular a neovascularizagdo e consequentemente,
promover a osteogénese (B. et al., 2006) (PUERTO et al., 2019).
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Ali Moshiri e colaboradores (2016) publicaram um artigo de reviséo abordando
estudos in vivo (total de 96 artigos), no periodo de 1999 a 2015, realizados em camundongos,
ratos, coelhos e cachorros, utilizando a SIN acoplada a diferentes materiais e que foram
implantados no tecido 0sseo. Os autores apontaram que ao se utilizar a SIN para promover
a neoformacéo 6ssea, 0 ponto mais importante a ser considerado é a dose da sinvastatina a
ser administrada (1mg/kg.dia a 20mg/kg.dia), pois a mesma depende do modelo animal, do
local do implante e do tipo de carreadores, 0s quais podem ser materiais sintéticos ou
naturais. De acordo com o trabalho publicado por Park, J.B. (2009) as concentracdes limite
de estatinas na medula dssea ainda ndo sdo bem estabelecidas, entretanto os osteoblastos e
osteoclastos devem ser expostos a concentragdes muito baixas de SIN, uma vez que altas
concentracdes podem causar processos inflamatdrios e retardar a regeneracdo 0Ossea
(NYAN, M. etal., 2007).

Neste sentido, a literatura tem reportado inumeros trabalhos visando a liberacdo
controlada da SIN. Son Y.J. e colaboradores (2014) mostraram que a imobilizagéo de
farmacos em arcaboucos nanofibrosos favorece o controle da quantidade liberada bem como
o perfil de liberacdo prolongado. Feng Qiao e colaboradores (2017) encapsularam a SIN em
microesferas de PLGA e depositaram fibroina de seda na superficie dessas microesferas,
investigando a cinética de liberacdo de SIN dessas microesferas. Os resultados mostraram
que a taxa de liberacdo da SIN foi retardada pelo revestimento de fibroina da seda, sendo a
cinética de liberacdo diferente das microesferas sem revestimento.

Ryu Wadagaki e colaboradores (2011) investigou um arcabouco a base de PLGA
com SIN para engenharia de tecidual 6ssea. Os resultados mostraram que a liberacdo
controlada de SIN promoveu a diferenciacdo osteogénica e melhorou a neoformagdo 6ssea
in vivo. Dario Mendes Junior e colaboradores (2017) realizou um estudo in vivo com
membranas de PLGA contendo SIN e células tronco mesenquimais, o qual mostrou que as
membranas contendo SIN promoveram maior crescimento 6sseo, na area do defeito critico,
comparado as membranas de PLGA puras.

Wisam Khalaf Delan e colaboradores (2020) obtiveram nanoparticulas de quitosana
com SIN, como sistema de liberacdo controlada, visando tratamento ésseo. Os resultados
mostraram que as nanoparticulas de quitosana com SIN apresentaram alta capacidade de
promover a geracdo 0ssea e melhorar a densidade dssea ap6s 6 semanas de implantagéo.
Kai. Portanto, embora seja possivel observar nos trabalhos cientificos que a SIN promove a

osteogénese, a sua imobilizacdo em sistemas arcabougo/farmaco ainda é um desafio em



20

aberto considerando, como citado anteriormente, a necessidade de um rigoroso controle da
liberagdo em termos de concentracdo da molécula ativa e da estabilidade do sistema.

Além do desafio de se conseguir um sistema arcabouco/farmaco com perfil de
liberacdo controlado e longo, o desenvolvimento de um arcaboucgo ideal que apresente
biocompatibilidade, biodegradabilidade (proporcionando espago para novo crescimento
6sseo), osteocondutividade, porosidade e propriedades mecénicas adequadas ainda é um
processo desafiador e complexo (MEENA et al., 2020).

3.3 Manufatura aditiva (MA)

A Manufatura Aditiva (MA) ou Impressdo 3D, € uma tecnologia emergente que
devera revolucionar o campo da engenharia tecidual e a medicina regenerativa, a qual se
baseia na deposicdo de biomateriais, encapsulando células ou carregando células apds a
impressao, em escala micrométrica para formar estruturas sutis comparaveis ao tecido. Esta
capacidade das impressoras de depositar materiais com precisdo micrométrica, em
condicdes adequadas para as células, da uma vantagem sobre outras tecnologias de producgéo
de scaffolds, as quais sdo limitadas em relacdo ao controle da estrutura 3D, bem como a
distribuicdo de células pelo scaffolds (MARKSTEDT et al., 2015). A figura 2 ilustra os

principais métodos de impressao 3D:
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Figura 2. Principais métodos de Impressdo 3D.
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Fonte: FARHAT et al., 2020

Dessa maneira, devido as vantagens como deposi¢do precisa, custos baixos,

simplicidade e controle da distribuicdo de células, o desenvolvimento e aplicacdo de

impressdao 3D tem aumentado constantemente nos Gltimos anos (NOH, 2018). Entretanto, a

necessidade de desenvolver novas tintas que fornecam as propriedades necessarias para uma

impressdo bem-sucedida tem aumentado, levando a um extenso trabalho para desenvolver

novas tintas que atendam, tanto aos requisitos bioldgicos, quanto aos requisitos necessarios

para uma boa capacidade de impressdo, reprodutibilidade de impressdo, propriedades
mecanicas adequadas e janela de fabricacdo (IDONDERWINKE et al., 2017). A tabela 1

mostra as principais técnicas de manufatura aditiva mais utilizadas em impressédo 3D:
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Tabela 1. Métodos de impressdo 3D e suas particularidades

Método de Jato de tinta Microextrusao Laser (LAD) Estereolitografia
Impressdo 2 ’ ’ UV Laser,_ S Scanring roe
009 | -
Sopm 2005 e
Descri¢do A solugdo é expelida O material é A solugdo é Utiliza-se de luz
de gota a gota por dispensado em suspensa na parte Ultravioleta com
meio de forga térmica, filamento através de inferior de uma fita  deposigdo de camada
piezoelétrica ou um bico de extrusdo e, quando por camada
eletromagnética sob forga mecanica vaporizadas por um
ou pneumatica pulso de laser, sdo
impelidas para um
substrato receptor
Vantagens Alta velocidade, Capacidade de Alto grau de Alto grau de precisdo
disponibilidade, baixo  utilizar solugdes de precisdo e de fabricagdo e baixo
custo alta viscosidade e resolugao, tempo de impressao
imprimir alta capacidade de
densidade celular utilizar solugbes de
alta viscosidade e
imprimir com alta
densidade celular
Desvantagens Falta de precisdo no Técnica depende de Consome tempo, Uso de luz ultravioleta

posicionamento e
tamanho da gota,

caracteristica
especificas do

alto custo

de alta intensidade,
pds-processamento

mais indicado utilizar material e demorado, falta de

solugdes de baixa propriedades materiais compativeis,

viscosidade mecdnicas pode comprometer a
adequadas viabilidade celular

Fonte: BISHOP et al., 2017; ZHANG et al., 2018; LEE et al.; 2017

Dentre as técnicas de impressao citadas na tabela, 0 modelo baseado em extruséo é o

método de impressdo mais comum em uso hoje. As impressoras de microextrusao produzem
filamentos continuos de material, em contraste com as goticulas produzidas em uma impressora
a jato de tinta, por exemplo (BISHOP et al., 2017). O filamento é produzido seguindo um
padréo gerado por um software de comando, que direciona o percurso para a formagéo de uma
estrutura tridimensional. Os materiais que mais adequam-se a impressao por extrusao sao 0s
que possuem um perfil pseudoplastico e viscoelastico, como os polimeros por exemplo, pois
utiliza-se de forgas mecéanicas ou pneumaticas para dispensar a tinta através de uma seringa.
Este comportamento de material pseudoplastico (ndo newtoniano) causa uma
diminuicdo na viscosidade ao aumentar a tensdo de cisalhamento. As altas taxas de
cisalnamento que estdo presentes no bico durante a impressédo permitem que esses materiais

fluam através do bico e, ap6s a deposicdo, a taxa de cisalhamento diminui, causando uma

recuperacao na viscosidade (ZHANG et al., 2018).
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Por esse motivo, a impressdo por extrusdo tem a vantagem de imprimir tintas de alta
viscosidade, utilizando materiais como polimeros complexos, células vivas e substratos a base
de argila. Alem destas vantagens, a técnica possibilita a impressdao em densidades celulares
muito altas para a formacdo de tecido (MURPHY; ATALA, 2014). A figura 3 ilustra os

diferentes mecanismos de dispensacdo de tinta, referentes ao processo de impressédo por

extruséo.
Figura 3. Mecanismos de deposi¢do na impressao
Pneumatico Pistao Parafuso
l l ¢ valvula
—_— e/ —
S S .
Fonte: PIAGGESI et al., 2018

3.4 Hidrogéis

Um hidrogel é constituido por redes poliméricas tridimensionais capazes de absorver e
reter alto teor de agua, podendo originar-se de polimeros sintéticos ou naturais. No ramo da
Engenharia tecidual, é possivel combinar diversos materiais, ajustando propriedades desejaveis
para a impressao de um arcabouco como: resisténcia mecénica, tempo de degradacao adequado,
viscoelasticidade, adesdo e proliferacdo celular. Ha uma crescente quanto ao estudo de

hidrogéis, pois o material nessa forma pode apresenta diversas vantagens tanto na aplicacao
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voltada a regeneracao de tecidos, por apresentarem estrutura semelhante & matriz extracelular,
ser biocompativel e biodegradavel, além de possuir facilidade de processamento (LI; GUO;
ZHANG, 2021); (TOWNSEND et al., 2019).

Posto isto, os hidrogéis tém sido apontados como materiais atraentes para impressdo 3D,
uma vez que sao em geral, biocompativeis, apresentam baixa citotoxicidade e seu alto contetdo
de &gua lhes conferem uma semelhanca estrutural com a matriz extracelular. Além disso, esta
alta porcentagem de &gua no hidrogel é necesséria para evitar entupimento do bico de extruséo.
Diversos materiais tém sido utilizados no desenvolvimento das tintas como, por exemplo, 0s
polimeros naturais: fibroina da seda (silk fibroin), colageno, gelatina, acido hialurénico,
quitosana, celulose e alginato, uma vez que facilitam a fixacdo celular e a manutencdo da
diferenciacdo (VEDADGHAVAMI et al., 2017).

Quanto a impressdo 3D, é possivel combinar materiais entre si, com o intuito de aliar
prorpriedades especificas de cada material promovendo uma sinergia, para que um novo
material seja produzido com o objetivo de alcancar uma aplicacdo desejada. Os hidrogéis
possuem propriedades viscoelasticas e biodegradaveis, o que pode facilitar o enxerto do
material, a retencdo no local da administracdo e a recuperacdo da elasticidade apos a
colocacdo. Neste caso, biomateriais em estado de hidrogel possibilita uma gama de
combinacg6es, por mecanismos de reticulacdo quimica ou fisica (TOWNSEND et al., 2019);
(HOFFMAN, 2012):

3.4.1 Reticulacdo Quimica

Também denominados de géis "permanentes™ ou "quimicos", sao redes reticuladas por
ligacdo covalente. O processo envolve o material ou uma combinagdo de matérias desejados
junto a um agente reticulante. Os hidrogéis quimicos também podem ser gerados por
reticulacdo de polimeros soltveis em agua ou por conversao de polimeros hidrofobicos em
polimeros hidrofilicos mais reticulacdo para formar uma rede. Como os hidrogéis fisicos, os
hidrogéis quimicos ndo sdo homogéneos. Eles geralmente contém regides de baixo
inchamento em &gua e alta densidade de reticulagdo, chamadas de “clusters”, que estdo

dispersos em regides de alto inchamento e baixa densidade de reticulagéo.
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Figura 4. Hidrogéis por reticulacdo quimica e seu tipo de ligag&o.
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Fonte: RAMACHANDRAN et al., 2019)

3.4.2 Reticulacao Fisica

Ou comumente chamados de géis “reversiveis” ou “fisicos”, ocorrem quando as redes
sdo mantidas juntas por emaranhados moleculares ou forgas secundarias, incluindo forcas
ibnicas, de ligagdo de hidrogénio ou interacfes hidrofobicas. Os hidrogeis fisicos ndo sdo
homogéneos, por causa dos grupos de emaranhados moleculares, dominios hidrofébicos ou
associados ionicamente. Todas essas interacdes sdo reversiveis e podem ser interrompidas
por mudancas nas condicdes fisicas, como forc¢a iénica, pH, temperatura, aplicacao de estresse
ou adicdo de solutos especificos que competem com o ligante polimérico pelo local de
afinidade na proteina (HOFFMAN, 2012).

Figura 5. Hidrogéis por reticulacao fisica e seus tipos de ligacdes.
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3.5 Parametros reoldgicos

Para a obtencdo de uma estrutura impressa ideal, onde o objetivo seja obter um
arcabouco funcional (resistente mecanicamente e viavel para aplicacdo biomédica), €
necessario analisar as propriedades mecanicas das formulacdes da tinta, por meio de ensaios
reoldgicos. As analises reoldgicas que se correlacionam com impressdo sdo muito necessarias
para avancar no desenvolvimento da tinta (RUTZ et al., 2015).

Dentre as técnicas de impressdo 3D que envolvem o fluxo de material, como a extruséo,
por exemplo, 0 material é carregado em uma seringa mével e extrudado por forcas mecanicas
externas através de um bico para depositar em uma superficie. Durante a extrusao, espera-se
que o material flua e, ap6s a deposicdo, mantenha a estrutura inicialmente projetada. O
desempenho de impressdo, como extrudabilidade, fidelidade do filamento e transicéo sol-gel,
sdo amplamente determinados pelas propriedades viscoelasticas da tinta que sao caracterizadas
por um conjunto de testes reoldgicos estaveis ou dindmicos ilustrados na figura 6 (MU et al.,
2021).

Figura 6. Comportamento reoldgico durante a impressdo 3D
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Fonte: MU et al., 2021; ZHANG et al., 2018.

Além do comportamento reoldgico durante o processo de impressdo 3D, também é
possivel observar a organizacdo das cadeias, a nivel molecular, na figura a. Quando submetida
a uma tensdo cisalhante, as cadeias alinham-se elasticamente em direcdo ao fluxo. Apds a

deposicdo e com tenséo zero, leva um tempo para que as cadeias se reorganizem, para entao
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retornar a estrutura anterior ou dependendo da taxa de cisalhamento aplicada, possa recuperar
boa parte de sua estrutura inicial (KONG et al., 2021); (EVAGELIOU, 2020).

3.5.1 Comportamento pseudoplastico - Extrudabilidade

E esperado que um hidrogel apto para a extrusdo se adeque aos parametros de
viscosidade. A viscosidade é um parametro que indica a resisténcia de um fluido a deformacéao
sob forcas externas e, em nivel molecular, a resisténcia ao deslizamento entre as moléculas (MU
etal., 2021). Para a impressao baseada em extrusao de polimeros, a viscosidade esta fortemente
relacionada com a concentracao e o peso molecular, que por sua vez séo proporcionais com o
emaranhamento molecular. O emaranhamento molecular de materiais poliméricos impede o
deslizamento das cadeias aumentando a viscosidade (COLBY, 2010). Por outro lado, materiais
poliméricos possuem um comportamento pseudoplastico, onde os valores de viscosidade
diminuem a medida que a tensdo de cisalhamento aumenta, conforme ilustra as curvas de
viscosidade da figura 7 (CHIMENE; KAUNAS; GAHARWAR, 2020):

Figura 7. Curvas de viscosidade segundo modelos matematicos
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Fonte: MU et al., 2021
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Este fendbmeno dependente da taxa de cisalhamento € um comportamento nao
newtoniano, denominado como regido pseudoplastica, em compara¢do ao fluxo independente
de cisalhamento (newtoniano). Esta propriedade pseudoplastica é favoravel para impresséao 3D,
pois reduz a pressdo necessaria para extrudar a tinta. O cisalhamento resulta do estiramento ou
alongamento de moléculas sob cisalhamento, o que diminui os emaranhamentos moleculares e
facilita o deslizamento entre as moléculas, diminuindo a viscosidade. Este comportamento de
diminuicdo nos valores de viscosidade pode ser ajustado por varios modelos matematicos, para
adequar as curvas de acordo com as caracteristicas da tinta utilizada, incluindo os modelos de

Power-law, Cross e Carreau (MU et al., 2021).

Tabela 2. Modelos matematicos e seus respectivos parametros

Ostwald-de Waele ny) =my™?! M indice de consisténcia

N indice de power-law

ny) —r .
Cross ’(y)—’m =1+ (,ly)"" N, viscosidade de cisalhamento zero
Mo~ Neo N, viscosidade de cisalhamentoinfinita
,’(Y) —Neo % n-1
—_— “l2 Neo_
Carreau — [1+ (Ay)7] 00=0

A constantede tempo

Fonte: CORZO, 2021

3.5.2 Comportamento viscoelastico — Transicao sol-gel

O comportamento viscoelastico € uma caracteristica importante para a impressdo 3D
por extrusdo, pois descreve a transi¢cdo das fases liquida para solida, frequentemente associada
a reticulacdo das cadeias polimeéricas. Para isso, é necessario entender o movimento molecular
e os comportamentos de fluxo do material, ja que a viscoelasticidade de um material € uma

consequéncia direta desses movimentos moleculares.
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Portanto, a reologia de cisalhamento oscilatorio &€ amplamente utilizada para investigar
as propriedades viscoelasticas do material, devido ao controle independente sobre a escala de
tempo e a escala de comprimento proporcionada por mudancas na amplitude e frequéncia. (LEE
et al., 2019); (HYUN et al., 2011); (LI; WANG; WANG, 2009). O cisalhamento oscilatério
pode ser aplicado impondo a tensdo (torque) ou a deformagdo (deslocamento). E padrdo no
cisalhamento oscilatdrio dirigido por deformacédo descrever um material como sendo submetido

a uma deformacéo senoidal:

y (t) = y0 sin (wt) (1.1)
*a (t) = 00 sin (wt + 8)! 2.1
o (t) = 60 sin (wt) (2.2)

Onde y0 representa a amplitude de deformacéo e w a frequéncia angular. Neste caso, a
resposta ao estresse € expressa como:

o (t) = y0 (G’ (w) sin (wt) + G” (w) cos (wt)) (1.2)

y (t) =00 (J' (w) sin (wt) — J" (w) cos (wt)) (2.3)

Onde os componentes G’ (w) e G” (w) que descrevem a resposta ao estresse (que pode
estar em fase ou fora de fase com a deformacdo), sdo os modulos de armazenamento e perda,
respectivamente. Referidos como médulos dinamicos, G'(w) e G"(w) contém detalhes de
movimentos moleculares que levam & respostas viscoelasticas (LEE, Johnny Ching-Wei et al.,
2019). O moddulo de armazenamento, G’ (w) descreve a energia média armazenada (por unidade
de volume) ao longo de um ciclo de excitagdo e o0 modulo de perda, G” (w) quanto a energia

dissipada (por unidade de volume) do material ao longo de um ciclo de deformagéo.

1 *Descreve o cisalhamento oscilatorio sob termos de tensdo e ndo de deformagédo. Na regido néo linear a tenséo
submetida (o) passa a ser uma funcéo da deformacéo (8), enquadrando-se em outro regime. Este trabalho abordara
somente a regido linear para 0s ensaios oscilatorios, estando em regime SAOS. Sendo assim, as equagdes para
deformacéo zero (y0) séo suficientes para descrever o comportamento dos materiais caracterizados.
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Atraveés de ensaios reoldgicos de amplitude, é possivel realizar um teste de varredura de
deformacéo para determinar a regido viscoelastica linear e ndo linear. Na regido linear, 0s
modulos de armazenamento (G') e perda (G"”) sdo independentes da amplitude de deformagao
aplicada em uma frequéncia fixa e a tensdo resultante € uma onda senoidal. No entanto, na
regido nao linear, os médulos de armazenamento e perda tornam-se uma funcéo da amplitude
de deformacéo (G’ (y0) e G” (y0)) em uma frequéncia fixa e as formas de onda de tensdao

resultantes sao distorcidas de ondas senoidais.

Para a regido linear, o teste de cisalhamento oscilatério é chamado de Cisalhamento
Oscilatorio de Pequena Amplitude, mais conhecido como SAOS (do inglés: Small Amplitude
Oscillatory Shear). Ja na regido nédo linear € denominado como Cisalhamento Oscilatério de
Grande Amplitude ou LAOS (do inglés: Large Amplitude Oscillatory Shear). A figura 8 ilustra

uma curva tipica de um ensaio de amplitude com varredura de deformacao:

Figura 8. Ensaio oscilatério de amplitude
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Fonte: MU et al., 2021
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Tratando-se de materiais submetidos a impressdo 3D, especificamente os hidrogéis, 0s
ensaios de cisalhamento oscilatério sdo importantes para caracterizar o material quanto a sua
estrutura e organizacdo molecular, quando submetidas a tensdo e deformacdo. Durante o
processo de extrusao, a fidelidade do filamento é uma caracteristica importante para a impresséo
de scaffolds mais estruturados, pois garante uma estrutura fidedigna e geometria intacta.

A tensdo de escoamento ty (em termos de tensdo ou deformacgdo, ty Ou Yy,
respectivamente), € uma propriedade inerente aos materiais viscoelasticos e deve ser analisada
durante os ensaios reoldgicos (MU et al., 2021). Uma tensdo de escoamento insuficiente pode
formar filamentos com baixa resisténcia mecéanica, levando ao colapso da estrutura impressa
devido ao peso das camadas que estdo acima. A tensdo de escoamento é dada a partir de uma
varredura de amplitude, obtendo o ponto inicial da diminui¢do no médulo de armazenamento
(G"), contornando assim os problemas de deslizamento da estrutura impressa e melhorando a
reprodutibilidade.

Na regido linear, também denominada Regido Viscoelastica Linear (LVR- “Linear
Viscoelastic Region”) o teste SAOS assume que a resposta do material esta contida na precisdo
do redmetro e, portanto, as fungdes do material, por exemplo,G’' e¢G " descrevem
completamente a resposta do material. Os testes SAOS fornecem uma caracterizacao reoldgica
muito util e conveniente de fluidos complexos ou hidrogéis, ja que a viscoelasticidade linear
possui embasamento na literatura, sendo rigorosamente fundamentada (KONDO, 1997);
(BROSTOW, 1990); (DEALY; WISSBRUN, 1990); (FERRY, 1980). Sendo assim, a partir da
regido linear € possivel fazer um ensaio de varredura de frequéncia para obter informacdes

sobre o material dentro desse regime linear.
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Figura 9. Ensaio oscilatorio de varredura de frequéncia

Gel
©
S
O Solugao
- -
0] emaranhada

Fonte: MU et al., 2021

Através do ensaio de varredura de frequéncia é possivel determinar a estrutura do
material e os emaranhamentos moleculares que ocorrem desde baixas até frequéncias mais
altas. Em G' esta contido as propriedades elasticas, semelhantes ao solido; e G’* descreve o
comportamento viscoso, semelhantes a liquido (MU et al., 2021).

Para solucdes semidiluidas, as cadeias poliméricas estdo sobrepostas sob baixas
frequéncias, onde G’’>G’ mostra que 0 comportamento viscoso prevalece. Ja em frequéncias
mais altas, ocorrem emaranhamentos entre as cadeias poliméricas, devido aos rearranjos
moleculares resultantes do aumento da frequéncia angular. Quando o mddulo de
armazenamento € maior que 0 modulo de perda, ou seja, G’ > G”’, ocorre a transi¢do de
comportamento viscoso para 0 comportamento elastico. Entre a transi¢do é possivel detectar
um ponto, chamado de ponto de gelificacdo. Em géis ndo ocorre essa transi¢do, onde o mddulo
de armazenamento € maior que o mddulo de perda (G” > G”’) desde valores de frequéncia
menores. Esta é uma caracteristica notavel para impressao 3D de hidrogéis, pois desta forma
evita-se a colapso na estrutura do scaffold. A reticulacdo é caracterizada pela razéo entre 0s

modulos de armazenamento (G') e perda (G") em um teste oscilatoério.
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3.5.3 Comportamento Tixotropico

Um fluido tixotropico € aquele que apresenta uma recuperacdo de viscosidade
dependente do tempo, apds reduzir a taxa de cisalhamento aplicada (FU et al., 2021). A
tixotropia pode ser caracterizada por uma varredura de cisalhamento em trés tempos (3ITT)
para indicar a viscosidade recuperada. Primeiramente é aplicada uma baixa taxa de
cisalhamento, similar ao fluxo lento da tinta na seringa; em seguida, a taxa de cisalhamento é
aumentada drasticamente, o que corresponde ao estado da tinta fluindo pelo bico; e na terceira
etapa, aplica-se novamente uma baixa taxa de cisalhamento permitindo a reorganizacdo das
cadeias poliméricas, ocorrendo desta forma, a recuperacdo da viscosidade (ZHANG et al.,
2018).

Na Figura 10 ocorre uma recuperacao de viscosidade em 90% do valor original; a lacuna
(gap) de 10% pode ser permanente devido a mudangas estruturais irreversiveis na tinta. Para
impressao 3D baseada em extruséo, o tempo rapido de reconstru¢do e uma grande porcentagem
da viscosidade recuperada sdo favoraveis para a fidelidade do filamento e consequentemente
da estrutura impressa (MU et al., 2021); (LEE, Chi H.; MOTURI; LEE, 2009).

Figura 10. Curva para ensaio de tixotropia (3ITT)
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3.6 Fibroina de seda (FS)

A seda é um biopolimero de proteina encontrada na natureza, e é produzida em forma
de fibras por artropodes (como bichos da seda) e aracnideos (aranhas, escorpides e acaros).
Independentemente de sua origem, a seda é basicamente composta de proteinas, assim como
polissacarideos e lipideos em quantidades minimas. As fibras de seda que possuem maior
aplicacdo na area biomeédica sdo produzidas pela espécie Bombyx mori, ou comumente
conhecida como bicho-da-seda, uma espécie de insetos lepiddpteros, pertencente a familia
Bombycidae (BHATTACHARJEE et al., 2017).

Os bichos-da-seda Bombyx mori passam por cinco estagios antes de sofrer metamorfose
em uma mariposa. A seda € produzida em condi¢des benignas no interior das glandulas
produtoras de seda durante os primeiros estagios. No final do quinto estagio, ocorre um aumento
na producéo de seda pelas glandulas e as larvas tecem longos fios de seda crua para se abrigarem

no interior de seus casulos (KOH et al., 2015).

A fibra de seda de B. mori é composta por duas fibras paralelas de fibroina revestidas
com uma camada de sericina. Enquanto que a sericina possui um aspecto de cola (propriedades
adesivas) agregando os fios de fibras para formar o casulo, a fibroina é mais comercializada e
corresponde a porcao fibrosa da fibra de seda com excelentes propriedades mecanicas (KOH et
al., 2015); (BHATTACHARIEE et al., 2017); (VEPARI; KAPLAN, 2007). Apos a realizacédo
da remocao da sericina, as fibras FS podem ser dissolvidas e purificadas em uma solucdo aquosa
através de dialise em &gua deionizada. (ROCKWOOD et al., 2011); (WLODARCZYK-
BIEGUN; DEL CAMPO, 2017).

A fibroina da seda faz parte de um grupo de glicoproteinas soltveis e € constituida por
polipeptideos de cadeia leve (L) e de cadeia pesada (H) (VEPARI; KAPLAN, 2007). As cadeias
leves, hidrofilicas, possuem massa atdbmica de aproximadamente 27,7 kDa, enquanto que as
cadeias hidrofobicas possuem massa de 391,6 kDa, ambas ligadas por uma ligagéo dissulfeto
no terminal C da cadeia H (DORISHETTY; DUTTA; CHOUDHURY, 2020). As cadeias L por
serem de menor tamanho, apresentam pouca funcdo mecénica nas fibras de seda, em
contrapartida as cadeias H formam cristalitos de folha P antiparalelos, estruturalmente
responsaveis pelas propriedades mecanicas superiores. Esses cristalitos de folha beta estdo
organizados numa sequéncia de aminoacidos repetidos, junto as estruturas secundarias

provenientes de interages quimicas (pontes de hidrogénio, forgas de van der Waals e interacoes
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hidrofobicas (KOH et al., 2015).

As repetigdes sequenciais dos aminoacidos sdo responsaveis por formar a estrutura
priméria da cadeia H. Para Bombyx mori, estd configurado na sequéncia hexapeptidica
GAGAGS. Esses blocos hidrofobicos levam a formacéo de estruturas secundarias, por meio de
fortes ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas ao longo da cadeia de proteina, que
conferem cristalinidade (sequéncia ricas em alanina e glicina) e resisténcia mecanica para 0s
fios de seda. Essas regifes cristalinas estdo intercaladas com dominios amorfos de 30 a 40
aminoacidos de forma ndo- sequencial, resultando em propriedades elasticas para o material
(KAPOOR; KUNDU, 2016); (DORISHETTY; DUTTA; CHOUDHURY, 2020).

Figura 11. Estrutura da fibroina da seda
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Fonte: SARKAR, et al, 2019

A fibroina da seda possui um longo histérico de aplicacdes clinicas e foi apta como
biomaterial em 1993 pela Food and Drug Administration (FDA), sendo utilizada como suturas
cirurgicas devido a varias propriedades desejaveis. Em particular, essas propriedades incluem
sua biocompatibilidade, a facilidade com que pode ser quimicamente modificada, sua baixa
taxa de degradacéo in vivo e sua capacidade de ser processada em varios formatos de material
a partir de solugcdo aquosa ou solvente organico (MURPHY; KAPLAN, 2009) (VEPARI et al.,
2010). Assim, a FS tem sido utilizada em varias aplicacdes, dentre estas destaca-se a area de
regeneracdo o0ssea (MELKEA et al., 2016) (FAROKHI et al., 2018) (Xiaoyu Du et al., 2019)
(REIZABAL et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1742706115300982?casa_token=iAsbCNmRuf4AAAAA:W1iofp6RoR_1QdRv6U1RO3tTu8xAuSLsqr72z3I6ZN5HWa-TnCBq0BWRrBN5UMPwyX8Hm6u6yJlq#!
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3.7 Poli (L-co-D, L acido lactico) - PLDLA

O Poli (L-co-D, L &cido lactico), PLDLA, é um copolimero da familia dos poliésteres,
com caracteristica amorfa, biocompativel, biodegradavel e biorreabsorvivel. Este copolimero
é originado do poli (acido lactico) (PLA) é um poliéster sintético e alifatico, alvo de muitos
estudos em aplicacbes biomédicas devido a sua biocompatibilidade e bioreabsorvibilidade. O
PLA existe em duas formas quimicas especificas: Poli (acido L-lactico) (PLLA) e poli (DL-
acido lactico) (PDLLA). O PLLA por exemplo, € um polimero amplamente estudado em
aplicacdes biomédicas (CIAMBELLI et al., 2013); (LEAL et al., 2019)

O Poli (L-co-D, L &cido lactico) é obtido através de polimerizacdo por abertura de anel
pelos monémeros L-lactideo e D, L lactideo, na propor¢do de 70:30, respectivamente. Com
isso, é possivel de aliar suas particularidades, afim de serem combinadas para formar um
copolimero com propriedades diferentes daquelas exibidas por cada um desses
homopolimeros isolados. A vantagem do copolimero PLDLA ¢ aliar as particularidades
mecanicas inerentes ao poli (L-acido lactico) sem o inconveniente do elevado tempo de
degradacéo requerido por esse homopolimero, decorrente de sua alta cristalinidade. 1sso é
possivel, pois o poli (D, L &cido lactico), ao contrario, apresenta maior taxa de degradacéo,
apesar de possuir propriedades mecéanicas aquém das do poli (L-&cido lactico). A figura 12
ilustra a estrutura quimica do PLDLA e seus monémeros (MOTTA; DUEK, 2007);
(MCCARTHY etal., 2013).
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Figura 12. Estrutura quimica do copolimero PLDLA e seus mondmeros
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O resultado da copolimerizagdo gera um polimero amorfo com taxa de degradacao
adequada, favoravel para aplicacdo em engenharia de tecidos (mais especificamente em
tecidos d6sseos) e biocompativel, por ndo apresentar fragmentos cristalinos, o que poderia
causar resposta inflamatéria do tecido hospedeiro (MOTTA; DUEK, 2007). E importante
salientar, também, que a presenca do PLDLA na construcdo de um scaffold, tem como
funcéo acelerar o processo de degradacdo do mesmo, facilitando a sua integracdo com as
células dsseas, uma vez que a medida que o arcabouco vai se degradando, haveria a migracao
dessas células para dentro da sua estrutura (DUBEY, N. et al., 2020).

Devido a essas caracteristicas, 0 PLDLA pode ser adequado para a impressdo 3D de
scaffolds, aliando suas caracteristicas a polimeros naturais com a fibroina da seda, por
exemplo, para compor formulagbes de tinta. Essa combinacdo pode resultar em um
arcabouco especifico para ser aplicado na forma de enxerto, atuando na regeneracéo tecidual
6ssea (MOUSER, V. H. et al., 2020) (Holzl, K. et al., 2016).
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4 METODOLOGIA

4.1 Sintese do copolimero PLDLA

O copolimero L- &cido lactico e D, L &cido lactico (PLDLA) foi obtido por reacéo de
polimerizagdo em massa, por abertura de anel. Para a reagéo de polimerizagéo foram escolhidos
os monémeros L-lactato e D, L lactato (70:30), respectivamente e o catalisador 2-etilhexanoate
de estanho I, conhecido como Sn (Oct)2. Para a obtencdo do PLDLA de alta massa molar a
relagdo entre mondmero/catalisador foi de aproximadamente 5000 vezes. Os mondmeros e 0
catalisador foram devidamente pesados foram transferidos para uma ampola de vidro, selada a
vacuo e imersa em 6leo a 130°C por 72h. Posteriormente foi adicionado cloroférmio (CHCL3)
para iniciar processo de dissolucdo do polimero por aproximadamente 4 dias. Decorrido esse
tempo a soluc¢do viscosa foi coagulada em metanol (CH3OH) e a massa polimérica foi disposta
em placa de vidro em capela de exaustao, para evaporar o excesso de solvente. ApOs 0 processo
de coagulacdo, o polimero foi seco na estufa a vacuo a 45°C por 8 horas. A massa final foi
pesada e o polimero armazenado a vacuo para ser utilizado nos experimentos seguintes
(MOTTA; DUEK, 2007).

4.2 Preparacéo da FS

A fibroina da seda foi gentilmente cedida pelo colaborador Prof. Dr. Cedric Dicko, da
Universidade de Lund, Suécia, sendo obtida de fios de seda da espécie Bombyx mori seguindo
um protocolo de extracdo padrdo que consiste em 5 etapas: Degomagem, dissolucdo, dialise,
centrifugacdo e liofilizacéo.

Degomagem- Nesta etapa a fibra de seda foi submetida ao processo de remocdo da
sericina, uma das proteinas constituintes das fibras de seda que encapam os feixes de fibroina
(HOU et al., 2020); (ROCKWOOD et al., 2011); (YAMADA et al.,2001). As fibras de seda
foram cortadas em pequenos pedacos e adicionadas a uma solucéo aquosa de Na>COs (0,2%
m/v), ja aquecida a 55°C e agitadas por 1 hora. Apds esse tempo, as fibras foram lavadas
abundantemente com agua destilada, até que ndo houvesse residuo esbranquicado. Repetiu-se
0 procedimento de degomagem para uma remocdao efetiva da sericina. Enfim, as fibras de seda

foram secas na estufa a 50°C por 24h.
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Dissolucdo- Para esta etapa, foi preparada 25 ml de solucéo de brometo de litio (LiBr)
(> 99% de pureza, Sigma Aldrich, Alemanha) a 9M utilizando &gua ultrapura. Todo o contetdo
da solucéo foi cuidadosamente despejado sobre 2,5¢g de fibras de seda dispostas em um béquer
de vidro, até a sua completa dissolucdo. O aspecto foi de uma solucao gelatinosa e amarelada.
Apos dissolver as fibras, a solucdo foi agitada e aquecida entre 65- 75°C, utilizando um agitador
magnético por até 60 min até obter uma solucdo pouco viscosa, de aspecto transparente e
levemente amarelada. Em seguida verteu-se a solucdo por uma peneira fina, para filtrar
quaisquer particulas ou aglomerados que nao foram dissolvidos no processo de regeneracéo.
Apos isso, 0 béquer contendo a solugdo foi deixado sobre uma bancada por 5 min para em
seguida ser utilizado no processo de diélise.

Dialise- A dialise é importante nesse processo, para a remocao do LiBr e outros ions.
Para isso, a solugdo foi transferida para uma membrana de celulose previamente lavada (15 cm
X 2,5 cm dimens@es), com corte de massa molar de 12.000,00 Da e dialisada em 2L de agua
durante 3 dias, com trocas regulares de dgua a cada 12 horas. Ao término, obteve-se uma
solucdo quase translicida com um residuo turvo e coagulado. Foi possivel retirar a porcao

coagulada do interior da membrana para facilitar o processo de centrifugacao.

Centrifugacédo- A solucéo foi centrifugada em tubos falcon a 7500 rpm a 20°C durante
10min. O sobrenadante, que representa a por¢do de residuo mais fluida, também foi coletado e
descartado. Em alguns processos foi necessario centrifugar uma segunda vez, para a remocao
completa de qualquer residuo turvo da solugdo de fibroina. No final da centrifugacéo, obteve-
se uma solucgéo transparente e levemente viscosa, que foi congelada a -80 °C por 24h.

Liofilizacdo- A solucdo foi entdo liofilizada por 48 h ou até que ndo houvesse tragos de
umidade no material. A obtenc¢do da fibroina, resultou em um material leve, de cor branca, com

textura semelhante a uma espuma, que foi armazenado em uma estufa a vacuo.

4.3 Preparacéo das solugdes de FS-PLDLA

Inicialmente foram preparadas solucdes de FS-PLDLA, em acido formico (HCOOH) (>
88%, Synth, Brasil) variando as concentracfes de FS e PLDLA, seguindo um experimento
fatorial com dois fatores (FS e PLDLA) em estudo. Foram escolhidos seis niveis de
concentracdo para o PLDLA (1,0%; 3,0%; 5,0%; 7,0%; 10,0%; 15,0%) e oito niveis de
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concentracdo para a FS (0,5%; 1,0%; 3,0%; 5,0%; 7,0%; 10,0%; 15,0%; 20,0%) a fim de
encontrar a/as formulagdes que apresentem o perfil reoldgico mais indicado para o processo de
impressdo 3D. As solugbes foram preparadas, primeiramente dissolvendo a FS em é&cido
férmico, mantendo em constante agitacdo por 24-72h (a depender da concentracao de FS na
solucdo), a 25°C. Seguiu-se da adicdo do PLDLA por 24h, ou até sua completa dissolucdo. As

solucBes foram entdo refrigeradas a 4°C até a sua utilizacdo durante os ensaios reoldgicos.

4.4 Parametros reoldgicos
4.4.1 Solucgbes de PLDLA (1,0%; 3,0%; 5,0%; 7,0%; 10,0%; 15,0% [% m/v]), de FS (0,5%;
1,0%; 3,0%; 5,0%; 7,0%; 10,0%; 15,0% 20,0% [% m/v]) e formulacBes de FS/PLDLA

Para obtencdo das propriedades reoldgicas do PLDLA e das misturas de PLDLA/FS,
foi utilizado o Redmetro DHR-2, TA Instruments. O ensaio foi realizado a 25 °C, utilizando
cone-placa como geometria, com diametro de 40 mm e espagamento (gap) de 55 pum para as
solucdes de PLDLA e de FS. Para as misturas de PLDLA/FS foi utilizado placa-placa como
geometria. Inicialmente foram realizadas medicfes em regime estacionario, a fim de obter as
curvas de viscosidade, variando a taxa de cisalnamento entre 0,001 a 1000 s™*. Posteriormente
foram iniciados os ensaios em regime oscilatério, com testes de varredura de amplitude e de
frequéncia. Para o ensaio de amplitude, variou-se a taxa de deformacéo entre 0,01 a 100%, a
uma frequéncia angular constante, de 10 rad.s, a fim de obter a regido de viscoelasticidade
linear (LVR) do gel e o ponto de fluxo (transicdo do comportamento solid-like (repouso) para
o liquid-like (inicio de fluxo)). O valor de deformacédo na Regido Viscoelastica Linear (LVR),
foi utilizado para o teste varredura de frequéncia, variando entre 0,1 a 240 rad.s™, para obter os
modulos de perda (G’) e de armazenamento (G’’). Enfim, foram realizados os ensaios de
tixotropia em trés intervalos (3ITT), para avaliar a recuperacao de viscosidade das formulagdes.
Para este ensaio, foram variados trés valores de taxa de cisalhamento nos seus respectivos
tempos: 1 s (25s), 1000 s (50 s) e 1 s (400 s).

4.5 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Foram obtidos os espectros de absorcao na regido do infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) do PLDLA puro e da FS pura, no espectrofotdbmetro Perkin EImer, modelo
Spectrum 65, com resolucdo de 4 cm™, na regido compreendida entre 4.000 a 600 cm?,

utilizando a técnica de refletancia total atenuada (ATR) com cristal de ZnSe.
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4.6 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial foi realizada no equipamento TA Instruments®,
modelo DSC 25. As amostras de PLDLA puro e FS pura com aproximadamente 10 mg, foram
aquecidas de 25 a 200°C, mantidas por 5 minutos a 200°C, resfriadas até -50°C, mantidas por
5 minutos, sendo a seguir reaquecidas até 200°C, sob atmosfera de N». A taxa de aquecimento

e resfriamento, em todas as etapas, foi de 10°C.min,

4.7 Termogravimetria (TG)

As analises termogravimétricas (TG) foram realizadas no equipamento TGA 55 — linha
Discovery (TA Instruments, Inc). As amostras de PLDLA puro e FS pura foram colocadas em
um cadinho de platina e outro cadinho vazio foi usado como referéncia. As amostras foram
aquecidas da temperatura ambiente a 500 °© C em um fluxo de 50 mL/ min de nitrogénio a uma

taxa de aquecimento de 10 ° C/min.

4.8 Impressédo do arcabouco 3D de FS/PLDLA*?

Os arcaboucos foram impressos utilizando uma impressora 3D Biotechnology
Solutions, modelo Octopus™. As formulagdes escolhidas de FS/PLDLA foram armazenadas
em seringas de 5ml, utilizando agulhas com didmetro de 0,7 mm por 25 mm de comprimento.
Os parametros de impressdo como velocidade de impressdo, forca de vazéo e temperatura do
sistema sdo ajustados no software de comando da impressora. O projeto do arcabouco foi
baseado em Kondiah et al., 2020, voltado especificamente para o reparo 6sseo, por meio da
entrega controlada de sinvastatina. O desenho do arcabougo foi projetado no software de
fatiamento Slic3r apresentando as seguintes dimensdes: 4,2 mm (altura) x 16 mm (didmetro); 7
(camadas) x 0,5 mm (altura). A deposicao de filamentos na parte interna em padrdo de grade,

com o intuito de criar um arcabougo com poros. Os arcabougos foram impressos em

2 PLDLA*- Significa que o PLDLA esta sendo adicionado na solugdo de FS. Ou seja, as adicGes/variacBes de
PLDLA ocorrem na (s) solucéo (6es) de FS.
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temperatura de 25°C. Apds a impressao, os arcaboucos foram imersos em solucdo de etanol
70,0% durante 30 min para reticular. Passado esse tempo, os arcabougos foram lavados em agua
destilada para retirar o resquicio de etanol. Esse método de reticulacdo foi aplicado com
sucesso, na literatura, em hidrogéis de fibroina. Para a reticulagdo dos arcabougos FS/PLDLA,
a solucdo de etanol a 70,0% foi suficiente para induzir a reticulagdo (KAEWPIROM,;
BOONSANG, 2020); (TERADA et al., 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A Figura 13 ilustra a curva de DSC do PLDLA puro. Foi possivel identificar a
temperatura de transicédo vitrea (Tq) em 38°C, assim como um pico endotérmico (Tm) a 110°C,
relacionado a fusdo cristalina desse polimero. A presenca deste pico endotérmico pode ocorrer
em razdo de uma menor massa molar desse polimero, o que poderia conduzir a organizacao das
cadeias poliméricas (MOTTA; DUEK, 2007).

Figura 13. Curva de DSC do PLDLA puro
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Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022

A Figura 14 ilustra a curva de DSC da FS pura. A temperatura de transigdo vitrea (Ty)
para a FS ocorreu a 141°C, assim como foi possivel observar um pico endotérmico a 181°C,
atribuido ao ponto de fusdo (Tm) da FS. Apesar da curva de DSC, deste trabalho, ter ido até
200°C, trabalhos na literatura relatam que a degradacdo térmica da FS acontece em
aproximadamente 279°C, decorrente da transformacdo das estruturas amorfas instveis em

cristais de folha beta (LILIANA MEJIA-SUAZA et al., 2020); (WANG et al., 2019);
(ARAUJO, et al, 2018).
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Figura 14. Curva de DSC da FS pura.

Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.
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5.2 Termogravimetria (TG)

A Figura 15 ilustra a curva termogravimétrica do PLDLA puro. Observou-se dois
eventos na curva de perda de massa. O primeiro evento de perda de massa, com Tonset Proximo
a 71,0°C, é atribuido a evaporagdo do solvente metanol, apresentando perda de massa de
aproximadamente 6,4%. O segundo evento esta relacionado a degradacao térmica da amostra,
onde a Tonset OCOrreu a 242,0°C, com 10,4% de amostra residual no final do teste. Foi observado
que a temperatura Tonset foi relativamente menor quando comparada a outros estudos
relacionados a sinteses de PLDLA (MOTTA,; DUEK, 2007).

Assim, esta diferenca pode estar relacionada com o indice de polidispersdo (IP) do
PLDLA utilizado neste trabalho (Mw/Mn=1,28), que esta mais proximo de 1, que pode ser
diferente a de outros trabalhos relatados na literatura. Dessa maneira, o IP do PLDLA utilizado

neste trabalho indica que as cadeias possuem tamanhos semelhantes em sua formacao, ou seja,
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apresentando maior homogeneidade entre as cadeias poliméricas e consequentemente faz com
que a degradacdo térmica do material ocorra em temperaturas menores (BARAUNA et al.,
2007).

Figura 15. Curva termogravimétrica do PLDLA puro.
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Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.

A Figura 16 ilustra a curva termogravimétrica da FS pura. A primeira etapa de perda de
massa ocorre por volta de 90°C, sendo atribuida a evaporacdo de agua, apresentando uma perda
de massa de aproximadamente 9,0%. A segunda etapa de perda de massa tem inicio proximo a
252°C (Tonset) € pode ser atribuida a degradacdo térmica da FS, devido a decomposicdo das
ligacBes peptidicas das amidas (BARAUNA et al., 2007).
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Figura 16. Curva termogravimétrica da FS pura
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Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.

5.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 17 mostra o espectro de FTIR do PLDLA. As bandas em 2294 e 2944 cm*
estdo associadas as deformac6es axiais simétricas do grupo CHy e assimétricas do grupo CHs.
A banda em 1746 cm™ corresponde a deformac&o axial do grupo carbonila (C=0), caracteristico
dos poliésteres (LEAL et al., 2019). Em 1450 e 1360 cm™* ocorrem deformag@es angulares de
grupos CHsz. Em 1266 e 1081 cm™ notam-se bandas polilactidicas caracteristicas ao estiramento
=C-0. Observa-se em 1181 cm™, um pico caracteristico da ligagdo C-C e em 750 cm™,

relacionado ao CH.
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Figura 17. Espectro de FTIR do PLDLA puro
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Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.

A Figura 18 mostra o espectro de FTIR da FS pura. De acordo com Aradjo, et. al, 2018,
é possivel identificar, para a fibroina obtida por dissolu¢do em solucdo de brometo de litio
(LiBr), principais bandas correspondentes a essa proteina: em 1642 cm* referente a vibragdo
da ligagdo C=0 da amida I; em 1520 cm™ correspondente a vibracgdo referente a amida I,
estando relacionada a vibragcdo angular no plano do grupo N-H (60%) e pelo estiramento C-N
(40%). E por fim, a banda em 1242 cm™ referente a amida 111 resulta da combinacdo das
vibrac6es de estiramento do N—-C e de flexdo do grupo C=0, estando relacionada a conformacéo
de folha-B (ZHENG et al., 2018) (ARANHA et al., 2018)
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Figura 18. Espectro de FTIR da FS pura

o

1642
1520
1242

= =
o B
E E
© N

Transmitancia (a.u)

_._amida |

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.

5.4 Perfil reolégico das solucdes de PLDLA e FS

A Figura 19a ilustra as curvas de viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento para
as solucdes de PLDLA. As concentracBes de 1.0% e 3.0% apresentaram pouca variacdo no
valor da viscosidade, com um comportamento praticamente newtoniano desde as baixas até as
altas taxas de cisalhamento. Ja nas concentracdes de 5.0, 7.0, 10 e 15% foi observado regibes
pseudoplésticas, com reducdo nos valores de viscosidade, a partir de baixas taxas de
cisalhamento. Conforme o aumento nas taxas de cisalhamento, as solug¢des apresentaram um 2°
platd newtoniano, onde atingiram a deformagdo maxima, fazendo com que a viscosidade

alcancasse um valor estavel.

Isto acontece, pois, a0 aumentar as taxas de cisalhamento, ocorre 0 desemaranhamento
das cadeias poliméricas, reduzindo, assim, a resisténcia ao fluxo das cadeias poliméricas em
direcio ao escoamento. Apds valores mais elevados da taxa de cisalhamento (acima de 10° s™)

a viscosidade ndo variou mais, adotando uma conformacéo de cadeias alinhadas. De acordo
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com o0 modelo de Carreau, este pardmetro é denominado de viscosidade de cisalhamento ao
infinito (1), onde a viscosidade alcan¢a um valor fixo, independente do aumento da taxa de
cisalhamento. As solucBes de PLDLA a partir de 5.0% tiveram a viscosidade diminuida sob
minimas tensdes submetidas, ndo resistindo as altas taxas de cisalhamento. Simulando o
processo de extrusdo, todas as soluces de PLDLA na faixa de concentragédo estudadas, ndo

resistiriam a maior forca de extrusdo, gotejando a solucédo pela agulha da seringa.

Figura 19. Ensaios reoldgicos de solugdes de PLDLA em diferentes concentragdes (1.0; 3.0;
5.0; 7.0; 10.0 e 15.0%). a) Viscosidade vs taxa de cisalhnamento. b) Viscosidade especifica vs

Concentracao.
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Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.

Além da obtencdo das curvas de viscosidade, foi necessario aplicar modelos
matematicos, para ajustar os resultados a curva caracteristica, inerente aos materiais
pseudoplasticos. Os modelos utilizados foram o de Cross, que se adequou nas solugdes de 1.0,
3.0 € 5.0% e o de Carreau, melhor ajustado nas solugdes de 7.0, 10.0 e 15.0%. Os parametros

de ajuste foram organizados na tabela 3 abaixo:
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Tabela 3. Parametros de ajuste ao modelo de Carreau a e Cross para as curvas de PLDLA

C(%m/v) N, (Pa.s) N.. (Pa.s) n R?
Carreau-Yasuda 1,0% 0,01913 0,01579 0,9999 0,99
3,0% 0,02131 0,01613 0,9280 0,99
5,0% 0,07508 0,01726 0,8280 0,99
7,0% 0,08125 0,01743 0,8332 0,99
C(% m/v) N,(Pa.s) N.. (Pa.s) n R2
Cross 10,0% 0,08858 0,01780 0,8001 0,99
15,0% 2,35625 0,01948 0,7834 0,99

Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.

De acordo com a tabela 3 foi possivel observar um aumento nos valores de viscosidade
(no) conforme o aumento da concentracdo. Porém nas solucGes de PLDLA em concentragdes
de 3.0% para 5.0% e 10.0% para 15.0%, houve um aumento pronunciado no valor da
viscosidade. Para explicar este aumento significativo e também a relagdo do aumento da nocom
0 aumento da concentracdo, foi plotado um grafico de logaritmo duplo pelo método de
Verbeeten, de viscosidade especifica (nsp) em funcdo da concentracdo demonstrado na figura
19.b (VERBEETEN, 2010).

Foi observado que o aumento de o nas solugdes de PLDLA em concentragdes de 3.0%
para 5.0% e 10.0% para 15.0%, pode ser explicado com base na teoria de polimeros neutros em
solugéo, onde adota-se dois regimes de concentragao distintos: O regime diluido (“C”), situagdo
na qual as cadeias estdo separadas em maior mobilidade, justamente por estarem em menor
guantidade em relacdo a quantidade de solvente; e o regime semidiluido (C*), situacdo na qual
iniciam-se as sobreposicOes das cadeias poliméricas devido ao maior espaco que elas ocupam
no solvente, restringindo sua mobilidade. A transi¢ao dos regimes “C” para C* ¢ evidenciado
pela mudanga de inclinagdo na reta de 1,4 (“C”) para 3,2 (C*). As duas regides lineares nsp ~ C
L4 (“C”) e ngp ~C 22 (C*) observadas, ficaram proximas a lei de escala fisica para polimeros
neutros em solugdo, onde os limiares sdo: nsp ~ C 1%1° (“C”) e ngp ~ C >°*°(C*) (KONG et al.,
2021); (YU et al., 2014); (COLBY, 2010).

Para investigar as propriedades viscoelasticas das solu¢des de PLDLA, foi realizado um
ensaio de frequéncia, dos modulos G’, G”* em fun¢do da frequéncia angular. As curvas foram

plotadas a partir do valor de deformacdo (em porcentagem %) na regido de LVR, antes de
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ocorrer a tensdo de escoamento (oy). A Figura 20 ilustra as curvas em regime oscilatorio para
as solucdes de PLDLA a 1,0%, 3,0%, 5,0%, 7,0%, 10,0% e 15,0%. Nas solucdes de 1,0% a
10,0% de PLDLA, o ponto de gelificacao (G’ > G’’), ocorre em frequéncias mais baixas.
Somente na solucdo de 15,0% de PLDLA o ponto de cruzamento de G’” para G’ ocorre em
altas frequéncias. Isto ocorre, porque a solucdo de 15,0% além de possuir 0 maior valor de
viscosidade em relacdo as Isto ocorre, porque a solucao de 15,0% além de possuir o maior valor
de viscosidade em relacdo as outras concentracfes estudadas, as cadeias (C*) estdo mais
sobrepostas, resistindo aos movimentos oscilatorios em baixas frequéncias ao assumir um
carater viscoso (G’ > G’), com armazenamento de energia em altas frequéncias, prevalecendo

um carater predominantemente elastico (G” > G’’) (COLBY, 2010) (RUSSO, 2013).

Figura 20. Ensaio de frequéncia angular em regime oscilatério de solugdes de PLDLA em
diferentes concentragdes (1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 10,0 e 15,0 %). Mddulos de perda (G”*) e
armazenamento (G’) vs frequéncia angular
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Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.
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A Figura 21a ilustra as curvas de viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento para
as solucdes de FS. A concentragéo de 0,5% apresentou pouca variagdo no valor da viscosidade,
com um comportamento praticamente newtoniano desde as baixas até as altas taxas de
cisalhamento. Nas concentracdes de 1,0 e 3,0% foi observado pouca queda no valor da
viscosidade em baixas taxas de cisalhamento, com regido pseudopléstica pouco destacada. A
partir das concentracdes de 5,0% até 20,0%, foi possivel observar uma evidente mudanca no
comportamento da curva, apresentando quedas abruptas no valor da viscosidade desde baixas

até altas taxas de cisalhamento.

As regides pseudoplasticas bem evidenciadas, sugerem que 0 aumento na concentracao
de FS resultou em maior formacao de folhas beta antiparalelas que possuem regides cristalinas,
conferindo alta resisténcia mecanica. A formacéo dessas redes estruturadas exige aplicacdo de
altas taxas de cisalhamento, para que ocorra 0 desemaranhamento e alinhamento das cadeias

em direcdo ao fluxo.

Figura 21. Ensaios reoldgicos de solucdes de FS em diferentes concentragdes (0,5%; 1,0%;
3,0%; 5,0%; 7,0%; 10,0%; 15,0% ; 20,0%). a) Viscosidade vs taxa de cisalhamento. b)
Viscosidade especifica vs Concentracao
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Além da obtengdo das curvas de viscosidade, foi necessario aplicar modelos
matematicos, para ajustar os resultados & curva caracteristica, inerente aos materiais
pseudoplésticos. Para 0s ajustes das curvas das solucdes de FS, foram utilizados trés modelos,
ajustando-se as suas respectivas concentracdes: Modelo de Carreau para as solucdes de 0,5%,
1,0%, 3,0% e 5,0% de FS; Modelo de Cross para a solucéo de 7,0% de FS; e por fim 0 Modelo
de Power Law que melhor se ajustou nas solucfes de concentracdo 10,0%, 15,0% e 20,0% de

FS. Os parametros de ajuste foram organizados na tabela 4 abaixo:

Tabela 4. Parametros de ajuste ao modelo de Carreau, Cross e Power-Law para as curvas de

FS

C (% m/v) N, (Pa.s) N.. (Pa.s) n R?
Carreau-Yasuda 0,5% 0,01817 0,01735 1

1,0% 0,35742 0,01871 0,9668 0,99

3,0% 0,68616 0,03487 0,91361 0,94

5,0% 2,33617 0,13111 0,80674 0,94
Cross C (% m/v) No N n R?

7,0% 3,46937 0,01551 0,53258 0,99
Power-Law C (% m/v) m n R?

10,0% 6,46937 0,72337 0,99

15,0% 12,62028 0,58263 0,99

20,0% 43,01659 0,29973 0,99

Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.

De acordo com a tabela 4 foi possivel observar uma dependéncia do aumento da
viscosidade (o) pelo aumento da concentragéo. No entanto, a0 aumentar a concentragdo de
3,0% para 5,0% de FS, a mudanga no valor de o na solucéo de 5,0% de FS foi 3 vezes maior
em relagdo ao valor de viscosidade da solucdo de 3,0% de FS. Outro momento de mudanga
brusca no valor de o, ocorreu no aumento de concentragéo de 15,0% para 2,0% de FS. Desta
vez a diferenca de valor de no foi até 4 vezes maior em relagdo ao valor de 1o da solucéo de
15,0% de FS. Para investigar a mudanga abrupta nestes valores de viscosidade (1)0) e também a

relagdao do aumento da o com o aumento da concentracéo, foi plotado um grafico de logaritmo
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duplo, utilizando novamente o método de Verbeeten, de viscosidade especifica (nsp) em fungéo
da concentragdo, demonstrado na figura 21.b (VERBEETEN, 2010).

Foi entdo observado que o aumento de no nas solugdes de FS em concentracdes de 3.0%
para 5.0% e 15.0% para 20.0%, pode ser explicado com base na teoria de polimeros neutros em
solucdo, onde adota-se dois regimes de concentracdo distintos: O regime semi diluido (C*),
situacdo na qual iniciam-se as sobreposi¢des das cadeias poliméricas devido ao maior espaco
que elas ocupam no solvente, restringindo sua mobilidade; e o regime concentrado (C**),
situacdo onde ocorrem o0s emaranhamentos das cadeias poliméricas ou a formacdo de
aglomerados (folhas ) no caso solucdo de FS, em valores significativamente maiores do que

em C*.

Na transicdo do regime semidiluido para o emaranhado a mudanca € abrupta, sendo
aproximadamente em 3° fator no expoente da lei de poténcia, para a dependéncia da
concentragdo da viscosidade na concentragdo de emaranhamento (C**) (KONG et al., 2021)
(COLBY, 2010). Isto explica a mudanga brusca nos valores de viscosidade entre as
concentracdes de FS de 3,0% para 5,0%. A transicdo dos regimes C* para C** é evidenciado
pela mudanca crescente do valor da inclinicdo da reta de 2,5 (C*) para 5,6 (C**). As duas
regides lineares identificadas nsp ~ C 2° (C*) e nsp ~ C >® (C**) observadas, ficaram proximas
a lei de escala fisica para polimeros neutros em solugdo, onde os limiares sdo: nep ~ C 1015

(“C™) e np ~ C #5485 (C*) (KONG et al., 2021); (YU et al., 2014); (COLBY, 2010).

Para investigar as propriedades viscoelasticas das solucdes de FS, foi realizado um
ensaio de frequéncia, dos médulos G’, G’’ em funcéo da frequéncia angular. As Figuras 22a e
22b ilustram as curvas em regime oscilatorio para as solucdes de FS a 0,5%, 1,0%, 3,0% e
5,0%, 7,0%, 10,0%, 15,0% e 20,0%. Nas solucdes de 0,5% e 3,0% o ponto de cruzamento do
modulo de perda para 0 modulo de armazenamento (G>G’’) ocorreu em frequéncias menores,
abaixo da frequéncia angular de 10* rad.s™. Com o aumento da concentracéo, nas solucdes de
5,0% e 7,0% o ponto de cruzamento (G’ > G”’) foi deslocado para frequéncias maiores, acima
da frequéncia angular de 10! rad.s™. A transicio de G* > G’> demonstra um carater
predominantemente elastico, com armazenamento de energia diante os movimentos oscilatorios

aplicados, fazendo com que ocorresse um emaranhamento das cadeias.

Ja as solucdes de 7,0%, 10,0% e 15,0% apresentaram o0 médulo de perda maior que o

modulo de armazenamento (G’ > G’) em baixas frequéncias, assumindo um comportamento
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de liquido viscoso, e uma transi¢do onde 0 modulo de armazenamento foi maior que o médulo
de perda (G’ > G”’), assumindo um carater de solido elastico. E por fim, na solugdo de 20,0%
de FS, o médulo de armazenamento foi maior que o modulo de perda (G* > G’”) durante todo
o intervalo de frequéncia escolhido para realizar o ensaio. Isto sugere que a solucdo nesta

concentragdo possui uma caracteristica de gel.

Figura 22. Ensaio de frequéncia angular em regime oscilatorio de solucGes de FS em
diferentes concentragdes (0.5; 1.0; 3.0; 5.0; 7.0; 10.0 e 15.0 € 20.0%). Modulos de perda (G’)
¢ armazenamento (G’) vs frequéncia angular
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As figuras 23a e 23b mostram as curvas do fator de amortecimento (tan 6=G’’/G’) em
funcdo da frequéncia angular. Este tipo de ensaio analisa 0 comportamento de uma solucéo, que
pode ser do tipo liquida, indicando um carater viscoso (tan 6>1) ou do tipo sé6lida, com um
carater predominantemente elastico (tan 6<1) (XIN et al., 2004). Na figura 23a, as solucdes de
FS, nas concentragdes de 0,5% a 5,0%, apresentaram um fator de amortecimento de tan 6>1,
indicando que essas solugdes comportam-se como liquidos viscosos. J& na figura 23b, as

solugdes de FS nas concentracOes de 7,0% a 20,0%, apresentaram um valor de tan &>1,
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indicando a formacdo geis fracos. Através da caracterizacdo das solucGes de FS, foi possivel

fazer uma escolha das concentragdes que seriam avaliadas nos ensaios posteriores, adicionando

quantidades de PLDLA. Foram, entdo, escolhidas as solu¢des nas concentracdes de 10,0%,

15,0% e 20,0%, pelo motivo de estarem em regime C**, proximo da linha onde comecam a

formacdo de géis fortes (tan 6>10-1), por meio do aumento de folhas beta (B) antiparalelas,

fornecendo uma base estrutural para a impresséo do arcabouco.

Figura 23. Fator de amortecimento (tan d) vs frequéncia angular para as solugdes de FS nas
concentragdes: a) 0,5%; 1,0%; 3,0%; 5,0% b) 7,0%; 10,0%, 15,0%; 20,0%
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Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022

5.6 Adicao de PLDLA em solugdes de FS

A Figura 24 ilustra as curvas de viscosidade em funcgéo da taxa de cisalhamento em

regime permanente, para as solucdes de FS de 10,0%, 15,0% e 20,0%, com adi¢Oes de PLDLA
(1,0%; 3,0%; 5,0%; 7,0%; 10,0%; 15,0%).

Na figura 24a, foi possivel observar a influéncia das adi¢des de PLDLA sobre a solucéo

de FS 10,0%, com mudanca de comportamento da curva, revelando regifes de platd newtoniano

em baixas taxas de cisalhamento e regiGes pseudoplasticas bem definidas em taxas de
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cisalhamento mais altas. Além disso, foi observado uma relagdo entre o aumento da

concentragdo de PLDLA com a diminui¢ao no valor de viscosidade (1) na solugao de FS 10,0%.

Com o aumento na concentracdo de PLDLA houve também um aumento na formacéo
de cadeias livres, transitando entre as folhas beta () antiparalelas da FS, inibindo o efeito de
viscosidade da solu¢dao de FS 10,0% com diminui¢do no valor de n (WANG et al., 2019).
Também foi possivel observar uma relacdo direta do aumento da concentracdo de PLDLA com
o aumento nos valores de 1n na solugdo de FS 10,0%. Isto ocorreu durante o aumento de
concentracdo de PLDLA de 3,0% para 5,0% e de 10,0% para 15,0% relacionado a transicéo
para o regime semidiluido (C*), que por sua vez possuem cadeias sobrepostas de PLDLA que
interagem com os cristais de folha beta (B) da solugdo de FS 10,0% em regime concentrado
C**, promovendo um aumento no valor de n (COLBY, 2010). As rela¢gdes do aumento da
concentragdo de PLDLA em razdo do aumento/diminuicao dos valores de 1, ocorreram devido
a interacdo das cadeias poliméricas do PLDLA com as folhas B da solugdo de FS 10,0%, que
sdo constantemente reorganizadas a cada adicdo em massa de PLDLA, influenciando em

valores maiores ou menores em 1).

Figura 24. Curvas de viscosidade vs taxa de cisalhamento para solu¢des de FS com adicGes de
PLDLA. a) FS 10,0%; b) FS 15,0%; c) FS 20,0%
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Na figura 24b, as adi¢cdes de PLDLA de 1,0% e 5,0% apresentaram um comportamento
de curva com platd newtoniano em baixas taxas de cisalhamento (102 a 10 s) com regides
pseudoplésticas em altas taxas de cisalnamento (10° a 10° s1). Para essas duas concentracoes,
foi observado uma relagdo do aumento da concentracdo de PLDLA com a diminuicéo do valor
de 1, relacionado a forma de como as cadeias de PLDLA se movem livremente entre a rede de
cristais de folhas-beta da solugdo de FS 15,0% que ainda ndo foram efetivamente
interligadas/interpenetradas entre si. Ja as adi¢des de PLDLA de 3,0%, 5,0%, 10,0% e 7,0%
apresentaram um comportamento de curva semelhante ao da solucgdo de FS 15,0% pura, com

regides pseudoplasticas bem evidenciadas em altas taxas de cisalnamento (10° a 10° s).

Também foi observado uma relagcdo do aumento da concentracdo com uma discreta
diminui¢do no valor de n, devido aos rearranjos das cadeias poliméricas de PLDLA com o0s
cristais de folhas beta (B) da FS. Isto sugere que ao adicionar PLDLA (3,0%;5,0%;7,0%) na
solucdo de FS 15,0%, ocorre interacdes proteina-polimero, onde a melhor proporcédo entre as
cadeias sobrepostas de PLDLA com cristais de folhas beta (B) da solucdo de FS 15,0%, gera
um efeito sinérgico com formacédo de uma rede reticulada, resultando no aumento do valor de
1.

Importante destacar que a adigdo de 15,0% de PLDLA gerou um efeito diferenciado,
tanto adicionado na solucdo de FS 10,0% (24a), quanto na solucéo de FS 15,0% (24b). Neste
caso, com o aumento da concentragdo houve um aumento abrupto nos valores de 1), relacionado
tanto ao maior valor de viscosidade que a solu¢do de PLDLA 15,0% ja possui, quanto as
interacdes das cadeias de PLDLA em regime C* com os cristais de folhas beta da FS em regime
C**, por meio de ligagdes de hidrogénio, formando uma rede estruturada (ZHENG et al., 2018).
Isto gerou um efeito “somatdrio”, consequentemente influenciando 0S aumentos drasticos nos

valores de viscosidade.

E por fim, na figura 24c, as adigdes de 1,0% a 10,0% de PLDLA na solucéo de FS 20,0%
ndo alteraram significativamente o comportamento da curva, nem os valores de 1. Assim, a
adicdo da maior concentragdo de PLDLA (15,0%) na solucdo de FS 20,0%, resultou em um
alto valor de viscosidade (1)), na ordem de 10°Pa.s. Frisando que todas as curvas apresentaram
regides pseudoplasticas em altas taxas de cisalhamento (10° a 10° s). O comportamento
comum em todas as curvas indica a interacdo das cadeias sobrepostas de PLDLA em regime

C* entre os cristais de folhas beta (B) da solugdo de FS 20,0%, que além de possuir o maior
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valor de viscosidade dentre todas as concentracdes de FS estudadas, estd em regime
emaranhamento (C**). Principalmente na adicdo de 15,0% de PLDLA, isto resultou na
formacdo de uma rede fortemente reticulada por meio de ligacGes de hidrogénio, gerando
restricdo de movimento entre as interagdes proteina-polimero, 0 que ocasionou um aumento
significativo no valor da viscosidade (1)) em relagdo a solucao de FS 20,0% pura. (ZHAO et al.,
2021), (JOHARI, et al., 2020)

As Figuras 25a, 25b e 25¢ ilustram os médulos de armazenamento (G”) ¢ de perda (G””)
obtidos em regime oscilatério para as solucdes de FS 10,0%; FS15,0% e FS 20,0%, variando
as concentracdoes de PLDLA (1,0%; 3,0%; 5,0%; 7,0%; 10,0%; 15,0%). Para todas as
concentracdes de PLDLA analisadas, o0 médulo de armazenamento é maior do que o mddulo
de perda (G’>G”’), indicando um comportamento de gel, sugerindo assim, um carater
predominantemente elastico em razdo dos emaranhamentos das cadeias do PLDLA, junto a
formagao de folhas beta () da FS, restringindo a mobilidade, para formar redes reticuladas

(RYU etal., 2016).

Figura 25. Ensaio de frequéncia em regime oscilatério de solugdes de FS com adic6es de
PLDLA (1,0%; 3,0%; 5,0%; 7,0%; 10,0%; 15,0%) de Modulos de perda (G’’) e
armazenamento (G’) vs frequéncia angular; a) FS 10,0%; b) FS15,0%; ¢) FS 20,0%
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Através dos ensaios realizados em regime oscilatorio e em regime permanente das
solugdes de FS (10,0%; 15,0%; 20,0%) foi deparado com a problematica apresentada no inicio
do trabalho, a qual foi baseada na literatura, a respeito da utilizacdo da FS no desenvolvimento
de hidrogeis para impressdo 3D: |- Se utilizada em baixas concentracfes, a quantidade na
formagao de folhas beta antiparalelas () seriam insuficientes para formar redes estruturadas,
resultando em solugdes com baixos valores de viscosidade, causando colapso da estrutura
impressa ou até o gotejamento pelo bico da impressora; I1- Em altas concentragcdes (C**) ocorre
um aumento da formacgdo de folhas (B), as quais possuem regides cristalinas, organizando-se
em aglomerados. Quando submetida ao cisalhamento, as regides amorfas da FS sdo alinhadas
em dire¢do ao escoamento, porém os cristais de folhas () formam impedimentos na dire¢cao do

fluxo, ocasionando o entupimento no bico da impressora.

Estudos utilizando a fibra de seda em seu estado natural, investigaram o mecanismo de
fiacdo no interior das glandulas das larvas de seda, em resposta as forcas de cisalhamento
aplicadas, simulando o processo por meio de ensaios reoldgicos. De acordo com esses estudos,
a forca de cisalhamento aplicada a partir de determinadas magnitudes, induz a cristalizacdo da
fibra de seda (SCHAEFER et al., 2020); (SPARKES; HOLLAND, 2019); (LAITY;
HOLLAND, 2016). Hipoteticamente, aplicando a informac&o obtida na literatura para solugdes
de FS, é que pode ocorrer um fendmeno semelhante durante o processo de impressdo,
justificando o entupimento no bico da mesma quando utilizada solugdes de FS em altas
concentragdes. O desafio, entdo, foi encontrar a concentracdo de FS que ndo estivesse nesses
limiares de baixa/alta concentracdo, considerando também que o papel da adi¢do de PLDLA na
solucdo de FS melhorasse seu perfil viscoso, auxiliando no processo de impressdo e
adicionando propriedades especificas para a constru¢do do arcabouco direcionada ao reparo

0sseo.

Dessa forma, a solucéo de FS escolhida para os testes de impressdo 3D, selecionada a
partir dos ensaios reoldgicos realizados e das justificativas apresentadas acima, foi na

concentracéo de 15,0% de FS.
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Figura 26. Ensaio de Tixotropia de trés intervalos (31TT) para a solugdo de FS15,0% com
adicdes de PLDLA (1,0%; 3,0%; 5,0%; 7,0%; 10,0%; 15,0%)
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Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022

A figura 26 mostra o ensaio de tixotropia 3ITT, para avaliar o tempo de recuperacdo da
solucgéo de FS 15,0% com adicGes de PLDLA de 1,0%, 3,0%, 5,0%, 7,0%,10,0% e 15,0%. Foi
possivel observar, que todas as solucdes de FS*/PLDLA tiveram 100% da viscosidade
recuperada imediatamente apds a retirada da forca de cisalhamento, exceto na solucédo de FS
15,0%/PLDLA 3,0% onde o tempo de recuperacdo foi ligeiramente maior, em comparacgao as
outras solucbes de FS*/PLDLA. Desta forma, as formulacdes escolhidas para o processo de
impressdo 3D foram nas proporcdes de: FS 15,0%/PLDLA 3,0%; FS 15,0%/PLDLA 5,0% e
FS 15,0%/PLDLA 7,0%. Importante frisar, que as concentragdes de PLDLA escolhidas
basearam-se nos trés principais requisitos relacionados aos critérios de “(I) Pseudoplasticidade/
(IT) Viscoelasticidade/ (II1) Tixotropia”, que um material apto a impressao 3D deve atender.

Esses critérios de impressdo foram atendidos, por meio dos ensaios realizados que resultaram:
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I.  As curvas obtidas no ensaio de viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento
(figura 21b), apresentaram valores de viscosidade adequados para impressao

(acima de 10* Pa.s) com regides pseudoplasticas bem evidenciadas;

Il.  Quanto ao ensaio de frequéncia realizado (figura 22b), as curvas obtidas nessas
concentragdes apresentaram modulos G’>G’’, revelando comportamentos

caracteristicos de gel;

I1l.  Os ensaios de tixotropia (figura 23) mostraram que para essas concentracdes de
PLDLA (3,0%; 7,0%; 10,0%) houve total recuperacéo de viscosidade.

Outra justificativa para a escolha dessas concentracGes de PLDLA, foi de que acima da
concentracdo de 10,0%, o arcabouco reticulado apds a impresséo, resultaria em um material de

aspecto mais rigido e quebradico, em razdo da maior quantidade de PLDLA contido no scaffold.

5.7 Impressao do scaffold 3D de FS/PLDLA*

Figura 27. Arcabouco impresso antes da reticulacéo

Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.
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A figura 27 exemplifica um arcabouco impresso antes de ser reticulado. E possivel
observar que a estrutura impressa nao é tao nitida na pos-impressao por se tratar de um hidrogel.
No entanto, a estrutura do arcabougo é mantida sem risco de colapsar apos finalizar a impressao.
De acordo com Nisal et al., 2013, a solucdo de FS possui uma propriedade de formar um filme
superficial na interface ar-solugéo, devido as suas moléculas, formada por blocos hidrofilicos e
hidrofobicos, que por sua vez possuem a capacidade de cristalizar na interface ar-
solucdo. Portanto, esta propriedade pode ser favoravel ao arcabougo pés-impresso, auxiliando

a manter a sua estrutura.

Figura 28. Arcaboucos de FS 15,0% com adi¢cdes de PLDLA (da esquerda para direita):
10,0%; 3,0%; 7,0%

Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.

A figura 28 mostra os arcaboucos impressos apds a reticulacdo das seguintes
formulacdes, respectivamente: FS 15,0%/PLDLA 10,0%, FS 15,0%/PLDLA 3,0% e FS
15,0/PLDLA 7,0% . Como observado, o arcabouco na formulagdo com adigdo de 10,0% de
PLDLA, apresentou um aspecto mais rigido, devido & maior concentracdo de PLDLA contida
na formulagdo. Durante a extrusdo, ocorreu a formagdo de filamentos, intercalado com
formacgéo de gotas espessas. Isto influenciou na deposicdo em camadas do material o que
resultou em uma estrutura menos fidedigna, em relagdo a geometria original projetada. J& as
adicdes de 3,0% e 7,0% PLDLA na solucdo de FS 15,0%, auxiliaram significativamente no
processo de impressao, resultando em estruturas consideravelmente mais fidedignas ao desenho
original, ao produzir filamentos mais continuos. Porém, a adicéo de 7,0% de PLDLA produziu
um arcabougo mais nitido em comparagdo ao arcabouco com 3,0% de PLDLA, com formacao

de filamento continuo, aparentando poros mais visiveis.
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Concluindo a etapa da impresséo, foi escolhido o scaffold de FS 15,0%/PLDLA 7,0%,
pois essa formulacédo foi a que melhor se adequou aos critérios de impressao, considerando a:

I- Fluidez do gel no momento da extrusdo; IlI- Formacdo de filamento continuo,
suportando o peso das camadas sucessivas durante a deposicdo do material; I11- Obtencédo de
um arcaboucgo estruturado, sem que haja colapso da estrutura pos-impressdao. A figura 25
mostra 0s arcabougos impressos na formulacdo FS 15,0%/PLDLA 7,0%, 24h ap6s a

reticulacdo, mostrando reprodutibilidade de impressao (FU et al., 2021).

Figura 25. Arcaboucos impressos de FS 15,0%/PLDLA 7,0%

Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.

5.8 Ensaios reoldgicos do gel FS 15,0%/PLDLA 7,0% com adi¢des de SIN

ApoOs a impressdo dos arcaboucos e escolhida a formulagdo adequada, ensaios
reoldgicos foram realizados, variando a concentracao de sinvastatina (SIN) (% m/v) ao gel FS
15,0%/PLDLA 7,0%, para investigar se a incorporacao da SIN alteraria as suas propriedades
reoldgicas. Estudos in vivo mostraram a sinvastatina (SIN) sendo administrada de diversas
formas, como por aplicacdo topica em gel diretamente no local do defeito 6sseo; contidas em
microesferas de poli (&cido latico-co-glicolico) (PLGA); e incorporadas em scaffolds para a
liberacdo controlada do farmaco. Em todos eles foi revelado que a SIN na concentracéo de 2,5%
apresentou um potencial osteogénico, ou seja, a capacidade de neoformacdo 0ssea, além de
ostoinducdo (OLIVEIRA et al., 2011) (FERREIRA et al., 2015) (MENDES et al., 2017). A
figura 29 mostra os ensaios reoldgicos da formulagdo FS 15,0%/PLDLA 7,0%, em cinco
adi¢des de SIN: 0,1%; 0,25%; 0,5%; 1,0%; 2,0%.
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Figura 29. Ensaios reol6gicos da formulacéo FS 15,0%/PLDLA 7,0%. a) Curvas de
viscosidade X taxa de cisalhamento; b) Ensaio de frequéncia dos modulos G°, G X
frequéncia angular; ¢) Ensaio de tixotropia da viscosidade X tempo.
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Fonte: ELABORADA PELO AUTOR, 2022.

Os ensaios reoldgicos mostraram que ndo houve alteracdo no comportamento da curva
de viscosidade (Fig. 29a) comparada a formulacdo sem adicdo de SIN (0,0 %),
principalmente na regido pseudoplastica da curva, onde a queda no valor da viscosidade é
importante durante o processo de extrusdo. A figura 29b mostrou que as adicdes de SIN
ndo influenciaram no comportamento viscoelastico de FS 15,0%/PLDLA 7,0%, mantendo
a caracteristica de gel da formulagdo. E por fim, o ensaio de tixotropia (Fig. 29¢c) mostrou
que a incorporacdo de SIN na formulacdo FS 15,0%/PLDLA 7,0%, ndo prejudicou a
recuperacdo da viscosidade.

Concluindo, o0s ensaios reologicos mostraram que ndo houveram alteracOes
significativas nas propriedades reologicas do gel FS 15,0%/PLDLA 7,0% quando
adicionada SIN nessas quantidades determinadas. Um estudo publicado por Ali Moshiri e
colaboradores (2016), apontou que ao se utilizar a SIN para promover a neoformacéo dssea,
0 ponto mais importante a ser considerado € a dose da sinvastatina a ser administrada
(Img/kg.dia a 20mg/kg.dia). De acordo com o trabalho publicado por Park, J.B. (2009) as
concentragdes limite de estatinas na medula Ossea ainda ndo sdo bem estabelecidas,

entretanto os osteoblastos e osteoclastos devem ser expostos a concentracdes muito baixas
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de SIN, uma vez que altas concentragdes podem causar processos inflamatérios e retardar a
regeneracdo 6ssea (NYAN, M. et al., 2007).
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6 CONCLUSOES

De acordo com os ensaios reoldgicos realizados, a formulacao de FS/15,0%/ PLDLA
de 7,0% foi a que apresentou um perfil reol6gico mais adequado para 0 processo de impressao
3D comparado com as formulagdes de FS 15,0%/PLDLA 3,0% e FS15,0%/PLDLA10,0%.
Segundo alguns estudos relatados na discussdo, concentracbes maiores de fibroina séo
favoraveis para a reticulacdo fisica, pois ajudam a dar estrutura para o arcabouco, devido a
maior formacdo de folhas beta antiparalelas, além da propriedade de formar filmes finos na
interface ar/solucéo. A interacdo de folhas beta da FS em regime emaranhado (C**) com as
cadeias de PLDLA em concentracdo C* de regime semidiluido, possibilitou a formacao de uma
rede mais reticulada, evitando colapso na estrutura do arcabouco 3D.

Além disso, a adicdo de PLDLA cumpriu o seu papel diante da problematica apresentada
no inicio do trabalho, que seria de melhorar o perfil viscoso da FS ao evitar entupimentos no
bico da impressora. Portanto, a adi¢cdo de PLDLA na solucdo de FS resultou em um hidrogel
mais fluido, auxiliando dessa forma no processo de extrusdo. Os ensaios reol6gicos mostraram
que a adicdo de SIN, nas concentracdes de 0,1%, 0,25%, 0,5%, 1,0% e 2,0% n&o alteraram
significativamente o comportamento pseudoplastico, viscoelastico e tixotrépico do gel FS
15,0%/PLDLA 7,0%. E importante frisar, que estas propriedades reoldgicas devem estar em
sinergia, caso contrario pode haver alteracdo no perfil reoldgico do gel, influenciando no
processo de impresséo 3D.

Concluido os ensaios com a sinvastatina (SIN) e sua influéncia no comportamento
reoldgico do gel FS 15,0%/PLDLA 7,0%, sera necessario investigar o papel da SIN no ensaio
de liberacdo controlada, para determinar seu perfil de liberacdo, assim como testes biologicos
que demonstrem o seu potencial osteogénico e osteoindutor, cruciais para o processo de
regeneracao 0ssea. Para etapas posteriores, também fica proposto a caracterizacéo dos scaffolds
FS 15,0%/ PLDLA 7,0% e FS 15,0%-PLDLA 7,0%/SIN por Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC), Termogravimetria (TG), Espectroscopia no Infravermelho (FTIR),
Microscopia de Varredura (MEV), assim como ensaio de degradacdo, intumescimento e
citotoxicidade.
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