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RESUMO

Hidrogéis sao materiais poliméricos com alta capacidade de retengcédo de agua e sédo
amplamente estudados devido as suas aplicabilidades em diversas areas, incluindo medicina
regenerativa e engenharia de tecidos. Suas propriedades mecanicas, como resisténcia a
tracdo e elasticidade, s&do de grande importancia para determinar sua viabilidade em
aplicacbes biomédicas. A incorporagdo de células em hidrogéis permite criar ambientes
tridimensionais propicios ao crescimento celular, a simulacdo de tecidos e a analise de
interacdes celulares. Essa combinacdo de caracteristicas torna os hidrogéis candidatos
promissores para a criagao de estruturas biomiméticas para regeneracao de tecidos e estudos
de células in vitro. O presente estudo avaliou a utilizagdo de hidrogéis formulados com
biopolimeros naturais, alginato de sodio e gelatina em diferentes concentragbes, para
confeccionar filamentos biopoliméricos resistentes a tracdo eletromecanica para uso como
suporte celular. Os biopolimeros alginato de sédio e gelatina foram utilizados como base para
os hidrogéis, assim como o cloreto de calcio como o agente reticulante. A partir de
delineamento experimental do tipo planejamento composto central, combinagdes entre os
biopolimeros e o agente reticulante foram definidas. Utilizando a técnica de fiagdo umida,
foram fabricados variados filamentos que posteriormente foram avaliados mecanicamente
(com e sem células) e microscopicamente (microscopia de luz, microscopia de forga atdmica
e microscopia eletrénica de varredura). Foram encontradas sete combina¢des com melhores
resisténcia a tragcao eletromecanica, nas quais o meio de cultivo celular Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) foi utilizado como solubilizante. Posteriormente a analise revelou
variagées nas propriedades de tragdo e nanorrugosidade dos filamentos, indicando que a
modulagado das concentracdes desses polimeros influencia as caracteristicas micro e nano-
mecanicas dos filamentos biopoliméricos resultantes, assim como a adicdo de células
influencia nessas propriedades. O teste de armazenamento das formula¢des selecionadas
evidenciou que a DMEM-10 (8,36% de alginato de sddio, 4% de gelatina e 2% de CaCl, — p/v
— solubilizados em meio DMEM) n&o alterou suas propriedades de resisténcia em um intervalo
de quatro semanas. A técnica de microscopia de luz foi fundamental para a compreenséao
morfolégica dos materiais desenvolvidos, bem como para visualizar a organizagcao da malha
do biomaterial internamente. Pela microscopia eletrbnica de varredura, utilizando a
combinagdo DMEM-10 com e sem células OSCC-3 para a produgao de filamentos, foi possivel
identificar estruturas externas lisas, poros integros e colapsados, bem como a adesao das
células as redes poliméricas dos materiais testados. Ademais, o uso de inteligéncia artificial
possibilitou classificar e predizer as imagens obtidas por microscopia de luz, a partir da criagao
de um banco de dados, com consideravel sucesso. Este estudo explorou a formulacao de
hidrogéis utilizando alginato de sédio e gelatina para confeccionar filamentos biopoliméricos
resistentes a tracdo e suportar células. As combinagdes otimizadas (principalmente a
combinacgao que produziu o hidrogel DMEM-10), influenciaram nas propriedades mecanicas,
nanorrugosidades e as morfologias observadas pelas microscopias. A partir deste estudo,
vislumbra-se um horizonte promissor na utilizagao de hidrogéis formulados com alginato de
sédio e gelatina, especialmente na criagdo de estruturas biomiméticas para regeneragéao de
tecidos e estudos de células in vitro.

Palavras-chave: Hidrogéis; propriedades mecanicas; celularizagdo; biopolimeros;
inteligéncia artificial.



ABSTRACT

Hydrogels are polymeric materials with a high-water retention capacity and are widely
studied due to their applications in various fields, including regenerative medicine and tissue
engineering. Their mechanical properties, such as tensile strength and elasticity, are of great
importance in determining their viability in biomedical applications. The incorporation of cells
into hydrogels allows for the creation of three-dimensional environments conducive to cell
growth, tissue simulation, and cellular interaction analysis. This combination of characteristics
makes hydrogels promising candidates for creating biomimetic structures for tissue
regeneration and in vitro cell studies. The present study evaluated the use of hydrogels
formulated with natural biopolymers, sodium alginate, and gelatin at different concentrations
to manufacture electromechanically resistant biopolymeric filaments for use as cell supports.
Sodium alginate and gelatin biopolymers served as the base for the hydrogels, with calcium
chloride as the cross-linking agent. Combinations of biopolymers and the cross-linking agent
were defined using a central composite design experimental approach. Various filaments were
manufactured using the wet spinning technique, and these were subsequently mechanically
and microscopically evaluated (with and without cells) using light microscopy, atomic force
microscopy, and scanning electron microscopy. Seven combinations with the best
electromechanical tensile strength were identified, using Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) as the solubilizing medium. Subsequent analysis revealed variations in the tensile
properties and nanoroughness of the filaments, indicating that the modulation of polymer
concentrations influences the micro and nano-mechanical characteristics of the resulting
biopolymeric filaments, as well as the addition of cells influencing these properties. Storage
testing of the selected formulations demonstrated that DMEM-10 (8.36% sodium alginate, 4%
gelatin, and 2% CaCl, w/v solubilized in DMEM medium) did not alter its tensile properties over
a four-week period. Light microscopy was essential for understanding the morphology of the
developed materials and visualizing the internal biomaterial mesh organization. Scanning
electron microscopy, using the DMEM-10 combination with and without OSCC-3 cells for
filament production, identified smooth external structures, intact and collapsed pores, as well
as cell adhesion to the polymeric networks of the tested materials. Additionally, the use of
artificial intelligence enabled the classification and prediction of light microscopy images, with
considerable success, through the creation of a database. This study explored the formulation
of hydrogels using sodium alginate and gelatin to manufacture tensile-resistant biopolymeric
filaments for cell support. The optimized combinations, particularly the DMEM-10 hydrogel,
influenced mechanical properties, nanoroughness, and the morphologies observed through
microscopy. From this study, a promising future is envisioned for the use of hydrogels
formulated with sodium alginate and gelatin, especially in the creation of biomimetic structures
for tissue regeneration and in vitro cell studies.

Keywords: Hydrogels; mechanical properties; cell encapsulation; biopolymers;

artificial intelligence.
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APRESENTAGCAO DA TESE

A presente Tese intitulada “Filamentos de hidrogeis a base de biopolimeros
para a incorporagdo de células: avaliagdo reologica, biomecanica e uso de
aprendizado de maquina” esta distribuida em parte introdutéria (referencial tedrico,
justificativa e objetivos) e trés capitulos apresentados na forma de artigos cientificos.

O referencial tedrico contextualiza a Bioengenharia Tecidual no escopo desta
pesquisa e aborda desde a definicdo de biomateriais, passando por hidrogéis de
alginato e gelatina, os principais tipos de agentes reticulantes, a fabricacdo de
filamentos por meio da fiagcdo umida, os aspectos principais sobre os biomiméticos
teciduais e o uso da inteligéncia artificial. A seguir se encontra a justificativa para o
desenvolvimento desta Tese e posteriormente os objetivos desta pesquisa.

O Capitulo | apresenta a utilizagdo de um desenho experimental para predizer
as combinacgodes de polimeros com vistas a confecgao de filamentos de hidrogéis por
fiacdo umida, além de avaliar suas propriedades micro- e nanomecanicas utilizando
uma extensora eletromecanica e o microscépio de forca atdmica. O Capitulo Il é
voltado ao teste e analise dos filamentos fabricados com diferentes diametros de
agulhas, comparando a extrusdo manual com a automatica utilizando uma
bioimpressora 3D, além da avaliagdo de durabilidade e desintegracédo ao longo do
tempo destes materiais. O Capitulo Ill apresenta os testes realizados para
averiguacao da esterilidade dos filamentos desenvolvidos, suas analises utilizando a
microscopia de luz em secg¢des histoldgicas, microscopia eletrénica de varredura para
avaliagao ultraestrutural e a utilizagao de inteligéncia artificial para classificar e
predizer os grupos das imagens de microscopia de luz conforme a caracteristica de
cada uma delas. Este documento se encerra com as Conclusées e Consideracdes
Finais, consistindo em um tépico que trata das principais conclusdes obtidas nos
Capitulos 1, 1l e lll diante dos objetivos propostos para as investigagdes realizadas na
Tese e discute desafios e perspectivas no contexto desta pesquisa.

Parte do conteudo do Capitulo | consta no artigo que esta sob revisao final apos
corregcdes no periodico Journal of the Mechanical Behavior of Biomedical Materials,
conforme a referéncia: Araujo Neto, L. A., Silva, L.P. “Influence of biopolymer
composition and crosslinking agent concentration on the micro- and nanomechanical
properties of hydrogel-based filaments”. Adicionalmente, parte do Capitulo Il consta

no artigo submetido em julho de 2023 ao periodico Polymer Bulletin, conforme a



referéncia: Araujo Neto, L. A., Silva, L.P. “Characterization of hydrogel filaments:
Investigating behavior, mechanical strength, and degradation over time” (Em
avaliacdo). Além disso, dois manuscritos contendo a pesquisa apresentada no
Capitulo Il estdo sendo preparados para submissdo com vistas a publicagdo em
periédicos internacionais no Qualis de Farmacia.

Ao longo do desenvolvimento desta pesquisa, os principais resultados obtidos

foram apresentados em eventos, nas seguintes modalidades:

e Envio de resumo e apresentacgao oral no Il Simpédsio Araucaria em Biologia Celular
e Molecular — Curitiba, PR (2019);

e Envio de resumo e apresentacado oral no I, Il, lll e IV Congresso Digital de
Nanobiotecnologia e Bioengenharia (CDNB) — Brasilia, DF (2020 a 2023);

e Envio de resumos e apresentagdes orais nos VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIlI, XIV e XV
Simpdsios do Laboratério de Nanobiotecnologia (LNANO) da Embrapa/Cenargen
— Brasilia, DF (2019 a 2023);

e Envio de resumos e apresentagao de painéis nos XXIV, XXV e XXVI Encontros do
Talento Estudantil da Embrapa — Brasilia, DF (2019 a 2023);

e Envio de resumo, apresentacao de painel e apresentacao oral na 2nd International
Conference in Nanoscience and Nanobiotechnology (ICONNANO) — Brasilia, DF
(2021);

e Apresentacdo no formato de Palestra no Panorama Geral da Bioengenharia pela
UFTPR — Curitiba, PR (2020);

e Apresentacdo no formato de Palestra na | Semana Avangada da UFU -
Uberlandia, MG (2020).
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1BIOMATERIAIS

Um biomaterial pode ser definido no contexto da bioengenharia como
qualquer material utilizado para fabricar dispositivos com a finalidade de
substituir uma parte ou uma fungdo do corpo de maneira segura, confiavel,
econdmica e fisiologicamente aceitavel (EHRLICH, 2010). No mesmo caminho,
porém seguindo uma definicdo atualizada, um biomaterial € um tipo de material
projetado e desenvolvido para interagir de forma segura e eficaz com sistemas
biolégicos, como o corpo humano (BISWAL; BADJENA; PRADHAN, 2020).
Ademais, a Sociedade dos Biomateriais define biomaterial como “uma
substancia sistemicamente e farmacologicamente inerte projetada para
implantacdo ou incorporagcao em sistemas vivos” (Society for Biomaterials,
2023). Tecnicamente, biomateriais sdo utilizados em uma variedade de
aplicagbes médicas e bioldgicas, incluindo implantes, dispositivos médicos,
engenharia de tecidos, diagndsticos e terapias.

De todas as particularidades que um biomaterial pode apresentar, a mais
essencial é o seu potencial de ser compativel com os ambientes bioldgicos,
consequentemente minimizando quaisquer reagdes adversas do corpo e
permitindo o alcance da funcionalidade desejada (HUZUM et al., 2021). Para tal,
a selecao de materiais que nao causem rejeicao imunoldgica, inflamacéao
excessiva ou outros efeitos indesejados € indispensavel de ser realizada
(MARIANI et al., 2019).

A elaboracéo, desenvolvimento e aplicacdo de biomateriais oferecem
relevantes vantagens devido as suas propriedades unicas e a sua capacidade
de interagir com sistemas bioldgicos de maneira positiva (CHEN et al., 2016).
Algumas das principais vantagens dos biomateriais frente a outros tipos de
materiais incluem: 1) compatibilidade biolégica, na qual sdo projetados para
serem compativeis com o corpo humano e também para outros sistemas
biolégicos, reduzindo os riscos de desencadear processos inflamatorios ou de
rejeicao (LEWIS, 2018); Il) ampla gama de aplicagdes, desde implantes médicos
(como proteses), em engenharia de tecidos, terapias e diagnésticos (AL-

SHALAWI et al., 2023); Ill) cicatrizagédo de tecidos e aceleragdo dos processos
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de regeneracao e recuperacao (BONFERONI et al., 2021); IV) tratamentos
personalizados devido a facil adaptacao e tornando mais eficaz a para a
necessidade de cada paciente (AGUADO et al., 2018); V) durabilidade longa,
suportando as condi¢cdes e demandas especificas do corpo e em ambientes de
armazenamento corretos (KUMAR GUPTA et al.,, 2015); Vl)resisténcia a
colonizagao bacteriana, quando devidamente projetados, o que gera a redugao
ao risco de infecgdes (ANWAR et al., 2019); VII) possibilidade de integragao ao
tecido circundante, permitindo uma fus&o natural e estavel (TROY et al., 2021);
VIIl) possibilidade da criacao de tecidos e 6rgaos artificiais, na medicina
regenerativa, bem como a promocao da regeneracao natural (RAHMATI et al.,
2018); e IX) poderem ser selecionados para minimizar as reagdes alérgicas, em
comparagao aos materiais ndo compativeis (SALTHOUSE et al., 2023). Ou seja,
biomateriais sdo fundamentais para o avango da ciéncia, principalmente no
campo da bioengenharia, a fim de melhorar a saude humana e a qualidade de
vida.

Em contrapartida, existem alguns desafios que precisam ser
considerados e que sado desvantajosos, os quais incluem: |) o risco de
desencadeamento de reagdes imunoldgicas no corpo (inflamagao, rejeigdo ou
alergias) (RAFIEIl; CHUNG; CHAU, 2023); ) o risco de infecgbes associadas ao
uso de implantes ou dispositivos médicos (NEGUT; BITA; GROZA, 2022); Ill) a
degradabilidade inadequada pode ser problematico e requerer substituicdes
frequentes, se forem utilizados como implantes de longo prazo (NUSS;
RECHENBERG, 2008); IV) alguns materiais podem ndo serem aceitos por
incompatibilidade com os sistemas biolégicos (WILLIAMS, 2019); V) poderem
ser considerados dispendiosos, influenciando nos custos dos tratamentos,
dependendo do material utilizado (BHAT; KUMAR, 2013); VI) alguns biomateriais
podem apresentar limitagcbes em suas propriedades mecanicas, muitas das
quais sao essenciais para suportar as condigdes fisicas e as demandas de carga
do corpo (MOGHADASI et al.,, 2022); VIlI) necessidade de aprovagdes
regulatorias rigorosas para a introdugdo no mercado (MASAELI; ZANDSALIMI;
TAYEBI, 2019). De qualquer forma, esses desafios sdo considerados pelos
avangos continuos na pesquisa € no desenvolvimento de biomateriais. Nao

obstante, reconhecer as limitagdes e os potenciais desafios sdo essencialmente
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fundamentais no desenvolvimento de novos biomateriais (MOYSIDOU,;
BARBERIO; OWENS, 2021).

A Figura 1 mostra os diferentes tipos de biomateriais existentes com
base na natureza quimica, sendo que cada um possui sua prépria caracteristica
e aplicacao especifica. Os biomateriais metalicos, como o préprio nome ja diz,
sao materiais a base de metal, os quais sao projetados e utilizados para
aplicagbes médicas e bioldgicas, principalmente em implantes e dispositivos
médicos (DAVIS et al., 2022; PRASAD et al.,, 2017). As suas resisténcia
mecanica, durabilidade e biocompatibilidade s&o as principais caracteristicas
(NAKANO, 2010). Nesse sentido, alguns dos metais mais comuns utilizados em
biomateriais incluem titanio, ago inoxidavel e ligas a base de cobalto-cromo
(SANTOS, 2017).

 Ceramicas
2
Tipos de &
Biomateriais |

Figura 1. Imagens representativas com os tipos de biomateriais existentes. Figuras
geradas pela inteligéncia artificial Bing.

Os biomateriais representados pelas ceramicas, em geral, sdo materiais
sélidos inorganicos que tém propriedades de biocompatibilidade, resisténcia e
durabilidade altas (ISMAIL; MOHAMAD, 2021). Usualmente, biomateriais
ceramicos sao projetados para mimetizar as propriedades de ossos humanos e
que interajam de maneira positiva com os sistemas bioldgicos. Suas aplicagdes

incluem implantes ortopédicos, odontolégicos e dispositivos meédicos
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(SZCZESNY et al.,, 2022). Os materiais representantes deste grupo sao,
essencialmente, hidroxiapatita, alumina, zircénia, ceramicas de fosfato de calcio
e compostas (VAIANI et al., 2023).

Biomateriais compositos bimetalicos, também conhecidos como
bimateriais, consistem em duas ou mais camadas de diferentes metais ou ligas
metalicas combinadas de forma estrutural e funcionalmente integrada (HATEFI
ARDAKANI; MOSLEMZADEH; MOHAMMADI, 2019). A combinagao de cada
componente oferece vantagens quando comparado aos materiais individuais.
Dentro desse grupo ha aqueles biomateriais que possuem caracteristicas de
dissipadores de calor, sensores e componentes estruturais. Sdo constituidos por
latdo-aco, niquel-ferro, niquel-titanio, cobre-aluminio e outros. Eles representam
uma abordagem atrativa visto as suas aplicagdes tecnoldgicas e industriais
(HOTRA; KOVTUN; DEKUSHA, 2021).

Os biomateriais poliméricos sdo materiais elaborados a partir de
polimeros, os quais sdo projetados para interagirem com os sistemas bioldgicos
de maneira segura e eficaz (SOCCI et al.,, 2023). Eles apresentam um
protagonismo importante, justamente por apresentarem uma variedade de
aplicagdes meédicas e bioldgicas devido a sua versatilidade, propriedades
mecanicas unicas e superficie ajustaveis (TANG et al., 2014). Os polimeros que
constituem biomateriais poliméricos podem ser compostos por moléculas de
origem natural, sintética ou até mesmo por uma combinagéo de ambas (REDDY
et al., 2021). Os polimeros naturais sdo representados pelo colageno, acido
hialurénico, fibrina, queratina, celulose, quitina, quitosana, alginato, agarose e
gelatina (KRISHANI et al., 2023). Ja os polimeros sintéticos incluem polietileno,
polipropileno, polimetilmetacrilato, polietilenoglicol, poliuretano,
policaprolactona, acido polilactico e acido poliglicélico (MAITZ, 2015). Polimeros
podem ser utilizados como arcabougos (scaffolds) celulares ou matrizes
tridimensionais para cultivo de células, regeneracéo de tecidos e como suporte
para a regeneracgao de tecidos (CHEN et al., 2022).

O avango da ciéncia, tecnologia, pesquisa e desenvolvimento
desempenham um papel importante no avango da biotecnologia, bioengenharia
e da saude humana, mesmo que desafios estejam presentes constantemente.
Transpondo essas fronteiras, a préxima secao explorara um tipo especifico de

biomateriais poliméricos: os biopoliméricos.
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1.2BIOMATERIAIS A BASE DE BIOPOLIMEROS

Biopolimeros, assim como a maioria dos biomateriais poliméricos, séo
produzidos naturalmente a partir de organismos vivos, derivados de recursos
biolégicos, ou como também de origem sintética (DAS et al., 2023).
Essencialmente biopolimeros atuam com papeis relevantes na estrutura e
fungéo dos sistemas biolégicos, como plantas, animais e microrganismos (PAUL;
DAS; SHARMA, 2021). O fornecimento de suporte estrutural, armazenamento
de energia, auxilio nos processos metabdlicos e atuagdo na comunicagao celular
representam algumas funcgdes caracteristicas (BARANWAL et al., 2022).

Na engenharia de tecidos e na biomedicina, os biopolimeros
desempenham um papel essencial para mimetizar estruturas como matriz
extracelular, suportam o crescimento e proliferacdo celular, promovem a
regeneragao de tecidos e possibilitam a liberagdo controlada de farmacos
(LYNCH; KONDIAH; CHOONARA, 2021). Ademais, biopolimeros podem ser
modulados para se degradarem ao longo do tempo, permitindo que células,
quando presentes, preencham o espago deixado pelo material (SILVA et al.,
2023). Os biopolimeros também sao utilizados para criar sistemas de liberagéo
controlada de farmacos, onde o medicamento é incorporado no material e
liberado de maneira lenta e controlada ao longo do tempo. Para terapias de longo
prazo e até mesmo para tratamentos localizados, isso € benéfico
(GHEORGHITA et al., 2021).

As propriedades que alguns biopolimeros apresentam os tornam uteis
como componentes para o uso em curativos e produtos para a cicatrizagcéo de
feridas, nas quais promovem a cicatrizacdo e reduzem as chances de uma
infeccdo (GARDIKIOTIS et al.,, 2022). Eles também sao aplicados na
regeneracgao de varios tipos de tecidos, como por exemplo os 0ssos, cartilagem,
pele e outros, justamente por fornecer uma estrutura de apoio ao crescimento e
conjuntamente & diferenciagéo celular (GUILLEN-CARVAJAL et al., 2023).

Os biopolimeros séo classificados com base na sua origem, propriedade
e fungcdo, como proteinas, acidos nucleicos, polissacarideos e polimeros
sintéticos (KASAAI, 2018). Acido hialurénico, &gar, agarose, alginato, amido,

celulose, colageno, gelatina, pectina, queratina e quitosana sao alguns exemplos
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representativos de biopolimeros naturais encontrados em microrganismos,
plantas ou animais (BUSTAMANTE-TORRES et al., 2022). Ja o acido polilatico
(PLA), acido poliglicélico (PGA), poliuretano, polietilenoglicol (PEG), poli (acido
latico-co-acido glicdlico) (PLGA), policaprolactona (PCL), poliacrilamida e poli(2-
hidroxietil metacrilato) (PHEMA) sdo exemplos de biopolimeros sintéticos
(RAHMAN; HASAN, 2019). A Tabela 1 mostra alguns exemplos de polimeros,
bem como suas principais aplica¢gdes na engenharia de tecidos e biomedicina.

A utilizacdo de biopolimeros na engenharia de tecidos e na biomedicina
traz varias vantagens devido as suas propriedades intrinsecas e adaptaveis. Por
serem derivados de fontes naturais, os riscos de reacbes adversas sao
reduzidos, aumentando a potencial compatibilidade celular (ALTOMARE et al.,
2018). Concomitantemente, a degradabilidade do material a base de bipolimeros
pode ser controlada, gerando produtos nao prejudiciais. Nisso, alguns
biomateriais biopoliméricos podem mimetizar a matriz extracelular, criando um
ambiente particular para as células (KWILAS et al., 2015). Assim, a versatilidade
devido a natureza quimica dos biopolimeros, permite que sejam ajustados a fim
de controlar as suas taxas de rigidez, degradacao e porosidade (SAMIR et al.,
2022). Além disso, em aplicagbes como sistemas de entrega de farmacos (drug
delivery), a liberagao de farmacos pode ocorrer de maneira controlada e gradual
(JACOB et al., 2018). Essencialmente, por serem biodegradaveis, contribuem
diretamente para a reducdo de residuos téxicos, quando comparados aos
materiais sintéticos (VROMAN; TIGHZERT, 2009).

Os biopolimeros desempenham um papel crucial na formacdo de
hidrogéis e a combinagcdo das propriedades como biocompatibilidade e
capacidade de interagdo molecular, permite a criagdo de hidrogéis versateis e
funcionalmente adaptaveis. Ao incorporar biopolimeros na matriz de um hidrogel,
€ possivel criar um ambiente propicio para uma variedade de aplicagdes
biomédicas e bioengenharia, onde as propriedades fisicas e quimicas dos

hidrogéis podem ser ajustadas para atender a necessidades especificas.
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1.3HIDROGEIS

Hidrogéis, por definicdo, sdo materiais poliméricos tridimensionais
constituidos por cadeias poliméricas hidrofilicas as quais sao normalmente
organizadas como um gel coloidal, sendo produzidos pela simples reagdo de um ou
mais tipo(s) de polimeros a um agente reticulante (AHMED, 2015b). Eles sao capazes
de reter uma quantidade expressiva de agua devido a sua estrutura porosa e rede de
ligacdes cruzadas (LOO et al., 2021). Por apresentarem esta caracteristica, isso faz
com que se assemelhem a tecidos biologicos, permitindo uma vasta aplicagédo em
diversos campos, como medicina, engenharia de tecidos, agricultura, produtos
farmacéuticos, etc (ILIC-STOJANOVIC; NIKOLIC; CAKIC, 2023). A Figura 2 ilustra

visualmente como sdo os materiais de hidrogéis.

Figura 2. llustracdes de diferentes tipos de hidrogéis construidos com biopolimeros e suas
estruturas microscopicas exemplificadas. Imagens geradas com a inteligéncia artificial Bing.

Como os hidrogéis podem ser desenvolvidos a partir da utilizagédo ou
combinacdo de varios materiais, a sua composicado quimica final pode variar
amplamente, dependendo do tipo de polimero utilizado e das aplicacbdes especificas
desejadas (EL SAYED, 2023). Entretanto, existem alguns tipos polimeros que
frequentemente s&o utilizados na composi¢céo de hidrogéis naturais, como alginato,
agarose, quitosana, celulose, gelatina e colageno naturais, assim como para hidrogéis
sintéticos como, policrilamida, polietilenoglicol e carbopol (VASILE et al., 2020). Além
disso, a ampla gama de variagdes possiveis determinam as suas propriedades, tais
como a capacidade de retencdo da agua, elasticidade, viscosidade, degradagao e
biointeragdes (LI; MOONEY, 2016). Sendo assim, a selegéo e otimizagao na escolha

dos polimeros e a forma como sdo reticulados, permitem fazer ajustes dessas
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propriedades, a fim de atender as necessidades especificas para cada aplicagao
(TRAN et al., 2020).

Os hidrogéis possuem inumeras aplicagbes e em diversos campos,
principalmente na engenharia de materiais, biomedicina e bioengenharia (HUANG et
al., 2022). Entre tais areas, se destacam as aplicagdes em engenharia de tecidos, nas
quais hidrogéis sao utilizados para criar ambientes tridimensionais semelhantes ao
tecido bioldgico (conhecidos como miméticos teciduais) para o crescimento de células,
principalmente para a regeneragdo de tecidos danificados (TRAN et al., 2020).
Também sao aplicados na liberagao controlada de farmacos, assim ocorrendo de
forma controlada e por um periodo de tempos maior (XING; ZENG; YANG, 2022).
Outras aplicacbes se apresentam como uso na confecgdo de lentes de contato,
sensores bioldgicos, na agricultura e engenharia de alimentos (HAMA et al., 2023).
Ademais, uma aplicacdo de hidrogéis que vem sendo recentemente empregada € na
bioimpressédo 3D, sendo utilizados como biomateriais para obtengado de construtos,
permitindo a criagao de estruturas complexas de tecidos (PERSAUD et al., 2022).

No contexto de bioengenharia tecidual, a utilizagdo de hidrogéis nas diversas
areas implica na avaliagao de diversos aspectos que sado a chave para a pesquisa
cientifica nessa area, como biocompatibilidade, versatilidade e similaridade com
tecidos biolégicos. Entretanto, fatores como mecéanica limitada, degradacao dificultada
e custo alto, podem ser algumas das principais desvantagens de alguns tipos de
hidrogéis (AHMAD et al., 2022). Os candidatos mais favoraveis que podem superar
algumas dessas desvantagens e imitar as propriedades fisicas, quimicas, elétricas e
biolégicas da maioria dos tecidos, como uma arquitetura complexa e fornecendo o
microambiente celular essencial, sdo os hidrogéis solidos (FISHER et al., 2010; MAJI,
2022; NIKOLOVA; CHAVALI, 2019), compostos por polissacarideos (LI; LIN, 2021)
e/ou proteinas/peptideos, naturais ou sintéticos (RAZA et al., 2018), também
denominados hidrogéis biopoliméricos.

1.3.1 HIDROGEIS DE ALGINATO

Os hidrogéis de alginato sdo uma classe de hidrogéis biopoliméricos que tém
como biopolimero base o alginato, que € um polissacarideo extraido de algas
marinhas e disponivel comercialmente como alginato de s6dio ou de calcio (LEE;

MOONEY, 2012). A sua estrutura molecular € composta por unidades de acido
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gulurénico (G) e acido manurénico (M) conectadas alternadamente (TOUNSI et al.,
2022). A proporcao de G e M em uma molécula de alginato varia dependendo da fonte

de algas e do processo de extragao utilizado (Figura 3).

Blocos GG Blocos MM Blocos MG ou GM
(poli-GG) (poli-MM) (poli-MG)
I
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- M oﬁ
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1.0 ]
B 0
.mc 0\
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Figura 3. llustracdo da composi¢cdo molecular do polimero de alginato. Por¢des de acido
manurénico (M) e acido gulurénico (G) sao mostradas. Imagem adaptada de Tounsi et al.
(2022).

A principal caracteristica dos hidrogéis de alginato € o seu processo de
reticulagdo, a qual ocorre quando ions bivalentes, como o calcio (Ca?*), interagem
com os grupos de acidos presentes no alginato, levando a formagao de uma rede
tridimensional (MALEKTAJ; DROZDOV; DECLAVILLE CHRISTIANSEN, 2023). Na
engenharia de tecidos sdo utilizados para encapsular células e criar ambientes
tridimensionais para a regeneragdao de tecidos (SAHOO; BISWAL, 2021). Uma
caracteristica importante dos alginatos € sua adesao e interagéo celular limitada, que
pode ser desvantajosas para aplicagdes em engenharia de tecidos (AHMAD RAUS;
WAN NAWAWI; NASARUDDIN, 2021). Contudo, algumas dessas desvantagens

podem ser superadas pela combinagdo com outros biopolimeros, como a gelatina.

1.3.2HIDROGEIS DE GELATINA

Os hidrogéis de gelatina sdo biomateriais proteicos, em que o biopolimero
base é derivado da hidrdlise parcial do colageno, o qual é geralmente obtido a partir

de tecidos de animais, como ossos e peles (ANDREAZZA et al., 2023). Esses
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hidrogéis biopoliméricos sao utilizados em diversas aplicagdes, principalmente devido
a sua biocompatibilidade, além de suas propriedades de reticulagao pela temperatura
ser reversivel (SKOPINSKA-WISNIEWSKA; TUSZYNSKA; OLEWNIK-
KRUSZKOWSKA, 2021).

Na engenharia de tecidos e bioimpressao 3D hidrogéis de gelatina sao
utilizados para criar ambiente tridimensional para cultivo celular e estruturas de tecidos
especificas. A gelatina pode até mesmo ser modificada para ajustar as propriedades
do hidrogel de acordo com as necessidades da aplicagdo, quando combinada com
outros tipos de biopolimeros, permitindo a criagcdo de estruturas e dispositivos
biomiméticos (WANG et al., 2022b).

1.4AGENTES RETICULANTES

Os agentes de reticulagao (reticuladores ou do inglés crosslinkers) sao
moléculas que contém duas ou mais extremidades reativas capazes de se ligar
quimicamente a grupos funcionais especificos em proteinas, polissacarideos ou
outras moléculas (JAYACHANDRAN et al., 2022). Sao utilizados como agentes para
formar ligagbes cruzadas entre as cadeias de polimeros em hidrogéis, resultando na
formagao de uma estrutura tridimensional estavel. Essas ligagbes cruzadas conferem
aos hidrogéis suas propriedades mecanicas diferenciadas e a capacidade de retengéo
de agua (MAITRA; SHUKLA, 2014).

Existem diversos tipos de agentes de reticulacdo que sao utilizados na
fabricacdo de hidrogéis, sendo que cada um apresenta caracteristicas especificas.
Eles séo separados em dois grandes grupos: fisicos e quimicos (PARHI, 2017). Os
agentes fisicos sao representados pela utilizagdo de Iluz ultravioleta
(fotopolimerizagdo) e variagdo da temperatura (termopolimerizagdo) (ZHANG,;
ZHANG; WU, 2013). Ja os agentes quimicos sao representados por uma diversa
variedade de compostos, como ions metalicos que formam ligagdes covalentes entre
as repeticdes poliméricas, variagcbes de pH e uso de enzimas (HU et al., 2019).
Portanto, a escolha do agente reticulante e concentragdo empregada podem afetar as
propriedades finais do hidrogel produzido, como por exemplo a porosidade, taxa de
degradacao, absorgao de agua e as respostas por estimulos ambientais (NASUTION
et al., 2022).
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1.5MANUFATURA ADITIVA

A impressdo 3D, como também é conhecida popularmente a manufatura
aditiva, € um processo de fabricagcdo tridimensional de objetos, construindo-os
camada a camada, a partir de materiais como plastico, metal, ceramica, biopolimeros
e outros (PARK et al., 2022). Ela permite a construcdo de um objeto 3D de forma
controlada, permitindo assim a possivel criacdo de formas complexas e
personalizadas que podem ser dificeis ou até mesmo impossiveis de serem
produzidas por outros meios (MAHMOOD et al., 2022).

Em bioengenharia, a manufatura aditiva tem varias aplicagdes gragas a sua
capacidade de criar estruturas complexas e personalizadas (TALIB et al., 2021).
Essas estruturas incluem implantes e proteses personalizadas, modelagem
anatdmica, impressdes 3D precisas, ferramentas cirdrgicas personalizadas e mais
recentemente bioimpressao de miméticos de tecidos e 6rgaos (ilustrado pela Figura
4) como a construgao de scaffolds (TAPPA; JAMMALAMADAKA, 2018). Neste caso,
para os ultimos exemplos citados, os principais componentes utilizados s&o os

hidrogéis biocompativeis.

Figura 4. llustracdo de uma bioimpressora 3D construindo um mimético de érgao a partir de
biopolimeros naturais. Imagem gerada pela inteligéncia artificial Bing.
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A medida que a manufatura aditiva continua a revolucionar a criacdo de
estruturas complexas com hidrogéis, uma abordagem complementar que tem
ganhado destaque pela simplicidade técnica € a fiagdo umida (PRADEEP; AND
EDWIN RAJA DHAS, 2017). Devido as diversas maneiras e diferentes componentes
que podem ser utilizados na producédo de hidrogéis biocompativeis e suas variadas
aplicagdes, no campo biomédico, a construcdo de filamentos por fiagdo umida vém
sendo uma vertente relevante no &mbito da engenharia de tecidos (CATOIRA et al.,
2019; CHEN et al., 2016). A fiagdo umida se destaca em relac&o a outras técnicas de
bioconstrucéo por sua capacidade de criar estruturas continuas e flexiveis, tornando-
se uma alternativa promissora para aplicagdes que requerem caracteristicas

mecanicas especificas e um processo continuo de fabricacdo (ROCHA et al., 2022).

1.6 FIACAO UMIDA (DO INGLES WET SPINNING)

Essencialmente, o processo de fiacdo umida se baseia na extrusdo de uma
solugdo de polimero em um solvente através de um orificio (fiandeira) em um banho
quimico, que é geralmente constituido por uma solugéo contendo o agente reticulador,
o qual nao dissolve o polimero e ainda possibilita que fibras e filamentos sejam
formados (ilustrado pela figura 5) (YANG et al., 2017). Posteriormente a esta etapa, o
material confeccionado pode ser lavado, estirado e processado para obter as
propriedades desejadas (LUNDAHL et al., 2016).

A fiagdo umida € um processo utilizado em diversas areas e comumente
empregado na bioengenharia e engenharia de tecidos. O principal uso envolve a
construgcéo de estruturas tridimensionais que mimetizem a matriz extracelular de
tecidos, seja pela formagao de scaffolds, como também estruturagdo em filamentos
(COSTANTINI et al., 2019). Essas estruturas podem ser colonizadas por células vivas
para criar tecidos funcionais em laboratério. Um exemplo de aplicagdo na
bioengenharia é a criagao de filamentos de colageno por meio da fiagdo umida. O
colageno € uma proteina importante na matriz extracelular dos tecidos bioldgicos, e
filamentos formados por fibras de colageno produzidas por fiagdo umida podem ser
utilizados para desenvolver scaffolds para regeneragédo de tecidos, engenharia de
tecidos e aplicagdes médicas (YAARI et al., 2016).
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Extrusao de hidrogel
utilizando uma seringa
com agulha

Reticulagdo instantanea
do filamento de hidrogel

Recipiente contendo o agente
reticulante do polimero utilizado
no preparo do hidrogel

Figura 5. Representagdo esquematica do processo de fiagdo umida. O agente reticulante
quando banha o material extrusado promove de maneira instantanea a sua reticulagao.

1.7 FILAMENTOS X FIBRAS

Na pesquisa cientifica, quando o termo "fibras" € mencionado geralmente se
refere como a denominacéao para estruturas que sao normalmente alongadas e finas,
que essencialmente podem ser naturais ou sintéticas (KARIMAH et al., 2021). Fibras
podem ser encontradas em diversos contextos, incluindo areas como biologia,
engenharia e ciéncia dos materiais. Em suma, suas composi¢des podem ser de
polimeros ou outros materiais, dependendo da sua aplicagdo (MANSOR et al., 2019).
Geralmente elas sao caracterizadas por suas propriedades fisicas e quimicas, como
resisténcia a tragéo, elasticidade e durabilidade (PRADEEP; J, 2015).

Em contraste, ao se referir com o termo "filamentos", indicam-se estruturas
finas e longas que tém um didmetro uniforme e podem ser um tipo especifico de fibras
(GOKHIN et al.,, 2012), mas n&o raramente sendo tratados como sinénimos.
Entretanto, este termo é mais frequentemente utilizado para descrever estruturas
continuas que podem ser enroladas ou trangadas, como filamentos de fibras téxteis
ou filamentos de polimeros utilizados em impressdao 3D (AHMED; SIRAJ; AL-

MARZOUAQI, 2021). Voltando os olhos para a pesquisa cientifica, os filamentos sao
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frequentemente estudados em contextos de engenharia de materiais, manufatura
aditiva, tecidos e outros campos (WU et al., 2020).

Nesse contexto, a bioimpressédo 3D é uma tecnologia de ponta que envolve o
uso de biotintas contendo células vivas para criar estruturas tridimensionais. Os
filamentos, ou fios de material, desempenham um papel crucial nesse processo,
servindo como blocos de construgdo para a criagdo de estruturas teciduais
(GUNGOR-OZKERIM, et al., 2017). Nisto, aplicam-se para a construgao de scaffolds,
estruturas vasculares, organoides e complexo mimético multimaterial (com diferentes
tipos de filamentos) (P STENVINKEL, J PAINER, RJ JOHNSON, 2023). O seu uso no
campo da bioimpress&o 3D induz a uma rapida evolugao com imenso potencial para
revolucionar a medicina regenerativa, a descoberta de novos medicamentos e
sobretudo na engenharia de tecidos. Assim, se disponibiliza a possibilidade de criar
tecidos e oOrgaos personalizados para transplante e avancar a compreensdo de

processos biolégicos complexos (LIN et al., 2021).

1.8 BIOMIMETICOS TECIDUAIS

Os tecidos biomiméticos referem-se a tecidos projetados para imitar a
estrutura, funcdo e comportamento dos tecidos biolégicos naturais encontrados no
corpo humano (STENVINKEL, et al., 2018). O termo "biomimético" vem de "bio" (vida)
e "mimético" (imitar ou copiar), indicando que esses tecidos sao criados para imitar as
caracteristicas e propriedades naturais dos tecidos nativos (ZAFAR et al., 2020).
Esses materiais sdo desenvolvidos para criar ambientes artificiais que promovam a
adesao, proliferagdo e diferenciagdo de células, para aplicagdo na engenharia de
tecidos e a regeneracao de érgaos (LIU et al., 2023).

Biomiméticos teciduais sdo desenvolvidos utilizando principios da biologia,
ciéncia dos materiais e engenharia. Eles geralmente envolvem o uso de biomateriais
avangados, como hidrogéis a base de biopolimeros, juntamente com técnicas como
bioimpressao 3D e fiacdo umida, além de diversas metodologias em engenharia de
tecidos e cultura de células (DELL et al., 2022). Essencialmente, o objetivo é replicar
a complexidade e as fung¢des de tecidos vivos para varias aplicagdes, incluindo
medicina regenerativa, testes de novos farmacos, modelagem de doencgas e outros
(LEHMANN et al., 2019).
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As principais caracteristicas que abrangem os tecidos biomiméticos sdo a
microarquitetura que conseguem replicar, funcionalidade, capacidade de
celularizagdo e vascularizagao, propriedades mecanicas e reolégicas semelhantes
aos tecidos naturais, incluindo rigidez, elasticidade e for¢ca de deformacéo (VYAS et

al., 2017). Uma ilustracédo que identifica essas caracteristicas € mostrada na Figura 6.

Figura 6. llustracdo tecidos biomiméticos evidenciando a capacidade de celularizagao e
vascularizagdo. Imagem gerada pela inteligéncia artificial Bing.

Os tecidos biomiméticos tém o potencial de revolucionar a medicina,
fornecendo modelos mais precisos para testes de drogas, avangando a compreensao
dos mecanismos de doencas e oferecendo solugdes para reparo e substituicado de
tecidos e 6rgdos (LIU et al., 2023). A medida que a tecnologia continua a progredir, o
desenvolvimento de tecidos biomiméticos promete criar substitutos funcionais para
tecidos e 6rgaos danificados, principalmente quando associados a ferramentas que
auxiliam o desenvolvimento de novas pesquisas (HAN et al., 2023), incluindo a

inteligéncia artificial.

1.9 INTELIGENCIA ARTIFICIAL

A inteligéncia artificial (IA) € um campo da ciéncia da computag&o focado na

criacao de sistemas e algoritmos que podem imitar a inteligéncia humana para realizar
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tarefas como resolugcdo de problemas, tomada de decisdes e reconhecimento de
padrées (SOORI; AREZOO; DASTRES, 2023), como ilustrado na Figura 7. Uma das
aplicagdes relevantes da IA € na previsdo de imagens, também conhecida como
reconhecimento de imagens ou visdo computacional. Isto envolve o uso de técnicas
de aprendizado de maquina, particularmente redes neurais profundas, para analisar e
interpretar dados visuais, permitindo que os computadores entendam, classifiquem e

fagam previsbes com base em imagens ou videos (TAYE, 2023).

Figura 7. llustracdo de uma IA que pode ser utilizada imitando a inteligéncia humana para
realizar tarefas como a capacidade de solucionar desafios, tomar decisdes e identificar
padrdes. Imagem gerada pela inteligéncia artificial Bing.

O uso da |IA na previsao de imagens encontrou aplicagbes generalizadas em
varios setores. Na area da saude, os algoritmos de IA podem auxiliar os profissionais
médicos no diagndstico de doencas, analisando imagens médicas como raios X,
ressonancias magnéticas e tomografias computadorizadas (AL-ANTARI, 2023). Além
disso, a previsado de imagens por |IA tem sido amplamente utilizada em industrias como
a manufatura para controle de qualidade, na agricultura para monitoramento de
colheitas e no comércio eletrdnico para sistemas de recomendagao de produtos.
Esses aplicativos contam com IA para analisar vastos conjuntos de dados de imagens

e fornecer insights ou previsdes valiosas (JAVAID et al., 2023).
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No geral, a |IA revolucionou a previsdo de imagens, permitindo que os
computadores compreendam os dados visuais, e as suas aplicagdes abrangem varios
setores, melhorando a eficiéncia, a precisdo e os processos de tomada de deciséo
(SOORI; AREZOO; DASTRES, 2023).
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2 JUSTIFICATIVA

O avanco da tecnologia tem desempenhado um papel fundamental na busca
por alternativas eficientes e sustentaveis no campo de biomateriais e da engenharia
de tecidos. Nesse contexto, a utilizagdo de filamentos de hidrogeis biopoliméricos tem
se destacado como uma abordagem promissora para a incorporagao de células e a
criacao de tecidos funcionais.

Os hidrogeis Dbiopoliméricos s&o materiais que apresentam alta
biocompatibilidade e semelhanga estrutural com o ambiente bioldgico, tornando-os
arquétipos ideais para aplicagcdes biomédicas, como a fiagdo umida e a bioimpresséao
3D de tecidos. O desenvolvimento desses hidrogeis por meio de desenhos
experimentais robustos permite ajustar suas propriedades fisicas e quimicas de
acordo com as necessidades especificas do tecido-alvo, garantindo a formacao de
estruturas 3D coerentes e funcionalmente competentes.

A producéao de hidrogeis biopoliméricos por meio da técnica de fiagdo umida
oferece vantagens significativas. Essa abordagem permite a criacdo de filamentos
continuos com diametros variaveis, imitando a complexa rede de matriz extracelular
de tecidos naturais. Além disso, a fiacdo umida € uma técnica suave que preserva a
integridade das macromoléculas biopoliméricas, resultando em hidrogeis com
melhores caracteristicas bioativas e biomecanicas quando comparados aqueles
obtidos por outras técnicas.

Técnicas que investigam as propriedades mecéanicas sao de extrema
importancia para a caracterizagdo de filamentos produzidos com hidrogeis. A
resisténcia, a elasticidade, a capacidade de suportar cargas mecanicas e a rugosidade
de superficie sdo caracteristicas essenciais para garantir que filamentos possam ser
manipulados e integrados de maneira eficaz nos processos de biofabricagao 3D e na
funcionalidade final de um tecido desenvolvido.

Portanto, s&o consideradas etapas essenciais desta pesquisa as
investigagdes sobre:

I. Realizagdo de desenhos experimentais para a formulagdo dos hidrogeis,
permitindo ajustes especificos das propriedades fisicas e quimicas;

II.  Aplicacdo de técnicas analiticas em alta resolugdo para investigar as
propriedades mecanicas dos filamentos produzidos através de um

extensor eletromecanico e microscopia de forga atémica (MFA);
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lll.  Avaliacdo morfolodgica dos filamentos de hidrogéis produzidos e estirados
mecanicamente, na auséncia ou presenca de células incorporadas.

Em vista disto, este estudo propde principalmente a utilizagcdo de filamentos
de hidrogeis biopoliméricos, produzidos através da técnica de fiagdo umida a partir de
desenhos experimentais sofisticados, como base para a biofabricacdo de tecidos e
possibilidade da incorporagdao controlada de células em ambiente biomecanico
adequado. Assim, por meio dessa abordagem inovadora, havera uma contribuigdo
expressiva para o desenvolvimento de tecidos funcionais em laboratério, com
aplicagdes que vao desde a medicina regenerativa até a produgdo de modelos de

doencgas para testes farmacoldgicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizagao de hidrogéis formulados com polimeros naturais, alginato
de sodio e gelatina em diferentes concentracbes, para confeccionar filamentos
biopoliméricos resistentes a tracao eletromecanica, sua agao reoldgica e biomecanica
para suporte celular e utilizacdo do aprendizado de maquina para classificacdo de

imagens de microscopia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Produzir hidrogéis com trés diferentes composi¢des, variando as concentragdes
de gelatina, alginato de sodio e cloreto de calcio utilizando uma plataforma de

Desenho Experimental (Capitulo I);

b) Caracterizar as propriedades micro- e nanomecanicas dos filamentos produzidos

utilizando a extensometria e a microscopia de forga atémica (Capitulo 1);

c) Avaliar a tragcéo eletromecanica dos filamentos extrusados com diferentes calibres

de agulhas e a estabilidade do material ao longo do tempo (Capitulo II);

d) Avaliar a diferenga da tracdo eletromecanica entre os filamentos extrusados

manualmente ou automaticamente utilizando uma bioimpressora 3D (Capitulo Il);

e) Produzir hidrogéis e avaliar sua a esterilidade ap6s construgdo e simulagao de

transporte (Capitulo Il1);

f) Caracterizar morfologicamente os filamentos de hidrogéis utilizando a microscopia
de luz e microscopia eletronica de varredura (Capitulo IIl);

g) Utilizar a inteligéncia artificial para aprendizagem e predicdo das imagens
histolégicas dos filamentos de hidrogéis, diferenciando aqueles estirados dos nao

estirados pela morfologia (Capitulo Ill);

h) Avaliar e caracterizar as propriedades micro- e nanomecanicas dos filamentos
celularizados utilizando a extensora eletromecéanica e a microscopia de forga

atomica (Capitulo III);

i) Construir um banco de imagens a partir da microscopia de luz para utilizagdo ao

aprendizado de maquina (Capitulo III).
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CAPIiTULO |

AVALIAGAO DA COMPOSIGAO DE BIOPOLIMEROS E CONCENTRAGAO DE
AGENTE DE RETICULAGAO (CROSSLINKING) NA MODULAGAO DAS
PROPRIEDADES MICRO- E NANOMECANICAS DE FILAMENTOS A BASE DE
HIDROGEL

2w ] '] ? A~
C-N-CH-C-N-CH-C-N-CH-C-N T
] v

N cor  on
] 1 ) - o
W w9 S o H CH, E—H—cn—éf ~
1™~ “wN-CH-C-N-CH-C-N_ | | &n ¢ C N
- OH\ o &H, H i e o H Y
u’ CH, c-o G
1
\/0 H NH o o
OH co; n C=NH,
Na*

Forga (N)

Alginato de sodio Gelatina

‘ .q':? Extensao (mm)
=
5 : :::‘
50 ‘::

40
30
20
10
Hidrogel

Fiagdo umida

1 ] n v

Figura I-1. Resumo grafico apresentando as etapas desde a combinacao dos biopolimeros
alginato de sddio e gelatina, sua solubilizagdo, produgédo dos filamentos utilizando a fiagao
umida e o processo de estiramento mecanico para caracterizacdo das propriedades do
biomaterial
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RESUMO

Hidrogéis sao utilizados em diversas areas e perspectivas, ampliando oportunidades
para inovagao em seu uso. A variagao das concentracdes de biopolimeros, relaciona-
se diretamente com as caracteristicas finais de hidrogéis biopoliméricos. O objetivo
deste capitulo foi confeccionar filamentos de hidrogéis a base de biopolimeros e
agente reticulante, a partir de um delineamento experimental. Filamentos de hidrogel
foram fabricados utilizando a técnica de fiagdo umida e construidos a partir de
variagdes nas concentragdes de alginato de sodio, gelatina e cloreto de calcio
(crosslinker). A combinagao de concentracdes de biopolimeros foi definida utilizando
desenho de experimentos (DoE). As analises da resisténcia a tracao e a verticalidade
dos filamentos foram avaliadas utilizando um extensor eletromecanico. A rugosidade,
viscoelasticidade, retracao e deflexao dos hidrogéis foram avaliadas por microscopia
de forga atébmica e espectroscopia de forga. Quinze combinagdes diferentes de
biopolimeros e reticulantes foram geradas pelo DoE para produzir os hidrogéis. Os
filamentos dos hidrogéis apresentaram variagdes na tragdo eletromecanica (kPa),
gerando picos de tensdo distintos relacionados as concentragdes dos constituintes.
Destas, sete apresentaram maior resisténcia a tragao eletromecanica, quando o meio
de cultivo celular DMEM foi utilizado como agente solubilizante dos biopolimeros e
foram selecionadas para os proximos passos. Em seguida, diferentes
nanorrugosidades foram observadas nos materiais testados, e o maior médulo de
Young (elasticidade) foi observado nas combina¢des com maiores concentragdes de
alginato de sédio e gelatina. As analises das curvas de forga-distancia forneceram
informacgdes valiosas sobre as propriedades mecanicas dos hidrogéis analisados, em
que foi observado uma heterogeneidade entre as combinagbes, implicando em
variagdo nas curvas obtidas conforme atributos dos biomateriais. Este estudo mostra
que a avaliagdo de variadas propor¢des de biopolimeros e concentragdo de agente
de reticulagdo podem modular as propriedades nanoestruturais, micro- e
nanomecanicas de filamentos biopoliméricos com vistas a determinada aplicagao

pretendida.

Palavras-chave: Design de experimentos, filamentos, alginato, gelatina, médulo de

Young.
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ABSTRACT

Hydrogels are used in various fields and perspectives, expanding opportunities for
innovation in their use. The variation in biopolymer concentrations is directly related to
the final characteristics of biopolymeric hydrogels. The objective of this chapter was to
manufacture hydrogel filaments based on biopolymers and a cross-linking agent using
an experimental design. Hydrogel filaments were manufactured using the wet spinning
technique, and they were constructed based on variations in the concentrations of
sodium alginate, gelatin, and calcium chloride (cross-linker). The combination of
biopolymer concentrations was defined using a Design of Experiments (DoE)
approach. Tensile strength and filament verticality analyses were conducted using an
electromechanical extensometer. Roughness, viscoelasticity, shrinkage, and
deflection of the hydrogels were assessed through atomic force microscopy and force
spectroscopy. Fifteen different combinations of biopolymers and cross-linking agents
were generated by DoE to produce the hydrogels. The hydrogel filaments exhibited
variations in electromechanical tensile strength (kPa), resulting in distinct stress peaks
related to the constituent concentrations. Of these, seven demonstrated higher
electromechanical tensile strength when the cell culture medium DMEM was used as
the biopolymer solubilizing agent and were selected for further steps. Subsequently,
different nanoroughness levels were observed in the tested materials, and the highest
Young's modulus (elasticity) was observed in combinations with higher concentrations
of sodium alginate and gelatin. Analyses of force-distance curves provided valuable
information about the mechanical properties of the analyzed hydrogels, revealing
heterogeneity among the combinations, resulting in variation in the obtained curves
based on biomaterial attributes. This study demonstrates that the assessment of
various biopolymer ratios and cross-linking agent concentrations can modulate the
nanostructural, micro-, and nanomechanical properties of biopolymeric filaments with

a view to a specific intended application.

Key words: Design of experiments; filaments; alginate; gelatine; Young's modulus.
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1 INTRODUGAO

Hidrogéis, por definigdo, sdo materiais compostos por cadeias poliméricas
hidrofilicas, que s&o tipicamente organizadas como um gel coloidal no qual a agua é
o meio dispersante, e sdo produzidos pela simples reagao de um ou mais tipo(s) de
mondmero/polimero/unidades de reticulacdo (AHMED, 2015a; WARREN et al., 2017).
Esses materiais sédo tridimensionais (3D), reticulados e estruturados como redes
poliméricas capazes de reter uma grande quantidade de agua e outros fluidos
bioldgicos em seu estado inchado (SHAHZAMANI et al., 2020; SONG et al., 2020). As
composi¢oes e variagcdes de concentragcdes de polimeros utilizados em hidrogéis
dependem da aplicagao pretendida (CORREA et al., 2021).

Para formar hidrogéis, € necessario associar um ou mais polimeros a um
agente de reticulagdo, que aumenta sua insolubilidade em agua por meio de
interacdes ibnicas e ligacdes de hidrogénio (MANTHA et al., 2019; NASUTION et al.,
2022), essenciais para a resisténcia mecanica e integridade fisica dos hidrogéis
poliméricos (LU et al., 2017; NICHIFOR, 2023). Atualmente, uma grande variedade de
meétodos tem sido utilizada para estabelecer reticulagao apropriada para a preparagao
de hidrogéis (AHMAD et al., 2022). Essencialmente, esses agentes que atuam como
reticulantes das matrizes poliméricas sédo divididos em dois grupos: fisicos (como luz
UV e temperatura) e quimicos (como moléculas que formam ligagbes covalentes entre
as repeticdes do polimero e as variagdes de pH) (BASHIR et al., 2020; HO et al.,
2022).

Atualmente, hidrogéis estdo sendo aplicados a aditivos alimentares (MANCHA
SANCHEZ et al., 2020), produtos farmacéuticos (JACOB et al., 2021), implantes
biomédicos (ASWATHY; NARENDRAKUMAR; MANJUBALA, 2020), engenharia de
tecidos (SPICER, 2020), mobilidade celular e encapsulamento (BALION et al., 2020),
biossensores e dispositivos microeletromecanicos (LIU et al., 2019). Nesse sentido,
hidrogéis tém sido utilizados em varias aplicagdes, como a produgdo de musculos
artificiais (PARK; KIM, 2020), administragcao controlada de farmacos (VIGATA et al.,
2020), lentes de contato (ZHAO et al., 2021), curativos de feridas e materiais
superabsorventes (OLADOSU et al., 2022).

Hoje, hidrogéis sdlidos sao os candidatos mais promissores que podem imitar
as propriedades fisicas, quimicas, elétricas e biolégicas da maioria dos tecidos,

proporcionando uma arquitetura complexa e microambiente celular essencial
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(NIKOLOVA; CHAVALLI, 2019). Além disso, a maioria dos hidrogéis € composta por
polissacarideos naturais (RAZA et al., 2018) e/ou proteinas/peptideos naturais ou
sintéticos (VASILE et al., 2020). Os principais componentes utilizados na produgéo de
hidrogéis formados a partir de substancias naturais incluem colageno, gelatina, fibrina
e derivados de outros biopolimeros naturais, como quitosana, celulose, alginato e
agarose (ABASALIZADEH et al., 2020).

Dentre os componentes moleculares utilizados para o preparo de hidrogéis,
0s polissacarideos apresentam propriedades e caracteristicas desejaveis, como n&o
toxicidade, solubilidade em agua, alta capacidade de inchaco (intumescéncia) e uma
variedade de estruturas quimicas baseadas em grupos funcionais (PASQUI; DE
CAGNA; BARBUCCI, 2012; SONG et al., 2018). Além disso, os polissacarideos sao
biocompativeis, biodegradaveis, bioestaveis, abundantes e frequentemente
suscetiveis a hidrolise por enzimas presentes no corpo humano (CATOIRA et al.,
2019). Devido as diversas formas e diferentes componentes que podem ser utilizados
na producdo de hidrogéis biocompativeis e suas diversas aplicagdes no campo
biomédico, a construgcdo de fibras e filamentos tem sido um aspecto relevante na
engenharia de tecidos (MIRABEDINI, 2017).

Varios tipos de filamentos tém sido confeccionados por meio de técnicas como
fusdo, fiagdo a seco, eletrofiagdo ou fiagdo umida (LEE; PATHAK; JEONG, 2019).
Entre eles, a técnica de fiacdo umida é amplamente utilizada como um método
classico para a preparagdo de matrizes a base de filamentos na engenharia de
tecidos. Além disso, a fiagao umida € uma técnica para fabricar filamentos poliméricos
a partir de biopolimeros em solug¢do. Durante a fiagdo umida, a fiandeira (tipicamente
uma agulha acoplada a uma seringa) € submersa em um banho quimico e os
filamentos subsequentemente solidificam e precipitam a partir da solugéo polimérica
comumente empregando agentes de reticulagao (ALJOHANI et al., 2017).

Ao contrario de outras técnicas, a fiagdo umida tem muitas vantagens, como
simplicidade, velocidade, custo baixo, condi¢des moderadas e alto rendimento. Além
disso, o diametro dos filamentos formados pela fiagdo umida pode ser facilmente
ajustado controlando os parametros de fiagdo, como composigao do polimero, taxa
de infus&o, didametro de extruséo, etc (NGO et al., 2018). Além disso, os filamentos
produzidos sao faceis de montar por extrusdo manual ou robdtica, ou mesmo
empregando impressao 3D, para fabricar andaimes com estrutura filamentosa
orientada em escala macro ou micro (NAGHIZADEH; KARKHANEH; KHOJASTEH,
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2018). No entanto, ainda ha necessidade de mais estudos na busca por filamentos de
hidrogéis a base de inumeros biopolimeros naturais que apresentem
citocompatibilidade, ao mesmo tempo em que possibilitem um ambiente adequado
ndo apenas para a manutencdo celular, mas também para o crescimento e
diferenciagao. Assim, ainda existe uma lacuna, onde os hidrogéis biopoliméricos séo
utilizados em cultura celular 3D, incluindo o uso de filamentos biopoliméricos com
células incorporadas e a inducdo para diferenciacdo celular utilizando estimulos
fisicos.

O objetivo deste capitulo foi produzir diversos hidrogéis com combinagdes
distintas de proporg¢des de alginato de sédio, gelatina e cloreto de calcio obtidas por
delineamento experimental, produzir flamentos utilizando fiagdo umida e avaliar as

propriedades micro- e nanomecanicas desses biomateriais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1DESENHO EXPERIMENTAL

As variagdes nas concentracdes de biopolimeros e agente de reticulagéo a
serem utilizadas na produgdo dos hidrogéis foram obtidas utilizando o software
Chemoface® por meio de delineamento experimental do tipo composto central. A
Tabela I-1 apresenta as variaveis independentes para as concentragdes de alginato
de sodio, gelatina e cloreto de calcio, apresentadas e selecionadas a partir da
literatura, assim como por experimentagao inicial em bancada. Ja a Tabela I-2 mostra
as 17 combinacdes obtidas (oito pontos fatoriais (1-8), seis pontos axiais (9-14) e trés
pontos centrais idénticos (15-17)) pelo delineamento experimental gerado com auxilio

do software.

Tabela I-1. Pontos maximos e minimos para as variaveis independentes do
delineamento experimental com alginato de sédio, gelatina e cloreto de calcio.

Variaveis independentes (-1) (+1)
Alginato de sédio (%) 3 7
Gelatina (%) 3 5

Cloreto de calcio (%) 1 3
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Tabela 1-2. Delineamento experimental do tipo composto central com as variaveis
independentes sendo as concentragdes relativas iniciais (% p/v) de solugbes de
alginato de sodio, gelatina e cloreto de calcio.

Identificagao Alginato de sédio (%) Gelatina (%) CaClz(%)

1 3 3 1 -
2 3 3 3
3 3 5 1 3
=)
4 3 5 3 2
— | &
5 7 3 1 g
S.
6 7 3 3 o
7 7 5 1
8 7 5 3|
9 1,6364 4 2
10 8,3636 4 2 o
11 5 2,3182 2 L |3
12 5 5,6818 2 =
13 5 4 0,318 i
14 5 4 3,6818 —
15 5 4 o 1 |¢
16 5 4 2 | @
g
17 5 4 2 | |z
w

2.2. PREPARAGAO DOS HIDROGEIS

Os hidrogéis foram preparados a partir de combinagées dos biopolimeros
alginato de sédio (CRQ, Brasil) e gelatina (Vetec, Brasil) de acordo com o desenho
experimental apresentado na secéo 2.1. Trés diferentes solventes (agua ultrapura —
tipo |, solugédo tampao fosfato salina — PBS e meio de Eagle Modificado por Dulbecco
— DMEM) foram utilizados para a solubilizagdo. Em temperatura ambiente, um béquer
de vidro (Pyrex®, EUA) foi colocado em uma placa de agitagdo magnética (Lucadema,
Brasil), onde o alginato de sédio foi adicionado para solubilizagdo em cada solvente,

seguido pelo aquecimento. A gelatina foi adicionada ao mesmo béquer, e
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gradualmente a temperatura foi aumentada para aproximadamente 40°C por 30
minutos, até que a solubilizagdo completa e a homogeneidade fossem alcangadas.
Posteriormente, os hidrogéis foram armazenados a temperatura ambiente em

seringas descartaveis de 10 mL (SR® Ltda, Brasil) e identificados.

2.3. PRODUGAO DOS FILAMENTOS DE HIDROGEIS

Os hidrogéis foram transferidos para uma seringa de 1 mL (Embramac®,
Brasil) e, em seguida, por extrusdao manual, foram depositados filamentos, os quais
foram produzidos em béqueres de vidro contendo uma solugéo de agente reticulante
cloreto de calcio (Dinamica, Brasil), pela técnica de fiagcdo umida (Figura I-2). Os
filamentos foram mantidos imersos por aproximadamente 10-15 minutos e lavados
com PBS. Posteriormente, os filamentos foram colocados em toalhas de papel e secos

suavemente.

Figura I-2. Demonstragcao da extrusao manual utilizando seringas. (A) Inser¢ao da seringa em
CaCly. (B) Extrusao inicial do hidrogel. (C) Formagéao do filamento apds a finalizagdo da
extrusao do hidrogel no agente reticulante. (D) Exemplo de filamento produzido com meio
DMEM como agente solubilizando dos biopolimeros.

2.4. AVALIACAO DA RESISTENCIA A TRACAO ELETROMECANICA DOS
FILAMENTOS

A resisténcia a tracao e a resisténcia a tensao vertical dos filamentos foram
avaliadas utilizando um extensor eletromecanico acoplado a uma célula de carga
(MTS Insight®, EUA), mostrado na Figura I-3. Os filamentos, medindo 12 cm de

comprimento x 2,5 mm de largura, foram acondicionados pelas extremidades e os
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testes foram realizados em ftriplicata, protegendo os filamentos com papel e fita
adesiva nas garras do equipamento. As amostras foram submetidas a tracao
utilizando o software TestWorks® 4.10 a uma velocidade de 10 mm/minuto até a
ruptura, medindo a carga maxima suportada por cada flamento de hidrogel, a taxa de
alongamento, o pico de tensdo e o modulo de elasticidade. Os dados obtidos foram

coletados e analisados estatisticamente.

1 — Garra superior

2 — Garra inferior

3 — Load cell

4 — Filamento de hidrogel

5 — Software TestWorks® 4.10

6 — Controle manual

Figura 1-3. Imagens fotograficas mostrando as estruturas que compdem a extensora
eletromecanica utilizada (software e hardware). (1) e (2) representam as garras superiores e
inferiores, respectivamente, nas quais os filamentos sao mantidos; (3) identifica a parte no
equipamento (célula) que é responsavel por realizar o0 movimento mecénico para tragao da
fibra; (4) mostra a colocagao do material a sofrer a deformacao pela forca exercida no
equipamento; (5) apresenta a tela principal do software TestWorks®4.10 utilizado; (6)
representa o controle manual do equipamento.

2.5. CARACTERIZACAO DA TOPOGRAFIA E RUGOSIDADE DE HIDROGEIS POR
MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA
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Amostras dos hidrogéis foram depositadas em laminulas de vidro circulares
de 10 mm de didmetro e analisadas utilizando um microscépio de forga atdbmica
comercial SPM-9600 (Shimadzu, Kyoto, Jap&o) operando no modo dinamico (fase).
O escaner utilizado percorre até 125 ym nas direcdées XY e 7 uym na direcao Z. As
imagens de topografia (altura) foram obtidas em temperatura ambiente (22°C) e
umidade relativa de aproximadamente 40-50%. As areas das imagens adquiridas
foram de até 10 um x 10 ym em formato quadrado, obtidas a uma taxa de varredura
de 1 Hz. Procedimentos de traco e retrago foram realizados para garantir a integridade
da amostra durante a aquisicdo das imagens. Todas as imagens obtidas continham
512 x 512 pontos de dados e foram processadas offline utilizando o software SPM-
9600 (Shimadzu, Kyoto, Japdo). O processamento incluiu correcdo planar,
nivelamento automatico das linhas no eixo X e correcdo de linhas. Apds o
processamento, analises de superficie foram conduzidas, e os parametros de
nanorrugosidade foram obtidos, incluindo rugosidade média aritmética (Ra), altura
maxima (Rz), rugosidade média de 10 pontos (Rzjis), rugosidade quadratica média

(Rq), altura média (Rp) e profundidade média (Rv).

2.6. CURVAS DE FORCA DE HIDROGEIS POR ESPECTROSCOPIA DE FORGCA

Para analisar as forgas de interagdo superficial dos hidrogéis, 0 mesmo
instrumento de MFA comercial foi utilizado para medidas de espectroscopia de forca
no modo de contato. Foi empregada uma ponteira (sonda) piramidal de nitreto de
silicio com um raio de curvatura inferior a 20 nm. Um cantilever com comprimento de
200 pm, constante de mola de 0,15 N/m e frequéncia de ressonancia de
aproximadamente 24 kHz foi utilizado para adquirir curvas de forgca em 25 pontos
distintos de cada amostra. A taxa de aquisi¢ao foi de 1 Hz, e a tensédo de operacao foi
de 3 V. O software Scanning Probe Image Processor (versao 5.0, Image Metrology,
Lyngby, Dinamarca) foi utilizado, ajustando os parametros para uma constante de

mola de 0,15 N/m e 23°C utilizando o modelo de indentagao de cone de Sneddon.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando Analise de Variancia

(ANOVA) com o teste de Tukey para comparagao das médias e determinacdo da
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significancia estatistica entre as caracteristicas dos hidrogéis e filamentos produzidos
em triplicata. Diferengcas entre as médias foram consideradas estatisticamente
significativas quando p < 0,05. O software PAST 3 foi utilizado para a analise
(HAMMER, O. et al., 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ANALISE DA RESISTENCIA A TRACAO SUPORTADA PELOS FILAMENTOS
PRODUZIDOS A PARTIR DOS DESENHOS EXPERIMENTAIS

Os filamentos produzidos a partir do delineamento experimental baseado em
planejamento composto central apresentaram resultados variados para carga, pico de
tensao, deformacao na ruptura e médulo quando comparadas as 17 combinagbes
distintas de biopolimeros/agente de reticulagdo e os agentes utilizados para a
solubilizagdo dos biopolimeros. A Figura |-4 apresenta os valores coletados apos a
tensao eletromecanica aplicada a cada filamento durante o teste. A Figura I-4A mostra
os valores de forga em carga (N) enquanto a Figura 1-4B mostra os valores do pico de
tensao (Pa) correspondentes a tensdo maxima suportada até a ruptura. A Figura |-4C
representa os valores de proporgao de extensao (%), indicando o alongamento do
material quando esticado até sua ruptura. Adicionalmente, a Figura |I-4D exibe os
valores de médulo (ksi), representando a tensao ou pressao resultante de uma forga
de um quilolibra atuando em uma area de uma polegada quadrada.

Observou-se que menores concentragées dos biopolimeros (alginato e
gelatina) e agente de reticulagdo (cloreto de calcio) resultaram em desempenho
mecanico inferior em comparagdo com combinagdes com maiores concentragdes de
componentes. A combinagao 9, em particular, apresentou completa instabilidade e
fragilidade devido a sua concentragdo extremamente baixa de agente de reticulagéo.
Uma concentragdo adequada de reticulante € de importancia crucial para alcangar a
estruturagao ideal de hidrogéis biopoliméricos. No caso do processo de fiagdo umida,
a concentracao de cloreto de calcio afeta especificamente a resisténcia do filamento
(KOPAC, 2020). Por outro lado, as combinagdes 6, 8, 10, 11, 12, 14 e 15-17
demonstraram desempenho mecanico superior considerando os trés agentes de
solubilizacdo de biopolimeros, pois foram capazes de suportar maiores tensdes

verticais durante os testes.
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Figura I-4. Avaliacao dos filamentos biopoliméricos produzidos com hidrogéis produzidos por
delineamento experimental, tendo como variaveis independentes alginato de sodio, gelatina
e cloreto de calcio. (A) Forca maxima; (B) Pico de tensao; (C) Tensao na ruptura; (D) Médulo.
Anadlise estatistica (p < 0,05): A = diferenca estatistica entre as combinagcdes de agua
ultrapura; B = diferencga estatistica entre combinac¢des de PBS; C = diferenca estatistica entre
combinac¢des de DMEM. a # PBS e DMEM em cada combinacgao; b # agua ultrapura e DMEM
em cada combinagao; ¢ # agua ultrapura e PBS em cada combinacéo.
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A Figura I-5A (agua ultrapura), I-5B (PBS) e I-5C (DMEM) mostram a
superficie de resposta utilizando um modelo quadratico com os dados obtidos do pico
de estresse das 17 combinagdes para cada agente solubilizante de biopolimero. Esta
€ uma representagdo grafica 3D que ilustra como uma resposta (como uma
propriedade quimica ou fisica) varia em relagdo a duas ou mais variaveis
independentes. Isso permitiu a visualizagdo de como diferentes combinacbes de
variaveis independentes afetam uma resposta ou resultado especifico, como os
valores de carga, pico de tensado, tensdo na ruptura e modulo. Observou-se que a
coloragdo avermelhada corresponde a melhor combinacdo de biopolimeros e
reticulante que conferem a caracteristica de melhor resisténcia mecanica. Por outro
lado, a cor mais azulada corresponde as combinagdes de menor resisténcia
mecanica.

Nas Figuras |I-6A-C é apresentada a representacao grafica das deformacdes
dos filamentos durante a tracao vertical aplicada pelo extensor eletromecanico, com
base na razdo de extensao. Consistente com os dados apresentados anteriormente,
0s biopolimeros solubilizados em agua ultrapura (Figura I-6A) apresentam maior
resisténcia a tracdo para os filamentos desenvolvidos. Por outro lado, filamentos
formulados em PBS (Fig. I-6B) ou DMEM (Fig. I-6C) apresentaram menor resisténcia
mecanica. O solvente no qual o material biopolimérico & solubilizado influencia
diretamente nas propriedades mecanicas dos hidrogéis, principalmente devido a
complexacao em nivel molecular, que pode resultar em alteragcdes durante o processo
de fabricagao, como reticulagédo de filamentos (GUO et al., 2021; PAMPLONA et al.,
2023).
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Hidrogéis a base dos biopolimeros gelatina e alginato de sodio também
podem ser formulados para interagir quimicamente uns com os outros. Isso pode ser
conseguido por meio da introdugdo de grupos funcionais que permitem a formagéao de
ligagcbes covalentes ou idnicas diretamente entre os biopolimeros. Essas interagdes
podem levar a uma estrutura de rede uUnica, na qual as propriedades de ambos os
biopolimeros podem ser combinadas ou alteradas (WANG et al., 2021). A combinagao
dos biopolimeros gelatina e alginato de sédio é formada por meio de uma reagéo
conhecida como reagéo de base de Schiff entre os grupos aldeido do alginato e os
grupos amino da gelatina. Além da gelatina, outros biopolimeros contendo grupos
amino, como a quitosana e o colageno, também podem ser empregados para ligagao
do tipo bases de Schiff com alginato. Além disso, foi demonstrado que a combinagao
de alginato de sddio e gelatina modulou a resisténcia mecanica e exibiu estabilidade
em solugao salina fisioldgica (FARSHIDFAR; IRAVANI; VARMA, 2023).

Rinold et al. (2019), desenvolveram uma biotinta utilizando a técnica de fiagao
umida, empregando uma combinagéo de alginato e gelatina metacrilada juntamente
com a adi¢ao de células-tronco mesenquimais humanas de medula éssea. Aplicando
estimulacao eletromecanica, com e sem adicdo de hormoénios, eles induziram com
sucesso o processo de diferenciacao em tendcitos (células encontradas em tenddes
humanos) (RINOLDI et al., 2019). Por outro lado, foi desenvolvida uma rede polimérica
supramolecular que exibe simultaneamente condutividade elétrica e propriedades
miméticas de tecido. Em outro estudo, um hidrogel composto de poli(3,4-
etilenodioxitiofeno):poli(estireno  sulfonato) (PEDOT:PSS) conferiu elasticidade,
compressibilidade e autorrecuperacdo da rede, mantendo simultaneamente um
mddulo de Young baixo (O’'NEILL et al., 2023).

Como esperado, os filamentos produzidos com agua ultrapura apresentaram
desempenho mecanico superior conforme os dados avaliados, pois ndo continham
nenhum fator que pudesse interferir nas ligagbes moleculares, assim como
previamente sugerido por outros autores (JIAO et al., 2021). No entanto, os filamentos
produzidos com PBS ou DMEM apresentaram menor desempenho mecanico, mas
ainda demonstraram capacidade de suportar tensdes eletromecéanicas moderadas (1-
2N e 20-40 kPa), mesmo com a presenga de moléculas que fornecem tamponamento
ou propriedades de nutrientes para cultura de células. Considerando que as

aplicagcdes desses materiais envolverdo a incorporagao futura de células vivas, os
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hidrogéis produzidos utilizando o DMEM como agente solubilizante de biopolimeros
foram selecionados para uma investigagdo mais aprofundada.

Os filamentos do desenho experimental realizado exibiram resultados
diversos quanto a carga, pico de tensdo, propor¢cdo de extensdo e mddulo de
elasticidade, com combinagdes em propor¢des distintas e agentes de solubilizagao de
biopolimeros variados. Concentragbes mais baixas de biopolimeros e agente de
reticulacdo levaram a um desempenho mecanico inferior, enquanto certas
combinagdes demonstraram maior estabilidade sob tensdo. Filamentos produzidos
com agua ultrapura apresentaram desempenho geral superior das propriedades
mecanicas, enquanto aqueles com PBS ou DMEM mostraram tolerancia a tensao
moderada, apesar de que em algumas condi¢des os resultados foram semelhantes
aos da agua. Entdo, o DMEM foi escolhido como agente de solubilizagdo de
biopolimeros para uma investigacdo mais aprofundada devido a potenciais aplicacées

envolvendo incorporagao de células.

3.2. CARACTERIZAGCAO DA TOPOGRAFIA E RUGOSIDADE DE HIDROGEIS
UTILIZANDO MFA

As imagens obtidas por MFA revelaram diferengas estruturais em nanoescala
entre os hidrogéis selecionados para avaliagcdo: DMEM-6, DMEM-8, DMEM-10,
DMEM-11, DMEM-12, DMEM-14 e DMEM-15. As combinagbées DMEM-16 e DMEM-
17, representantes do grupo do ponto central do desenho composto central,
compartilham as mesmas caracteristicas do DMEM-15. Cada amostra de hidrogel
exibiu propriedades topograficas distintas, com variagcbes em picos e vales,
contribuindo para a rugosidade de cada material.

A Figura |-7 apresenta imagens representativas de altura em 3D obtidas por
MFA, ilustrando a variagdo na topografia de cada amostra. Os hidrogéis DMEM-8,
DMEM-10, DMEM-12 e DMEM-15 exibiram alturas maximas semelhantes, variando
entre aproximadamente 300 e 400 nm, enquanto DMEM-6 e DMEM-11 apresentaram
alturas maximas proximas a 500 nm. DMEM-14 apresentou-se como uma das
superficies mais lisas com a altura maxima em cerca de 150 nm. Estudos tém
demonstrado que a topografia de hidrogéis a base de alginato variam entre 300 a 500
nm de altura devido as diferengas na concentragcdo do agente reticulante, o que esta
de acordo com os presentes achados (AKBARZADEH SOLBU et al., 2022).
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Figura I-7. Imagens topograficas de superficie 3D de hidrogéis selecionados utilizando MFA
operada em modo dinamico. (A) DMEM-6, (B) DMEM-8, (C) DMEM-10, (D) DMEM-11, (E)
DMEM12, (F) DMEM-14 e (G) DMEM-15. As regides mais claras indicam maior altura (picos),
enquanto as regides mais escuras indicam maior profundidade (vales), representando a
rugosidade do material.
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Para Naghizadeh et al. (2018), a adicao de gelatina e quitosana a hidrogéis de
alginato modulou a altura topografica entre 300 e 450 nm. Assim, a combinacao e
variagao de diferentes concentragdes de alginato de sddio, gelatina e cloreto de sddio
podem influenciar a rugosidade dos hidrogéis analisados (LABOWSKA et al., 2021).

A Figura |-8 apresenta a caracterizagao quantitativa das superficies de hidrogel
realizada pela obtengdo de parametros de rugosidade. Os parametros Ra e Rq
indicaram uma planicidade da superficie, com os hidrogéis DMEM-14 e DMEM-15
apresentando valores mais baixos do que os outros hidrogéis. Ja o parametro Rz
revelou que DMEM-11 e DMEM-12 tém alturas maximas globais mais altas em
comparacao com os outros hidrogeéis. Por outro lado, os parametros Rzjis e Rp
apresentaram comportamento semelhante entre as amostras, com DMEM-8, DMEM-
10, DMEM-11, DMEM-14 e DMEM-15 exibindo os valores maiores. Por fim, o
parametro Rv demonstrou que DMEM-14 tem menor profundidade média dos vales
presentes na superficie topografica em comparacdo com os demais hidrogéis. Em
ciéncia dos materiais, esses parametros relacionados a nanorrugosidade sé&o
importantes, pois desempenham um papel crucial na adesao de outros materiais ou
mesmo de células vivas (JOSHI; HOMBURG; EHRMANN, 2022). Além disso,
diferentes agentes de reticulacdo podem modular a nanorrugosidade dos hidrogéis,
levando a caracteristicas variadas, especialmente em termos de picos e vales
observados utilizando MFA (VIRUMBRALES-MUNOZ et al., 2019). Portanto, hidrogéis
biopoliméricos com maiores concentragbées de alginato de sédio e/ou gelatina, bem
como cloreto de calcio, apresentam caracteristicas de nanorrugosidade semelhantes,
que podem estar diretamente relacionadas a sua viscosidade e elasticidade (CUI,
YAO; YIM, 2021; GOUDOULAS et al.,, 2023). Além disso, a nanorrugosidade
desempenha um papel central nas medi¢des de forca (LABOWSKA et al., 2023).
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As imagens obtidas por MFA revelaram variagdes topograficas entre os
hidrogéis selecionados: DMEM-6, DMEM-8, DMEM-10, DMEM-11, DMEM-12,
DMEM-14 e DMEM-15. Cada hidrogel exibiu caracteristicas topograficas distintas,
contribuindo para a nanorrugosidade dos biomateriais. A caracterizagcado quantitativa
utilizando parametros de nanorrugosidade mostra diferencas na planicidade e alturas
(distribuicdo de picos e vales) da superficie topografica entre os hidrogéis. Tais
parametros sao importantes para as propriedades adesivas do biomaterial, incluindo
a propensao a adesao celular, e podem ser influenciados por agentes de reticulagéo.
Nesse sentido, hidrogéis com maiores concentragdes de alginato, gelatina e cloreto
de calcio exibiram nanorrugosidades semelhantes, relacionada a viscosidade e

elasticidade, além de cruciais para medigdes de forga.

3.3. ANALISE DAS CURVAS DE FORGCA-DISTANCIA E PROPRIEDADES MICRO-
E NANOMECANICAS DE HIDROGEIS

A Figura 1-9 apresenta os dados obtidos a partir da analise das curvas de
forca-distancia para cada hidrogel. A Figura I-9A mostra a forca maxima de tragao,
indicando que todos os hidrogéis testados apresentaram valores semelhantes, com
meédia de aproximadamente 90 nN. A Figura I-9B apresenta o toque de encaixe, que
mostrou que os hidrogéis DMEM-11, DMEM-12, DMEM-14 e DMEM-15 apresentaram
valores inferiores aos demais, com valores médios em torno de 0,5 nN. Esse resultado
pode ser atribuido a maior concentragao de gelatina em suas composigdes, o que lhes
confere caracteristicas mais viscosas. A Figura I-9C mostra a forca de separacao,
revelando que os hidrogéis com maior viscosidade também apresentaram valores
menores em relagao aos demais, com valores médios em torno de 20 nN. A Figura |-
9D representa a separagdao do desprendimento mostrando que apenas o hidrogel
DMEM-11 exibiu um valor maior em comparagao aos demais, com valor médio em
torno de 10 nN. A Figura I-9E apresenta o médulo de Young, indicando que n&o houve
diferenca entre os hidrogéis, com valores médios de aproximadamente 5 x 108 Pa.
Por fim, a Figura I-9F mostra a energia dissipada, onde apenas o DMEM-15 exibiu
valor estatisticamente superior aos demais hidrogéis (p < 0,05), com valor médio em
torno de 2,5 x 10715 J.

Embora diversos hidrogéis biopoliméricos tenham sido amplamente

estudados, testes envolvendo a obtencao de curvas de forca-distancia sao escassos
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na literatura para fins de comparagdo com os estudos desenvolvidos. No entanto, a
presente investigacao revela que as superficies de hidrogel exibem propriedades
nanomecanicas semelhantes, incluindo rigidez, adesao, elasticidade e dissipacao de
energia. Essas caracteristicas foram determinadas por meio de medidas de curvas de
forca-distancia ajustadas com a equacao de Hertz, principalmente para avaliar o
modulo de elasticidade de cada biomaterial, como ja realizado anteriormente para
outros materiais (BARBOSA; SILVA, 2013). O presente estudo se concentrou em
medir o comportamento da dureza superficial das amostras, calculando a forca de
carga maxima aplicada durante a etapa de indentacdo em uma avaliagao da curva de
forca-distancia.

O médulo de Young, também conhecido como médulo de elasticidade, € uma
medida da rigidez de um material. Ele descreve a capacidade de resistir a deformagao
elastica quando submetido a forgas de tracdo ou compressao (ERIK SJONTOFT,
1987). Essencialmente o modulo de Young é a razao entre o aumento relativo do
estresse (forga aplicada por unidade de area) e o aumento relativo da deformagao
(mudanga de comprimento por unidade de comprimento original), dentro da regido
elastica do material. De forma comparativa, a tabela 1-3 exemplifica os valores do
modulo de Young de alguns tipos de tecidos ja estudados e disponiveis no estado da
arte da literatura cientifica. Os valores obtidos utilizando a MFA mostraram que os
modulos de Young dos biomateriais desenvolvidos sdo proximos aqueles de tecidos

da cornea, fibra muscular e tendao.
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Figura 1-9. Analise de parédmetros extraidos de curvas de forga-distéancia refletindo
propriedades mecénicas de hidrogéis selecionados utilizando processo de nanoindentagao.
(A) Forca de tragdo maxima, (B) For¢ca de encaixe, (C) For¢ca de desprendimento, (D)
Separacao de desprendimento, (E) Médulo de Young e (F) Energia dissipada. Diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05): A # DMEM-6, DMEM-8 e DMEM-10; B # DMEM-8; C
# DMEM-10; D # DMEM-6; e E # DMEM-8 e DMEM-10.
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Tabela I-3. Exemplificagao dos valores de moédulos de Young de tecidos.

Tecidos Modulo de Young Referéncia
Cornea ~ 290 kPa (HAMILTON; PYE, 2008)
Epiderme ~ 25 kPa (KALRA; LOWE, 2016)
Epiderme tumoral ~ 52 kPa (TILLEMAN, 2004)
Fibra muscular ~ 258 kPa (SHINOHARA et al., 2010)
Figado ~10,5 kPa (EVANS et al., 2013)
Ossos ~ 30 GPa (MIURA et al., 2011)
Rim ~ 95 kPa (KARIMI; SHOJAEI, 2017)
Tecido mamario ~ 56,3 kPa (BRIOT et al., 2022)
Tendao ~2GPa (MAGANARIS; NARICI, 2005)

As analises das curvas de forca-distancia forneceram informagdes valiosas
sobre as propriedades mecanicas dos hidrogéis analisados. As curvas apresentadas
na Figura I-10 revelaram diferengas expressivas entre os hidrogéis. As linhas azuis
representam as curvas de aproximagao, enquanto as linhas vermelhas representam
as curvas de retracdo, indicando a direcdo do movimento pelas setas
correspondentes. Elas se referem aos perfis de forca ponto a ponto que a ponteira do
MFA obtém ao ser aproximada e retraida da superficie da amostra, respectivamente.
Durante a fase de aproximacgado, a ponteira se move em direcdo a superficie da
amostra. A medida que a ponta se aproxima, a interacdo entre a ponta e a superficie
da amostra gera uma forga mensuravel. Essa forca € registrada em funcdo da
distancia entre a ponta e a superficie. A curva de aproximacao fornece informacdes
sobre as interagdes forga-distancia entre a ponta e a amostra a medida que a ponta
se aproxima. Observou-se entdo uma heterogeneidade, implicando em variagdo nas

curvas obtidas conforme atributos dos biomateriais.
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Notavelmente, um aumento na distancia de separacao foi observado nas
amostras DMEM-8 e DMEM-10, mantendo a for¢a aplicada, resultando em pontos de
descontinuidade das forgas de interagédo entre a ponteira e a superficie do hidrogel.
Isso demonstra que as proporgdes de alginato de sodio e gelatina utilizadas em sua
combinagdo, bem como as do agente de reticulagdo, permitem a criagdo de
biomateriais mais elasticos, conforme observado por outros autores em diversos tipos
de materiais (ARNOLD et al., 2023; CUOMO; COFELICE; LOPEZ, 2019). As curvas
de aproximacgao e retragao coincidiram para DMEM-6, DMEM-11 e DMEM-15, mas
nao para DMEM-12 e DMEM-14, indicando histerese nas curvas de forca-separagao
e decorrente das forgas adesivas que dificultavam o descolamento da ponteira do
MFA como observado anteriormente por outros autores (MENEZES et al., 2013). A
histerese também pode indicar comportamento viscoelastico, pois materiais
perfeitamente elasticos ndo apresentam esse fendmeno (WANG et al., 2022). Os
hidrogéis de alginato de sodio sdo conhecidos por terem consideravel elasticidade e
porosidade em sua estrutura (OMIDIAN; ROCCA; PARK, 2006), enquanto os
hidrogéis a base de gelatina tendem a ter caracteristicas mais viscosas (LI,
KUMACHEVA, 2018; SAHOO; BISWAL, 2021). Combinagbes de ambos os
biopolimeros tendem a expressar caracteristicas intermediarias tendo a deslocar na
diregao daquele biopolimero presente em maior concentragao no hidrogel. De fato,
essa distingdo observada entre as curvas de forga-separacao reflete diretamente as
combinagdes utilizadas, onde os materiais com maior proporg¢ao de alginato de sédio
apresentam maior elasticidade e menor viscosidade em relagdo aos demais. Em
contraste, os hidrogéis com maiores concentragcdes de gelatina s&do mais viscosos e
menos elasticos. Em resumo, as caracteristicas micro- € nanomecanicas estao
diretamente associadas as concentragdes dos biopolimeros utilizados neste estudo,
bem como a concentragdo do agente de reticulagao.

As combinagdes ricas em alginato de sédio exibiram maior elasticidade,
enquanto as combinagdes ricas em gelatina apresentaram maior viscosidade. No
geral, as caracteristicas micro- e nanomecanicas se correlacionam diretamente com
as concentragdes de biopolimeros e o agente de reticulagdo. No campo das
aplicagdes biomédicas, a selecao de propriedades dos biomateriais considerados
ideais e suas combinagdes desempenham um papel fundamental na obtencédo de
resultados bem-sucedidos. Embora o presente estudo tenha mostrado diversas

propriedades mecanicas e de superficie de hidrogéis produzidos a base de
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biopolimeros, € imediato o reconhecimento de que as propriedades mais desejaveis
e as combinagdes ideais dependem do contexto considerado e estdo intimamente
alinhadas com a aplicagcdo biomédica especifica. A engenharia de tecidos, a
administracao de farmacos, a cicatrizagao de feridas e outras estratégias terapéuticas
tém pré-requisitos distintos que exigem caracteristicas do biomaterial personalizadas.
Por exemplo, a engenharia de tecidos exige hidrogéis com resisténcia mecanica
semelhante aos tecidos nativos, suportando adeséo celular e proliferagao.

Em contraste, a administragdo de farmacos requer degradacao controlada e
cinética de liberacado prolongada, enquanto aplicagdes para cicatrizagdo de feridas
podem priorizar adesdo celular aprimorada, propriedades antimicrobianas e
biocompatibilidade. Portanto, essas descobertas ressaltam a importancia de uma
abordagem holistica que integre perfeitamente as propriedades mecanicas e de
superficie dos hidrogéis com a aplicagcdo biomédica direcionada, garantindo a
obtencdo de biomateriais otimizados adequados para enfrentar desafios clinicos

futuros os quais tendem a ser multifacetados.

4. CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar quantitativamente a resisténcia
eletromecanica a tragao de filamentos biopoliméricos e as propriedades topograficas
de hidrogéis, empregando dezessete combinagdes distintas de biopolimeros, variadas
concentragdes de agente reticulante e trés diferentes agentes solubilizantes de
biopolimeros. Os achados obtidos revelaram uma correlagcdo positiva direta entre
concentragdes mais altas de biopolimeros e agente de reticulagdo com o aumento da
resisténcia do filamento, ressaltando o papel fundamental da composi¢cao do material
na determinagdo do comportamento mecéanico. Notavelmente, os hidrogéis
formulados com DMEM demonstraram resisténcia mecanica expressiva, tornando-os
candidatos promissores para a incorporacado de células vivas. Sendo assim, as sete
combinagdes que resistiram a tragcao eletromecanica acima de 1 N, seguiram para os
demais experimentos. Por meio da analise topografica em nanoescala, caracteristicas
superficiais distintas foram obtidas, apresentando alturas variadas e a presenca de
vales (porosidade) com diferentes profundidades, indicativos de rugosidade inerente
a qual pode ser benéfica em processos que envolvam incorporagdo de células.

Criticamente, essas caracteristicas de nanorrugosidade exibiram modulabilidade a



74

medida que foram ajustadas as concentragdes de alginato de sddio, gelatina e cloreto
de calcio, influenciando assim a morfologia da superficie, um parametro essencial com
implicacbes em diversas areas, particularmente na engenharia de tecidos. A
integracdo da analise de resisténcia a tragdo eletromecanica e investigagao
topografica fornece informagdes valiosas para o desenvolvimento de materiais
biopoliméricos de precisdo. Ao elucidar a interagdo entre composi¢cao, atributos
mecanicos e topografia de superficie, este estudo capacita os pesquisadores a
adaptarem biomateriais com funcionalidades e caracteristicas de superficie ajustadas,
alinhando-se com as demandas multifacetadas das mais variadas aplicagdes. A
contribuigao deste estudo esta relacionada com o avango da ciéncia dos biomateriais,
ampliando a compreenséo dos hidrogéis baseados em biopolimeros. Ao descobrir os
efeitos diferenciados da composicao nas propriedades dos filamentos biopoliméricos
e dos hidrogéis, pode ser tracado um fluxo sistematico de trabalho para novas
abordagens de pesquisa que sejam pioneiras na criacao de materiais inovadores para
bioengenharia e exibindo caracteristicas unicas. Em resumo, a investigagéo realizada
neste capitulo enfatiza a importancia fundamental da composigédo do biomaterial na
aquisicao de resisténcia mecanica e do papel da topografia da superficie nas
propriedades finais, apresentando implicacbes profundas em uma variedade de
aplicagbes, desde a engenharia de tecidos até o design de biomateriais. Outras
pesquisas poderao se beneficiar dessas percepcdes fundamentais e assim aproveitar
o potencial dos filamentos a base de biopolimeros em um amplo espectro de campos

cientificos e tecnologicos.
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CAPITULOII

INVESTIGAGAO DO COMPORTAMENTO E FORGA MECANICA DE
FILAMENTOS A BASE DE HIDROGEIS PRODUZIDOS POR FIAGAO UMIDA
MANUAL E COM USO DE BIOIMPRESSORA 3D COM AGULHAS DE
DIFERENTES CALIBRES E AVALIAGAO DA DEGRADAGAO AO LONGO DO
TEMPO

M 666

Fiagdo umida 156G
' CaCly ' @
DMEM 206 21G
Hidrogel

Load (N)

=" (0
).

14G 15G 18G 20G 21G

Figura lI-1. Resumo grafico apresentando as etapas desde o emprego do hidrogel para
extrusdo de filamentos utilizando diferentes tipos de didametro de agulhas, até o processo de
estiramento mecanico para caracterizacdo do material até o momento da ruptura.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo construir filamentos de hidrogel com diametros
variados e investigar seu comportamento ao longo do tempo. Os hidrogéis foram
produzidos utilizando diferentes concentragbes de alginato de sédio e gelatina. A
técnica de fiagdo umida foi empregada para produzir os filamentos de hidrogel,
utilizando seringas com agulhas de calibres variados (14,15 18, 20 e 21 Ga) e cloreto
de calcio como agente de reticulagdo por extrusdo manual e utilizando uma
bioimpressora 3D. Os filamentos biopoliméricos foram submetidos a testes de
extensdo eletromecanica para avaliar a resisténcia mecanica. Além disso, foram
realizados testes de desintegragdo em PBS para avaliar a estabilidade do biomaterial
de hidrogel. Os resultados mostraram que os filamentos produzidos com agulhas de
calibre maior apresentaram maior resisténcia a tracdo e menor alongamento,
enquanto aqueles produzidos com agulhas de calibre menor exibiram menor
resisténcia a tragdo, mas maior capacidade de estiramento. O tempo de
armazenamento nao afetou significativamente o comportamento dos filamentos,
indicando sua durabilidade ao longo do tempo, porém a formulagdo DMEM-10 (8,36%
de alginato de sodio, 4% de gelatina e 2% de CaCl2 — p/v — solubilizados em meio
DMEM) nao apresentou nenhuma variacdo em seus dados de resisténcia
eletromecanica. Além disso, os testes de intumescimento e desintegracéo
demonstraram que os hidrogéis contendo maiores concentragdes de alginato de sodio
absorveram liquido mais rapidamente e degradaram-se mais lentamente, enquanto
aqueles com menores concentragdes de gelatina absorveram liquido mais
lentamente, mas degradaram-se mais rapidamente. Em conclusao, os filamentos de
hidrogéis biopoliméricos desenvolvidos apresentaram resisténcias eletromecanicas
variadas, dependendo de seus didmetros. Além disso, eles mantiveram suas
propriedades ao longo do tempo, e suas caracteristicas de absor¢ao e desintegracao

foram diretamente influenciadas pela composi¢cao do biomaterial de hidrogel.

Palavras-chave: Manufatura aditiva; agulha; didametro; filamentos; meio DMEM.



77

ABSTRACT

This study aimed to construct hydrogel filaments with varying diameters and
investigate their behavior over time. Hydrogels were produced using different
concentrations of sodium alginate and gelatin. The wet spinning technique was
employed to manufacture the hydrogel filaments using syringes with various needle
gauges (14, 15, 18, 20, and 21 Ga), with calcium chloride as the cross-linking agent,
using manual extrusion and a 3D bioprinter. Biopolymeric filaments were subjected to
electromechanical tensile tests to assess their mechanical strength. In addition,
disintegration tests in PBS were conducted to evaluate the stability of the hydrogel
biomaterial. The results indicated that flaments produced with larger gauge needles
exhibited greater tensile strength and lower elongation, whereas those produced with
smaller gauge needles displayed lower tensile strength but higher stretching capability.
Storage time did not significantly affect the behavior of the filaments, indicating their
durability over time. However, the DMEM-10 formulation (8.36% sodium alginate, 4%
gelatin, and 2% CaCl2 w/v solubilized in DMEM medium) showed no variation in its
electromechanical strength data. Furthermore, swelling and disintegration tests
demonstrated that hydrogels containing higher concentrations of sodium alginate
absorbed liquid more rapidly and degraded more slowly, while those with lower
concentrations of gelatin absorbed liquid more slowly but degraded more quickly. In
conclusion, the developed biopolymeric hydrogel filaments exhibited varying
electromechanical strengths depending on their diameters. Additionally, they
maintained their properties over time, and their absorption and disintegration

characteristics were directly influenced by the hydrogel biomaterial composition.

Key words: Additive manufacturing; needle; diameter; filaments; DMEM medium.
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1 INTRODUGAO

Hidrogéis apresentam caracteristicas fundamentais que os tornam altamente
relevantes na bioengenharia e na mimetizagdo de tecidos (HO et al., 2022). Esses
biomateriais exibem alta biocompatibilidade, permitindo a interagdo e crescimento de
células e tecidos em um ambiente tridimensional (SAYD et al., 2021). Sua estrutura
porosa e capacidade de retengao de agua possibilitam a regulacéo do fornecimento
de nutrientes e remocéao de residuos metabdlicos (HUIYUAN LUO, FUPING DONG ,
QIAN WANG, 2021). Além disso, hidrogéis podem ser projetados para exibir
propriedades fisicas e quimicas especificas, como rigidez ajustavel, degradacgao
controlada e liberagado sustentada de moléculas bioativas (LIU et al., 2023). Esses
atributos tornam hidrogéis promissores para a engenharia de tecidos, regeneracéo de
orgaos e o desenvolvimento de modelos in vitro (XU et al., 2022).

A fabricacdo ou manufatura aditiva surgiu como uma abordagem promissora
em varias areas, incluindo a bioengenharia tecidual (BOSE et al., 2019; CHIMENE;
KAUNAS; GAHARWAR, 2019). Hidrogéis sa&o biomateriais adequados para a
fabricacdo precisa de estruturas complexas em 3D, fornecendo um ambiente
biocompativel para o crescimento celular e regeneragdo de tecidos devido a sua
capacidade de aprisionar células e maturégenos (fatores de crescimento), bem como
devido as suas propriedades fisicas e quimicas ajustaveis (ZASZCZY, 2021). A
combinagao da fabricagao aditiva com hidrogéis oferece uma plataforma versatil para
a engenharia de tecidos e o desenvolvimento de modelos in vitro cada vez mais
precisos (MEROTTO; PAVAN, 2023; PARIHAR, 2022; XIE et al., 2023).

Filamentos de hidrogéis produzidos por meio da técnica de fiagdo umida tém
despertado interesse na bioengenharia (PARK et al., 2022). Esse método de
fabricagdo envolve a extrusdo de uma solugdo de hidrogel através de uma seringa
acoplada com uma agulha, enquanto um agente de reticulagdo € adicionado para
proporcionar estabilidade estrutural (FATIMI et al., 2022). Os filamentos de hidrogel
resultantes podem exibir diferentes diametros e composigdes, permitindo a criagao de
estruturas personalizadas para aplicagbes biomédicas (LI et al., 2020a). Sua
porosidade e capacidade de retengdo de agua sao vantajosas para o crescimento
celular, interagdao de tecidos, difusdo de nutrientes e eliminacdo de residuos
(LUTZWEILER; HALILI; VRANA, 2020). Além disso, a producao de filamentos de

hidrogel por meio da fiagdo umida oferece uma abordagem versatil e econémica para
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a fabricagao de estruturas biomiméticas (ELKHOURY et al., 2021; VOLPI et al., 2022),
sendo fortemente influenciado por fatores como as concentragdes dos constituintes e
calibre da agulha.

Adicionalmente, agulhas de diferentes calibres sédo ferramentas cruciais na
area de bioimpressao, pois permitem a deposi¢ao precisa de materiais com
modulagao de propriedades, como por exemplo as biotintas (Yl et al., 2023). Agulhas
de menor calibre, que normalmente produzem filamentos com didmetros na faixa de
dezenas de micrémetros, sdo utilizadas para impressao de detalhes finos, permitindo
estruturas de tecido complexas. Agulhas de maior calibre, por outro lado, séo
empregadas para deposigao rapida, permitindo a criacdo de construgdes de tecidos
(KAHL et al., 2019). A selecgéo do calibre da agulha depende da aplicagao especifica
da bioimpressao, do nivel desejado de resolugéo e velocidade, com um equilibrio
cuidadoso necessario para alcangar resultados ideais (HAITAO CUI, MARGARET
NOWICKI, PROF. JOHN P. FISHER, 2017).

A reologia e o teste eletromecéanico de tragcdo sdo técnicas comumente
utilizadas para caracterizar hidrogéis biopoliméricos (BASHIR et al., 2020). A reologia
fornece informagdes sobre o comportamento mecanico e as propriedades estruturais
de hidrogéis biopoliméricos (HERRADA-MANCH; ALEJANDRO; AGUILAR, 2023;
STOJKOQV et al., 2021). O teste eletromecanico de tragao permite a caracterizagao da
resisténcia mecanica de hidrogéis produzidos ou armazenados em condigdes
variadas, fornecendo informacdes valiosas para seu desenvolvimento e otimizagao
com vistas as aplicagbes pretendidas (JI et al., 2023; WIRANATA et al., 2022).

O armazenamento de hidrogéis e biotintas por longos periodos de tempo é
essencial ndo apenas para garantir que suas propriedades reoldgicas permanegam
estaveis, mas também para manter a viabilidade e funcionalidade de células
encapsuladas (WINDISCH et al., 2023). O armazenamento prolongado (vida de
prateleira) permite avaliagdes de controle de qualidade, consisténcia entre lotes e
transporte conveniente para diferentes instalagbes clinicas ou de pesquisa. Além
disso, oferece flexibilidade no agendamento de procedimentos de bioimpressao e
experimentos de pesquisa, reduzindo a urgéncia do uso imediato (KOSTENKO;
CONNON; SWIOKLO, 2023). No entanto, condicbes adequadas de armazenamento,
tais como baixas temperaturas ou métodos de criopreservagao, devem ser

meticulosamente mantidas para evitar a degradacdo e preservar a integridade
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estrutural e biolégica destes materiais criticos para futuras aplicacbes biomédicas
(WARBURTON; RUBINSKY, 2023).

O objetivo deste estudo foi utilizar a técnica de fiagdo umida manual e
utilizando uma bioimpressora 3D, para produzir filamentos de hidrogéis utilizando
seringas com agulhas de diferentes calibres e cloreto de calcio como agente de
reticulacdo. A resisténcia mecanica dos filamentos foi avaliada por meio do teste
eletromecanico de tragdo, e sua desintegragdo em PBS foi avaliada para determinar

a taxa de absorgao de liquidos dos hidrogéis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

As concentracdes de alginato de sédio, gelatina e cloreto de calcio para a
preparagao dos hidrogéis foram determinadas utilizando o software Chemoface® com
um delineamento experimental do tipo planejamento composto central. A Tabela |I-1
mostra as 7 combinagdes escolhidas geradas pelo software. Os hidrogéis foram
preparados seguindo a mesma metodologia apresentada na se¢ao 2.2 do Capitulo I.

Tabela II-1. Nomes para as combinag¢des de variaveis independentes, sendo as
concentragdes relativas (% p/v) de alginato de sédio e gelatina nos hidrogéis, e
solugao de cloreto de calcio como agente de reticulagao.

Polimeros Agente reticulante
Nome Alginato de sédio (%) Gelatina (%) CaCl2(%)
DMEM-6 7 3 3
DMEM-8 7 5 3
DMEM-10 8,364 4 2
DMEM-11 5 2,318 2
DMEM-12 5 5,682 2
DMEM-14 5 4 3,682
DMEM-15 5 4 2
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2.2PRODUGAO DE FILAMENTOS A PARTIR DE HIDROGEIS COM DIFERENTES
TIPOS DE AGULHAS

Os hidrogéis foram transferidos para seringas descartaveis do tipo luer lock
de 5 mL (Rynco, Brasil) e extrusados manualmente em recipientes de vidro contendo
solucao de cloreto de calcio como agente de reticulacdo (Dinamica, Brasil), seguindo
a técnica de fiacdo umida. Paralelamente, para fins de comparacéao, foi utilizada a
bioimpressora 3D Starter (3D Biotechnological Solutions - 3DBS, Brasil) utilizando as
mesmas condigdes, mostrado na Figura II-2. Para a extrus&o, foram utilizados cinco
tipos de agulhas com diferentes calibres (Tabela [I-2) para produzir filamentos de
diametros variados. Esses filamentos foram imersos por aproximadamente 10-15

minutos, lavados com PBS e, em seguida, secos delicadamente em toalhas de papel.

Figura ll-2. Extrusao de filamentos pela técnica de fiagdo umida utilizando bioimpressora 3D
(Starter 3DBS). (A) Posicionamento inicial para a extrusao do filamento. (B) Posigéo final para
extrusao do filamento. (C) Filamento extrusado.
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Tabela lI-2. Identificacdo das agulhas e seus respectivos diametros internos.

Numero da agulha | Diametro | Comprimento das

(Gauge) interno (mm) | agulhas (mm)
14 2,0 15
15 1,8 15
18 1,2 15
20 0,9 15
21 0,8 15

2.3AVALIACAO DA RESISTENCIA ELETROMECANICA A TRACAO DOS
FILAMENTOS

A resisténcia a tragao e a resisténcia a tensio vertical dos filamentos foram
avaliadas utilizando um extensémetro eletromecanico acoplado a uma célula de carga
(MTS Insight®, EUA). Os filamentos foram produzidos medindo 12 cm de
comprimento, enquanto o didmetro variou para cada agulha utilizada (Tabela 1I-3).
Eles foram condicionados pelas extremidades, e os testes foram realizados em
triplicatas, protegendo os filamentos com papel e fita adesiva nas garras do
equipamento. As amostras foram submetidas a tensdo utilizando o software
TestWorks® 4.10 a uma velocidade de 10 mm/min até a ruptura, medindo a tragdo
maxima suportada por cada filamento de hidrogel, a taxa de extensado, o pico de
tensdo e o modulo de elasticidade. Os dados obtidos foram coletados e analisados

estatisticamente.

Tabela 11-3. Diametros meédios dos filamentos produzidos com diferentes agulhas.

Numero da Diametro do

agulha (Gauge) |filamento (mm)

14 2,50
15 2,00
18 1,50
20 1,25

21 1,00
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2.4PRODUGAOQ E AVALIACAO DE FILAMENTOS A PARTIR DE HIDROGEIS
ARMAZENADOS

Os sete hidrogéis preparados foram armazenados a aproximadamente 4°C
dentro de seringas. A extremidade foi selada com Parafilm (Bemis Company, EUA)
para evitar que o material secasse. Uma vez por semana, os hidrogéis foram utilizados
para produzir filamentos pela técnica de fiagdo umida (com o uso da agulha 14 Ga)
totalizando quatro vezes por més. Apos a extrusido, os filamentos obtidos foram
submetidos a extensora eletromecanica. Os parametros utilizados foram os mesmos

mencionados anteriormente.

2.5ENSAIO DE INTUMESCIMENTO E DESINTEGRACAO DOS HIDROGEIS
FABRICADOS

Discos dos hidrogéis foram colocados individualmente em béqueres e
preenchidos com PBS até ficarem completamente recobertos. Papel-filme foi utilizado
para recobri-los, evitando a perda de umidade, e foram mantidos em uma incubadora
LUCA-81/81 (Lucadema, Brasil) a 37°C + 2°C. Os discos foram mantidos nessas
condigdes por sete dias. Diariamente, o tampao foi removido e a amostra foi pesada,
apos o qual uma nova solugao de PBS foi adicionada. No final do experimento, os
pesos em 24, 48, 72, 96 e 168 horas apods o inicio do experimento foram coletados e

as taxas de ganho ou perda de peso calculadas de acordo com a formula matematica:

wf — wi
ro (e
wi

>><100

Onde, 1 é equivalente ao valor da taxa de ganho de peso (inchamento) ou
perda de peso (desintegragao) dos discos, wi € igual ao peso inicial dos discos (antes
do inicio do teste) e wf é igual ao peso final dos discos apds a remog¢ao do PBS no
dia.
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando Andlise de Variancia
(ANOVA) com o teste de Tukey para comparar as médias e determinar a significancia
estatistica entre as caracteristicas dos hidrogéis e filamentos produzidos em
triplicatas. Diferengcas entre as médias foram consideradas estatisticamente
significativas quando p < 0.05. O software PAST 3 foi utilizado para a analise
(HAMMER, O. et al., 2001).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1ANALISE DA RESISTENCIA E COMPARAGCAO DOS FILAMENTOS
EXTRUSADOS MANUALMENTE E UTILIZANDO BIOIMPRESSAO 3D COM
AGULHAS DE DIFERENTES CALIBRES

Os filamentos produzidos a partir do planejamento experimental e
selecionados para este estudo apresentaram resultados variados para carga, pico de
tensao, proporgao de extensdo e mdédulo ao comparar as 7 combinagdes distintas e
as concentragbes do agente de reticulagdo utilizadas. A Figura 1I-3 mostra os
filamentos antes e apds o estiramento até a ruptura, de acordo com cada agulha
utiizada para as extrusdes. Foi possivel identificar que todos os biomateriais
desenvolvidos sofreram deformacao estrutural até suas rupturas. Ademais, quanto
menor o didmetro da agulha utilizada, mais fino o filamento produzido e estirado ficava.
Também, conforme o tempo deixado em bancada apds a tensado eletromecéanica a

temperatura ambiente, os biomateriais secavam mais rapido.
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Figura 1I-3: Imagens fotograficas de filamentos de hidrogéis preparados com agulhas de
diferentes calibres, antes e depois da aplicacao de tensao eletromecanica. Apresentacao das
agulhas utilizadas nas seringas para obtengdo de filamentos de diferentes calibres e
fotografias dos filamentos apds a secagem (l), das agulhas utilizadas (Il) e dos resultados
apods serem submetidos a extensora eletromecanica (lll).

A Figura 1l-4 apresenta os valores coletados apos a aplicagao de tensao
eletromecénica em cada filamento durante o teste. Nesse caso, a Figura II-4A mostra
os valores de forga de carga (N), enquanto a Figura 11-4B exibe os valores do pico de
tensao (Pa) correspondentes a maxima tensao suportada E a Figura 11-4C representa
os valores de proporgdo de extensdo (%), indicando o alongamento do material
quando esticado. Além dessas medidas, a Figura |I-4D mostra os valores de modulo
(ksi), representando a tensdo ou pressao resultante de uma forca de um quilolibra
atuando em uma area de uma polegada quadrada.

Na Figura II-4A, observou-se que os filamentos produzidos com uma agulha
de calibre 14Ga foram capazes de suportar maior tracdo (p < 0,05), sendo que o
hidrogel DMEM-10 se destacou devido as suas maiores concentragdes de alginato de
sédio e gelatina, tornando-o menos viscoso e mais elastico. A medida que o diametro
da agulha diminui, a resisténcia mecanica dos filamentos também diminui

gradativamente. Isso corrobora a hipétese de que o didmetro influencia diretamente
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na forca maxima aplicada que os biomateriais estudados resistem. Além disso, os
filamentos de hidrogel DMEM-10 também foram capazes de suportar cargas mais
altas em comparagao com os demais hidrogéis quando comparados todos os calibres
de agulha (p < 0,05). Na Figura 1l-4B, os valores mais altos para o pico de tenséo
estavam principalmente concentrados nos filamentos produzidos com uma agulha de
calibre 21Ga. Isso demonstra que, a medida que o didmetro do filamento diminui, a
resisténcia maxima gerada aumenta. Na Figura 11-4C, houve uma diferenga na
proporcdo de extensdo durante o processo de estiramento, em que os materiais
produzidos com as agulhas de maiores calibres se deformaram muito mais comparado
aos demais, variando entre 100 a 170% do seu comprimento inicial. No entanto, os
filamentos confeccionados utilizando as duas agulhas de menor calibre (20Ga e 21Ga)
nao se expandiram tanto quanto os outros no mesmo experimento (p < 0,05). Na
Figura 11-4D, os dados do moédulo de elasticidade mostraram tendéncias similares
quando comparados ao estresse maximo, indicando que os filamentos produzidos
com uma agulha de calibre 21Ga exibem menor rigidez estatisticamente significativa
(p < 0,05) em comparagao aos outros, e isso influencia seu alongamento durante o
teste.

Nas Figuras |I-5A-E sao apresentadas a representacdes graficas das curvas
de deformacgdes dos filamentos produzidos com agulhas de diferentes calibres durante
a tracao vertical aplicada pelo extensor eletromecanico, com base na razao de
extensao de cada um. Essencialmente foi observado que os filamentos produzidos
com agulhas de calibres menores apresentaram deformacdo bem menor do que

aqueles produzidos com agulhas de calibres maiores.
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Figura IlI-4. Avaliacdo dos filamentos biopoliméricos produzidos com hidrogéis utilizando
agulhas de diferentes calibres. (A) Forgca maxima; (B) Pico de tensao; (C) Tensao na ruptura;
(D) Modulo. Analise estatistica (p < 0,05): a = diferenga estatistica para todos; b = diferenca
estatistica para DMEM-11 e DMEM-12; ¢ = diferenga estatistica para DMEM-11, DMEM-12 e
DMEM-14; d = diferenca estatistica para DMEM-6, DMEM-8, DMEM-10, DMEM-12 e DMEM-
14; e = diferenca estatistica para todos, exceto para DMEM-10; A = diferenca estatistica para
todos os DMEM-6; B = diferenga estatistica para as agulhas 18Ga, 20Ga e 21Ga.
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Os filamentos biopoliméricos produzidos com a variagdao do didmetro das
agulhas e extrusados com bioimpressora 3D foram apresentados na Figura 1I-6. Na
Fig. lI-6A, observou-se que os filamentos produzidos com agulhas de calibres 14Ga e
15 Ga suportaram maior tragao, destacando aqueles produzidos com hidrogel DMEM-
10 (p < 0,05). Novamente a medida que o didametro da agulha diminui, a resisténcia
mecanica dos filamentos também diminui de maneira progressiva. A Fig. |I-6B, mostra
os valores de picos de tensao variando de acordo com o biomaterial utilizado, com
destaque para os filamentos produzidos com DMEM-10 utilizando a agulha de calibre
15Ga que diferiram significativamente das demais (p < 0,05). Na Fig. II-6C, as
variagdes observadas acompanharam os dados dos picos de tensdo, exceto para as
agulhas de menores calibres, sofrendo menores deformagdes. Ja os dados
apresentados na Fig. 1I-6D revelam que os modulos de elasticidade mostraram
tendéncias similares quando comparados ao ensaio anterior, ou seja, que possuem
uma elasticidade maior.

A uniformidade da extrusdo de filamentos em bioimpressoras 3D representa
um fator critico na fabricacdo de estruturas biomiméticas com repetibilidade. Uma
extrusdao uniforme assegura a consisténcia das dimensbes e as propriedades
mecanicas finais dos filamentos, influenciando diretamente na qualidade do produto
final (SCHWAB et al., 2020). A precisao no controle da taxa de deposi¢ao, pressao e
viscosidade do biomaterial € essencial para evitar variagbes indesejadas na
espessura e densidade do filamento (GREGORY et al., 2017). A otimizacdo desses
parametros, aliada a sistemas de calibracao e feedback em tempo real, contribui para
a obtencao de filamentos de mais alta qualidade, promovendo a confiabilidade e a
eficacia das bioimpressoras 3D (FU; ANGELINE; SUN, 2021). Essa uniformidade
pode estar relacionada com os dados obtidos para este experimento.

Nas Figuras II-7A-E s&o apresentadas as representac¢des graficas das curvas
de deformacgdes dos filamentos produzidos com agulhas de diferentes calibres durante
a tracao vertical aplicada com a extensora eletromecanica, com base na razao de
extensdo de cada um. Novamente, foi observado que os filamentos produzidos com
agulhas de calibres menores apresentaram deformagcao bem menor do que aqueles
produzidos com agulhas de calibres maiores, entretanto a condicao DMEM-10 se
destacou em todas as variagdes das agulhas utilizadas, conseguindo suportar maior

tracao e tendo maiores deformacoes.
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Figura 1I-6. Avaliacdo dos filamentos biopoliméricos produzidos com hidrogéis utilizando
diferentes tipos de agulhas utilizando uma bioimpressora 3D. (A) Forgca maxima; (B) Pico de
tensao; (C) Proporgcao de extensao; (D) Mddulo. Analise estatistica (p < 0,05): * =diferenca
estatisticamente significativa de DMEM-10 em relagédo aos demais filamentos produzidos
utilizando agulha do mesmo calibre.
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O agente reticulante cloreto de calcio tem papel fundamental na formacao dos
filamentos de hidrogel compostos por alginato de sodio e gelatina. O cloreto de calcio
atua como um agente de reticulagdo, promovendo ligagbes quimicas entre as
moléculas de alginato de sédio (CHATERJI; KWON; PARK, 2007). Essas ligagbes
resultam em uma estrutura 3D estavel e coesa, conferindo propriedades fisicas e
mecanicas especificas aos filamentos as quais podem ser correlacionadas com a
concentragdo desse agente de reticulagdo empregada. Essa interagdo leva a
formagdo de uma rede reticulada, na qual as moléculas de alginato de sédio séo
ligadas entre si por meio de ions de calcio. A adi¢ao de gelatina também contribui para
a estruturacao e estabilizacao dos filamentos de hidrogel, promovendo a formagao de
ligagdes fisicas adicionais, como ja foi previamente demonstrado em outro modelo
(ABASALIZADEH et al., 2020).

Os filamentos de hidrogel produzidos com agulhas de maior calibre suportam
maior tracdo devido a dois fatores principais: area da secao transversal e grau de
compactagcdao do material. Primeiramente, agulhas de maior calibre resultam em
filamentos com maior area de secao transversal, proporcionando maior area de
contato para a distribuicdo da carga aplicada durante a tracao, sendo este efeito
previamente demonstrado (SODIUM; POLY; BIALIK-W, 2021). Isso permite uma
distribuigdo de for¢ga mais uniforme ao longo do filamento, reduzindo a concentragao
de tensbes em pontos especificos e consequentemente aumentando a capacidade de
suportar maior tragdo. Além disso, filamentos produzidos com agulhas de maior
calibre tendem a ter compactagdo de biomaterial mais eficiente (CASANOVA,;
CARNEY; SARNTINORANONT, 2012). Durante o processo de extrusao, a pressao
exercida pela agulha ajuda a compactar e alinhar as cadeias biopoliméricas,
resultando em uma estrutura mais densa e coesa. Essa compactagdao aumenta a
resisténcia interna do filamento, permitindo que ele suporte maiores forgas de tracao
sem deformagéo ou falha (MIDHA; DAKURI, 2017). Portanto, agulhas de maior calibre
fornecem uma combinagdo adequada de maior area de segao transversal e melhor
compactagao do material, resultando em filamentos de hidrogel capazes de suportar
maior tragdo em comparagdo com aqueles produzidos com agulhas de menor
didametro (MEHDIKHANI et al., 2019).

As vantagens de avaliar a extrusdo manual de hidrogéis utilizando cloreto de
calcio como agente de reticulagao e diferentes calibres de agulha fornecem controle

direto sobre o processo, permitindo que rapidamente ajustes e modificagdes sejam
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realizados conforme necessario. A flexibilidade e controle no diametro do filamento
também é evidente, pois o uso de diferentes calibres de agulha permite a producéo
de filamentos de hidrogel com didmetros variados, o que pode ser vantajoso em varias
aplicagbes, como engenharia de tecidos ou liberacdo sustentada de drogas
(LABOWSKA et al., 2021). Além disso, a extrusdo manual utilizando agulhas é uma
técnica relativamente acessivel e econdbmica em comparagao com outros métodos de
fabricagéo de filamentos de hidrogel mais complexos (GRUHN et al., 2023). Por outro
lado, as desvantagens sdo que a extrusdo manual pode ser menos precisa em
comparagao com os métodos automatizados, resultando em variagdes no didametro e
também na forma do filamento (KALIARAJ et al., 2023). De fato, a reprodutibilidade
consistente dos resultados pode ser um desafio na extrusdo manual devido a
variagbes na aplicagdo de forca e velocidade durante o processo (DEY; EAGLE;
YODO, 2021). Em ultima analise, a extrusdo manual € mais adequada para producao
em pequena escala e sua capacidade de producgao pode ser limitada em comparagao
com as técnicas industriais que requerem sistemas de extrusao automatizados
(MULLER et al., 2020).

Existem varias caracteristicas distintivas de hidrogéis extrudados
manualmente em relacéo ao teste de resisténcia mecanica (ROUF et al., 2022). Em
primeiro lugar, ao extrusar hidrogéis manualmente, é possivel ter um controle mais
personalizado sobre o processo de deposicao e a estrutura do filamento, permitindo
realizar adaptacéo as necessidades especificas de testes de resisténcia (FUENTES-
CAPARRAS et al., 2021). A extrusdo manual permite a criagdo de diferentes
geometrias, como padrdes entrelacados, grades ou estruturas complexas, que podem
afetar a resisténcia mecéanica do hidrogel (LI; TAN; LI, 2018). Durante a extruséo
manual, € possivel ajustar de modo bastante simples a composigao do hidrogel, como
concentracdo de polimero ou adigdo de reforgos, para aumentar sua resisténcia
mecanica (RATNAMANI; ZHANG; WANG, 2022). Além disso, oferece flexibilidade
quanto ao controle do tamanho e forma dos hidrogéis extrusados, possibilitando a
confecgdo de amostras customizadas para ensaios mecanicos especificos
(JEENCHAM et al., 2023). No geral, a extrusdo manual de hidrogéis para produzir
filamentos para aplicagdes in situ apresenta varios beneficios em relagdo a outras
técnicas. Estes incluem a capacidade de produzir em pouco tempo filamentos com

uma ampla gama de didmetros, a capacidade de produzir filamentos com uma
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diversidade de propriedades mecanicas e a capacidade de produzir flamentos com
variadas composig¢des quimicas (LI et al., 2020b).

A utilizacdo de uma bioimpressora para producdo de filamentos oferece
diversas vantagens, incluindo controle preciso sobre a composi¢gédo e geometria do
filamento, permitindo propriedades de material personalizadas para aplicagoes
especificas (GU et al., 2020). As bioimpressoras possibilitam produzir filamentos
complexos e personalizaveis com células incorporadas, fatores de crescimento ou
agentes terapéuticos, facilitando a criagdo de estruturas e implantes teciduais. No
entanto, também existem desvantagens notaveis, tais como a velocidade de producao
relativamente lenta em comparagcdo com os métodos tradicionais de fabricacdo de
filamentos (LI; GUO; ZHANG, 2021). Os filamentos bioimpressos também podem
exigir equipamentos e conhecimentos especializados, aumentando os custos de
producgdo. Além disso, alcancar uma qualidade consistente e garantir a estabilidade a
longo prazo dos filamentos bioimpressos pode ser um desafio devido a sensibilidade
dos componentes bioldgicos e ao risco de contaminagao (BARREIRO CARPIO et al.,
2021).

O uso de bioimpressora ou extrusdo manual para produgao de filamentos
apresentam algumas diferencas. Uma bioimpressora oferece precisao automatizada
na deposicao de filamentos, permitindo designs complexos e personalizaveis com
controle preciso sobre a composi¢cao do material e distribuicdo celular. Ja a extrusao
manual, por outro lado, envolve uma abordagem mais rapida e pratica, mas
normalmente € menos precisa, tornando-a mais adequada para fabricagcdo de
filamentos simples e estruturas menos complexas. Embora uma bioimpressora possa
garantir a reprodutibilidade, a extrusdo manual pode ter uma curva de aprendizado
mais acentuada e consisténcia potencialmente menor. A escolha entre os dois
métodos depende frequentemente da complexidade dos filamentos desejados e das
necessidades especificas de pesquisa ou fabricagdo na area de engenharia de tecidos

e bioimpresséo.

3.2 AVALIACAO DE FILAMENTOS DE HIDROGEIS BIOPOLIMERICOS
ARMAZENADOS POR ATE QUATRO SEMANAS

Ao avaliar o pico de forgca dos filamentos de hidrogel da Fig. II-8A, observou-

se que o comportamento € semelhante para todas as amostras, com pouca variagao
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ao longo das semanas de armazenamento dos hidrogeéis. No entanto, os hidrogéis
DMEM-8, DMEM-10 e DMEM-14 se destacam por nao alterarem suas propriedades
fisicas relacionadas a forca maxima resistida durante as 4 semanas de avaliagao
quando sob a tensdo eletromecanica aplicada. Essas observagdes também sao
similares para os valores de tensao de pico na Fig. II-8B. Em relagao a proporg¢ao de
deformacéao dos materiais, como mostrado na Fig. II-8C, apenas os hidrogéis DMEM-
10 e DMEM-11 se destacaram com valores semelhantes ao longo de todo o periodo
avaliado. Na Fig. II-8D, os biomateriais destacados anteriormente nas medicdes de
pico de for¢ca sdo mais uma vez aqueles que mantiveram similaridade em termos de
valores de mddulo ao longo das 4 semanas de avaliagdo, somados a eles o hidrogel
DMEM-15. Curiosamente, os filamentos que mantiveram suas propriedades de
resisténcia ao longo das semanas, como DMEM-8 e DMEM-10, sdo justamente
aqueles que apresentam maiores concentragées de alginato de sddio e/ou gelatina.
Por outro lado, o DMEM-14 possui a maior concentracédo do agente de reticulagao.
Essas variagdes podem modular as caracteristicas dos hidrogéis, principalmente em
relacédo a viscosidade e elasticidade, contribuindo assim para os atributos mecanicos
dos filamentos. Ademais, essas observagdes sao corroboradas com as curvas de
deformagao mostradas na Figura 1-9.

Lee (2019) e colaboradores em estudo anterior, demonstraram que filamentos
produzidos a partir de hidrogéis compostos por alginato e gelatina podem manter suas
caracteristicas mecanicas, como resisténcia a tracdo e elasticidade, mesmo apods
armazenamento prolongado. Os filamentos de hidrogéis produzidos com esta
combinacgao de biopolimeros também podem manter suas propriedades de liberagao
de farmacos ao longo do tempo, mesmo apds armazenamento prolongado
(GIUSEPPE et al.,, 2018). Além disso, os filamentos produzidos com estes
biopolimeros tém sido utilizados com sucesso em processos de impressao 3D,
mantendo sua printabilidade e propriedades mecanicas mesmo apos longos periodos
de armazenamento (JACOB et al., 2021).
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Figura II-8. Avaliagdo de filamentos biopoliméricos produzidos com hidrogeéis armazenados
por até quatro semanas. (A) Forca maxima; (B) Pico de tensao; (C) Tensao na ruptura; (D)
Médulo. Analise estatistica (p < 0,05): a = estatisticamente diferente da segunda e terceira
semana; b = estatisticamente diferente da primeira, segunda e terceira semana; ¢ = Todos
estatisticamente diferentes em relacao a quarta semana.
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Figura II-9. Curvas de deformacéo dos filamentos de hidrogéis biopoliméricos armazenados
e avaliados semanalmente durante quatro semanas, sendo avaliados até o rompimento
provocado pela extensora eletromecanica. A) Semana 01; B) Semana 02; C) Semana 03; D)
Semana 04. A deformacao dos filamentos ocorre devido a aplicacdo de uma tensao vertical
sobre cada amostra, resultando na forca maxima suportada por cada filamento até seu
rompimento, resultando na queda abrupta nas curvas dos graficos.

A importancia de manter a viabilidade e preservacédo das caracteristicas de
um hidrogel ou biotinta (hidrogel acrescido de células) ao longo de varios dias,
semanas ou mesmo meses de armazenamento esta relacionada a varios fatores. Se
contiverem células, é crucial que permanecam viaveis durante o periodo de
armazenamento. Isso é particularmente importante em aplicagbes de engenharia de
tecidos ou medicina regenerativa, onde as células sao elementos essenciais para a
implantag&o ou enxerto bem-sucedidos (OKWUOSA et al., 2021). Além da viabilidade
celular, é crucial que os componentes bioativos presentes no hidrogel mantenham
suas propriedades e funcionalidade ao longo do tempo. Isso inclui a preservacao de
fatores de crescimento, proteinas bioativas ou outros componentes que
desempenham um papel critico na resposta biolégica (DZOBO et al.,, 2018). A

estrutura 3D e as propriedades fisicas de um hidrogel, como elasticidade, porosidade
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e desintegracao controlada, devem ser preservadas para garantir sua integridade
estrutural e capacidade de suportar a regeneracédo de tecidos ou outras aplicagdes
especificas (ZHU; MARCHANT, 2011). O armazenamento adequado também é
importante para evitar a contaminagdo microbiolégica do hidrogel ou biotinta,
garantindo a seguranca do material durante o uso clinico ou laboratorial. Portanto,
garantir a viabilidade e manutencéo das caracteristicas de um hidrogel ou biotinta ao
longo do armazenamento (vida de prateleira) € uma etapa essencial a ser considerada

durante o desenvolvimento para sua aplicabilidade e eficacia.

3.3COMPORTAMENTOS DOS HIDROGEIS NO ENSAIO DE INTUMESCIMENTO E
DESINTEGRACAO

Seguindo o ensaio de intumescimento e desintegragdo com os hidrogéis, a
curva cinética de ganho ou perda de massa ao longo de um periodo de até 7 dias €
mostrada na Figura I1-10. As flutua¢des nas variagdes de massa dos discos avaliados
indicando comportamento de intumescimento nos primeiros dois dias e inicio do
processo de desintegracdo sdo apresentadas no grafico. E provavel que em todos os
hidrogéis produzidos e posteriormente reticulados existam poros que garantam a
absorcao da solugcao de PBS, como ja foi observado por outros autores em outros
tipos de hidrogéis (BOCIAGA et al., 2019). Este fato levou a variagdes de volume de
até aproximadamente 30%. Porém, ao mesmo tempo, a presencga de poros também
contribui para a desintegracao do biomaterial ao longo do tempo. Nao foi observado
nenhum dos biomateriais que apresentasse curva cinética sugestiva de ser
significativamente diferente, pois eles tendem a apresentar comportamento bastante

similar.
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Figura lI-10. Curva cinética indicativa da taxa de ganho e perda de massa dos hidrogéis pelos
ensaios de intumescimento e desintegracdo, conduzidos por um periodo de sete dias e
armazenados em incubadora a 37°C em PBS. Foi notada variagéo de cerca de 30% no ganho
e perda de massa para os hidrogéis ao longo de todo o periodo.

Ensaios de intumescimento e desintegracdo de hidrogéis sdo métodos
importantes para avaliar as propriedades desses biomateriais. Esses ensaios visam
determinar a capacidade do hidrogel de absorver liquidos, inchar e reter sua
integridade estrutural ao longo do tempo, bem como investigar sua eventual
desintegragdo em meio aquoso, como agua, solugcao tampao ou meio de cultura
celular (LOUREIRO et al., 2023). A perda de massa e as mudangas nas propriedades
fisicas e quimicas do hidrogel sdo avaliadas, fornecendo informag¢des sobre a
velocidade e o mecanismo de desintegracéo do biomaterial (VESKOVIC; NAKARADA;
POPOVIC BIJELIC, 2021). As principais caracteristicas que um hidrogel deve
apresentar para esses ensaios sdo a capacidade de absorgcdao de liquidos,
estabilidade estrutural/quimica, tempo de desintegracdo controlado e
biocompatibilidade (ALONSO et al., 2021). O hidrogel deve absorver e reter uma
quantidade adequada de liquido durante o ensaio de intumescimento, bem como
manter sua integridade estrutural sem deformagdes ou colapsos excessivos.
Dependendo da aplicagédo, um hidrogel pode ser projetado para degradar a uma taxa

especifica, e esse tempo de desintegragao controlado pode ser avaliado por meio do
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ensaio de desintegracdo (CHAI; JIAO; YU, 2017). Se o hidrogel for utilizado em
aplicagdes biomédicas, € importante que seja biocompativel, ou seja, que ndo cause
toxicidade ou reagdes adversas quando em contato com células, tecidos ou 6érgaos
(KAROYO; WILSON, 2021).

4 CONCLUSAO

Este estudo investigou o comportamento, a resisténcia mecanica e a
desintegracao de filamentos de hidrogéis biopoliméricos ao longo do tempo. A técnica
de fiagcdo umida foi empregada para produzir os filamentos de hidrogéis com
diametros variados utilizando diferentes concentracdes de alginato de sédio, gelatina
e cloreto de calcio como agente de reticulacdo. Os resultados mostraram que os
filamentos produzidos com agulhas de maior calibre, tanto manualmente quanto
utiizando uma bioimpressora 3D, exibiram maior tragdo eletromecanica e
alongamento reduzido, enquanto aqueles produzidos com agulhas de menor calibre
apresentaram menor resisténcia a tragcdo, mas maior elasticidade. O tempo de
armazenamento ndo impactou expressivamente no comportamento mecanico da
maioria dos filamentos, indicando sua durabilidade ao longo do tempo. Entretanto, a
formulacdo DMEM-10 foi a que nao teve variagao significativa dos aspectos avaliados.
Os testes de intumescimento e desintegragcdo demonstraram que os hidrogéis
produzidos com concentragdes mais altas de alginato de sédio absorveram o liquido
(PBS) mais rapidamente e se dissolveram mais lentamente, enquanto aqueles com
concentracdes mais baixas de gelatina absorveram o liquido mais lentamente, mas se
degradaram em uma taxa mais rapida. Os filamentos de hidrogéis desenvolvidos
exibiram resisténcias eletromecanicas variaveis dependendo de seus diametros. Eles
mantiveram suas propriedades ao longo do tempo, tornando-os adequados para
aplicagées em engenharia de tecidos e medicina regenerativa. As caracteristicas de
absorcao e desintegracdo foram influenciadas pela composicdo do biomaterial de
hidrogel, destacando a importadncia de adequar a formulagdo para aplicagoes
especificas. Essas descobertas contribuem para a compreensdo do comportamento
de um determinado hidrogel e fornecem informagdes valiosas para o design e
otimizacdo de estruturas baseadas em hidrogel em bioengenharia e imitagdo de

tecidos. No geral, a caracterizagdo de filamentos de hidrogéis por meio da
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investigacao de seu comportamento, resisténcia mecanica e desintegragao ao longo
do tempo contribui para o avango das técnicas de fabricagdo aditiva no campo da
bioengenharia tecidual. As descobertas deste estudo fornecem uma base para mais
pesquisas e desenvolvimento de biomateriais a base de hidrogel, como filamentos

com propriedades personalizadas para uma ampla gama de aplicagdes biomédicas.
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CAPITULO 1l

ESTUDO DA APLICAGAO DE HIDROGEIS COMO BIOMATERIAL BASE PARA
BIOTINTAS, CARACTERIZAGAO REOLOGICA E MICROSCOPICA, E USO DE
INTELIGENCIA ARTIFICIAL EM ANALISES HISTOLOGICAS
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Figura lll-1. Resumo grafico apresentando as etapas desde o processamento histolégico dos
filamentos de hidrogéis até a caracterizacdo e avaliagdo das propriedades micro- e
nanomecanicas apos a adi¢ao de células ao hidrogel.
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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar estratégias para o desenvolvimento de hidrogéis
estéreis, bem realizar uma simulacao de transporte, avaliar as propriedades micro- e
nanomecanicas de filamentos de hidrogéis apds a incorporacao de células (utilizando
a formulacadto DMEM-10), e por fim avaliar as caracteristicas morfolégicas e
ultraestruturais dos filamentos e verificar se o uso da inteligéncia artificial possibilita
classificar e distinguir imagens de secgdes histoldgicas de filamentos biopoliméricos
antes e apos o processo de estiramento mecanico. Os resultados do ensaio de
esterilidade dos hidrogéis evidenciaram a eficacia do processo de preparo, garantindo
a esterilidade dos produtos desenvolvidos. A caracterizagdo morfolégica por
microscopia de luz revelou homogeneidade das secgdes histoldgicos, permitindo a
visualizacao de diferentes areas longitudinais e transversais, sendo inclusive possivel
distinguir visualmente os filamentos estirados e nao-estirados. A adicao de células no
hidrogel formulado DMEM-10 mostrou modulagées nas propriedades mecanicas,
incluindo a diminuigdo da resisténcia a tragcédo eletromecanica. O moédulo de Young e
a energia dissipada foram influenciados pela interacao entre células e hidrogel. A
investigacao topografica e de rugosidade por microscopia de for¢a atdémica indicou
similaridade nas propriedades superficiais apds a celularizagao, devido as dimensdes
microscopicas das células em relagcao a escala macroscépica de tamanho do hidrogel.
As curvas de forca-distancia revelaram que a celularizacéo influenciou as interacoes
ponteira-amostra, afetando adeséo e propriedades elasticas. As caracteristicas das
curvas de forca foram moduladas pelas propriedades das células e suas interacoes
com o hidrogel. Além disso, analises realizadas por microscopia eletrénica de
varredura dos filamentos foram bem-sucedidas em revelar a ultraestrutura dos
microambientes. A utilizacdo de aprendizado de maquina para analise de imagens
mostrou resultados promissores, embora com limitagdes nas predi¢gdes de classes
especificas. Em conclusdo, este estudo demonstrou a eficacia da esterilizagao,
influéncia da celularizagao nas propriedades mecanicas e estruturais e a promissora

aplicacéo da inteligéncia artificial na analise de imagens de filamentos de hidrogel.

Palavras-chave: Cortes histologicos; células; inteligéncia artificial; esterilidade;

biotinta.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate strategies for the development of sterile
hydrogels, perform a transport simulation, assess the micro- and nanomechanical
properties of hydrogel filaments after cell incorporation (using the DMEM-10
formulation), and finally, evaluate the morphological and ultrastructural characteristics
of the filaments. The study also aimed to investigate whether the use of artificial
intelligence allows for the classification and distinction of images of histological
sections of biopolymeric filaments before and after the mechanical stretching process.
The results of the hydrogel sterility test demonstrated the effectiveness of the
preparation process, ensuring the sterility of the developed products. Morphological
characterization using light microscopy revealed the homogeneity of histological
sections, allowing the visualization of different longitudinal and transverse areas. It was
even possible to visually distinguish between stretched and unstretched filaments. The
addition of cells to the DMEM-10 hydrogel formulation showed modulations in
mechanical properties, including a decrease in electromechanical tensile strength. The
Young's modulus and dissipated energy were influenced by the interaction between
cells and the hydrogel. Topographical and roughness investigation using atomic force
microscopy indicated similarity in surface properties after cell incorporation due to the
microscopic dimensions of the cells in comparison to the macroscopic size scale of the
hydrogel. Force-distance curves revealed that cell incorporation influenced the tip-
sample interactions, affecting adhesion and elastic properties. The features of force
curves were modulated by cell properties and their interactions with the hydrogel.
Moreover, scanning electron microscopy analyses of the filaments successfully
revealed the ultrastructure of the microenvironments. The use of machine learning for
image analysis showed promising results, albeit with limitations in predicting specific
classes. In conclusion, this study demonstrated the effectiveness of sterilization, the
influence of cell incorporation on mechanical and structural properties, and the
promising application of artificial intelligence in the analysis of hydrogel filament

images.

Key words: Histological sections; cells; artificial intelligence; sterility; bioink.
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1. INTRODUGAO

Hidrogéis séo redes 3D de polimeros hidrofilicos que tém a capacidade de
reter uma grande quantidade de agua, mantendo sua integridade estrutural (AHMED,
2015). Esses materiais sdao frequentemente utilizados como base para adicionar
células em diversas aplicagdes, como engenharia de tecidos e medicina regenerativa
(BOCIAGA et al., 2019). De maneira geral, as propriedades unicas dos hidrogéis,
incluindo sua biocompatibilidade e propriedades mecénicas ajustaveis, os tornam
adequados para a criagdo de ambientes favoraveis ao crescimento e proliferagcao
celular (CHAL; JIAO; YU, 2017). Ao encapsular células em hidrogéis, os pesquisadores
podem imitar a matriz extracelular encontrada em tecidos naturais, fornecendo nao
apenas um suporte, mas também um substrato nutritivo para as células aderirem,
migrarem e se diferenciarem (SONG; GERECHT, 2023). Isso permite o
desenvolvimento de tecidos e 6rgaos artificiais, bem como sistemas para entrega de
farmacos, com potenciais implicagbes terapéuticas para uma ampla gama de
condi¢cdes meédicas (MANSOUR et al., 2023).

Manter a esterilidade € uma etapa crucial durante o desenvolvimento de
hidrogéis para a incorporacao de células, a fim de garantir o sucesso e aplicacbes em
campos como a engenharia de tecidos (HAN et al., 2017). A esterilidade de hidrogéis
€ essencial para evitar a contaminagao que pode comprometer a viabilidade celular,
a proliferacao e os resultados pretendidos (S. A. BENTO et al., 2023). Pesquisadores
e profissionais empregam técnicas assépticas rigorosas durante a preparagao de
hidrogéis, encapsulamento celular e manuseio subsequente. Isso inclui realizar todas
as etapas em um ambiente limpo, utilizando materiais, reagentes e equipamentos
estéreis para minimizar o risco da introdugao de microrganismos nocivos (GALANTE
et al.,, 2016, 2018). Aléem disso, alguns biomateriais a base de hidrogéis tém
propriedades antimicrobianas inerentes, auxiliando na manutengdo de um ambiente
controlado e estéril propicio ao crescimento e funcionalidade das células
encapsuladas (KAPUSTA et al., 2023).

Outro aspecto muito importante a ser considerado € o transporte de hidrogéis
para incorporacao de células o qual apresenta varios desafios devido a sua natureza
sensivel. Hidrogéis sédo frequentemente frageis e podem ser faciimente deformados
ou danificados durante o transporte, afetando sua integridade estrutural e adequacgao

para aprisionamento celular (FUCHS; SHARIATI; MA, 2020). Manter uma temperatura
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constante é crucial para evitar alteragcdes nas propriedades do hidrogel, como estado
de reticulacdo ou caracteristicas mecanicas, que podem afetar o comportamento
celular (NIE et al., 2022). Além disso, prevenir a contaminagéo durante o transporte é
vital para garantir a esterilidade necessaria para uma cultura celular bem-sucedida
(JAYAKUMAR; JOSE; LEE, 2020). De modo geral, hidrogéis também podem ser
sensiveis a mudangas no pH, osmolaridade e exposi¢ao ao ar, complicando ainda
mais seu transporte (RIZWAN et al., 2017). Para enfrentar esses desafios,
embalagens especializadas, ambientes com temperatura controlada e procedimentos
de manuseio adequados sao necessarios para preservar as propriedades de um
hidrogel e consequentemente a viabilidade das células até a chegada ao seu destino
(SYKES, 2018).

N&o obstante, analisar a matriz de um hidrogel contendo células por meio de
seccoes de imagens histolégicas por microscopia de luz ou quanto a aspectos
ultraestruturais por microscopia eletrénica sao etapas cruciais, pois fornecem
informagdes sobre a distribuigdo celular, morfologia, interacdo com a matriz e
desenvolvimento do tecido (ALTAY et al., 2020). Essas abordagens ajudam a avaliar
a eficacia d e um hidrogel como ambiente citocompativel, revelando fatores que
influenciam o comportamento celular, proliferacdo e desafios potenciais, como
distribuicao desigual ou limitagbes relacionadas a difusao de nutrientes (MARRELLA
et al., 2019). As analises microscopicas seja de secgdes ou mesmo de fragmentos de
hidrogéis revelam informagdes uteis quanto a otimizacéo do design de um hidrogel
para melhorar a integracdo celular e oferecer resultados funcionais, tornando-as
ferramentas vitais no avango da engenharia de tecidos e aplicagdes em medicina
regenerativa (SHORT et al., 2017).

Paralelamente, a utilizacao de inteligéncia artificial (IA) para analisar imagens
e classifica-las € uma promessa de impacto em varios dominios (ARABI et al., 2021).
A analise de imagens com tecnologia de IA emprega algoritmos sofisticados para
extrair padrdes e recursos intrincados de imagens, permitindo classificar e diferenciar
objetos, estruturas ou caracteristicas nas imagens com precisao notavel (DURKEE et
al., 2021). Essa tecnologia encontra aplicacdes em areas como diagnostico meédico,
controle de qualidade e sistemas auténomos (ZHAO et al., 2021b). Um exemplo de
ferramenta que permite aos usuarios treinarem uma |IA a reconhecer padrées em
imagens é o "Teachable Machine", ferramenta desenvolvida pelo Creative Lab do

Google e disponivel gratuitamente. Esta ferramenta capacita os individuos a treinarem
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seus proprios modelos de IA sem amplo conhecimento de codificagao, permitindo que
a |A baseada em aprendizado de maquina diferencie objetos com base em exemplos
fornecidos pelo usuario, um processo que contribui para democratizar e popularizar
os recursos de |IA para uma gama mais ampla de usuarios (CARNEY et al., 2020;
YOGENDRA PRASAD et al., 2022).

O objetivo do estudo foi avaliar a esterilidade dos hidrogéis desenvolvidos em
seguida a sua produgéo, bem como apdés uma simulagao de transporte, avaliar as
propriedades micro- e nanomecanicas depois da incorporagao de células, caracterizar
os filamentos de hidrogéis morfologicamente por microscopia de luz e microscopia
eletrbnica de varredura, e avaliar se 0 uso da inteligéncia artificial € capaz de
diferenciar as imagens de secgdes histologicas dos filamentos antes e apds o

processo de estiramento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 TESTE DE EFICACIA DE CONSERVACAO

As combinagdes dos biopolimeros selecionadas e mostradas na Tabela 1lI-1
da secao 2.1, Capitulo Il, foram testadas quanto a potencial alcance de esterilidade
logo apds a producdo de hidrogéis com os biopolimeros tendo sido previamente
esterilizados, quanto apds uma simulagao de transporte urbano. O alginato de sodio
e a gelatina foram expostos por 10 minutos em luz ultravioleta em camara
esterilizadora SunBox (Due Laser, Brasil) e em seguida transferidos em placas Petri
de vidro para uma cabine de fluxo laminar horizontal Pa 200 (Pachane, Brasil).
Posteriormente, a solubilizagdo ocorreu como mostrado na segéo 2.2 do Capitulo Il,
com a adigao de penicilina (100 Unidades/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco,
EUA) na proporcado de 1% volume/volume. Os hidrogéis foram armazenados em
microtubos estéreis e identificados para serem armazenados tanto a temperatura
ambiente quanto a 4°C.

Apos 24 horas, iniciou-se a elaboracdo dos meios de cultivos utilizados para
os seguintes processos: 1) o meio de cultivo sélido Muller-Hinton Agar (Merck,
Alemanha) foi utilizado para simular favoravelmente o crescimento de bactérias; e 2)

o meio de cultivo sélido Sabouraud Agar, composto por dextrose (Kasvi, Italia),



108

peptona (Oxoid, Inglaterra) e Agar (Vetec, Brasil) foi utilizado para simular
favoravelmente o crescimento de fungos/leveduras. Apdés a pesagem dos
componentes em balanga semi-analitica (Quimis, Brasil), os meios de -cultivo
microbiolégico foram diluidos em agua ultrapura, dentro de Erlenmeyers, tampados
com algodao amarrado com uma gaze e barbante, e posteriormente acondicionados
em uma autoclave (Stermax, Brasil) para esterilizagdo. Também, foram preparados
meios de cultivo liquidos baseados nos mesmos elementos citados anteriormente,
mas na auséncia de agar.

Para o teste e validacdo da esterilidade do biomaterial, microplacas de 24
pocos (Kasvi, Italia) foram utilizadas. Apds o ciclo de autoclave, dentro de uma cabine
de fluxo laminar horizontal (Veco, Brasil), foi coletado 1 mL de cada meio contendo
agar e depositado em cada pogo da microplaca. A Figura IlI-2 ilustra as etapas deste
ensaio. Em seguida a solidificacao, utilizando uma ferramenta perfuradora, orificios
foram feitos para a deposi¢cao do hidrogel. Com o auxilio de uma haste metalica,
por¢cdes dos hidrogéis que foram mantidos a 4°C, como a temperatura ambiente,
foram depositados no centro de cada orificio (Fig. [lI-2A), nas respectivas colocagoes.
A microplaca contendo os hidrogéis adicionados em meio Muller-Hinton soélido, foi
acondicionada em uma incubadora bacterioldgica (Lucadema, Brasil) a 37°C por 48
horas. J& a microplaca contendo os hidrogéis em meio Sabouraud solido, foi
acondicionada em uma incubadora (Quimis, Brasil) a temperatura ambiente (~25°C)
por 7 dias.

Concomitantemente, os meios de cultivo Muller-Hinton e Sabouraud liquidos
foram colocados separadamente em microtubos de 1,5 mL. Com o auxilio de uma
haste metalica, por¢des dos hidrogeis foram colocadas dentro de cada microtubo,
distinguindo daqueles mantidos a temperatura ambiente, quanto a 4°C. Os microtubos
contendo hidrogéis em meio Muller-Hinton foram mantidos em incubadora shaker
(Lucadema, Brasil) a 37°C por 24 horas. Ja aqueles contendo hidrogéis em meio
Sabouraud foram mantidos em incubadora shaker a 28°C. Ap6s 24 horas, novos
meios contendo agar foram preparados e colocados nos pogos de novas microplacas
de 24 pocgos. Ao observar visualmente a completa desintegracdo das amostras,
utilizando uma micropipeta coletaram-se 5 yL do meio liquido e estes foram colocados
no centro de cada pogo das novas placas (Fig. 1lI-2B). A microplaca contendo os
hidrogéis em meio Muller Hinton sodlido, foi colocada em uma incubadora

bacteriologica (Lucadema, Brasil) a 37°C por 48 horas. Ja a microplaca contendo os
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hidrogéis em meio Sabouraud sodlido, foi acondicionada em incubadora (Quimis,
Brasil) a temperatura ambiente (~25°C) por 7 dias. Todas as amostras foram avaliadas
por inspecgéao visual e fotografadas, conforme as identificagdes mostradas na Fig. Ill-
2C.

Cc

" 4 - N\ 7 : : \\ F .\‘
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Pogo contendo Pogo contende meio Pogo contendo meio DMEM-6 || DMEM-8 DMEM- DMEM- DMEM- DMEM-
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Figura IlI-2. llustragdo do teste de esterilidade dos hidrogéis em meios de cultivo
microbioldgicos Muller-Hinton e Sabouraud. (A) Demonstracdo da perfuragdo do meio
solidificado e posterior preenchimento com hidrogel. (B) Demonstragao da deposigéao do meio
em que o hidrogel foi diluido e coletado em um pogo. (C) Identificagao da disposigdo em que
as amostras foram colocadas em cada po¢o da microplaca de 24 pogos.

2.2TESTE DE TRANSPORTE E EFICACIA DE CONSERVACAO

Os hidrogéis preparados na sec¢ao anterior foram mantidos tanto a
temperatura ambiente, quanto a 4°C por uma semana, vedados com filme plastico
(Parafilm, EUA). Os microtubos foram colocados dentro de sacos plasticos, fechados
e embalados em papel pardo. Em seguida foi realizado um teste para verificar se
durante um possivel transporte do material, a condicdo de esterilidade seria
preservada. Dessa forma, os hidrogéis foram acondicionados dentro de um recipiente
de transporte e transladados durante dez dias. Durante este intervalo de tempo, os
materiais foram mantidos nas condigdes iniciais. Apds esse periodo, os microtubos
contendo os hidrogéis foram abertos em cabine de fluxo laminar (Veco, Brasil) e
realizado o teste de esterilidade conforme o item 2.1, deste capitulo.

2.3MICROSCOPIA DE LUZ E HISTOLOGIA DOS FILAMENTOS DE HIDROGEIS
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Os filamentos produzidos utilizando hidrogéis a base das combinagdes dos
biopolimeros selecionados e mostrados na Tabela Il-1 da seg¢ao 2.1, Capitulo I, foram
processados para avaliagcdo em microscopia de luz. Para tal, utilizou-se filamentos
extrusados antes e apds serem esticados até suas rupturas, pela extensora
eletromecanica (se¢ao 2.4 do Capitulo ). Sendo assim, os biomateriais analisados se
dividiam em dois grupos: Filamentos nao esticados (F) e Filamentos Esticados (FE).
Em tubos tipo Falcon de 15 mL, foram colocados fragmentos de aproximadamente 1
cm de comprimento de cada filamento separadamente e identificados. Para iniciar o
processamento, os biomateriais foram colocados em solugao fixadora denominada
por Metil-Carnoy, a qual € composta por 60% de metanol (J.T. Backer, EUA), 30% de
cloroféormio (CRQ, Brasil) e 10% de acido acético (Merck, Alemanha), por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds retirar o fixador, as amostras foram submetidas a etapas
sucessivas de concentracbes decrescentes de etanol 100%, 90%, 80% em um
intervalo de 40 minutos entra cada banho, e mantidos em etanol 70% overnight a 4°C.
Ap0ds este periodo, as amostras foram submetidas a etapas de desidratacao utilizando
concentragdes crescentes de etanol 80%, 90% e 100% (2%), em um intervalo de 40
minutos entre cada banho. Posteriormente, ocorreu o processo de diafanizagao, na
qual as amostras foram mantidas em solugées de etanol/xileno na proporgao de 1:1,
em seguida em xileno 1 e posteriormente em xileno 2, sendo que também se manteve
o periodo de 40 min em cada banho. Para o emblocamento dos filamentos, foi
realizada a infiltragcdo com Paraplast (Sigma Life Science, Suiga) por meio de dois
banhos de 1 hora cada (Paraplast 1 e Paraplast 2). Apos a infiltragéo, o material foi
incluido em blocos de Paraplast, aguardada a solidificacdo e armazenados a
temperatura ambiente.

Utilizando o equipamento Vibratome 3000 plus (The Vibratome Company,
EUA), os blocos foram seccionados em espessuras de aproximadamente 5 ym, e as
seccgdes foram depositadas em laminas de vidro, separando os cortes longitudinais e
transversais, colocadas em uma chapa aquecida a aproximadamente 40°C para iniciar
o processo de secamento do material e levadas posteriormente para uma estufa a
40°C overnight. As laminas foram submetidas a um processo de coloracdo com
hematoxilina e eosina (H&E). As analises das sec¢cbes micrométricas dos filamentos
foram realizadas em microscopio de luz (Nikon, Jap&o) acoplado com camera digital
(Digilab, Brasil) e documentadas digitalmente utilizando o software ImageView versao
3.7.



111

2.4PRODUGAO E AVALIACAO MECANICA DOS FILAMENTOS DO HIDROGEL
OBTIDO PELA COMBINAGAO DMEM-10 ASSOCIADO A CELULAS OSCC-3

Para a investigacdo da influéncia de células adicionadas a hidrogéis
biopoliméricos sobre o comportamento micro- e nanomecanico, filamentos
celularizados com OSCC-3 (linhagem de cancer escamoso oral humano) foram
produzidos. Estas células foram doadas gentilmente pela professora e pesquisadora
da Universidade de Brasilia, Dra. Andréa Barretto Motoyama, mantidas em garrafa de
cultura com meio DMEM. A combinagao escolhida para este experimento foi DMEM-
10. O hidrogel foi produzido seguindo os mesmos procedimentos descritos na segao
2.2 do Capitulo I. Devido a problemas técnicos da incubadora de COz2, as células néo
se mantiveram viaveis por longos periodos, porém seguimos com processo. Apos a
finalizagdo da produgéo do hidrogel, cerca de 3,0 x 10* células foram adicionadas e
incorporadas por agitagdo magnética para homogeneizagdo completa.
Posteriormente, os filamentos foram feitos seguindo os procedimentos da se¢ao 2.3
do Capitulo Il e estirados seguindo a secao 2.4 do Capitulo |. Para a avaliagao micro-
e nanomecanica foram realizados os experimentos seguindo as se¢des 2.5 e 2.6 do

Capitulo I.

2.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DOS FILAMENTOS

Os filamentos com e sem a incorporacao de células que foram produzidos na
secao 2.4 deste Capitulo Il foram caracterizados morfologicamente por MEV. Destes
biomateriais foram realizados dois cortes, longitudinal (1 cm) e transversal (2 mm),
com o auxilio de um bisturi, em fragmentos para uma melhor visualizagao interna dos
biomateriais. Posteriormente, os fragmentos foram separados em tubos tipo Falcon
de 15 mL, fixados com a solu¢do de Karnovsky em cada tubo e armazenados a 4°C
overnight. Em seguida, o fixador foi retirado e lavados duas vezes com o tampao
cacodilato de sédio 0,1 M. Ao retirar o tampéao, as amostras foram pos-fixadas com
tetroxido de 6smio (OsOa4) durante 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram
lavadas 2 vezes com agua destilada. A partir disso, foram realizadas etapas
sucessivas de desidratacdo em concentragdes crescentes de acetona [50, 70, 90 e
100% (2x)] por 10 minutos em cada etapa. Subsequentemente, os fragmentos

passaram por processo de secagem ao ponto critico utilizando uma camara com gas
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carbdnico (CO2). Apds a secagem, foram montados sobre fita de carbono em porta-
amostras (stubs), e posteriormente foram metalizados com uma fina camada de ouro.
Em seguida, os fragmentos foram analisados em microscépio eletrénico de varredura
(JEOL Ltd, Japdo) operado a 15 kV. As imagens foram adquiridas com uma camera
digital integrada ao microscopio com magnificacbes de 500, 1000, 2500 e 5000 mil
vezes. Cada amostra analisada foi observada em quatro posi¢des diferentes conforme

representagcdes esquematicas mostradas na Figura IlI-3.

1

Corte Corte Extremidade do Superficie
longitudinal transversal corte transversal externa

Figura IlI-3. Representa¢des esquematicas das posigdes de cada parte dos filamentos com
e sem células analisadas por MEV. Os cortes longitudinal e transversal representam as
estruturacdes internas, ja a extremidade e superficie representam por¢gdes mais externas dos
filamentos. O circulo vermelho e as linhas verdes indicam a posigao e localizagédo das
amostras onde ocorreu a captura das imagens.

2.6 UTILIZACAO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL COMO ESTRATEGIA PARA
CLASSIFICACAO E VALIDACAO DE IMAGENS DE BIOMATERIAIS

As imagens por microscopia de luz das secgdes obtidas no ensaio anterior
foram submetidas a teste de aprendizado de maquina seguido de predicao utilizando
a ferramenta de |A Teachable Machine. A Figura llI-4 detalha as partes das quais se
compdem a ferramenta utilizada. Essencialmente, a linguagem de aprendizado de
maquina se baseia na utilizacdo de classes, em que o fornecimento de imagens
(“entradas”) e suas respectivas identificagdes sdo necessarias para o reconhecimento.
Posteriormente, pelo proprio algoritmo, ocorre o treinamento onde sdo aprendidos os
parametros que relacionaram as imagens as classes. Em seguida, o modelo preditivo
esta pronto para ser utilizado em validagdo de novas imagens que nao foram
submetidas a treinamento prévio, mas que podem ou nao ser associadas a alguma

das classes treinadas. A partir disso, as imagens testadas serdo identificadas e
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classificadas em porcentagem de confianga (certeza), perante as classificagdes
(classes) nas quais a IA foi treinada (Fig. 111-4A).

Para o treinamento mostrado na Fig. IlI-4B, as classes foram identificadas
como “F” (filamentos ndo estirados) e “FE” (filamentos estirados). A alimentacéo de
cada classe ocorreu com a adicdo de 250 imagens distintas (capturadas com as
objetivas de 4x e 10x do microscopio) para cada classe. Posteriormente ao
treinamento, 47 imagens, que n&o foram utilizadas na constru¢cdo deste banco de
imagens treinadas, foram testadas para a predi¢do. A hipotese avaliada foi a de que
a |A poderia identificar e classificar as imagens em dois grupos, baseando-se nas
morfologias dos filamentos estirados e nao-estirados.

Para o treinamento mostrado na Fig. IlI-4C, as classes foram identificadas
como DMEM-6, DMEM-8, DMEM-10, DMEM-11, DMEM-12, DMEM-14 e DMEM-15.
A fim de dificultar e identificar a potencial “sensibilidade” da predicéo, as sete classes
foram alimentadas com aproximadamente 70 imagens (filamentos estirados e nao-
estirados) para cada uma. Posteriormente ao treinamento, 49 imagens, que nao foram
utilizadas na construgado deste banco de imagens treinadas, foram testadas para a
predicdo. A hipotese avaliada foi a de que a |IA poderia identificar e classificar as
imagens baseando nos sete grupos distintos, e identificando a qual deles se
assemelha mais, embasada nas morfologias.

Durante a predigao da IA, foi marcado que o limiar padrao de identificacdo das
imagens seria acima de 50%, valendo-se o seu reconhecimento. Apds a realizagao
de todas as previsdes, os valores dados foram construidos em uma matriz de
confusdo, mostrada na Figura llI-5, a qual é calculada pela funcido de pesquisa
classificagao e nela é exibida a distribuicdo dos registros em termos de suas classes
atuais e de suas classes previstas. Para tal, indica a qualidade do modelo
desenvolvido. Essa matriz foi desenvolvida utilizando a plataforma ChatGPT e a

programacao realizada em Python.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando Analise de Variancia

(ANOVA) com o teste de Tukey para comparar as médias e determinar a significancia

estatistica entre as caracteristicas dos hidrogéis e filamentos produzidos em triplicata.
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Diferencas entre as médias foram consideradas estatisticamente significativas quando
p < 0.05. O software PAST 3 foi utilizado para a analise (HAMMER, O. et al., 2001).

Classe 01

Treinamento Predigao

Classe 02

Treinamento Predigao

DMEM-11 Treinamento Predi¢ao
DMEM-12

DMEM-14
DMEM-15

Figura lll-4. Representagdo esquematica da ferramenta Teachable Machine utilizada como
inteligéncia artificial baseada em aprendizado de maquina para a predi¢ao das classificacoes
de imagens de filamentos. A) Estrutura inicial do modelo mostrando as posi¢cdes cada
estrutura e sua determinada fungao. B) Codificagao utilizada para o teste de aprendizado e
predicdo das imagens de secgdes dos filamentos estirados e nao-estirados. C) Codificagcao
utilizada para o teste de aprendizado e predi¢do das imagens de secgbes para os sete grupos
diferentes de filamentos de hidrogéis produzidos.

Valor Predito

Verdadeiro Positivo Falso Negativo
(VP) (FN)

Falso Positivo Verdadeiro Negativo
(FP) (VN)

Figura llI-5. llustracao da matriz de confusao, na qual as predi¢des foram inseridas e gerada
a confiabilidade do aprendizado da IA.

Sim
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISE DE EFICACIA DE CONSERVACAO

Os ensaios de eficacia de conservagao dos hidrogéis mostraram que, durante
o periodo de dois e sete dias de incubacgao apoés a fabricagao dos hidrogéis (Figura
[11-6), bem como depois do teste de transporte (Figura Ill-7), ndo houve o crescimento
microrganismos. Isto indicou que todo o preparo dos hidrogéis, seguindo 0 maximo de
cuidado, resultou na esterilidade de todos os biomateriais desenvolvidos. Esta € uma
das principais preocupag¢des na biofabricacdo, justamente pelo fato de que os
biopolimeros utilizados como componentes para a composi¢do dos hidrogéis
naturalmente ndo serem estéreis. Isso causa uma questionamentos atuais sobre qual
o melhor procedimento a se realizar para garantir que estes biomateriais estejam
aptos a produgao de biotintas.

Bento et al. (2023), comentam que a esterilidade de hidrogéis € essencial para
evitar a contaminagao. Além disso, a ocorréncia eventual de contaminacdo pode
comprometer a viabilidade, a proliferacdo celular e os resultados pretendidos.
Hidrogéis que foram esterilizados como estes apresentados neste estudo oferecem
uma vantagem valiosa para experimentos de laboratério devido a sua
biocompatibilidade e natureza estéril, atributos ja indicados como desejaveis por
outros autores (GEORGE et al., 2022). Ademais, as redes tridimensionais de
polimeros hidrofilicos possuem um elevado teor de agua semelhante aos tecidos
biolégicos, o que tende ao favorecimento do crescimento de microrganismos (VIRYCH
et al., 2021), requerendo sempre medidas que previnam essa ocorréncia.

A esterilizac&do garante a remocao de potenciais contaminantes, minimizando
o risco de interagdes nao intencionais e mantendo condi¢gdes assépticas cruciais para
resultados experimentais confiaveis (STOPPEL et al., 2021; TAO et al., 2021). Assim,
os hidrogéis desenvolvidos e estéreis assumem como possibilidades para
incorporagao de células e se tornarem insumos de biotintas. Como exposto, além das
caracteristicas apresentadas, por ter como base o meio de cultivo DMEM, a condi¢ao

para comportar células se possibilita para futuros ensaios.
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A Hidrlogel Hidrogel dilulido em meio

Figura lll-6. Ensaio de eficacia de conservagdo o preparo dos hidrogéis. A) Hidrogéis
colocados em meio de cultivo Sabouraud e avaliados durante o periodo de 7 dias para
averiguar o crescimento preferencial de fungos e leveduras. B) Hidrogéis colocados em meio
Mueller-Hinton e avaliados durante o periodo de 2 dias para averiguar o crescimento
preferencial de bactérias. Nao houve formacgao de indicadores de crescimento (ex: colbnias)
caracteristicos de microrganismos.



117

A Hidrlogel Hidrogel dilulido em meio

Figura lll-7. Ensaio de eficacia de conservacgao apods a simulacao de transporte. A) Hidrogéis
colocados em meio de cultivo Sabouraud e avaliados durante o periodo de 7 dias para
averiguar o crescimento preferencial de fungos e leveduras. B) Hidrogéis colocados em meio
Mueller-Hinton e avaliados durante o periodo de 2 dias para averiguar o crescimento
preferencial de bactérias. Nao houve formacgao de indicadores de crescimento (ex: colbnias)
caracteristicos de microrganismos.

3.2ANALISE DAS SECCOES OBTIDAS DE CADA FILAMENTO POR
MICROSCOPIA DE LUZ

Durante o processamento para a obtengdo das secgdes histoldgicas,

percebeu-se alguns desafios com o equipamento Vibratome nos materiais



118

emblocados. Entretanto, os cortes se mantiveram homogéneos e mostrando diversas
areas de partes longitudinais e transversais. As imagens representativas mostradas a
seqguir (Figuras IlI-8 a 1lI-14) sao referentes aos resultados das coloragdes com
hematoxilina e eosina das amostras dos filamentos estirados e nao-estirados.
Inicialmente, foi notavel perceber que a variagdo na proporgao dos biopolimeros que
compdem diferentes hidrogeéis influenciaram na coloragdo de cada material. Os
corantes utilizados possuem cargas distintas, sendo que a hematoxilina é carregada
positivamente, corando alginato (BARCELO et al., 2022; JIN HO LEE et al., 1997) e a
eosina é carregada negativamente, corando principalmente proteinas como a gelatina
(WANG et al., 2018). Infere-se que isso seja o fator responsavel pela variacdo de
coloragéo das imagens conforme obtidas.

Comparando as imagens é possivel observar a presenga de algumas
estruturas que se repetem em todas as amostras. Por exemplo, ha a presenga de
varios poros com diferentes tamanhos, visualizados principalmente na objetiva de
10x. Além destes, pode-se observar a malha biopolimérica que fica diferente quando
comparamos os filamentos estirados com os né&o-estirados. Para esses tipos de
biomateriais, principalmente a base de alginato, a presenga de poros é bastante
comum como foi observado por Carvalho, B. S. (2019), mas também associados a
outros polimeros como gelatina (SERAFIN et al., 2023; VINCENT, 2022), PEG
((MARY; SWAMIAPPAN, 2016) e quitosana (LI et al., 2021). A estrutura de malha
observada fornece um ambiente possivelmente biocompativel principalmente para
crescimento e proliferagcdo celular. Ademais, a combinagdo com gelatina pode
modular as propriedades do hidrogel como resisténcia mecénica e taxas de
degradacgao (WANG et al., 2021). Outro fator que pode estar contribuindo diretamente
no comportamento dessas malhas é a concentragdo do agente reticulante utilizado
em cada combinacgdo. Portanto, valores mais altos de ions calcio podem produzir
efeitos distintos na rede de hidrogel resultante como previamente mostrado por outros
autores (GIZ et al., 2020). Essas concentracbes elevadas de ions calcio podem
acelerar a reticulagao, afetando o tempo de manipulagao e potencialmente alterando
as propriedades mecanicas de maneira intrinseca (EBIHARA; ACHARYA; TONG,
2022). No entanto, esta rede mais densa também pode levar a uma capacidade de
expansao reduzida e caracteristicas de difusdo alteradas como ja ocorreu em outros
estudos (NORAHAN et al., 2023).
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Figura IlI-8. Imagens obtidas por microscopia de luz de secgdes histolégicas dos filamentos
produzidos com a combinagdo DMEM-6. A e B) Cortes longitudinais dos filamentos nao-
estirados (objetivas de 4x e 10x); C e D) Cortes transversais dos filamentos nao-estirados
(objetivas de 4x e 10x). E e F) Cortes longitudinais dos filamentos estirados (objetivas de 4x
e 10x); G e H) Cortes transversais dos filamentos estirados (objetivas de 4% e 10x). Trago no
canto inferior direito para A/C/E/F = 200 pym. Trago no canto inferior direito para B/D/F/G = 100

pm.
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Figura IlI-9. Imagens obtidas por microscopia de luz de sec¢des histologicas dos filamentos
produzidos com a combinagcdo DMEM-8. A e B) Cortes longitudinais dos filamentos nao-
estirados (objetivas de 4% e 10x); C e D) Cortes transversais dos filamentos nao-estirados
(objetivas de 4% e 10x). E e F) Cortes longitudinais dos filamentos estirados (objetivas de 4%
e 10x); G e H) Cortes transversais dos filamentos estirados (objetivas de 4x e 10%). Trago no
canto inferior direito para A/C/E/F = 200 uym. Trago no canto inferior direito para B/D/F/G = 100
pm.
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Figura lll-10. Imagens obtidas por microscopia de luz de secc¢bes histologicas dos filamentos
produzidos com a combinacao DMEM-10. A e B) Cortes longitudinais dos filamentos nao-
estirados (objetivas de 4x e 10x); C e D) Cortes transversais dos filamentos nao-estirados
(objetivas de 4x e 10x). E e F) Cortes longitudinais dos filamentos estirados (objetivas de 4%
e 10x); G e H) Cortes transversais dos filamentos estirados (objetivas de 4% e 10x). Trago no
canto inferior direito para A/C/E/F = 200 uym. Trago no canto inferior direito para B/D/F/G = 100
pm.
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Figura lllI-11. Imagens obtidas por microscopia de luz de secg¢des histologicas dos filamentos
produzidos com a combinagdo DMEM-11. A e B) Cortes longitudinais dos filamentos nao-
estirados (objetivas de 4% e 10x); C e D) Cortes transversais dos filamentos nao-estirados
(objetivas de 4x e 10x). E e F) Cortes longitudinais dos filamentos estirados (objetivas de 4x
e 10x); G e H) Cortes transversais dos filamentos estirados (objetivas de 4x e 10%). Trago no
canto inferior direito para A/C/E/F = 200 uym. Trago no canto inferior direito para B/D/F/G = 100
pm.
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Figura lll-12: Imagens obtidas por microscopia de luz de sec¢des histolégicas dos filamentos
produzidos com a combinagdo DMEM-12. A e B) Cortes longitudinais dos filamentos nao-
estirados (objetivas de 4x e 10x); C e D) Cortes transversais dos filamentos nao-estirados
(objetivas de 4% e 10x%). E e F) Cortes longitudinais dos filamentos estirados (objetivas de 4x
e 10x); G e H) Cortes transversais dos filamentos estirados (objetivas de 4x e 10%). Trago no
canto inferior direito para A/C/E/F = 200 uym. Trago no canto inferior direito para B/D/F/G = 100
pm.
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Figura lll-13: Imagens obtidas por microscopia de luz de secgdes histolégicas dos filamentos
produzidos com a combinacao DMEM-14. A e B) Cortes longitudinais dos filamentos nao-
estirados (objetivas de 4% e 10x); C e D) Cortes transversais dos filamentos nao-estirados
(objetivas de 4x e 10x). E e F) Cortes longitudinais dos filamentos estirados (objetivas de 4x
e 10x); G e H) Cortes transversais dos filamentos estirados (objetivas de 4% e 10x). Trago no
canto inferior direito para A/C/E/F = 200 uym. Trago no canto inferior direito para B/D/F/G = 100
pm.
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Figura lll-14: Imagens obtidas por microscopia de luz de secgdes histolégicas dos filamentos
produzidos com a combinacao DMEM-15. A e B) Cortes longitudinais dos filamentos nao-
estirados (objetivas de 4x e 10x); C e D) Cortes transversais dos filamentos nao-estirados
(objetivas de 4x e 10x). E e F) Cortes longitudinais dos filamentos estirados (objetivas de 4x
e 10x); G e H) Cortes transversais dos filamentos estirados (objetivas de 4% e 10x). Trago no
canto inferior direito para A/C/E/F = 200 pym. Trago no canto inferior direito para B/D/F/G = 100
pm.
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Apesar da variagao nos tamanhos dos poros e das malhas biopoliméricas
existirem de maneiras distintas nas combinacdes, isso evidencia que estes quando
aplicados como biotintas podem atuar distintamente na difusdo de nutrientes e gases

para as células, quando forem incorporadas.

3.3ANALISE DA RESISTENCIA A TRACAO SUPORTADA POR FILAMENTOS
PRODUZIDOS COM CELULAS OSCC-3 UTILIZANDO AGULHAS COM
DIFERENTES CALIBRES

Durante os ensaios para avaliar a tragdo mecanica suportada por filamentos
de hidrogel incorporados com células, especulou-se a possibilidade de fragilizacdo da
matriz polimérica pela celularizagdo. A Figura 1lI-15 apresenta os valores coletados
apos a tensao eletromecanica aplicada a cada filamento durante o teste. Na Figura llI-
15A sao apresentados os valores de forca em carga (N), enquanto a Figura IlI-15B
mostra os valores do pico de tensao (Pa) correspondentes a tensdo maxima suportada
antes da ruptura. A Figura 1lI-15C representa os valores de tensdo na ruptura (%),
indicando o alongamento do material quando esticado. Além disso, a Figura IlI-15D
exibe os valores de modulo (ksi), representando a tensdo ou pressao resultante de
uma forca de quilolibra por polegada quadrada.

Os filamentos produzidos com agulhas de calibres 14 e 15Ga foram capazes
de suportar maior tragdo, comparado as outras agulhas. Isso era esperado visto que
a medida que a resisténcia mecanica é inversamente proporcional ao didmetro da
agulha, conforme discutido anteriormente. Comparativamente aos dados mecanicos
apresentados no capitulo anterior, a incorporacdo de células diminuiu a carga
suportada em todos os filamentos. Segundo a literatura, quando células sao
incorporadas em hidrogéis, as interagdes entre elas e a matriz polimérica podem
enfraquecer as ligagdes entre os componentes do hidrogel, resultando em uma
estrutura menos coesa (LI et al., 2018). Isso pode reduzir a resisténcia mecénica do
material, tornando os filamentos mais propensos a deformagoes e rupturas (MARTIN;
YOUSSEF, 2018).
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Figura IlI-15. Avaliagdo dos filamentos biopoliméricos produzidos com hidrogel DMEM-10
celularizado com OSCC-3. (A) Forga maxima; (B) Pico de tensao; (C) Tensao na ruptura; (D)
Médulo. Analise estatistica (p < 0,05): a = diferenga estatistica para 18Ga, 20Ga e 21Ga; b =
diferenca estatistica para todas as agulhas; ¢ = diferenca estatistica para 14Ga, 20Ga e 21Ga.

Na Figura llI-15B, os valores para o pico de tensédo se encontraram de maneira
crescente, ou seja, diretamente proporcional ao calibre das agulhas. Comparado ao
capitulo anterior, essa propriedade se mantém, porém, com valores mais baixos. Isso
pode estar relacionado as mudancgas na estrutura interna do hidrogel e a forma como
as células estao distribuidas em seu interior. Quando agulhas de maior calibre séo
utilizadas, isso pode resultar em uma menor compressao e compactacao das células
no interior do hidrogel, levando a uma menor densidade celular em um espago maior,
e o contrario também é valido, ou seja, agulhas de menores calibres podem geram
uma maior compressao e compactagao celular em um espago menor, influenciando
resisténcia mecanica local do hidrogel (VOLPI et al., 2022).

Com relacdo a proporcao de extensao dos filamentos, houve uma similaridade
dos resultados aqui obtidos comparados aqueles do capitulo anterior. Ademais, os
filamentos confeccionados utilizando as duas agulhas de menor calibre, ndo se
expandiram tanto quanto os outros no mesmo experimento. Ja na Figura IllI-15D, os

dados do mddulo de elasticidade mostraram tendéncias similares quando comparados
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ao pico de tensdo, indicando novamente que os filamentos produzidos com uma
agulha de calibre 21Ga exibem menor rigidez em comparagdo aos outros, e isso
influencia seu alongamento durante o teste. O mddulo, expressa a relagéo entre a
tensao aplicada e a deformacéo resultante dentro da regido elastica do material. Para
tal, quanto maior o valor de moédulo em ksi, mais rigido e resistente a deformacéao
elastica € o biomaterial, o que indica a sua capacidade de retornar a forma original
apos a aplicagao de forgcas (CHEN et al., 2021).

A Figura 1llI-16 apresenta as curvas de deformagéo obtidas apds o processo
de estiramento dos filamentos celularizados até o momento de suas rupturas. Nelas é
possivel observar que filamentos produzidos utilizando as agulhas de maior calibre
(14 e 15Ga) suportaram uma maior tragao (resultados de forga), corroborando com os
dados da Figura IllI-15. Aqueles filamentos produzidos com agulhas de menor
diametro apresentaram deformacbes consideraveis, comparados aos de melhores

desempenhos mecanicos.
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Figura lll-16. Curvas de deformacao dos filamentos de hidrogel DMEM-10 celularizados com
OSCC-3, até o rompimento provocado em extensora eletromecanica. A deformacao dos
filamentos ocorre devido a aplicacao de uma tensao vertical sobre cada amostra, resultando
na forca maxima suportada por cada uma até seu rompimento, resultando na queda abrupta
nas curvas do grafico.
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Assim, observou-se que a celularizagdo dos hidrogéis interfere apenas
parcialmente nas propriedades de resisténcia a tragdo eletromecanica de cada
filamento estirado, tornando-se um biomaterial promissor como biotinta aplicavel a
engenharia de tecidos e a bioeletrénica. Essas estruturas podem ser incorporadas em
dispositivos biomédicos e biossensores, onde a capacidade de resistir a forgas
mecanicas é crucial para a funcionalidade a longo prazo. Além disso, essas biotintas
também tém potencial em areas como a medicina regenerativa, permitindo a criagéo
de implantes personalizados que possam se integrar de forma eficaz com os tecidos

do corpo, resistindo ao estresse mecanico.

3.4CARACTERIZACAO DA TOPOGRAFIA E PROPRIEDADES DE RUGOSIDADE
DOS HIDROGEIS CELULARIZADOS POR MFA

O hidrogel DMEM-10 celularizado foi caracterizado topograficamente e
avaliado quanto as suas propriedades de rugosidade por microscopia de forga
atdbmica. A Figura IlI-17 apresenta as imagens em 2D (I1I-17A) e 3D (llI-17B) obtidas,
ilustrando as variagdes na topografia da amostra. O hidrogel exibiu altura maxima
acima de 400 nm, apresentando semelhanca com o hidrogel sem celularizagao e
caracterizado no Capitulo I. Na Fig. IlI-17C apresenta-se a caracterizagao quantitativa
dos parametros de rugosidade de superficie do hidrogel. Ra e Rq indicam que existe
uma regularidade da altura na amostra em nanoescala (lisa), justamente por
apresentar valores mais baixos do que 50 nm. Rz revelou que a altura maxima em
média é de 500 nm. Por outro lado, os parametros Rzjis e Rp apresentaram
comportamento semelhante, exibindo os valores em média proximos a 300 nm. Por
ultimo, o parametro Rv demonstrou que o hidrogel possui profundidade média
equivalente a 200 nm. Em suma, comparando os dados obtidos com a se¢do 3.2 do
Capitulo |, a celularizagdo do hidrogel ndo variou expressivamente as propriedades
topograficas e de nanorrugosidade de superficie.

Essencialmente, as células frequentemente nao alteram significativamente as
propriedades da superficie de hidrogéis devido a sua dimensdo microscopica em
comparag¢ao com a escala macroscopica do hidrogel. As propriedades da superficie,
como rugosidade e textura, sao determinadas principalmente pela estrutura molecular
e pela organizagao do material do hidrogel em si, enquanto as células ocupam apenas
uma pequena fragédo da superficie total (JOSHI; HOMBURG; EHRMANN, 2022). Além
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disso, a estrutura intrinseca das células ndo costuma afetar diretamente as
propriedades superficiais do hidrogel (WHITEHEAD; KIRKLAND; ENGLER, 2021). A
rugosidade, por sua vez, geralmente se forma em escalas muito menores do que as
células individuais, portanto, as caracteristicas microscépicas das células tendem a
nao interferir nas propriedades de rugosidade. No entanto, é importante considerar a
interacao entre as células e o hidrogel, uma vez que as propriedades mecanicas e
bioldgicas do hidrogel podem afetar a ades&o e o comportamento das células sobre a
superficie (LE et al., 2016).
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Parametros de rugosidade

Figura IlI-17. Analise topografica obtida por MFA e parametros de nanorrugosidade de
superficie do hidrogel DMEM-10 contendo células OSCC-3. A-B) Topografia de superficies
2D e 3D. C) Parametros de nanorrugosidade do hidrogel obtidos utilizando MFA em modo
dindmico. Os parametros incluem a rugosidade média aritmética (Ra), altura maxima (Rz),
altura de dez pontos do perfil de rugosidade (Rzjis), rugosidade quadratica média (Rq), altura
maxima do pico do perfil (Rp) e profundidade maxima do vale do perfil (Rv).
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A celularizagao nao afetou intrinsecamente os valores dos parametros obtidos
sobre a topografia da superficie do hidrogel, assim como para os valores de
rugosidade, comparados aos observados anteriormente. Isso demonstra que ha uma
estabilidade estrutural e a possibilidade de criar ambientes biomiméticos propicios

para interagdes celulares controladas.

3.5ANALISE DAS CURVAS DE FORCA-DISTANCIA E PROPRIEDADES MICRO- E
NANOMECANICAS DE HIDROGEL CELULARIZADO

Ao investigar as propriedades micro- e nanomecanicas do hidrogel DMEM-10
celularizado foram obtidos os dados apresentados na Figura IlI-18 a partir da analise
das curvas de forga-distancia. A Figura IlI-18A mostra a forca maxima de tragéao,
indicando o valor com média de aproximadamente 95,23 nN. A Figura 1lI-18B
apresenta o toque de encaixe, com valor em média de 0,60 nN. A Figura 1lI-18C
mostra a forca de separagao da ponteira com a amostra, com valor em média de 9,47
nN. A Figura IlI-18D representa a separagdo do desprendimento mostrando valor
meédio em 26,43 10 nN. A Figura IllI-18E apresenta o mddulo de Young, indicando valor
médio de 1,24 x 10° Pa. Por fim, a Figura IlI-18F mostra a energia dissipada, em que
exibiu o valor médio de 3,10 x 10-15 J.

Aqui, a investigagao mostrou que de forma comparativa ao exposto na segao
3.3 do Capitulo |, que a celularizagdo do hidrogel modulou algumas propriedades
mecanicas. Os valores de encaixe e separacao da ponteira com a amostra, o médulo
de Young e a energia dissipada foram as mais diferenciadas, sendo todos os valores
maiores quando comparados aos do hidrogel descelularizado. A adigao de células em
hidrogéis tende a modular algumas propriedades mecénicas, e os valores de
identacdo de aproximacao e separacao podem ter sido afetados devido a interacao
mecanica entre as células e o hidrogel, alterando a resisténcia e a elasticidade do
sistema, refletindo-se nos padrdes de deformacdo observados durante o teste. A
modulagdo do moédulo de Young ocorreu devido a influéncia das propriedades
mecanicas das células e suas interagdes com o hidrogel, como demonstrado por
Bachmann et al.,, (2020). Adicionalmente, as diferencas no valores da energia
dissipada também podem ser respondidas pela interagdo das células e o hidrogel,
resultando em diferentes padrbes de absorgao e dissipacdo de energia durante as
medi¢des de indentagédo (CHEN et al., 2023).
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Figura 11I-18. Analise de medi¢des de forga refletindo propriedades mecéanicas do hidrogel
DMEM-10 celularizado usando nanoindentacao. (A) Forgca de tragdo maxima, (B) Forga de
encaixe, (C) Forca de desprendimento, (D) Separagdo de desprendimento, (E) Modulo de
Young e (F) Energia dissipada.

Assim como explicado no Capitulo I, ha um numero limitado de testes de
curvas de forga-distancia e resisténcia de hidrogéis na literatura para fins de
comparagcao com o trabalho desenvolvido. No entanto, a presente investigagao
revelou que a superficie do hidrogel celularizado apresentou propriedades estruturais
semelhantes ao hidrogel sem células, incluindo rigidez variavel, ades&o, elasticidade
e dissipacdo de energia. Essas caracteristicas foram determinadas por meio de
medidas de curvas de forga-distdncia ajustadas com a equacdo de Hertz,
principalmente para avaliar o modulo de elasticidade de cada material, estratégia ja
utilizada anteriormente por outros autores e em outros tipos de materiais (BARBOSA,;

SILVA, 2013). O presente estudo se focou em medir o comportamento da rigidez
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superficial das amostras, calculando a forga de carga maxima aplicada durante a
etapa de indentagdo em uma avaliagao da curva de forga-distancia.

A analise da curva de forga-distéancia, mostrada na Figura 1ll-19, forneceu
informagdes sobre as propriedades mecanicas do hidrogel analisado. Ao comparar
com o discutido no Capitulo |, a celularizagao proporcionou um aumento das forgas
atrativas e repulsivas entre a ponteira e a superficie, modulando os valores sobre a
adesao e as propriedades elasticas da amostra. Tanto a curva de aproximacéo,
quanto a de separacdo se encontraram mais distantes, isso mostra influéncia das
células para com o hidrogel.

Como indicado, a incorporacao de células em hidrogéis de alginato e gelatina
pode ter impactos nas curvas de forgca-distancia adquiridas por MFA devido as
complexas interagdes entre as células, o hidrogel e a ponteira (sonda). As células
podem influenciar as propriedades mecanicas locais do hidrogel, alterando as
respostas de deformacao, adesao e elasticidade durante a aproximacao da ponteira,
resultando em padrbes distintos nas curvas de forga de aproximagcdao quando
comparada a hidrogel sem células (NORMAN et al., 2021). Durante a retracdo da
ponteira, as células podem desempenhar um papel na energia dissipada,
influenciando a separacdo e possivelmente revelando propriedades de aderéncia
celular (ZEMLA et al., 2020). Assim, a natureza das células, sua adesao a matriz de
hidrogel e suas caracteristicas mecanicas relacionam-se de maneira complexa para
moldar as curvas de forga-distancia obtidas, fornecendo informacdes valiosas sobre

as interacdes célula-biomaterial e as propriedades mecanicas globais.
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Figura llI-19. Curvas de forga-distancia (aproximacgao e retragéo) e saltos de forga (insergao)
para o hidrogel DMEM-10 celularizado com OSCC-3.

3.6 CARACTERIZACAO DE MICROESTRUTURAS DOS FILAMENTOS COM E
SEM CELULAS OSCC-3 POR MEV

Apos todos os experimentos realizados para avaliar as propriedades micro- e
nanomecanicas, os filamentos produzidos com hidrogel DMEM-10 contendo ou nao
células OSCC-3 foram caracterizados por MEV. A variagao da altura na superficie é
refletida no contraste das imagens, em que os pontos mais altos sdo mais claros
pontos mais escuros sdo mais baixos. Na Figura Il11-20 sdo mostradas imagens dos
filamentos nao-estirados. Nela € observada uma suavidade da superficie,
principalmente no corte longitudinal e na superficie externa. Ao mesmo tempo é
possivel ver que esse biomaterial produzido possui diversos poros internos e externos.
Assim como na microscopia de luz, nas bordas proximas a extremidade pode ser

observada uma delimitagdo que separa a parte externa da parte interna do filamento.
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Figura 111-20. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura dos filamentos nao
estirados produzidos a partir do hidrogel DMEM-10. A) Corte longitudinal; B) Corte transversal,
C) Extremidade do corte transversal; D) Superficie externa. As magnificagbes (da esquerda
para direita) sdo de 500%, 1000x, 2500x e 5000x.

A Figura llI-21 mostra as imagens dos filamentos estirados. Pode-se distinguir
nitidamente que ha uma diferenga tanto morfolégica quanto estrutural do biomaterial
analisado comparado ao da Figura IlI-20. Neste biomaterial estirado é observado que
as tramas biopoliméricas internas e externas estao esticadas, como mostrado nos
cortes longitudinais, transversais e da superficie externa. Os poros também sao
observados, porém bem menores e quase colapsados. Como caracteristica adicional,
observa-se que as tramas estdo com aspecto “arrebentado”, o que remete ao

estiramento suportado durante a tragao eletromecanica.
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Figura IlI-21. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura dos filamentos
estirados produzidos a partir do hidrogel DMEM-10. A) Corte longitudinal; B) Corte transversal,
C) Extremidade do corte transversal; D) Superficie externa. As magnificagées (da esquerda
para direita) sdo de 500x%, 1000%, 2500x% e 5000x.

Na Figura 111-22 filamentos n&o estirados celularizados com OSCC-3 sao
mostrados. De maneira comparativa ao filamento ndo estirado e nao celularizado
apresentados anteriormente. Este biomaterial compartiha das mesmas
caracteristicas dos descritos anteriormente. Entretanto, a presenca de células no
interior do biomaterial (identificadas pelas setas vermelhas) altera visualmente sua
uniformidade, destacando-se também que ha um envolvimento e adesao delas sobre

0 biomaterial.
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Figura IlI-22. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura dos filamentos nao
estirados celularizados produzidos a partir do hidrogel DMEM-10. A) Corte longitudinal; B)
Corte transversal; C) Extremidade do corte transversal; D) Superficie externa. As
magnificagbes (da esquerda para direita) sdo de 500x, 1000%, 2500x e 5000x. Setas
vermelhas indicam a localizac&o de células.

Por ultimo, a Figura 1lI-23 mostra as imagens dos filamentos estirados
celularizados. Comparativamente ao filamento estirado sem células, as caracteristicas
observadas e relatadas anteriormente de modo geral se mantiveram. Entretanto, foi
observado que o filamento ao ser estirado, faz com que a malha biopolimérica
comprima as células que sao confinadas em um menor espaco, devido ao estiramento

ocorrido pela tracao eletromecanica.
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Figura 1lI-23. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura dos filamentos
estirados celularizados produzidos a partir do hidrogel DMEM-10. A) Corte longitudinal; B)
Corte transversal; C) Extremidade do corte transversal; D) Superficie externa. As
magnificagdes (da esquerda para direita) sdo de 500%, 1000x%, 2500x e 5000x. Setas
vermelhas indicam a localizac&o de células.

Como foi demonstrado na secdo anterior, as propriedades micro- e
nanomecanicas dos hidrogéis foram moduladas apds a celularizagdo do material.
Visualmente, apds as imagens obtidas por MEV, constou-se que a distribuigdo celular
pelo material pode ter influenciado na variagao de todas as propriedades analisadas
previamente. As imagens obtidas por MEV corroboraram em alta resolugao diversas
caracteristicas que haviam sido citadas na microscopia de luz. As estruturas internas
e externas dos filamentos ndo estirados sdo bem semelhantes aquelas observadas
por Carvalho (2019) e Qiuhong et al. (2020). Ademais, os poros que estado presentes
e distribuidos em todo o material sdo caracteristicos de hidrogéis que tém alginato e
gelatina em suas composigodes, reticulados com cloreto de célcio (ZHANG; CHENG;
AO, 2021).
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As imagens mostram que a extremidade do corte transversal apresenta uma
delimitacao especifica que separa as partes interna e externa do filamento. Isso pode
estar associado durante o processo de reticulagdo, o qual ocorre pela difusdo do
agente reticulante sobre o filamento (WANG et al., 2019). Assim, ions Ca?* tendem a
se acumular nas proximidades da extremidade (superficie) resultando na
“‘compactacao”, e posteriormente permeando ao longo do filamento, gerando os poros
internos (LABOWSKA et al., 2023). Ao observar que as células incorporadas no
hidrogel ficam geralmente proximas de poros, indica-se que este biomaterial é um
candidato a biotinta aplicavel em engenharia de tecidos, justamente por permitir que
haja nutricio e oxigenagao, interagdo, viabilidade, proliferacdo, migracdo e
diferenciacao celular (KIM et al., 2022; XU et al., 2022).

3.7PREDICAO POR IA APOS APRENDIZADO COM AS IMAGENS DE SECCOES
DE FILAMENTOS OBTIDAS POR MICROSCOPIA DE LUZ

Durante o processo de classificagdo e predicdo de imagens utilizando a
ferramenta Teachable Machine, os resultados para o teste de identificagdo dos
filamentos estirados e nao estirados foram coletados e adicionados na matriz de
confusdo programada em Python, mostrada abaixo:

numpy np
matplotlib.pyplot

true_labels

unique_labels = np.unique(true_labels)

num_classes = len(unique_labels)
confusion_matrix = np.zeros((num_classes, num_classes), dtype=

true_label, pred_label zip(true_labels, predicted labels):
row = np.where(unique_labels == true_label)[0][0]
col = np.where(unique labels == pred label)[0][9]
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confusion_matrix[row, col] += 1

cm_percent = confusion_matrix / confusion_matrix.sum() * 100

plt.figure(figsize=(10, 6))

plt.imshow(confusion_matrix, interpolation= , cmap=plt.cm.Blues)
plt.title("Matriz de Confusao")

plt.colorbar()

# Add labels to the matrix

tick_marks = np.arange(len(unique_labels))
plt.xticks(tick_marks, unique_labels, rotation=0)
plt.yticks(tick _marks, unique_labels)

# Add numerical values to the matrix

for i in range(num_classes):

for j in range(num_classes):
text = f"{confusion_matrix[i, j]} \n ({cm_percent[i, j]:.2f}%)"
plt.text(j, i, text,
horizontalalignment="center",
color="white" if i == j else "black")

plt.ylabel('Classes Verdadeiras')
plt.xlabel('Classes Previstas')
plt.tight_layout()

plt.show()

Na sec¢ao onde esta escrito “true_labels”, significa o valor real de cada imagem
que foi apresentada para a |IA apds o seu treinamento. De modo oposto, onde esta
escrito  “predicted_labels”, significa o valor dado a cada imagem pela IA,
posteriormente a predi¢cdo. Ao confrontar os resultados obtidos, comparados com os
valores reais de cada seccgao, foi construida a matriz de confusdo apresentada na
Figura IlI-24. Ela mostra que 26 imagens pertencentes a classe F (55,32%) foram
consideradas desta mesma, e que 15 imagens da classe FE (31,91%) foram
consideradas pertencentes a mesma. Cinco imagens pertencentes a classe FE
(10,64%) foram consideradas como F, e apenas uma imagem da classe F (2,13%) foi
considerada como FE. Isso demonstrou que, mesmo essas imagens apresentando
algumas semelhangas colorimétricas e diferengas morfologicas discutidas e
evidenciadas na segao anterior, a |A apresentou “sensibilidade” para possibilitar

diferenciar as classes conforme o aprendizado.
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A Teachable Machine apresenta ser uma IA confiavel, particularmente por ter
sido desenvolvida pela Google, que € uma empresa conhecida e respeitavel no campo
da tecnologia e de aprendizado de maquina (WONG; FADZLY, 2022). Além disso, tem
sido utilizada por muitos desenvolvedores e académicos para treinar e implantar com
sucesso modelos de classificacdo de imagens, como evidenciado pelos inumeros
tutoriais e guias disponiveis online (JEONG, 2020). No entanto, como qualquer
ferramenta, a precisdo e confiabilidade das previsdes feitas por um modelo treinado
utilizando a Teachable Machine dependerdo da qualidade dos dados de treinamento

e da adequacao do modelo para a tarefa em questdo (CARNEY et al., 2020).

Matriz de Confusao

25

20

Classes Verdadeiras

r 10

5 15
FE 4 (10.64%) (31.91%)

Classes Previstas

Figura llI-24. Matriz de confusao da predi¢ao sobre os filamentos estirados e nao estirados.
Nesta matriz apresentam-se as proporgdes equivalentes as identificagbes das 47 imagens,
baseadas nas alimentacgdes das classes F e FE.



Para os resultados do teste de identificacdo das diferentes classes para

identificar a qual hidrogel especifico as imagens dos filamentos estirados e nao
estirados pertenciam, foram coletados e adicionados na matriz de confusao

programada em Python, mostrada abaixo:

true_labels

unique_labels = .unique(true_labels)
num_classes = len(unique_labels)
confusion_matrix = .zeros((num_classes, num_classes), dtype=

true_label, pred_label (true_labels, predicted_labels):
row = .where(unique_labels == true_label)[0][0]

col = .where(unique_labels == pred_label)[0][0]
confusion_matrix[row, col] += 1

cm_percent = confusion_matrix / confusion_matrix.sum() * 100

.figure(figsize=(10, 6))

.imshow(confusion_matrix, interpolation= , Cmap= .cm.Greens)
.title( )

.colorbar()

tick_marks = .arange(len(unique_labels))
.xticks(tick_marks, unique_labels, rotation=0)
.yticks(tick _marks, unique_labels)

(num_classes):
(num_classes):
confusion matrix[i, j]} \n cm_percent[i, j]
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plt.text(j, i, text,
horizontalalignment="center",
color="white" i==7 "black™)

plt.ylabel('Classes Verdadeiras')
plt.xlabel('Classes Previstas"')
plt.tight_ layout()

plt.show()

Ao confrontarmos os resultados obtidos, comparados com os valores reais
das imagens de cada secgao, foi construida a matriz de confusdo apresentada na
Figura 11l-25. Ela mostra que houve grande diferenca entre as classificacbes das
predicdes dadas pela IA. De todos os grupos apresentados e treinados, apenas para
os filamentos estirados e nao estirados de DMEM-8 (14,89%) e DMEM-11 (14,89%)
ocorreram acertos consideraveis. Para as demais classes, verificou-se uma
“confusdo” durante as predicbes, nas quais os diferentes tipos de filamentos foram
confundidos em relacéo a qual hidrogel pertenciam. Dentro da area de estatistica de
aprendizado de maquina (Machine learning), existe uma denominag¢ao conhecida por
“sobre-ajuste”, a qual é denominada quando um modelo estatistico se ajusta
exatamente aos seus dados de treinamento, incluindo ruido e flutuacbes aleatdrias
nos dados. Isso resulta em um modelo que tem um bom desempenho nos dados de
treinamento, mas um desempenho ruim em dados novos e nao vistos, anulando seu
propésito (YING, 2019). Isso pode ser uma das causas que justifica a ndo relagéo das

imagens preditas pela IA com os seus valores reais.
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Matriz de Confusao

7
1 0 1 2 1 1
10 4 (2.13%) (0.00%) (2.13%) (4.26%) (2.13%) (2.13%)
6
0 7 0 0 0 1 0
114 (0.00%) (14.89%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (2.13%) (0.00%)
5
1 1 0 0 0 0
12 4 (2.13%) (2.13%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%)
7]
o
=
s 1 0 1 0 0 1
5 144 (2.13%) (0.00%) (2.13%) (0.00%) (0.00%) (2.13%)
=
[7s]
@
7]
% -3
bt 0 0 1 0 4 (] (]
15 4 (0.00%) (0.00%) (2.13%) (0.00%) (8.51%) (0.00%) (0.00%)
L2
0 1 1 0 0 5 0
64 (0.00%) (2.13%) (2.13%) (0.00%) (0.00%) {10.64%) (0.00%)
L1
0 0 0 1 0 7
g (0.00%) (0.00%) (0.00%) (2.13%) (0.00%) (14.89%)
T T T T 0

T
10 11 12 14 15 6 8
Classes Previstas

Figura IlI-25. Matriz de confusédo da predigéo sobre os sete diferentes tipos de hidrogéis.
Nesta matriz apresentam-se as proporgdes equivalentes as identificagbes das 47 imagens,
baseadas nas entradas das classes DMEM-6, DMEM-8, DMEM-10, DMEM-11, DMEM-12,
DMEM-14 e DMEM-15.

A inteligéncia artificial Teachable Machine vém sendo utilizada em diversos
tipos de estudos e pesquisas que envolvem imageamento para diferenca de
membranas de timpano (JEONG, 2020), tomografias de melanomas
(FORCHHAMMER et al., 2022) e doengas causadas por pragas de plantas
(GAJENDIRAN; RHEE; KIM, 2017), assim como estudos voltados para educacao e
desenvolvimento de criancas (YOGENDRA et al., 2022). Utilizando a IA como
ferramenta para o trabalho, os resultados obtidos surpreenderam positivamente
devido a sua eficacia. Ademais, ela impressionou ao demonstrar uma precisao
concisa, revelando-se altamente capaz de discernir proporcionalmente entre as

categorias de imagens F e FE apos o seu treinamento, resultando em uma taxa de
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acertos consistentemente alta. Por outro lado, constatou-se que a performance da IA
nao foi satisfatéria ao se tratar da predi¢ao precisa das diversas classes de filamentos
com base no tipo de hidrogel, abrangendo tanto aquelas estiradas quanto as nao-
estiradas, mas isso de certo modo em funcao das semelhancas de composicéo entre
eles e consequentemente similaridades entre as imagens geradas por mais que outros

atributos como as propriedades micro- e nanomecanicas sejam distintos.

4. CONCLUSAO

Os resultados do ensaio de esterilidade dos hidrogéis evidenciaram a eficacia
do processo de preparo, garantindo a esterilidade dos biomateriais desenvolvidos, o
que é crucial em biofabricagdo devido a natureza nao estéril dos biopolimeros
utilizados. A esterilizacdo dos hidrogéis foi fundamental para evitar contaminacao,
garantir a preservagao da viabilidade celular e assegurar resultados confiaveis. A
caracterizacao de seccoes dos filamentos por microscopia de luz revelou
homogeneidade, permitindo a visualizagdo de diferentes areas longitudinais e
transversais. As coloracdes indicaram a influéncia das proporgcdes dos biopolimeros
na coloragao dos biomateriais e foi possivel encontrar diferengas e semelhangas entre
os filamentos estirados e nao-estirados. A adigdo de células no hidrogel formulado
com a formulacdo DMEM-10, mostrou modulagdes nas propriedades mecanicas,
incluindo resisténcia a tracdo eletromecanica. O médulo de Young e a energia
dissipada foram influenciados diretamente pela interagdo entre células e hidrogel. A
investigacao topografica e de rugosidade por microscopia de forga atdmica indicou
inalteracao nas propriedades superficiais apds a celularizagdo, devido ao tamanho
microscopico das células em relagdo a escala macroscépica do hidrogel. As curvas
de forgca-distancia revelaram que a celularizacio influenciou as interagcdes ponteira-
amostra, afetando adesao e propriedades elasticas. As caracteristicas das curvas de
forca-distancia foram moduladas pelas propriedades das células e suas interagdes
com o hidrogel. Este fato foi corroborado pelas avaliagbes realizadas por microscopia
eletrbnica de varredura que evidenciaram a estrutura interna em alta resolugédo de
fibras estiradas e sem estirar as quais apresentam células distribuidas no hidrogel
celularizado. A utilizagao de aprendizado de maquina para analise de imagens obtidas

por microscopia de luz das sec¢des de filamentos mostrou resultados promissores,
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embora com limitagdes nas predi¢cdes de classes especificas. A inteligéncia artificial
demonstrou alta precisdo na diferenciagdo entre as categorias F e FE, mas teve
dificuldades em predizer com precisao as diferentes classes de fibras conforme o tipo
de hidrogel. Em conjunto, esses resultados ressaltam a importancia da esterilizacao,
caracterizagao e impacto mecanico-estrutural da celularizagdo nos hidrogéis de
alginato de sodio e gelatina, abrindo caminho para aplicagcbes em engenharia de

tecidos e bioeletrbénica.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Nesta Tese de Doutorado obteve-se sucesso no desenvolvimento de
filamentos a base de hidrogéis com diferentes propor¢des de alginato de sddio,
gelatina e cloreto de calcio, que podem adequar-se como base ou arcabougo para
células, com a finalidade de realizar testes de resisténcia mecanica e utilizagao em
diversos planos da bioengenharia.

No Capitulo | observou-se que concentragcdes mais altas de biopolimeros e
agente de reticulagdo aumentaram a resisténcia dos filamentos. Ao todo, sete
combinagao de biopolimeros para formulacdo de hidrogéis com meio de cultivo de
células de mamiferos mostraram resisténcia mecanica promissora para incorporagao
de células vivas. As anadlises topograficas revelaram variagdes de altura e
nanorrugosidade ajustaveis ao modular concentragcdes de alginato de sodio, gelatina
e cloreto de calcio. A correlagcédo entre composicao, atributos mecanicos e topografia
da superficie possibilita a criacdo de biomateriais personalizados para diversas
aplicagdes, incluindo engenharia de tecidos. O estudo destacou a importancia da
composicao na resisténcia e topografia, promovendo avangos nos biomateriais e suas
aplicagdes.

No Capitulo Il examinou-se o comportamento, a resisténcia mecénica e a
desintegracéo ao longo do tempo de filamentos de hidrogéis. A técnica utilizada foi a
flacdo umida, criando filamentos de diferentes didametros com variacbes nas
concentracbes de alginato de sédio e gelatina. Observou-se que filamentos
produzidos com agulhas de calibres maiores tiveram maior tragcao eletromecanica e
menor alongamento, enquanto filamentos menores confeccionados com agulhas de
calibres menores mostraram menor resisténcia a tracdo e maior elasticidade. A
estabilidade das propriedades ao longo do tempo foi notavel. Ademais, a formulagéo
DMEM-10 foi a que se manteve mais estavel em todos os parametros analisados.
Testes de intumescimento e desintegragdo evidenciaram que concentragcdoes
diferentes dos componentes acarretaram comportamentos distintos.

No Capitulo Il abordou-se os resultados da pesquisa e a eficacia da
esterilizagdo, etapa fundamental para evitar contaminagcdo e preservar viabilidade
celular. A caracterizagao de secgbes por microscopia de luz mostrou materiais
homogéneos com destaque para a influéncia das proporgdes de biopolimeros nas

coloragdes. A incorporagao de células no hidrogel formulado pela combinacdo DMEM-
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10, impactou as propriedades mecanicas, como resisténcia a tragao eletromecanica.
A analise topografica indicou estabilidade na superficie apoés a celularizagdo. As
curvas de forgca-distdncia revelaram modulacdo alcancada pelas propriedades
celulares e 0 uso de IA mostrou alta precisdo em classificar filamentos estirados e nao
estirados.

Foi possivel identificar que os filamentos de hidrogéis desenvolvidos a partir
de uma composicdo (DMEM-10) se mostrou mais uniforme com relagdo as
caracteristicas de tragdo eletromecanica, variagdo do calibre da agulha para a
extrusao e tempo de armazenamento. Este foi selecionado para a realizacdo de
experimentos com a incorporagao de células de mamifero (OSCC-3).

Obter um hidrogel que mantém parcialmente suas caracteristicas e
propriedades mecanicas apos celularizagdo oferece diversas vantagens em varias
areas, como engenharia de tecidos e medicina regenerativa. Isso assegura que a
estrutura 3D do hidrogel, juntamente com suas propriedades fisicas, permanecendo
intacto ou pouco alterado imediatamente apds a celularizagdo, garantindo um
ambiente propicio para o crescimento, diferenciagdo e atividades celulares. Essa
estabilidade mecanica continua ajuda a sustentar a viabilidade celular, a migragao e
a interacao celular, contribuindo para o sucesso da formacao de tecidos funcionais.

Ademais, a preservagao das propriedades mecanicas ao longo do tempo
oferece a capacidade de criar implantes duradouros e dispositivos biomédicos que
mantenham sua eficacia ao longo do tempo. Isso impulsiona o desenvolvimento de
terapias mais eficientes e duradouras, reforcando a importancia de hidrogéis com
caracteristicas consistentes para aplicagdes clinicas e cientificas.

A utilizacdo de filamentos biopoliméricos avaliados tanto em termos
mecanicos quanto morfolégicos oferece uma perspectiva altamente promissora no
campo da engenharia de tecidos. Ao incorporar células-tronco nesses filamentos e
submeté-las a uma tragdo eletromecanica cuidadosamente controlada, € possivel
desencadear diferenciagdes celulares controladas e direcionadas. Essa abordagem
inovadora nao apenas permite a criagao de estruturas tridimensionais que mimetizam
mais fielmente os tecidos humanos, mas também oferece um potencial significativo
para o desenvolvimento de terapias regenerativas mais eficazes e personalizadas,

abrindo caminho para avangos emocionantes no campo da medicina regenerativa.
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