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RESUMO

As doengas cardiovasculares figuram como a principal causa de morte atualmente no mundo.
O infarto agudo do miocardio induz a morte de cardiomidcitos e alteragdes na matriz
extracelular que cronicamente levam a degeneracdo funcional do o6rgdo. A medicina
regenerativa, utilizando a engenharia de tecidos, vem desenvolvendo tratamentos que
promovam a recuperagdo funcional do corag@o. O presente estudo objetivou desenvolver um
hidrogel baseado em alginato de sodio e gelatina funcionalizado com nanotubos de carbono e
matriz extracelular descelularizada, a fim de promover a condutividade elétrica e a presenca
de biomoléculas nativas do tecido cardiaco no material. Em seguida, com a técnica de
bioimpressao 3D, foi produzido um implante com células-tronco mesenquimais dispersas no
hidrogel. A dispersdo de nanotubos de carbono em alginato de sédio e gelatina foi realizada
gerando agregados. Os protocolos de descelularizacdo de coragdes de rato testados nesse
trabalho reduziram os nucleos presentes nas amostras. O material apresentou aspecto preto
opaco caracteristico dos nanotubos concentrado na regido central bioimpressa. O construto 3D
bioimpresso formado pelo hidrogel de 5% alginato, 5% gelatina com 1% de matriz
extracelular cardiaca descelularizada e 1,5 mg/ml de nanotubos de carbono manteve sua
forma do mesmo modo do gel controle de alginato de sddio e gelatina por duas semanas em
uma incubadora a 37°C 5% de CO.,.

Palavras-chave: nanotubos de carbono; bioimpressao 3D; engenharia tecidual cardiaca;
descelularizacao; células-tronco mesenquimais.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the number one cause of death worldwide. Acute myocardial
infarction (AMI) induces the death of cardiomyocytes and alterations in the extracellular
matrix chronically, leading to heart functional degeneration. Regenerative medicine and tissue
engineering have been developing treatments to promote functional recovering after AMI.
The aims of this study was to develop a hydrogel based on sodium alginate and gelatin
functionalized with carbon nanotubes and decellularized extracellular matrix, in order to
provide the material with electrical conductivity and biomolecules native to the cardiac tissue.
Using the 3D bioprinting technique, an implant with mesenchymal stem cells dispersed in the
hydrogel was then produced. The dispersion of carbon nanotubes in sodium alginate and
gelatin was established. Rat heart decellularization protocols tested in this work did not
produce adequate removal of nuclei and DNA from the samples.

Keywords: carbon nanotubes; 3D bioprinting; cardio; decellularization; mesenchymal stem
cells
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

O infarto agudo do miocardio (IAM) ¢ caracterizado pela morte repentina de cardiomidcitos
decorrente de isquemia (FRANGOGIANNIS et al., 2015). O processo de morte celular observado tem
padrdes necréticos e apoptoticos, a exata proporc¢ao de influéncia desses dois mecanismos ainda ¢é
discutida na literatura (KONSTANTINIDIS et al., 2012) (NICOTERA et al., 2004). A isquemia gera um
ambiente de hipoxia sobre o qual os cardiomidcitos se voltam para vias metabolicas anaerdbicas que
rapidamente, em fun¢do da enorme demanda energética do tecido cardiaco, produzem uma série de
metabolitos toxicos e alteragdes do ambiente intracelular. Espécies reativas de oxigénio (ERO) sao
moléculas altamente reativas propensas a causar danos ao tecido quando seus niveis se elevam além da
capacidade de defesa antioxidante da célula. Seus niveis sdo rapidamente elevados durante o processo de
IAM, vide o desvio das reagdes metabodlicas para vias anaerobicas e por consequentes alteracdes de pH
(BUGGER et al., 2020). Concomitante, temos o estabelecimento de processos inflamatorios ocorrendo
na regido infartada em decorréncia da morte celular e do consequente ambiente tecidual gerado
(FRANGOGIANNIS et al., 2015). Posterior a um restabelecimento da circulagao, por intervencao
médica, da-se inicio aos fisiologicos processos de reparo do tecido. Primeiro, a resposta inflamatoria
mediada por neutréfilos e macréfagos realizam a remogao de fragmentos celulares e corpos apoptoticos.
Em seguida, a regido ¢ repopulada por fibroblastos que iniciam a cicatrizac¢ao; ao final desse processo
forma-se um tecido ndo contratil com consequéncias cronicas para o coragao e sistema cardiovascular
(TALMAN et al., 2016).

Insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) ¢ definida pela redugdo da capacidade funcional do
tecido cardiaco. Seu diagnostico ndo possui teste definitivo; dependendo, portanto, da andlise clinica
apoiada por avaliacdes eletrofisiologicas e de imagem (S FIGUEROA et al., 2012). Em decorréncia da
expansao da matriz extracelular (ME) e reducdo do componente celular funcional (cardiomidcitos) o
IAM esta entre as principais causas ICC ao comprometer a elasticidade do tecido variando (de maneira
geral reduzindo) a competéncia da sistole e/ou da diastole. A proporcao entre o volume da camara
cardiaca contraida e relaxada dita a capacidade de extrusdo do coragdo juntamente ao ritmo cardiaco (S
FIGUEROA et al., 2012). O desenvolvimento da ICC provoca o abastecimento inadequado de oxigénio
aos tecidos. Como consequéncia desse estresse ocorre o estabelecimento de processos de inflamagao

sistémica. Ademais, o coragdo estabelece mecanismos fisioldgicos de compensagdo como a hipertrofia



do musculo e o aumento do batimento cardiaco, provocando, também, processos inflamatorios e a
producdo de ERO no tecido (ZHOU et al., 2018).

Portanto, o TAM provocando a ICC leva a ineficiente fung¢do do 6rgdo culminando em processos
compensatorios cronicos e auto-agravantes. O conjunto entre ERO, inflamagao e, parcial substitui¢ao do
tecido funcional pelo cicatricial ndo contratil sdo as principais caracteristicas patofisioldgicas do IAM
onde intervencdes da medicina regenerativa, com fim na recuperagao funcional do 6rgdo, parcial ou
integralmente, podem atuar.

A engenharia de tecidos tem como sua triade a utilizagdo de células, “scaffolds” e biomoléculas
nas suas estratégias (DE ISLA et al., 2010). Um biomaterial formado a partir da unido desses trés pilares
tem como objetivo, dentro da medicina regenerativa, realizar uma recuperagdo funcional do tecido,
apresentando caracteristicas fisiologicas e mecanicas pertinentes a esse fim; logo, ndo necessariamente
se idealiza uma perfeita réplica dos componentes celulares, matriciais e biomoleculares, mas sim uma
composi¢ao que atue compensando a patofisioldgica de interesse.

A bioimpressao 3D surgiu com a promessa de encerrar as filas de transplantes ao possibilitar a
confec¢ao de orgaos funcionais utilizando componentes bioldgicos. Embora ndo se tenha ainda
alcancado esse nivel de bioengenharia, a técnica se mostrou muito promissora em desenvolver
biomateriais com estruturas e composigoes de alta precisao (ZHOU et al., 2014). Tem como componente
principal o scaffold biocompativel com composi¢ao baseada nas competéncias mecanicas e indutoras
necessarias para a implantacao e suporte do tratamento proposto. A producao de patches por
bioimpressao 3D vem recebendo muita visibilidade como uma alternativa a um transplante completo do
orgdo, pois possibilita a recuperagdo funcional direta do tecido parcialmente danificado reduzindo
consequéncias cronicas do seu funcionamento deficitario (STAPENHORST et al., 2021); assim,
permitindo a confeccao de tratamentos com composi¢do e geometrias especificas para o tipo de tecido e
lesdo do paciente a ser tratado.

Em estudos que utilizam a bioimpressao 3D existe um recorrentemente foco central na
arquitetura dos biomateriais e sua compatibilidade, relevando a vasta composicao de biomoléculas
presentes na matriz extracelular (ME). Porém, em um contexto in vivo a presenca dessas moléculas
exerce fungdes muito além das estruturais, sendo fundamentais na sinalizagao de multiplos processos
fisiologicos. Em geral, o biomaterial apenas, dentro de seus limites fisicos, ndo € suficiente para a
recuperagdo funcional do tecido (referenciar). Para isso deve-se coordenar o tratamento com os
processos fisiologicos proprios do 6rgao; assim, alinhando a arquitetura e composi¢ao de biomoléculas

do biomaterial com a do tecido promove-se um processo regenerativo complementar. Nesse contexto, a
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descelularizacdo surge como uma estratégia de obter a ME em toda sua complexidade de composicdo de
maneira simples (HUSSEIN et al., 2016). Com uma estrutura 3D preservada, a ME descelularizada
(MED) pode servir de scaffold sendo recelularizada, idealmente, com células-tronco do paciente que
recebera o 6rgao (OTT et al., 2008). No entanto, com a bioimpressao 3D surge a possibilidade de utilizar
a MED como um aditivo de uma biotinta; dessa forma, concedendo a ela uma composicao biomolecular

préxima a encontrada no tecido nativo.

Células-tronco sdo, talvez, o mais famoso componente dentro dos campos de engenharia de
tecidos e medicina regenerativa. Elas apresentam a capacidade de se dividir enquanto troncos e mediante
estimulos se diferenciar em linhagens especificas exibindo parcial ou integralmente suas capacidades
fisiologicas. Essas capacidades sdo de extrema relevancia quando objetivamos repopular um tecido
danificado, pois, de maneira geral, a medicina regenerativa trabalha com tecidos que quando danificados
reduzem sua competéncia funcional ao substituir células e ME nativa por tecido cicatricial. Portanto,
células-tronco promovem a possibilidade de serem expandidas em um biomaterial e, posteriormente,

diferencia-las em células funcionais do tecido alvo (OTT et al., 2008).

Os nanotubos de carbono (NTC) sdo estruturas tubulares com a espessura de um unico atomo de
carbono. Sendo subdivididos em NTC de parede unica ou de parede multipla, a diferencga € que os de
parede multipla sdo essencialmente dois ou mais nanotubos concéntricos ligados por interagdes de
van-der-waals (NEGRI et al., 2020). Nos ultimos anos, os NTC tém despertado o interesse da area
bioldgica com suas propriedades condutivas e estruturais. Associando NTC a um biomaterial pode-se
alterar parametros reoldgicos, reduzir niveis de moléculas oxidantes e promover a condutividade elétrica
(ZHOU et al., 2014). Esse conjunto de propriedades ¢ especialmente pertinente a biomateriais
cardioldgicos; pois, esses precisam resistir ao estresse mecanico do batimento cardiaco, lidar com um
ambiente de estresse metabdlico provocado pela ICC, além de, pela condutibilidade, promover o sincicio
dos cardiomidcitos. Dessa forma, NTC como aditivos a construtos cardiacos apresentam uma promissora

sinergia.

1.1 JUSTIFICATIVA
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Doengas cardiovasculares ocupam a primeira posi¢do como maior causa de 6bitos no mundo. O
infarto agudo do miocardio causa, devido a perda de cardiomidcitos e remodelacdo da matriz
extracelular, a cronica degeneracao funcional do 6rgao resultando no quadro de insuficiéncia cardiaca.
Estratégias com a utilizacdo de hidrogéis bioimpressos criam implantes capazes de promover a
recuperagao funcional do tecido. Assim, esse trabalho prevé estabelecer um implante bioimpresso
contendo células-tronco mesenquimais; alginato de sodio e gelatina; nanotubos de carbono e matriz
extracelular descelularizada. A funcionalizagdo com nanotubos de carbono promoveria melhores
caracteristicas mecanicas e eletro condutibilidade ao material. A matriz extracelular cardiaca
descelularizada, por outro lado, introduziria toda a complexidade biomolecular presente no tecido

nativo.

1.2 OBJETIVOS

Objetiva-se produzir um patch cardiaco através da técnica de bioimpressdo 3D por extrusao
confeccionado a partir de um biomaterial a base de alginato e gelatina com adi¢gdo de MED oriunda de
coragdes de rato de descarte, NTC funcionalizados com um grupamento oxidado e CTM derivadas de

polpa de dente deciduo.

1.2.1 Objetivo geral

Objetiva-se o desenvolvimento de um biomaterial contendo NTC, tecido cardiaco

descelularizado (TCD) e CTM em gelatina/alginato.

1.2.2 Objetivos especificos

1.2.2.1. Avaliar a dispersdao de nanotubos de carbono (NTC)
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1.2.2.2. Testar protocolos de descelularizacdo de cora¢do de ratos para obter tecido cardiaco
descelularizado (TCD)

1.2.2.3. Producao de uma biotinta contendo NTC, TCD e CTM.

1.2.2.4. Bioimpressdo da biotinta em um patch cardiaco.
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Resumo

Doengas cardiovasculares figuram como a principal causa de morte atualmente no mundo. O
infarto agudo do miocardio induz a morte de cardiomiocitos e alteragdes na matriz
extracelular que cronicamente levam a degenerag@o funcional do 6rgdo. A medicina
regenerativa utilizando a engenharia de tecidos vem desenvolvendo tratamentos que
promovam a recuperacdo funcional do corag@o. Esse estudo objetivou desenvolver um

hidrogel baseado em alginato de sédio e gelatina funcionalizado com nanotubos de carbono e
matriz extracelular descelularizada, a fim de promover a condutividade elétrica e a presenca
de biomoléculas nativas do tecido cardiaco no material. Em seguida, com a técnica de
bioimpressdo 3D, foi produzido um implante com células-tronco mesenquimais dispersas no

hidrogel. A dispersdo de nanotubos de carbono em alginato de sodio e gelatina foi

estabelecida.

Palavras - chave: nanotubos de carbono; bioimpressao 3D; cardio; descelularizacéo;

células-tronco mesenquimais.

1. Introducao

Doengas cardiovasculares representam a principal causa
de morte no mundo atualmente !'!" Entre elas, o infarto agudo
do miocardio (IAM) figura como mais recorrente, com
estimativas de 300 a 400 mil casos por ano no Brasil sendo a
maior razdo de Obitos no pais também 2. Além desses
aspectos, mesmo 0s casos em que intervencdes médicas
conseguem reverter a isquemia pode-se, ainda, desenvolver o
quadro de insuficiéncia cardiaca (IC) com piora da qualidade
de vida, evoluindo, até mesmo, ao Obito.

O coragdo tem como sua principal célula funcional os
cardiomidcitos (CM), responsaveis por realizar em sincronia
a contrac¢do do musculo efetivando o bombeamento de
sangue pelo sistema vascular. A matriz extracelular

representa um papel igualmente central na capacidade
funcional do o6rgdo, provendo uma estrutura de sustentagdo
com competéncias mecénicas necessarias para o batimento
cardiaco (BC) juntamente a multiplos processos
sinalizatorios aos CM e demais tipos celulares presentes na
regido. No entanto, no pds-IAM temos os fibroblastos
cardiacos (CFB) assumindo a posi¢do de protagonismo
juntamente das células do sistema imune durante a fase de
cicatrizacdo do tecido. Esses trés componentes e suas
alteragdes no IAM sdo o objeto de estudo central para
compreender a patofisiologica cronica do dano efetuado.

O IAM se caracteriza pela morte celular, tanto necrética
quanto apoptotica, no tecido cardiaco devido a uma isquemia
Bl Ao ser restabelecido o aporte de sangue para o musculo
cardiaco, o 6rgdo ndo ¢é capaz de regenerar os CM perdidos;
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resultando, portanto, da diminui¢@o da capacidade funcional
do orgdo. As complicagdes ainda se agravam, pois durante o
processo de cicatrizagdo do tecido os CFB substituem a
matriz nativa com uma matriz menos complacente com o BC
. Esse conjunto de processos resulta no orgdo estabelecendo
processos  compensatorios, podendo  culminar no
desenvolvimento do quadro de IC.

O ndo adequado bombeamento do sangue por parte do
coracdo define a IC; provocada pela mudanga do ambiente
tecidual, acarreta na hipertrofia das células cardiacas e
deformagdo das cdmaras cardiacas afetadas resultando na sua
dilatagdo. Cronicamente, esse processo € auto agravante,
degenerando sua competéncia sistdlica e diastolica ao passo
que promove a inflamagao e produgéo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) no tecido 1. A progressdo da patologia pode
levar ao comprometimento do coragdo resultando na
necessidade de transplante ou, em ultimo caso, o 6bito.

A producdo de biomateriais usando a tecnologia de
bioimpressdo 3D estd em evidéncia atualmente. A técnica
apresenta a possibilidade de confeccionar construtos com
arquiteturas complexas e precisas; oferecendo, ainda, a facil
replicacdo. No entanto, para a efetuagdo da técnica ¢
necessario a produgdo de um biogel adequado, podendo
oferecer a sustentacdo necessaria as demandas do tecido,
enquanto, ainda, apresentar a capacidade de ser impressa
(CSI) corretamente. Nesse contexto, biomateriais
desenvolvidos para o tecido cardiaco devem possuir a rigidez
estrutural complacente com os processos de estiramento e
compressdo experimentados durante o BC, juntamente com a
caracteristica de eletrocondutividade que permita o sincicio.

A combinagdo de alginato de sddio e gelatina (A/G) € uma
excelente base para biogeis em func¢do de sua conhecida
biocompatibilidade em somatdéria com a propriedade de
realizar reticulacdo térmica reversivel e reticulacdo quimica
frente ao cloreto de calcio ). Atingir uma viscosidade tanto
adequada para o processo de extrusdo quanto para a
sustentacdo da forma do construto durante a impressao
requer o ajuste entre as concentragdes de A/G junto a dos
aditivos utilizados para a funcionalizacdo. Ganhando
notoriedade para area biomédica atualmente, os nanotubos de
carbono (NTC) podem melhorar a resisténcia do biogel e
capacita-lo a eletro condutividade . Trabalhos como Zhou
et al., 2013 demonstram que a funcionalizagdo de um
biomaterial com NTC promoveu uma melhor integragcdo do
construto com o tecido nativo, produzindo um implante com
modulos de resisténcia a compressdo e cisalhamento mais
adequados, além de demonstrar um maior numero de
contragdes por minuto quando comparado a CM em cultura
sem o tratamento.

Embora a confeccdo de um biomaterial utilizando A/G ¢
NTC apresentaria boa CSI, a matriz extracelular (ME)
cardiaca apresenta uma complexidade de biomoléculas que
atuam também na sinalizagdo com os CM e demais tipos
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presentes no tecido. Lindsey et al., 2018 revela que 90% da
ME cardiaca se compde por 10 diferentes proteinas entre
colagenos, glicosaminoglicanos, fibronectinas, elastinas e
outras. Uma estratégia para aproximar o biogel da
composicdo de biomoléculas encontradas no tecido nativo ¢é
o emprego de ME descelularizada (MED) como aditivo.
Multiplos estudos ja focam no emprego de MED cardiaca
(MEDC) como scaffold utilizando biorreatores para
descelularizar o tecido € recelularizar-lo em seguida ®!, mas
com a técnica de bioimpressdo 3D podemos produzir a base
de sustentagdo (scaffold) modulada aos nossos interessem
enquanto a MED ¢ misturada fornecendo todo o conjunto
proteico sem ditar exclusivamente as caracteristicas fisicas
do implante.

Por fim, um biomaterial cardiaco necessita da utilizagao
de células no implante a fim de restabelecer as unidades
contrateis do tecido. Para esse fim, a utilizagdo de
células-tronco (CT) possibilita a pretensdo de um tratamento
altamente biocompativel quando diferenciamos CT do
proprio paciente a receber o implante. As CT mesenquimais
(CTM) podem se diferenciar em CM ! e seu isolamento
pode ser feito a partir de tecidos de simples acesso como
polpa de dente deciduo. Popular um biomaterial com CTM
replicantes e induzi-las a diferenciacio em CM por
funcionalizagdo do implante seria central em uma estratégia
de tratamento.

Um implante bioimpresso composto de A/G, NTC,
MEDC e CTM apresentaria, portanto, adequadas
caracteristicas reoldgicas, resistindo adequadamente aos
estresses mecanicos do BC; eletro condutividade;
promovendo o sincicio dos CM do implante com os nativos;
perfil biomolecular, incitando um microambiente mais
biocompativel e biomimético as CTM do implante ¢ CM
nativos. Protocolar o processo de confec¢do desse biogel e
sua bioimpressédo foi o objetivo desse trabalho.

2. Metodologia

2.1 Nanotubos de carbono

NTC de parede multipla oxidados (NTC-ox) com acido
nitrico 6M por 5 horas a 120°C foram fornecidos por parceria
com a Dra. Thais Montanheiro do Instituto Tecnoldgico de
Aeronautica (ITA).

2.2 Coragdes de rato

Amostras de coracdo de rato inteiro de descarte foram
fornecidos pela Dra. Fernanda Mello através do Centro de
Reprodugdo e Experimentacdo de Animais de Laboratdrio
(CREAL) localizado no campus do vale da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

2.3 Células-tronco mesenquimais



CTM foram isoladas de polpa de deciduo doados de
pacientes e posteriormente caracterizados em artigo em
producdo pelo nosso grupo de pesquisa.

2.4 Protocolo “A” de dispersdo dos nanotubos de carbono

A quantidade de 10 mg de NTC-ox foi adicionada a 50 ml
de agua destilada (AD) em um tubo de pléstico e colocados
em banho de ultrassom por diferentes periodos: entre 30 min
até 1h e 10 min. A sonicagdo, também, foi realizada por 1h
com intervalos de 1 min a cada 8 min.

2.5 Protocolo “B” de dispersdo dos nanotubos de carbono

Foi realizado o mesmo processo do protocolo “A” com a
adigdo de Triton X-100 em concentragdo menor que 0,05%.

2.6 Protocolo “C” de dispersdo dos nanotubos de carbono

Uma concentragdo de 1,5 mg/ml de NTC foi adicionada a
PBS e posta em banho de ultrassom por 40 min,
ocasionalmente utilizando voértex na solugdo. Em seguida,
adicionou-se A/G na concentragdo final de 5% cada. Os pos
de NTC, de alginato e de gelatina foram submetidos a luz
UV por 15 min para fins de esterilizagdo. Do mesmo modo,
foi utilizado PBS estéril e o processo feito dentro de uma
capela de fluxo laminar.

2.7 Protocolo “E” de descelularizagdo de coragdes de rato

Utilizando o biorreator para perfundir através de um atrio,
injetaram-se solugdes de PBS 1x por 30 min, dodecil sulfato
de sodio (SDS) 1% em AD por 12h, AD por 15min, Triton
X-100 1% em AD por 30 min e PBS 1x por 30 min. As
amostras foram armazenadas em freezer.

2.8 Protocolo “F” de descelularizagdo de coragdes de rato

Utilizando béquer e agitador magnético multiplos
coracdes de rato foram submetidos a sucessivos banhos de
solugdes de SDS 0,5% em AD por 48h, SDS 1% em AD por
24h, Triton X-100 1% em AD por 1h e PBS por 30 minutos.
O protocolo foi adaptado de SESLI et al., 2018 ' ¢ as
amostras foram armazenadas em PBS em geladeira.

2.9 Protocolo “G” de descelularizag¢do de coragoes de rato

Foi realizado o mesmo processo do protocolo “F”, porém
as solucdes utilizadas foram SDS 1% em AD por 72h, AD
por 3h, Triton X-100 1% em AD por 24h e AD por 30 min. O
protocolo foi adaptado de Al-Hejailan et al., 2022 'l ¢ as
amostras foram armazenadas em PBS em geladeira.

2.10 Digestdo da matriz extracelular descelularizada

MED obtida através do protocolo “G” foi submetida a
digestdo enzimatica com pepsina nas concentragdes de 1:10,
1:50 e 1:100 contra o peso da amostra em solugdo de acido
cloridrico (HCL) 0,1 M. A solug@o permaneceu em shaker
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por 24h em 100 rotagdes por minuto a 37 °C. As amostras
foram centrifugadas, o sobrenadante retirado e, em seguida,
adicionado PBS 1x para o armazenamento em geladeira.

2.11 Cultura de células-tronco mesenquimais

CTM foram descongeladas e cultivadas em meio
Dulbecco's modificado por Eagle (DMEM) de baixa glicose
(Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de penicilina com estreptomicina. As
garrafas de cultura permaneceram em incubadora a 37°C e
5% de CO,. Periodicamente, ocorreram trocas do meio de
cultura e repiques com tripsina para fins de expansdo da
cultura.

2.12 Liofilizagdo

As amostras de MED submetidas a digestdo e o gel
composto de 5% alginato de sodio e 5% gelatina com NTC
1,5 mg/ml (A/G/NTC 1,5) foram liofilizados pela central
analitica da universidade federal de ciéncias da saude de
porto alegre (CA-UFCSPA) até o aspecto visual do material
indicar niveis baixos de umidade.

2.13 Preparo do hidrogel

Os materiais A/G/NTC 1,5 liofilizado (Gel-NTC-L) e
MEDC digerida e liofilizada (MEDDL) foram submetidos a
luz UV por 30 minutos e reidratados com PBS em volume
baseado na propor¢do entre o peso do Gel-NTC-L contra o
volume do A/G/NTC 1,5 presente no tubo liofilizado. O
hidrogel permaneceu em shaker a 100 RPM e 37°C
overnight. Um hidrogel controle apenas com A/G 5%
também foi produzido. A manipulagdo dos materiais foi
realizada em capela de fluxo laminar e utilizou-se PBS
estéril.

2.14 Bioimpressdo 3D

CTM em cultura foram repicadas e pipetadas na seringa
de bioimpressdo contendo hidrogel ou gel controle A/G 5%,
ambos a 37°C, na concentragdo de 1,5 milhdo de células por
ml. Foram bioimpresso construtos de aproximadamente 1,5
centimetros em uma placa de 12 pogos rapidamente
submetidos a reticulagdo quimica por cloreto de calcio.

2.15 Histologia

Os coragdes nativo e descelularizados foram fixados em
blocos de parafina, laminados e corados com hematoxilina e
eosina.

3. Resultados

3.1 Dispersdo dos nanotubos de carbono

O protocolo “A” se demonstrou ineficiente em realizar a
dispersdo dos NTC. Como demonstrado na figura la, o



material permaneceu em grumos que tendiam a se sedimentar
logo que retirados do banho de ultrassom mesmo em
concentragdes 7,5 vezes menor que a pretendida (1,5 mg/ml).
Assim, embora em concentragdes maiores o aspecto da
solucdo parece homogénea devido a caracteristica opacidade
dos NTC, ocorreu a forma¢do de sedimento variando a
concentragdo efetiva do material na solugdo. Qual o
protocolo usado com maiores concentragdes? Nao encontrei
na metodologia o que descreveu maior concentragdo (s6 0 A
com baixa e B e C descritos abaixo). Nas solu¢des de NTC
com concentragdo de 1,5 mg/ml a formagdo de sedimento se
tornou ainda mais evidente. Utilizando o protocolo “B”
baseado na adigdo de Triton X-100 em concentragdes
inferiores a 0,05% ndo foi identificada uma melhora da
dispersao (Figura 1b); demonstrando, portanto, a necessidade
de um protocolo mais arrojado para a dispersao.

Devido a inteng@o de formar um hidrogel e baseado nos
métodos utilizados no artigo de Zhou et al., 2014 optou-se
por dispersar os NTC em AD e rapidamente adicionar A/G
5% a solugdo. Assim, apos incubar o A/G/NTC 1,5 overnight
em shaker 100 RPM a 37°C o resultado ¢ um gel de aspecto
homogéneo que foi liofilizado (Figura 1c). O Gel-NTC-L
reidratado ndo apresentou a formagao de sedimento.

3.2 Descelulariza¢do de coragdes de rato

Inicialmente, através do protocolo “E”, se fez uso do
biorreator para perfundir as solugdes de descelularizagdo em
um unico coracdo por vez (devido a propria natureza do
equipamento) (Figura 2a). O resultado mostrou ser
inconsistente quando multiplas aplicagdes do protocolo nao
levavam ao aspecto esbranquigado/translicido, mas a
persisténcia da colora¢do avermelhada indicando a presenga
de células. Ademais, a baixa escalabilidade do processo ao
produzir um coragdo descelularizado a cada 14h com alta
manutengdo durante o protocolo inviabilizaria a confecgdo do
hidrogel frente que, apds o0s processos de digestdo e
liofilizagdo, apenas 1/100 do peso inicial resulta em MED.

A necessidade de realizar a descelularizagdo em multiplos
coragdes ao mesmo tempo resultou na utilizagdo de um
béquer com agitador magnético em que o material seria
agitado junto as solucdes (Figura 2b). O protocolo “F”,
adaptado de SESLI et al., 2018, foi capaz de produzir mais
de 30 coragdes com aspecto esbranquigado/transliicido em
trés dias. No entanto, a andlise das ladminas histologicas
demonstrou que, mesmo que a conservagdo da ME tenha sido
satisfatoria, existe a presen¢a de nucleos e DNA fragmentado
no material (Figura 3a e 3b); descartando, portanto, sua
viabilidade vide a potencial rejeicio do organismo ao
hidrogel quando implantado.

O protocolo “G” estendeu os tempos e concentragdes das
solugdes de descelularizacdo (Figura 2b); adaptado de
Al-Hejailan et al., 2022, no entanto, apresentou, também,
nicleos na MED resultante. O protocolo foi utilizado para
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confecgdo do hidrogel em fungdo da natureza de prazo dos
trabalhos de conclus@o de curso e o resultado da histologia
apenas se deu apoOs os testes subsequentes de digestdo,
liofilizagdo e bioimpressao do hidrogel.

3.3 Digestdo e liofiliza¢do da matriz extracelular descelularizada

Para atingir com confianga a concentragdo de 1% MED no
hidrogel, optou-se pela liofilizagdo do material. Como passo
necessario para formar o aditivo em pod, a digestdo dos
coracdes com HCL 0,1M por 24h foi empregada. Esse passo,
no entanto, revelou um baixissimo rendimento final; somado
ao protocolo “G”, portanto, necessita-se de 1g equivalente a
4-6 coracgdes para cada 1 ml de hidrogel. Amostras de
A/G/NTC 1,5, também, foram liofilizados junto a MEDD
(Figura lc). Ap6s a liofilizacdo a MEDD formou um material
compacto e quebradigo, facilmente esfarelado; enquanto o
Gel-NTC-L apresentou o aspecto de isopor, menos rigido e
compacto.

3.4 Hidrogel e Bioimpressdo

A concentracdo pretendida de 1% MED forneceu um
hidrogel com consisténcia a 37°C adequada para a
bioimpressdo. O construto formado pelo hidrogel apresentou
a competéncia de reter sua forma do mesmo modo do gel
controle; o aspecto preto opaco caracteristico dos NTC, no
entanto, ndo se distribuiu de maneira uniforme no hidrogel,
pode-se perceber a tendéncia de acimulo dos NTC na regido
central do construto em contrapartida de sua relativa auséncia
nos limites externos apods 24h (Figura 4a). O construto reteve
sua forma e tamanho por duas semanas em uma incubadora a
37°C 5% de CO, (Figura 4b).

4. Discussao

Para o estabelecimento do protocolo de producdo do
hidrogel, o primeiro grande desafio foi a dispersdo de NTC.
Os protocolos “A” e ”B” apontaram que o ultrassom, mesmo
aliado a acdo de detergentes como Triton X-100, ndo
superou a forga das interagdes dipolo — dipolo induzido entre
os NTC. O processo da bioimpressdo expande o
entendimento sobre o protocolo “C” ao demonstrar que os
NTC séo capazes de se deslocar pelo hidrogel criando zonas
de maior e menor concentragdo. Assim, surge uma nova
preocupagdo a ser analisada, pois a literatura aponta que
concentragdes altas de NTC como sendo consideravelmente
citotoxicos [, Citar as concentragdes citotoxicas para
justificar a escolha de 1,5. Correlacionar a disseminagao das
CTM pelo construto com a concentragdo de NTC de modo
3D deve ser objeto de estudo em hidrogéis dessa natureza.

O segundo grande problema estd no estabelecimento de
um protocolo de descelularizacdo escalavel. A utilizagdo de
béquer com agitador magnético mostrou ser capaz de realizar



adequadamente a perfusdo das solu¢des em varios coragdes
simultaneamente. Embora o protocolo “F” e “G” ndo tenham
sido suficientes para completamente descelularizar o tecido,
com ajustes aumentando as concentragdes e tempos
provavelmente atingir-se-ia a redug¢do dos niveis de DNA
suficientes para utilizagdo em implantes in vivo. A ndo
alteragdo das solucdes e tempos dos protocolos “F” e “G”
frente as utilizadas pelos artigos de referéncia SESLI et al.,
2018 e AI-HEJAILAN et al., 2022, respectivamente, se deu
pelo cronograma do trabalho de conclusdo de curso ndo
permitir a realizagdo de testes que confirmassem a
preservagdo parcial ou integral das biomoléculas presentes na
ME. Dessa forma, caso fosse atingida adequada
descelularizagdo, estas biomoléculas estariam, muito
provavelmente, tdo ou mais conservadas quanto estavam as
MED’s testadas nos artigos de referéncia.

O baixo rendimento apds o protocolo de digestdo levanta a
hipotese do uso de coragdes de animais maiores e em maior
quantidade. Nesse contexto, coragdes de galinha podem ser
uma alternativa promissora, baseado no seu peso, cerca de 50
vezes maior por coragdes comparado aos de rato; volume,
adequado para ndo impossibilitar a difusdo das solugdes sem
a pressdo emitida em um biorreator e, por fim, facilidade de
obtencdo, vide ser Dbarato e facilmente obtido
comercialmente.

O hidrogel estabelecido apresentou viscosidade adequada
para a CSI principalmente ap6s a adigdo de MEDDL. A 37°C
o material ndo ofereceu resisténcia desnecessaria a extrusao
ao passo que reteve sua estrutura tanto quanto o gel controle.
Ao analisarmos nas laminas histologicas uma baixa presenga
de nucleos e uma alta conservacdo das estruturas matriciais,
podemos extrapolar que o protocolo posteriormente
desenvolvido para a efetiva descelularizagdo ndo sera tdo
mais extenso e/ou com solugdes tdo mais concentradas ao
ponto de significativamente variar a viscosidade do hidrogel
ao final. Essa logica pode-se aplicar, também, ao padrao de
degradagdo do hidrogel demonstrando consideravel
conservacdo de estrutura por no minimo duas semanas.

5. Conclusao

O trabalho aqui descrito ndo foi capaz de produzir o
hidrogel baseado em A/G, NTC e MEDC em fungdo do
protocolo de dispersdao dos nanotubos de carbono gerar
agregados. No entanto, o estudo apresenta uma extensa lista

17

de tentativas e acertos que evidenciam as complexidades
envolvidas na area. Para os NTC se estabeleceu o protocolo
“C” capaz de formar um gel com relativa homogeneidade,
mas se demonstrou, também, a atividade dos NTC de se
deslocarem através do hidrogel de forma a se aglutinar.
Como ja citado no texto, pode-se ainda extrapolar que um
protocolo efetivo de descelularizacdo baseado em banhos
mais longos e/ou concentrados comparados aos do protocolo
“G” ndo levaria a significativas mudangas na CSI e
degradabilidade do hidrogel.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O trabalho ndo foi capaz de produzir o hidrogel baseado em A/G, NTC e MEDC em
fungdo do protocolo de dispersdo dos nanotubos de carbono ter mostrado agregados e o
protocolo de descelularizacdo empregado precisar de confirmacdo da remoc¢do de maneira
adequada dos nucleos e DNA do tecido. No entanto, o estudo apresenta uma extensa lista de
tentativas e acertos que evidenciam a complexidade envolvida no estabelecimento do biogel.
Para os NTC estabeleceu-se o protocolo “C” capaz de formar um gel com relativa
homogeneidade e, também, evidenciou-se que os NTC sdo capazes de se deslocarem através
do hidrogel de forma a se aglutinar. Pode-se, ainda, extrapolar que um protocolo efetivo de
descelularizagdo baseado em banhos mais longos e/ou concentrados comparados aos do
protocolo “G” nao levaria a significativas mudangas nos padroes fisicos apresentados pelo
hidrogel produzido. Dessa forma, a perspectiva ¢ realizar testes de melhor dispersao dos
nanotubos de carbono e avaliar se o protocolo de descelularizagdo foi efetivo e, assim, realizar
a analise de padrdes inflamatorios, oxidativos e de contratilidade, planejados inicialmente no

projeto.
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