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Abstract. Regenerative medicine has optimized the development of biomaterials for
biomedical applications. Three of the biomaterials studied are silk fibroin, sodium
alginate and platelet-rich plasma. 3D printing of a hydrogel combination of these
materials may be able to achieve not only localized delivery and sustained release
of growth factors, but also an improvement in the skin's regenerative capacity. In
this study, the biogel resulting from this association was standardized for the
extrusion 3D printing methodology, in order to support the creation of a new
therapeutic approach in the treatment of difficult-to-heal skin wounds.

Resumo. A medicina regenerativa tem permitido otimizar o desenvolvimento de
biomateriais para aplicacoes biomédicas. Trés dos biomateriais estudados sdo a
fibroina de seda, alginato de sédio e o plasma rico em plaquetas. A impressdao 3D
de hidrogel obtido a partir da combinacdo desses materiais pode ser capaz de
alcangar ndo apenas a entrega localizada e a liberacdo sustentada de fatores de
crescimento, mas também a melhora da capacidade regenerativa da pele. Neste
estudo foi realizada a padronizacdo do biogel resultante dessa associagcdo para a
metodologia de impressdo 3D por extrusdo, a fim de fundamentar a criacdo de uma
nova abordagem terapéutica no tratamento de feridas cutdneas de dificil
cicatrizagdo.

1. Introducao

A medicina regenerativa (RM) representa uma nova drea de conhecimento que tem
despertado grande interesse, ndo sé de diferentes grupos de pesquisa das ciéncias
biomédicas e bioengenharia, mas também das industrias farmacéuticas e de dispositivos
médicos. Todo este interesse € decorrente do grande potencial de aplicabilidade da RM
em terapéutica humana e veterindria. Conceitualmente, a RM € um campo de saber
interdisciplinar que resulta da aplicacdo e interacao de diferentes dreas do conhecimento
buscando manter, melhorar, reparar, regenerar ou substituir tecidos ou O6rgios
acometidos por diferentes patologias. Desta forma, segundo Dieckmann et al (2010) a
RM pode ser definida como o “reparo, substituicdo ou regeneracdo de células, tecidos e
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orgdos que restauram fungdes comprometidas decorrentes de defeitos congénitos,
doencas, traumas e envelhecimento”. A interacdo do conjunto de conhecimentos e
técnicas especificas da medicina regenerativa (RM) e engenharia de tecidos (TE),
referida atualmente pelo acronimo TERM (Fisher and Mauk, 2013), tem permitido
otimizar o desenvolvimento de materiais sintéticos ou bioldgicos, denominados de
biomateriais, os quais podem, ainda, atuar como arcaboucos (scaffolds) para inser¢do de
células ou diferentes tipos de moléculas (citocinas, fatores de diferenciacgao,
antibidticos, etc...) que poderdo concorrer para a regeneragao de tecidos e 6rgdos com
alteracdes morfoldgicas e/ou funcionais.

Os biomateriais podem, portanto, ser definidos como um material “projetado para
direcionar, pelo controle de interagdes com componentes de sistemas vivos, o curso de
qualquer procedimento terapéutico ou diagndstico, em medicina humana ou veterinéria”
(Williams, 2009). Entre os principais atributos dos biomateriais vale destacar a
necessidade de serem atdxicos, porosos, permissivos a adesdo celular, biodegradaveis,
com elasticidade adequada ao tecido em que € aplicado e biocompativel, de modo a nao
ser reconhecido como corpo estranho pelo sistema imune do receptor (Hernandez and
Reyes-Romero, 2019). Entre os biomateriais que apresentam tais propriedades e t€ém
sido mais comumente empregados, vale citar quitosana, alginato, coldgeno, polietileno,
acido hialurdnico e fibroina (Bellini et al., 2012). Mais recentemente, a fibroina da seda
vem sendo estudada como um biomaterial promissor para novas aplicacdes biomédicas
em fun¢do de ndo estimular respostas inflamatérias e poder ser empregada em diferentes
conformag¢des como membrana, fibra, hidrogel e filme (Araujo et al, 2018).

A fibroina é um polimero natural derivado da seda, principalmente dos casulos do
bicho-da-seda (Bombyx mori). A seda € organizada através da disposi¢c@o da fibroina em
filamentos envoltos por sericina, proteina que possui propriedade adesiva, mantendo as
fibras de fibroina unidas (Debari et al., 2020). Li et al (2020) estabeleceram uma
metodologia para obten¢ao da fibroina na forma de um hidrogel por meio da formacao
de uma estrutura B-folha por reagdes fisicas, quimicas ou fotoquimicas que pode ser
usada como componente estrutural de um arcabougo (scaffold) para matriz extracelular,
confirmando, também, que essa formulacdo apresenta excelentes propriedades
mecanicas para ser empregada em manufatura aditiva (Kopp et al, 2019).

Com os recentes avancos da manufatura aditiva (impressao 3D) tornou-se possivel a
fabricacdo de suportes que orientam a propagagdo celular, permitindo construir
estruturas altamente porosas, facilitando o transporte de nutrientes e residuos
metabdlicos, com arranjos personalizados em diferentes formas e tamanhos.

Verifica-se na literatura um expressivo nimero de artigos relativos a associagdo de
diversos biomateriais e plasma rico em plaquetas (PRP). H4, no entanto, um nimero
muito restrito de publicacdes sobre a associacdo de PRP com fibroina. O PRP € uma
fracdo derivada do sangue contendo altas concentragdes de plaquetas, que secretam
fatores de coagulacdo, citocinas, moléculas de adesdo, integrinas e, principalmente,
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fatores de crescimento com propriedades mitogénicas e quimiotaticas (Stessuk et al.,
2020, Marques et al., 2014) que estimulam a proliferacdo celular no processo de
cicatrizagdo (Mir et al., 2018; Li et al., 2020). Tais caracteristicas conferem ao PRP a
fungdo fisiologica de regeneragdo endotelial e epitelial, estimulagdo a angiogénese,
sintese de coldgeno e homeostase (Stessuk et al., 2016). Considerando tais propriedades
fisico-quimicas e moleculares € possivel aventar a hipdtese que a associacao de fibroina
e PRP poderd resultar num efeito aditivo ou sinérgico na regeneragdo tecidual em
ulceras cutaneas.

Diante deste contexto, buscou-se com este estudo, estabelecer um bioprocesso exequivel
e reprodutivel resultante da associa¢do de PRP e fibroina de seda por meio de impressao
3D, que possa, a curto e médio prazo, fundamentar a elaboracao de novas abordagens
terapéuticas em ulceras cutaneas de dificil cicatrizacdo, tais como aquelas que ocorrem
em pacientes diabéticos e em pacientes acamados por longos periodos, desencadeando
as ulceras de pressao.

2. Materiais e métodos
2.1. Obteng¢ao do plasma rico em plaquetas

A obtencdo do PRP foi feita conforme descrito por Franco et al (2012) a partir de
sangue de doadores coletados em tubos contendo citrato de sédio em 10%. O sangue
total foi submetido a centrifugagdo de 400 G por 10 minutos. O sobrenadante foi
coletado e submetido a segunda centrifugacdo a 800 G por 10 minutos. O terco inferior

do volume total resultante da segunda centrifugacio foi recuperado, correspondendo ao
PRP.

2.2. Associacao e impressao 3D do biogel de Alginato de sddio+PRP+fibroina

Apés a obtengdo de PRP, o plasma foi homogeneizado com o hidrogel de fibroina da
seda, concedido por um laboratério parceiro que utiliza a metodologia de Aratjo et al.
(2018) com pequenas modificagdes. O hidrogel de alginato de sédio (Dindmica, Brasil)
foi elaborado a partir da dissolucdo em tampao fosfato - PBS (LGC Biotecnologia,
Brasil) a 60°C nas concentragdes de 2%, 4%, 6%, 8% e 10%. A associacdo do PRP e
hidrogel de fibroina foram testadas em diferentes concentracdes e proporcdes que foram
padronizadas durante o desenvolvimento do projeto. Os biogéis foram inseridos em
seringa de 10 ml e impressos com morfologia previamente programada no software
PrusaSlicer sobre uma placa de Petri por um bico de extrusdo utilizando a impressora
BioEnder (BioEdTech, Brasil), conforme a metodologia de Marques et al (2019).

2.3. Andlise por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos por andlise no espectrofotometro FT-IR
(PerkinElmer, Spectrum GC), com varredura entre 4000 e 400 cm™, resolucdo de 4 cm™
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e 32 scans de acumulacdo. Os espectros foram obtidos conforme a metodologia
previamente empregada por Kwok et al. (2005) e Lu et al (2016).

2.4. Andlise por estereomicroscopia

Ap6s impressao 3D e reticulacdo, as amostras foram observadas em estereomicroscopio
(SZX16, Olympus, Japdo) a fim de analisar a morfologia tridimensional dos construtos
ap6s diferentes reticulagdes.

2.5. Ensaio de dissolucao

Os biogeis com 8% e 10% de alginato de sédio foram divididos em 3 grupos com
diferentes solugdes de reticulacdo: cloreto de calcio 2%, cloreto de cdlcio 10% e
gluconato de célcio 10%. Apds impressao 3D, as amostras foram mantidas em geladeira
na solugdo reticulante. A andlise da dissolucdo foi realizada conforme descrito por
Bratskaya et al (2021) com pequenas modificacdes. As amostras foram submersas em
15 ml de solug¢do PBS e gentilmente agitadas por 60 e 120 minutos em shaker orbital a
37 °C, sendo analisadas qualitativamente ao final do ensaio.

2.6. Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNESP — Campus
de Assis e os doadores de sangue estavam cientes quanto a doagdo e a finalidade da
pesquisa, mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3. Resultados e Discussao
3.1. Obtencdo do Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

O PREP foi obtido a partir da coleta de 10 mL de sangue de doadores jovens, sadios, com
idade entre 20 e 30 anos, seguindo as normativas do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Unesp de Assis. Para evitar a formacdo de codgulos, o sangue foi disposto em
tubos de coleta contendo citrato de sédio 10%. Apds submetido a primeira
centrifugacdo de 400 G por 10 minutos, foi possivel observar, na Figura 1, a separagdo
das hemdcias, da camada leucocitéria e do plasma sanguineo.

Figura 1. Sangue apds a primeira centrifugacao e plasma sanguineo apds a segunda
centrifugacao e plasma rico em plaquetas (PRP)
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O sobrenadante foi coletado, evitando-se aspirar a camada leucocitdria acima das
hemdcias, pois, segundo Marques et al (2014), as células brancas podem desencadear
uma resposta inflamatéria indesejavel na ferida. Assim, a segunda centrifugacdo de 800
G por 10 minutos resultou na separagdo do plasma rico em plaquetas do plasma pobre
em plaquetas. O plasma rico em plaquetas corresponde ao terco inferior do volume total,
acima das hemdcias residuais. E ao final do procedimento, para cada 10 ml de sangue
coletado, foi obtido 1 ml de PRP (Figura 1).

3.2. Impressao 3D de um biogel resultante da associacdo do plasma rico em
plaquetas (PRP), alginato de sédio e fibroina de seda.

A fibroina de seda, obtida pelo método de Aradjo et al (2018), foi fornecida por
pesquisadores parceiros da Universidade Estadual de Londrina, como apresentado na
Figura 4 e armazenada a -20 °C em aliquotas. Seguindo o estudo de Li et al (2020), a
fibroina de seda e o plasma rico em plaquetas foram associados na proporcao de 1:9,
respectivamente (SF+PRP), que resultou na associacdo apresentada na Figura 2.

Figura 2. Fibroina de seda (SF) e associacao da fibroina de seda com plasma rico em
plaquetas (1:9 SF+PRP)

O alginato de sédio foi dissolvido em PBS nas concentragdes de 4%, 6%, 8% e 10%
(m/v). A associacdo SF+PRP foi adicionada a uma propor¢do de 10% aos hidrogéis de
alginato de s6dio (AG+SF+PRP), resultando no biogel apresentado da Figura 3. Foi
possivel visualizar a mudanca de viscosidade do hidrogel, devido a presenca de ions
célcio no PRP que proporcionaram uma reticulagcdo interna do alginato de sédio.

Figura 3. Solucao de alginato de sodio a) Solucao de alginato de sédio a 8%; b) Alginato
de sédio associado ao SF+PRP.

Os biogéis foram dispostos em seringas de 10 ml e extrudados manualmente a fim de
formar um filamento entre as extremidades de dois Beckers para avaliar sua capacidade
de autossustentagdo. Assim, foi possivel observar que os biogeis com concentracdo de
4% e 6% de alginato de s6dio nao apresentaram viscosidade suficiente para formar
filamentos auto-sustentdveis, enquanto os biogéis com concentra¢do de 8% e 10% de
alginato apresentaram tal caracteristica compativel com a impressdao 3D por extrusao,
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mesmo apds 7 dias de armazenamento em geladeira (Figura 4). Assim, os biogéis 8% e
10% de alginato foram selecionados para o processo de impressao 3D.

Figura 4. Teste de auto-sustentacao do biogel a) Hidrogel AG 6% +SF+PRP; b) Hidrogel
AG 6% +SF+PRP; c) Hidrogel AG 8% +SF+PRP; d) Hidrogel AG 8% +SF+PRP.

Antes de iniciar o processo de impressdo 3D, foi feita uma modelagem digital no
software PrusaSlicer seguindo as diretrizes apresentadas na Figura 5. Os biogéis com
alginato a 8% e 10% foram colocados em uma seringa de 10 mL e submetidos a

Figura 5. Impressao 3D do biogel a) Modelagem digital; b) Impressao 3D do biogel
AG+SF+PRP; c) Biogel apos impressao 3D.

Segundo Zhang et al (2021), o alginato de sédio pode resultar em um polimero quando
adicionado a ions de cdlcio, a partir da formagdo de um gel i6nico na presenga de
cations polivalentes. Assim, a reticulagdo € resultado da troca idnica entre ions
monovalentes da solucdo de alginato e cétions polivalentes da solu¢do de calcio.
Portanto, apds a impressao 3D, foi realizada a pulverizagdo com solugdes de cloreto de
calcio e gluconato de cdlcio nos biogéis, como mostra a Figura 6.

Figura 6. Biogel AG+SF+PRP apds reticulacao com solucao de cloreto de calcio.
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3.3. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia foi realizada para analisar os grupos funcionais presentes nas
amostras. E possivel notar bandas caracteristicas de -OH, devido  alta concentragiio de
dgua do biogel. Ndo houve o aparecimento de bandas diferentes apds a associacido dos
compostos e reticulacdo, indicando que ndo houve modificacdes quimicas do biogel,

caracterizando um processo de reticulacio fisico (Figura 7).
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Figura 7. Andlise de Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.
3.4. Estereomicroscopia

As amostras resultantes do biogel composto pela associagdo de PRP, alginato de sédio
8% e fibroina de seda foram obtidas utilizando-se os mesmos pardmetros de impressao
3D (tamanho dos poros = 0,98 mm? e preenchimento retilineo), entretanto, apresentaram
diferentes valores de drea média dos poros. Tal discrepancia € decorrente das diferentes
solugdes reticulantes nas quais as amostras foram submetidas: cloreto de calcio 2%,
cloreto de célcio 10% e gluconato de célcio 10% (Figura 8). Sendo que, o biogel
reticulado com cloreto de cilcio 10% apresentou menor definicdo dos poros (Area
média dos poros = 0,214 mm?), comparado aos outros grupos analisados.

CaCl2 2% CaCl2 10% Gluconato
de célcio

A=0,419 mm? A=0,214 mm? A=0,367 mm?
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Figura 8. Biogel resultante da associacdo do PRP, alginato de sodio 8% e fibroina de
seda reticulado com cloreto de calcio 2%, cloreto de calcio 10% e gluconato de calcio

10%, respectivamente.

As amostras do biogel resultante da associacido de PRP, alginato de sdédio 10% e fibroina
também apresentaram perda de definicdo, comparado ao parametro de impressdo.
Entretanto, deve-se destacar a preservacdo da caracteristica retangular presente nos
poros das amostras reticuladas com gluconato de célcio 10% (Area dos poros = 0,686
mm?). Niao foi possivel observar tal caracteristica nos outros grupos (Figura 9).

-~

CaCl2 2% CaCl2 10% Gluconato
de célcio
A=0,452 mm? A=0,420 mm? A=0,676 mm?

Figura 9. Biogel resultante da associacao do PRP, alginato de sédio 10% e fibroina de
seda reticulado com cloreto de calcio 2%, cloreto de calcio 10% e gluconato de calcio
10%, respectivamente.

Tabela 1 - Analise estatistica da area dos poros e resolucao das amostras.

Amostra Area média dos poros (mm?) Resolucao
Biogel alginato 8% + CaCl2 2% 0,419 42.78%
Biogel alginato 8% + CaCl2 10% 0,214 21,87%
Biogel alginato 8% + Gluconato de célcio 0,367 37,43%
Biogel alginato 10% + CaCl2 2% 0,452 46,08%
Biogel alginato 10% + CaCl2 10% 0,420 42,84%
Biogel alginato 10% + Gluconato de calcio 0,676 68,98%

Considerando que, o tamanho do poro adotado nos parametros de impressao foi de 0,98
mm?2, € possivel afirmar que, quanto maior a drea média dos poros da amostra, maior o
comportamento de auto-sustentacdo do biomaterial apds a impressdo, bem como o
potencial da solu¢do reticulante de preservar a morfologia inicial da estrutura
tridimensional. Portanto, a amostra que apresentou melhor fidelidade ao desenho digital
e aos parametros de impressdo foi o Biogel alginato 10% reticulado com gluconato de
célcio 10%, com 68,98% de resolugao (Tabela 1).

3.6. Ensaio de dissolucao
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As amostras com 8% e 10% de alginato foram analisadas apds 60 minutos de ensaio e
apresentaram diferentes atividades de dissolu¢do conforme a solugdo reticulante (Figura
10). Foi possivel visualizar que, as amostras reticuladas com cloreto de calcio 2%
apresentaram maior dissolu¢do comparada a outras amostras.

1
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CaCl2 2%
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Figura 10. Ensaio de dissolucao apés (a) 60 minutos e (b) 120 minutos.

Ap6s 120 minutos as amostras foram analisadas, apresentando maior atividade de
dissolucdo, comparado ao resultado de 60 minutos. Todas as amostras reticuladas com
cloreto de cdlcio a 2% foram totalmente dissolvidas durante o ensaio, enquanto as
amostras de biogel com alginato a 10% e reticulados com gluconato de cdlcio
demonstraram menor grau de dissolucao, portanto, tendo a reticulagao mais efetiva.

5. Conclusao

Os resultados obtidos permitem concluir que, utilizando a metodologia apresentada de
obtencdo da fibroina de seda, associando-se ao plasma rico em plaquetas e ao alginato
de sédio a 10% e reticulado com gluconato de célcio a 10%, é possivel formular um
biogel que apresenta caracteristicas exequiveis e reprodutiveis para impressao 3D por
extrusdo. Ademais, os resultados abrem grandes perspectivas para novas abordagens
teraputicas no tratamento de feridas de dificil cicatrizagcdo. Sao, no entanto,
imprescindiveis estudos adicionais de caracterizacdo e citotoxicidade do biogel, a fim de
viabilizar uma possivel translacdo deste bioprocesso para terapia em pacientes humanos,
sobretudo em pacientes com ulceras cutaneas de dificil cicatrizacao.
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