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RESUMO

Impresséo tridimensional (3D) ou manufatura aditiva € uma tecnologia emergente que
recentemente vem ganhando significante atencéo na area de médica e de engenheira
tecidual. Entretanto, as plataformas de bioimpresséo comercias ainda apresentam alto
custo para pequenas instalacbes de pesquisa, especialmente no ambiente
académico. Além disso, para a utilizacdo dessa técnica, é necesséario também a
producdo de hidrogéis e biotintas funcionais que visam igualar as propriedades,
quimicas, fisicas e biologicas do tecido humano. Neste sentido, hidrogéis baseados
em goma de gelana (GG) podem ser promissores, uma vez que a GG € um
polissacarideo natural, de facil funcionalizagcéo, biodegradavel, biocompativel e que
apresenta similaridades com a matriz celular. Ao mesmo tempo, a laponita (LAP) é
uma argila formada por nanosilicatos e que apresenta excelentes propriedades
referentes a atividades bioldgicas, adeséo e proliferacéo celular. No presente trabalho,
foi desenvolvida uma bioimpressora homemade de baixo custo utilizando a tecnologia
de microextrusdo através da modificacdo de uma impressora 3D de modelagem por
deposicao fundida (FDM) do modelo ReprapPrusa i3. Ademais, hidrogéis baseados
em GG e LAP foram preparados e caracterizados pelas técnicas de MEV, FTIR, TGA,
DRX e Reometria. O hidrogel ideal para bioimpressdo utilizando a técnica de
microextrusao, foi o de concentragéo 2,7 m/v% de GG e 0,3 m/v% de LAP. O mesmo
foi utilizado para a validacdo da bioimpressora desenvolvida, demonstrando sua
capacidade de fabricar estruturas 3D com boa precisdo espacial ao longo dos eixos
X, Y e Z e apresentando uma fidelidade de impresséo na bioimpresséo de um scaffold.
Os resultados obtidos demonstraram que ambos, bioimpressora e os hidrogéis
compositos sdo promissores para aplicacdes em manufatura aditiva e engenharia

tecidual.

Palavras-Chaves: Manufatura aditiva, impressora 3D, bioimpressora, biomaterial,

hidrogéis, microextruséo, laponita, goma gelana.



ABSTRACT

Three-dimensional (3D) printing or additive manufacturing is an emerging
technology that has recently been gaining significant attention in the area of medical
and tissue engineering. However, commercial bioprinting platforms still have a high
cost for small research facilities, especially in the academic environment. In addition,
to use this technique, it is also necessary to produce hydrogels and functional bioink
that aim to match the properties, chemical, physical and biological of human tissue. In
this sense, hydrogels based on gellan gum (GG) can be promising, since GG is a
natural polysaccharide, easily functionalized, biodegradable, biocompatible and which
has similarities with the cell matrix. At the same time, laponite (LAP) is a clay formed
by nanosilicates and has excellent properties related to biological activities, adhesion
and cell proliferation. In the present work, a low cost homemade bioprinter was
developed using microextrusion technology through the modification of a RepRap
Prusa i3 model of molten deposition modeling (FDM). In addition, hydrogels based on
GG and LAP were prepared and characterized by the techniques of SEM, FTIR, TGA,
DRX and Rheometry. The ideal hydrogel for bioprinting using the microextrusion
technique was a 2.7 wiv% GG concentration and 0.3 w/v% LAP. The same was used
for the validation of the developed bioprinter, demonstrating its ability to manufacture
3D structures with good spatial precision along the X, Y and Z axes and presenting a
fidelity of impression in the bioprinter of a scaffold. The results obtained demonstrated
that both bioprinter and composite hydrogels are promising for applications in additive

manufacturing and tissue engineering.

Keywords: Additive Manufacturing, 3D Printer, Bioprinter, Biomaterial, Hydrogels,

Microextrusion, Laponite, Gellan Gum.
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1. INTRODUCADO:

1.1. Bioimpresséao

De acordo com Murphy e Atala (2014), a bioimpressdo é uma técnica de
impressdo camada por camada para fabricagcdo de estruturas 3D de componentes
funcionais tais como, materiais biolégicos, bioquimicos e células vivas.

Segundo Highley, (2019) a bioimpressdo é uma tecnologia que nos permite
posicionar células e materiais com alta resolucéo no espaco 3D.

A partir da intersecdo entre a manufatura Aditiva (MA), medicina regenerativa e
engenharia tecidual, a bioimpressdo traz uma visdo em que, dispositivos sao
desenvolvidos para auxiliar o tratamento de les@es, faléncia de 6rgdo e substituicdo
tecido humano. A partir de uma imagem da leséo, por exemplo, € gerado um modelo 3D,
sendo transmitido para o hardware de bioimpresséo, onde € gerada uma estrutura de
sistema biolégico funcional e compativel com o paciente (HIGHLEY, 2019).

Atualmente, a bioimpresséo, como ferramenta para medicina, desenvolve um
papel importante para aplicacdes de impressoras 3D em engenharia tecidual, visando a
replicacdo da natureza complexa do tecido humano e a reducdo da necessidade de
doacdo de 6rgaos ou tratamentos imunossupressores (GRAY et al., 2016; KAMALI et al.,
2016; MALDA et al.,, 2013; SIGAUX et al.,, 2019; VANKOEVERING; HOLLISTER;
GREEN, 2017).

Segundo Groll et al. (2016) e Keriquel et al. (2010), a bioimpressao utiliza
processos auxiliados por computador para fabricar materiais vivos e nao vivos em 2D ou
3D, afim de produzir estruturas para serem utilizadas em medicina regenerativa.

Para bioimpressao, a bioimpressora bem como ferramentas como software CAD
(desenho auxiliado por computador) sdo elementos chaves para projetar e executar a
deposicdo camada a camada (DATTA et al., 2017; KOLESKY et al., 2016). Além disso,
0 processo de bioimpressao se assemelha ao da impresséo 3D classica, porém necessita
controle de parametros, tais como temperatura da material impresso, viscosidade do
material no momento da impressao, velocidade e temperatura de impressao (GAO et al.,
2018).

De pesquisas na area de bioimpresséo, diversos trabalhos significativos ja foram
publicados, tais como producéo de scaffold para liberacdo de farmacos (WU et al., 1996),
regeneracao 0ssea (GIORDANO et al., 1997), e a utilizagédo de poli (caprolactona) para
construcdo de scaffolds contendo células (DHARIWALA et al., 2004). Mais recentemente,

Cox e colaboradores reportaram a bioimpressdo de camadas a base de hidroxiapatita



bioativa fabricados a partir de pés usando aglutinantes impressos e sinterizacédo (COX et

al., 2015). A seguir, serdo abordados as principais técnicas utilizadas na bioimpressao.

1.2. Bioimpressora 3D

A bioimpressora 3D tem como objetivo em longo prazo, a construcao de tecidos,
orgaos utilizando os seguintes materiais: células vivas, farmacos, polimeros sintéticos e
naturais, fatores de crescimento e genes. Quando o objeto for impresso de maneira
controlada e precisa, a bioimpresséo é capaz de produzir scaffolds, modelos de 6rgaos
e pequenos tecidos, através de diferentes técnicas (GUDAPATI; DEY; OZBOLAT, 2016;
KIM; KIM; JUNG, 2016).

De acordo com Lee et al. (2016), a bioimpressora 3D é um tipo de impressora na
qual o material a ser impresso € composto por células vivas, moléculas biotivas,
biomateriais ou agregados celulares pequenos.

Segundo Murphy e Atala (2014), as principais técnicas utilizadas para deposicao
de materiais biolégicos sdo: Jato de tinta (Inkjet), microextrusao (Microextrusion) e

impressao assistida por laser (Laser-assisted).

1.2.1. Jato de Tinta

A bioimpresséo por jato de tinta consiste na liberacdo de goticulas liquidas de
biotinta de forma rapida e precisa em um substrato. Sdo projetadas de forma
personalizada para manipular e imprimir materiais bioldogicos em alta resolucéo,
velocidade e precisao de impressao, utilizando forcas térmicas ou acusticas para ejetar
as goticulas em um substrato. H4 um crescente interesse nesta tecnologia no campo de
engenharia tecidual devido a mesma ser uma maneira pratica e eficiente de impressao,
de elementos bioldgicos, de modo a formar estruturas celulares e teciduais com alta
precisdao (MURPHY; ATALA, 2014; XU et al., 2006).

Na técnica de bioimpressao por jato de tinta, os biomateriais sdo armazenados em
um cartucho, em sequéncia a tinta é transferida para uma camara onde realiza a ejecao
de goticulas, que sdo geradas por dois mecanismos, sendo o primeiro piezoelétrico e
outro por atuacao térmica (X. CUI, T. BOLAND, D. D. D’LIMA, 2012), tais podem ser
observado pela figura 1.
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Figura 1: Modelo de bioimpresséo por jato de tinta.

Térmica Piezoelétrico
Aquecedora atiador
-2 piezoelétrico
Bolha de -
vapor
- - - =

Fonte: Modificado de Malda et al. (2013)

A técnica de bioimpressdo por atuacdo térmica consiste no aquecimento
eletricamente do cabecote de impresséo, produzindo pulsos de pressao que forcam as
gotas do bico a ser dispensados. A temperatura do cabecote varia entre 200 ° C e 300 °
C. O aguecimento do cabecote representa uma certa desvantagem para o uso dessa
bioimpressédo, pois expde células e materiais a tensdes mecanicas e térmicas,
apresentam baixa direcionalidade das gotas, ndo uniformidade das goticulas, frequente
entupimento do bico de impressao e baixa confiabilidade do encapsulamento de celular
(GOLDMANN; GONZALEZ, 2000; OKAMOTO; SUZUKI; YAMAMOTO, 2000).

Outra técnica de bioimpressora a jato de tinta utiliza cristal piezoelétrico, onde é
aplicada uma voltagem, gerando um pressdo dentro do cabecote de impressao,
transformando o liquido em goticulas, sendo possivel controlar o tamanho das goticulas
pela tensédo aplicada (DEMIRCI; MONTESANO, 2007; TEKIN; SMITH; SCHUBERT,
2008).

De acordo com os pesquisadores Fang et al. (2012) e Demirci e Montesano (2007)
ha outros modelos que utilizam a radiagéo acustica associada a um campo de ultrassom
para ejetar as goticulas de tinta, onde pard@metros como duragdo e amplitude do pulso
sdo utilizados para controlar a taxa de ejecao das goticulas.

As bioimpressoras a jato de tinta acusticas possuem como vantagens a
capacidade de gerar e controlar o tamanho da goticula e a direcdo da ejecéo, baixa
exposicdo das células ao calor e a pressao, baixo custo, alta resolucao, alta velocidade
e compatibilidade com muitos materiais biolégicos, ndo requer contato com a superficie
da impressdo(CAMPBELL et al., 2005; NAKAMURA et al., 2005; PHILLIPPI et al., 2008;
SAUNDERS; GOUGH; DERBY, 2008). As desvantagens e dificuldades encontradas nas
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bioimpressoras por jato de tinta séo o fato de que as biotintas ou hidrogéis devem estar
na forma liquida para possibilitar a formacdo de goticulas, dificuldade em atingir
densidades celulares biologicamente relevantes e a dificuldade de impressdo de
estruturas verticais (SKARDAL; ATALA, 2015). De acordo com Murphy e Atala (2014),
dentre exemplos relevantes realizados pela bioimpressdo por jato de tinta estdo: a
regeneracao de pele (SKARDAL; ATALA, 2015), a producao de cartilagem in situ (CUI et
al., 2012), construcdes de cartilagem em camadas in vitro combinados com eletrofiagéo
(XU et al., 2013), construcdes 0sseas(DE COPPI et al., 2007), bioimpresséo a jato de
tinta a base de nanocelulose (GUNASEKERA et al., 2016; NECHYPORCHUK et al.,
2017).

A diferenca entre o método de bioimpressdo por jato de tinta e o método na
impressédo 2D (impressora utilizada para impressdo em papel), é a substituicdo da tinta
tradicional (cartucho) por um material biolégico (biotinta/hidrogel), e ao invés da
impressao no o papel, ocorre a em uma mesa controlada eletronicamente nos eixos X, Y
e’Z.

1.2.2. Bioimpressao assistida por laser (LAB)

A bioimpressdo assistida por laser é uma técnica que utiliza como principio a
transferéncia direta induzida por laser. A bioimpressora € composta por uma fonte de
laser pulsado, uma fita revestida com o material biol6gico a ser transferido e um substrato

receptor, como pode ser observado na figura 2.

Figura 2: Modelo de bioimpresséo assistida por laser

Camada absorvente de energia

Pulso laser

Slide-doador

Fonte: Modificado de Malda et al. (2013)
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Em seu funcionamento, um pulso de laser é aplicado na camada doadora, aquecendo
uma pequena porc¢do, gerando uma bolha de alta pressao, que gera uma pressao na
camada do material (hidrogel ou biotinta) impulsionando-o em dire¢cdo ao substrato. A
técnica LAB é de pouca utilizacdo se compararmos com as técnicas microextrusao e
bioimpresséao a jato de tinta, no entanto sua aplicacdo na engenharia tecidual € onde tem
se havido mais sucesso com uso de materiais bioldégicos como DNA, células e peptideos
(BARRON et al., 2004; BOHANDY; KIM; ADRIAN, 1986; CHRISEY, 2000; DINCA et al.,
2008).

Essa técnica de impresséo possui algumas vantagens, devido ao fato de a mesma
ser livre de bicos de impressdo, 0 que evita 0 problema de entupimento por células,
fontes de contaminacdo e ainda permite a impressdo de materiais altamente viscosos
(HOPP et al., 2005; KOCH et al., 2010). A principal desvantagem citada por Guillotin e
Guillemot (2011) e Murphy e Atala (2014) é o alto custo desses sistemas, 0 que limita a
utilizacdo em pesquisas basicas de engenharia de tecidual. Um exemplo de aplicacdo da
impresséo a laser 3D na area medica ¢é a fabricacdo de uma tala traqueal personalizada,
sendo ndo celular e reabsorvivel, implantada em um paciente jovem com
traqueobroncomalacia (ZOPF et. al. (2013). H4 também estudos de Keriquel et al. (2010)
gue demonstram a utilizacao de LAB na deposi¢ao de nano-hidroxiapatita em um modelo

3D de defeito calvaria de camundongo.

1.2.3. Microextrusao

Neste trabalho foi utilizada a técnica de microextrusdo na qual o material é
extrudado na forma de um filamento cilindrico e continuo por um cabecote, através de
um reservatorio que contém um bico (comumente uma seringa com agulha), com fluxo
controlado por um pistao. O cabecote de microextrusdo se move-se ao longo dos eixos
X, Y e Z, depositando camada por camada o material, sendo que a primeira camada
depositada atua como base ao seu termino move-se 0 eixo Z para a proxima camada,
formando assim um objeto 3D. Este tipo de bioimpressora possui um sistema de
distribuicdo formado por: parte mecanica (parafuso ou pistdo) e pneumética, sendo o
sistema de distribuicdo mecanico realizado por um pistdo que é o método mais comum
(Figura 3) (DATTA et al., 2017; HOSPODIUK et al., 2017; MIRONOQV et al., 2009; XU et
al., 2008).

Uma das vantagens encontradas na técnica de microextrusdo é a capacidade de

depositar altas densidades celulares com alta resolucédo, permitindo a impresséao de
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projetos de estruturas complexas. Sua desvantagem ocorre devido a necessidade de
bicos de extrusdo, o que pode acarretar em baixa velocidade de impressao diminuicéo
da viabilidade celular das biotintas, e a necessidade de se trabalhar com uma viscosidade
ideal do material a ser impresso para evitar entupimentos e preservar formas complexas
de impressdo (MURPHY; ATALA, 2014).

Figura 3: Modelos de bioimpressao microextrusao

Impresséo a Microextruséao

Pneumatico Pistao Rosca
| "” Entrada
| [ - -
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T
w # \ W

(
(7
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Fonte: Modificado de Malda et al. (2013)

Existem trabalhos realizados a partir da tecnologia de bioimpressdo de
microextrusdo que apresentam grande destague na engenharia de tecidual (NOROTTE
et al., 2009), fabricacdo de valvulas adrticas (DUAN et al., 2013), bioimpressao de um
coracdo com células humanas e material biologico (NOOR et al., 2019), reparo de
cartilagem (ZHANG et al., 2014). Entretanto, esta técnica € considerada uma técnica
lenta para a impressao de estruturas complexas de alta resolucdo (MURPHY; ATALA,
2014).

De acordo com Habib et al. (2018) e Murphy et al. (2018) ha uma concentracédo de
pesquisas na area de bioimpressao utilizando o processo de extrusdo de materiais,
utilizando diversos materiais biocompativeis, como geéis, polimeros e hidrogéis contendo
células.

Na bioimpressao a partir da microextrusao, € comum serem usados materiais que
reticulam no decorrer da impressao. Os que reticulam a temperatura ambiente (35 —
40°C) permitem a sua extrusao na presenca de componentes biologicos, importante fator
para aplicacdes biomédicas (MURPHY; ATALA, 2014; SMITH et al., 2004, 2007).
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Comparado com as demais técnicas de bioimpressdo a microextrusao € a mais
utiizada e acessivel (MURPHY; ATALA, 2014; OZBOLAT; HOSPODIUK, 2016;
OZBOLAT; MONCAL; GUDAPATI, 2017). Visando obter um equipamento de baixo custo,
e que pudesse ser utilizado para a impressao de protétipos baseados nos hidrogéis
preparados primeiramente para este trabalho no laboratério Biopolmat da Universidade
de Araraquara. O trabalho demonstrou o desenvolvimento de uma bioimpressora 3D
atraves de modificagdes de uma impressora 3D comercial no modelo de FDM, que possui

0 mesmo principio de funcionamento de uma bioimpressora de microextrusao.

1.3. Biomateriais

Um biomaterial trata-se de um material capaz de interagir com sistemas biolégicos
para tratar, avaliar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo,
visando a qualidade de vida do individuo (ULBRICH, 2007; WILLIAMS, 1987).

Os biomateriais podem ser divididos em classes: ceramicos, metais, poliméricos
ou a combinacao destes, podendo ser utilizados em diferentes aplicacdes, tais como
implantes dentarios, préteses oculares, farmacos, fixacédo ortopédica, valvulas cardiacas
dentre outras, além da propria bioimpressdo, como pode ser observado na figura 4
(PATEL; GOHIL, 2012).
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Figura 4: Classificacdo dos Biomateriais
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Fonte: modificado de Sundaram (2016)

Os polimeros naturais vém sendo muito estudados como materiais para
aplicacdes na biomedicina, sendo utilizados em diversos tipos de aplicacdes dentre elas
revestimentos farmacéuticos, implantes mamarios, scaffolds na engenharia tecidual e
regeneracao do disco intervertebral (SILVA-CORREIA et al., 2013).

Com boa biocompatibilidade os hidrogéis estdo sendo vastamente utilizados como
materiais para bioimpressdo, sendo explorados em diversas aplicacdes, tais como
bioimpressdo a laser (BARRON; SPARGO; RINGEISEN, 2004; GUILLEMOT et al.,
2010),bioimpresséo a jato de tinta (NAKAMURA et al., 2005) e impressao baseada em
extrusdo (CHUNG et al., 2013; OZBOLAT; HOSPODIUK, 2016).

1.4. Biomateriais para bioimpresséao

Materiais como as biotintas e hidrogéis podem ser utilizados na MA para
impressao de tecidos complexos, por atuarem de forma semelhante a um ambiente de

matriz extracelular para proliferacéo, suporte, adeséo e diferenciacdo de células vivas.
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Biotintas sdo formulacbes com a presenca de células adequadas para utilizacdo
na biofabricacdo, onde pode conter componentes e biomateriais biologicamente ativos
(GROLL et al., 2019). Casos de formula¢cdes que possuem componentes ou moléculas
biologicamente ativas, mas ndo apresentem a presenca de células, ndo se qualificam
como biotintas. Alguns biomateriais podem ser impressos e posteriormente semeados
com células ap6s a impressao, mas se ndo séo diretamente formulados com células néo
se qualificam como biotinta (SCHUURMAN et al., 2011; SHIM et al., 2011).

Para a preparacdo de biomateriais, estratégias especificas devem ser utilizadas
na impressao de biotintas, por exemplo, um processo de impressao termicamente
ameno, com temperaturas menores que 37°C que evitem a degradacdo de moléculas
bioativas, macroproteinas e células vivas. Além disso, para obter uma estrutura com
maior precisdo, € necessario empregar técnicas de reticulacdo durante ou apoés a
impressao, tais como: reticulacdo idnica, enzimatica, quimica, térmica, e reticulacao por
UV (HENNINK; VAN NOSTRUM, 2012; XU et al., 2018). A definicdo da estratégia a ser
utilizada depende muito do material a ser impresso e, por isso, o desenvolvimento de
hidrogéis que apresentam caracteristicas, tais como, similaridades com a matriz extra
celular, facil funcionalizacdo e reticulacdo, viscosidade adequada para impressao e
biodegradabilidade, biocompatibilidade é essencial (MURPHY; ATALA, 2014).

Neste sentido, diversos pesquisadores vém estudando a formula¢des de hidrogéis
baseados em materiais naturais, por exemplo alginato, quitosana, colageno, gelatina,
metacrilato de gelatina. A tabela 1 apresenta uma relacéo de trabalhos publicados com

o tipo de material usado e sua aplicacao.



Tabela 1 - Biomateriais utilizados na impresséao 3D

Hidrogel

Aplicagéo

Referéncias

Quitosana

Alginato, Laponita e
Metilcelulose

Metacrilato e Gelatina

Nanocelulose-Alginato

Fibrina

Alginato e Acrilamida

Hidroxiapatita

Goma Gelana

Goma Gelana,
Laponita e Metacrilato
Poli (etileno glicol)
(PEG) e Acido
Hialurénico (HA)
Poli (acido acrilico) e

Laponita

Plataforma celulares para
Engenharia Tecidual
Bioimpresséo 3D de

scaffolds

Bioimpresséo 3D

carregada de células
Bioimpresséo 3D de

estruturas

Microambientes projetados
por células-tronco para

uso na bioimpresséo

Protétipo de cartilagem do

menisco
Bioimpresséao 3D de
scaffolds para utilizagéo na
Engenharia de tecidual
Hidrogéis injetaveis para
regeneracao da cartilagem
Curativo para o tratamento
de feridas
Bioimpresséao 3D de

scaffolds

Hidrogéis como adesivos

biocompativeis

(DEMIRTAS; IRMAK;
GUMUSDERELIOGLU, 2017)
(AHLFELD et al., 2017)
(BERTASSONI et al., 2014;
BILLIET et al., 2014)
(MARKSTEDT et al., 2015)

(PHILLIPPI et al., 2008)

(BAKARICH et al., 2014)

(COX et al., 2015)

(OLIVEIRA et al., 2010)

(PACELLI et al., 2016)

(BOERE et al., 2015)

(SHEN et al., 2014)

1.5. Hidrogéis

Os hidrogéis sé@o constituidos por cadeias poliméricas tridimensionalmente
estruturadas por ligagdes quimicas e fisicas (figura 5). Os hidrogéis podem ser obtidos a
partir de polimeros naturais e sintéticos com cadeias parcialmente hidrofilicas que fazem

com que 0S mesmos apresentem uma grande retencdo de agua sem perder sua
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estrutura. Estas caracteristicas possibilitam interacfes e ligacdes com tecidos e permite
a utilizagcdo de hidrogéis na area farmacéutica, liberando controladamente farmacos apos
estimulos fisiologicos, tais como: pH, oxidacéo, temperatura e presenca de biomoléculas
(uréia, glicose e insulina) (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

Figura 5 — Exemplos de liga¢des quimicas e fisicas formadas entre hidrogéis e tecidos

circundantes.
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Fonte: Modificado de Ghobril e Grinstaff (2015)

A engenharia tecidual apresenta interesse nos hidrogéis também, devido a
caracteristicas de materiais liquidos e materiais solidos, onde, como material liquido
permitem a difusdo de solutos e circulacdo de fluido, e como materiais solidos os
hidrogéis sdo mais resistentes a aplicacdo de uma tenséo podendo se deformar de forma
reversivel, sdo flexiveis e permitem boa mobilidade nas cadeias poliméricas (GONG,
2006).

Uma parte razoavel dos hidrogéis utilizados na engenharia de tecidual € baseada
em polimeros de origem natural, abrangendo gelatina, alginato, quitosana, colageno,
acido hialurénico e fibrina (DASH et al., 2011; HUNT; GROVER, 2010; SELIKTAR, 2012;
SPILLER; MAHER; LOWMAN, 2011).

Na figura 6, apresenta uma solucdo de gelana um antes da reticulagdo em
temperatura elevada (aproximadamente 80°C), e o hidrogel de gelana em temperatura

ambiente (aproximadamente 25°C) ap0s a reticulacdo
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Figura 6: Hidrogel de Goma Gelana

Hidrogel antes da reticulagao Hidrogel apds da reticulagédo

Fonte: modificado de Oliveira et al. (2010).

Para que um hidrogel se torne uma biotinta, células devem ser adicionadas na
formulagcdo (BRODSKY; ANDREWS, 2011). Os hidrogéis proporcionam um ambiente
ideal para células. Neste contexto, a impresséo de hidrogéis na forma de uma estrutura
tridimensional, flexivel e porosa, permite ndo apenas a incorporacao de células, como
também a comunicacdo entre as mesmas, sendo assim promissor para aplicacdo das
mesmas como um biomaterial (DRURY; MOONEY, 2003; RAJAN et al., 2007,
YAMAMOTO et al., 2009).

Na area biomédica as aplicacbes sdo em lentes de contato, matriz de
encapsulamento de células, pele artificial, curativos, liberagdo controlada de farmacos e
scaffolds, devido sua natureza elastica e hidratada que diminui irritacdes em tecidos
adjacentes (OREFICE, RODRIGO LAMBERT; PEREIRA, MARIVALDA DE
MAGALHAES; MANSUR, 2006; OVIEDO et al., 2008).

No entanto a obtencdo de hidrogéis para serem utilizados em bioimpressao
depende de alguns parametros fisico-quimicos. Tais como Mecanismo de reticulacao e
propriedades de reologia que determinam a habilidade de impressédo de hidrogéis.
Parametros como demonstrado a seguir na figura 7, sdo interligados e importantes para

todas as técnicas de bioimpresséo.
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Figura 7: Parametros influentes na fidelidade de impresséo e células, e suas relacées

criticas para a biofabricacéo.
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Fonte: Modificado de Malda et al. (2013).

De acordo com Guvendiren et al.(2012) para que um hidrogel possa ser utilizado
na medicina, alguns critérios essenciais S4o necessarios, como, possuir uma viscosidade
adequada para permanecer em uma seringa, o hidrogel deve fluir sobre uma pressao
moderada e possuir elasticidade e resisténcia mecanica. Para a aplicacdes especificas
do material, este necessita ser também biocompativel. Até o momento, nenhum hidrogel
para aplicacdo em cirurgia esta disponivel no mercado, o que se encontra no mercado
sdo hidrogéis para tratamento cicatrizacdo de feridas. Entretanto, existem estudos
utilizando hidrogéis como adesivos para reparos do tendao flexor (FERGUSON; RINKER,
2006) e para protecdo do endotélio corneano durante cirurgias de facoemulsificacdo
(GALVIS et al., 2019).

O principal desafio dos hidrogéis € oferecer maior capacidade de impressao 3D,

possibilitando a impressao de 6rgédos complexos (CABRAL; MORATTI, 2011).
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1.6. Goma Gelana

A Goma Gelana (GG) é um polissacarideo bacteriano extracelular anibnico
produzido com alto rendimento pela cepa ndo patogénica de alto peso molecular,
biodegradavel e nao toxico, solivel em agua sendo produzido a partir da bactéria
Sphingomonaselodea (anteriormente conhecida como Pseudomonas elodea). A
estrutura quimica da GG é composta de unidades repetitivas de tetrassacarideos lineares
as quais consistem de dois residuos de D-glicose e um residuo de L-Ramnose e &cido
glicurénico  (Fig.7) (JANSSON; LINDBERG; SANDFORD, 1983; O'NEILL;
SELVENDRAN; MORRIS, 1983).

Figura 8: Estrutura Quimica da Goma Gelana.
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Fonte: Modificado de Coutinho et al. (2010).

Diversos setores utilizou a GG, como industria farmacéutica, industria alimenticia,
engenharia quimica entre outras, devido a ser um hidrogel transparente, biocompativel,
biodegradavel, ductil, maleavel e ndo téxico. Além disso, o hidrogel de gelana apresenta
ainda resisténcia ao calor e é termoreversivel (GRASDALEN; SMIDSR@D, 1987,
PICONE; DA CUNHA, 2010; QUINN; HATAKEYAMA, 1993; WANG et al., 2016; ZHAO
et al., 2015).

Segundo Jen et al. (1996) as vantagens da utilizagdo da GG em aplicagdes
biomédicas incluem processamento sob condi¢bes brandas, atoxicidade, semelhanca
estrutural com glicosaminoglicanos da matriz celular, presenca de residuos de acido
glicurénico em sua unidade de repeticéo, e a possibilidade de utilizar um sistema injetavel
de maneira minimamente invasiva.

Atualmente, a GG tem sido muito estudada na preparacao de géis para aplicacbes
em biomedicina (PACELLI et al., 2015), como vem sendo demonstrado por Pacellli e
colaboradores que desenvolveram um hidrogel nanocompdésito a base de metacrilato de
GG e Laponita para aplicag6es biomédicas (PACELLI et al., 2016). Outros exemplos séo:

hidrogéis de goma gelana para cultura 3D de cardiomidcito (KOIVISTO et al., 2019),
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esferas de goma gelana e laponita para liberacdo de farmacos (ADROVER et al., 2019),
aplicacado de goma gelana como biomaterial na engenharia tecidual para aplicagcbes em
cartilagem, uma vez que se trata de um material bem versatil, cuja reticulacdo pode ser
alcancada com mudancas de temperatura ou pH (OLIVEIRA et al., 2010) e hidrogéis

compositos para regeneracao do tecido osteocondral (PEREIRA et al., 2018).

1.7. Laponita

A laponita (LAP) é uma argila sintética, da familia de nanosilicatos, que possui
uma estrutura 2:1, sendo duas camadas de silica coordenada em tetraedro com uma
camada de O0xido de magnésio coordenada octaédricamente comparavel a estrutura da
hectorite mineral de argila natural. Em dispersdo aquosa a laponita forma cristais em
forma de disco, conforme a figura 9. Sua formula empirica é
Na*%-7[(Mg5.5Li0.3)Si8020(0H)4]™%7 sintetizada diante de uma combinacdo de
magneésio, sais de sdédio, litio com silicato de sddio. Possui varias vantagens, como
disperséo estavel em agua, facil mistura, e baixa viscosidade (RUZICKA; ZACCARELLI,
2011; XAVIER et al., 2015).

Figura 9: Cristal Unico de laponita
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Fonte: Modificado de BYK Additives & Instruments (2014).

A forma de disco do cristal Unico de LAP apresenta uma altura de 0.92nm e um
didmetro de 25 nm, sendo este menor que o de argilas naturais. Outra caracteristica que

7

difere das argilas é o tamanho médio das particulas, uma vez que a argila natural
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apresenta maiores variacoes e a LAP, devido ao processo de fabricacéo, apresenta um
tamanho da particula relativamente uniforme (AVERY; RAMSAY, 1986).

A superficie dos discos da LAP possui cargas negativas em sua superficie e
cargas positivas em sua borda gerando complexas interacdes entre particulas que fazem
com gue as suspensfes aquosas de laponita sejam o objeto de intensa investigacéo
(RUZICKA; ZACCARELLI, 2011).

A LAP apresenta caracteristicas, tais como, biocompatibilidade, elevada pureza,
boa dispersdo em 4gua, atoxidade, possibilidade de interagcdes com polimeros e pode
agir como modificador de reologia apos ser adicionada a produtos a base de agua (JOSHI
et al., 2008; LI et al., 2018; THOMPSON; BUTTERWORTH, 1992; TOMAS; ALVES;
RODRIGUES, 2018).

Davila e Avila (2017) apresentaram um estudo de LAP como modificador reoldgico
em solucbes de Alginato. Segundo Dawson e Oreffo (2013), a mistura de LAP com
materiais poliméricos apresenta melhorias das propriedades mecanicas e biolégicas do
material final.

Estudos recentes apresentam a utilizacdo da LAP na area da medicina, tal como
hidrogéis de laponita com metacrilato de gelatina que estimulam a adesao, proliferacéo
e diferenciacdo celular (XAVIER et al., 2015), hidrogéis a base de LAP e Poli(acido
acrilico) como adesivos biocompativeis (SHEN et al., 2014), hidrogel de LAP que facilita
a diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenquimais humanas (GAHARWAR et
al., 2013) e obtencdo de hidrogéis para a entrega de microambientes regenerativos
(DAWSON et al., 2011).

Recentemente, foram reportadas estruturas 3D com alta fidelidade para material
interno de scaffolds (JIN et al., 2017).
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2. OBJETIVOS:
Objetivo geral

O objetivo principal do projeto foi o desenvolvimento de uma bioimpressora 3D e
a obtencéo de hidrogéis de Goma Gelana e Laponita, visando a fabricacao de protétipos
tridimensionais para aplicacdes em engenharia tecidual.

Obijetivos especificos:

o Montagem da impressora 3D FDM.
o Teste da impressora 3D utilizando filamentos comerciais (PLA e ABS),
o Desenvolvimento e instalacdo de um novo cabecote na impressora 3D para

a impresséao de hidrogéis.

o Preparacdo e caracterizacdo de hidrogéis a base de Laponita / Goma
Gelana,
o Validacdo da bioimpressora 3D desenvolvida utilizando hidrogéis obtidos

como material de bioimpressao.
o Impressdo de protétipos tridimensionais utilizando a impressora

desenvolvida e caracterizacao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Bioimpressora

Foi realizada a montagem de uma impressora 3D do tipo FDM, baseada no projeto
RepRap Prusa I3 (REPRAP, 2019). Para a montagem da impressora foram utilizados os
seguintes dispositivos: motores de passo (Nema 17) para movimentos no eixo X,Ye Z e
extrusdo do material; uma fonte chaveada de 12V e 20 A para alimentacdo dos motores
e eletrénicos; sensores de temperatura (K); sensores de fim de curso (Switch); resisténcia
do cabecote de extrusdo (Hotend); mesa aquecida Pcb Mk2b Dual Power, com
dimensbes de 214 mm x 214 mm e um vidro com as mesmas dimensdes e 0
microcontrolador Arduino Mega 2560 para realizar o controle de rotagcdo dos motores
(eixos e extrusdo). O Arduino utilizado possui 14 pinos de entrada e saida, um conector
de alimentacdo, um cristal oscilador de 16 MHz, 6 entradas analdgicas, uma conexao
USB, um boté&o de reiniciar e um cabecalho ICSP. Para seu funcionamento é necessaria
uma tensdo de 5 V (ARDUIINO, 2016). A programacdo para o funcionamento da
impressora foi desenvolvida na plataforma do software do Arduino (IDE).

Para montagem da impressora, usou-se uma estrutura de placa de fibra de média

densidade (MDF), conforme a figura 10.

Figura 10: Montagem da impressora: a) Estruturas em MDF utilizados para montagem

b) Impressora montada.

Fonte: Prépria
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Os softwares Repetier-Host, utilizado para adicionar e posicionar os arquivos .STL
e Slic3r que realiza o fatiamento do modelo 3D em fatias horizontais, obtendo as
coordenadas que serdo preenchidas. Em seguida foi realizada configuragbes para
impressao de materiais em ABS e PLA, tais como, altura da mesa, tamanho da mesa,
tipo de preenchimento, temperatura da extrusora, temperatura da mesa aquecida,
fatiamento e velocidade. ApGs a montagem, para validacdo do cabecote de impresséo,
foram impressos alguns objetos tridimensionais utilizando ABS e PLA da empresa Boa

Impresséo 3D LTDA, como pode ser observado na figurall.
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Figura 11: Materiais tridimensionais impressos: (a) modelo de orelha (ABS); (b) troféu
de participacdo do ENBIOCEL (PLA); (c) inicio de impressdao do cabecote da
bioimpressora (ABS); (d) engrenagem para motor nemal?7 (PLA); (e) Tyrannosaurus rex

(PLA); (f) exposicao de itens impressos com impressora 3D montada.

Fonte: Prépria

Com a impressora 3D montada, foi projetado um cabecote de microextrusdo por
pistao (Figura 12), utilizando o software SketchUp, para adaptacéo na impressora 3D do

modelo RepRap Prusa i3.
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Figura 12: Visao isométrica do projeto do cabecote de microextrusdo desenvolvido
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Fonte: Prépria

O arquivo desenvolvido em CAD foi convertido para o formato .STL e impresso
por uma impressora 3D pelo método FDM utilizando filamento de ABS. A figura 13 mostra
a bioimpressora de microextrusao por pistdo desenvolvida. A bioimpressora é de facil
configuracdo e manuseio podendo-se trocar o cabecote de maneira pratica e rapida o
cabecote da bioimpressora de microextrusao para na técnica de FDM. Uma vez instalado
o cabecote de bioimpresséo, para a impressao de hidrogéis produzidos, foi realizada a
alteracdo da configuracédo no software Repetier-Host, onde foi desligado a temperatura

da mesa aquecida e eixos (X, Y e Z) afim de iniciar no centro da mesa.

Figura 13: Bioimpressora desenvolvida: (a) viséo inteira; (b) visdo ampliada do cabecote

Fonte: Propria
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3.2. Aplicagéo dos Hidrogéis
3.2.1. Preparacao dos hidrogéis compositos baseados em goma gelana e laponita.

A laponita utilizada neste trabalho foi adquirida da empresa Buntech e a goma
gelana tipo KELCOGEL CG-LA da CP Kelco Brasil S/A.

Devido a estudos preliminares foram preparados amostras de hidrogéis variando
a proporcdo de GG e LAP a 3% m/v. A laponita foi dispersa em 10 mL de agua destilada
em um intervalo de 20 a 30 segundos, usando um agitador magnético, em
aproximadamente 20 minutos obteve-se uma solucao incolor e clara. Apés a dispersao
da laponita, foi adicionada gradualmente a goma gelana em intervalos de 20 a 30
segundos, a uma temperatura 60°C, sob agitacdo constante até se obter uma solucéo
homogénea.

Os hidrogéis GG/LAP foram preparados usando diferentes quantidades de

laponita e goma gelana, como pode ser observado na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2: Formulacdes de hidrogéis de LAP e GG.

Amostras Goma gelana Laponita
(% m/v) (% m/v)
GOMA GELANA PURA 3 0
GG/LAP 90/10 2,7 0,3
GG/LAP 50/50 1,5 15
GG/LAP 10/90 0,3 2,7
LAPONITA PURA 0 3

Fonte: Prépria

Parte dos hidrogéis preparados foi congelada em uma temperatura de -35°C
durante 24 horas. Em seguida, as amostras foram liofilizadas por 48 horas utilizando o
liofilizador Liotop da empresa Liobras, seguindo o protocolo do laboratério de

Biopolimeros e Biomateriais (Lab-BioPolMat) da Universidade de Araraquara (UNIARA).
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3.3. Técnicas empregadas na caracterizacdo dos materiais.

3.3.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura permite a analise dos relevos da amostra
ao mesmo tempo em foco, oferecendo imagens tridimensionais com alta profundidade
de foco, e nitidez (GONCALVES, 2007).

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram obtidas em um
microscopio eletrénico de varredura modelo JEOL JSM 6510 alocado na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Instrumentacéo/ Sao Carlos- Sao Paulo),
operando na faixa de tensao de 10 kV. As amostras foram fixadas com fita de carbono e

cobertas com uma camada de ouro.

3.3.2. Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho € uma das principais técnicas utilizadas para
caracterizacdo de polimeros, onde é possivel obter dados de alta resolucdo espectral
em uma ampla faixa espectral (GRIFFITHS, PETER R.; DE HASETH, 2007).

As amostras foram caracterizadas por espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho (FTIR) utilizando o espectrbmetro Cary 630 (Agilent) instalado no
laboratorio Quimera da Universidade de Araraquara (UNIARA), utilizando o método
Attenuated Total Reflectance (ATR) com um acumulo de 60 varreduras e resolucéo de 4
cm?, na faixa de absorcéo de 4500-500 cm™.

3.3.3. Analise Termogravimétrica (TGA)

E uma das técnicas de analise térmica existente, onde se possibilita analisar diante
de um aguecimento em relacéo ao tempo, as alteragbes na massa da amostra (MATOS,
J. R; MACHADO, 2007).

Foram realizadas analises termogravimétricas (TGA) utilizando o equipamento TA
SDT Q600 localizado no laboratério de Biopolimeros e Biomateriais (Lab-BioPolMat) da
Universidade de Araraquara (UNIARA). A andlises foram obtidas entre 25 a 600 ° C sob

atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 100mL min! e taxa de aquecimento de 10 °C min-
1
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3.3.4. Reometria de placas paralelas
Para observar o comportamento dos hidrogéis se seu comportamento €
pseudoplastico, uma curva de viscosidade é tracada em fun¢éo da taxa de cisalhamento.
Foram realizadas analises do comportamento reologico dos hidrogéis preparados
utilizando um Redmetro rotacional de placa paralela, modelo AR1500EX. Os testes foram
conduzidos usando uma placa jateada com 40 mm de didametro a 25°C. Os testes de

varredura de amplitude foram realizados em uma frequéncia angular de 10 rad.s™.

3.3.5. Difracao de Raio X (DRX)

Técnica utilizada para definir a cristalinidade dos materiais, ligacdes quimicas, sua
desordem e outras informacdes, devido a densidade de elétrons dentro de um cristal,
onde atomos cristalinos gera um feixe de raio X e difrata em especificas direcbes. Com
isso € possivel juntamente com tabelas, determinar a composicdo quimica do cristal.
(EWALD, 1999).

Os difratogramas de raios X (DRX) das amostras foram obtidos em um
equipamento da Siemens® 246 — Modelo D5000, utilizando radiagcdo CuKa (1,541 A),
varrendo a faixa de 20 entre 2,8 - 50° e um passo de 0,02°/seg.

3.3.6. Bioimpresséao

Para realizar a bioimpresséao utilizando os hidrogéis desenvolvidos de GG e LAP,
foi utilizada a bioimpressora desenvolvida, como descrito anteriormente. Os softwares
Repetier-Host e Slic3r foram utilizados para ajustar as configuraces de eixos,
fatiamento, passo, tamanho da mesa, velocidade de impresséo e temperatura da mesa.
Para impressédo do scaffolds, foi projetado um cilindro no software Repetier-Host e
utilizada a configuracao criada com preenchimento de 20%, altura da camada de 0,1 mm.

A temperatura utilizada na mesa foi a ambiente (24°C), a velocidade de impresséo
foi de 15 mm/s e o preenchimento de 20%. Foi utilizada uma seringa de 10 mL(bico

Luerlock) e agulha descartavel 25x0,7 da marca BD.



Figura 14 - Fatiamento para impresséao (scaffold com 12 camadas)

Objeto antes do fatiamento Objeto apo6s fatiamento
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Fonte: Propria
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Baseado nos crescentes estudos envolvendo a GG e a LAP como biomateriais,
observou uma oportunidade para o desenvolvimento de hidrogéis para aplicacdo na
medicina utilizando a bioimpressédo como ferramenta.

O interesse na obtencdo de hidrogéis de GG e LAP é aproveitar a semelhanca
estrutural com glicosaminoglicanos da matriz celular da GG e em relagédo a LAP a
capacidade de disperséo estavel e principalmente a modificacdo da reologia do hidrogel,
sendo capaz de encontrar o hidrogel ideal para bioimpresséao.

A figura 15 apresenta a fotografia dos hidrogéis GGALAP obtidos. Os hidrogéis

apresentaram-se homogéneos e transparentes em todas as formulacdes

Figura 15: Amostra de hidrogéis (a) GOMA GELANA PURA, (b) GG/LAP-90/10, (c)
GG/LAP-50/50, (d) GG/LAP-10/90, (e) LAPONITA PURA

Fonte: Prépria

Com o intuito de facilitar as caracterizagées morfologicas, estruturais e térmicas
dos hidrogéis compdésitos, os mesmos foram liofilizados. A figura 16(a-e) apresenta

fotografias das amostras apds o processo de liofilizagéao.
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Figura 16: Hidrogéis liofilizados (a) GOMA GELANA PURA, (b) GG/LAP-90/10, (c)
GG/LAP-50/50, (d) GG/LAP-10/90, (e) LAPONITA PURA.

GG/LAP-50/50 GG/LAP-10/90

LAPONITA PURA

Fonte: Propria

A figura 17 apresenta imagens de MEV dos compdésitos GG/LAP. Na figura 17a
observa-se uma estrutura compacta da amostra de laponita pura e presenca de
pequenos agregados. Nas micrografias das amostras que contem GG e LAP (figuras
17b-e), observa-se uma estrutura mais porosa e uma boa dispersdo da laponita nos
hidrogéis compdsitos. Resultados semelhantes foram observados por Pacelli et al. (2016)
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gue relatou a preparacédo de hidrogéis nanocompdsitos baseados em metacrilato, goma

gelana e laponita para aplicacdes em liberagdo de farmacos.

Figura 17: Imagens de MEV dos hidrogéis: (a) LAPONITA PURA, (b) GG/LAP-10/90, (c)
GG/LAP-50/50, (d) GG/LAP-90/10, (e) GOMA GELANA PURA.

SEI 10KV WD15mm  $S20
EMBRAPA INSTRUMENTACAQ
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SEI  10kV  WD15i

Fonte: Propria

A Figura 18 apresenta os espectros de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho dos compdsitos GG/LAP, Laponita pura e Goma Gelana pura liofilizadas.

Os principais atributos que caracterizam a amostra de GG pura (figura 18a)
aparecem no espectro em 3390 cm, referente ao estiramento O-H dos grupos hidroxilas,
em 2920 cm* referente ao estiramento C-H, em 1600 cm referente ao estiramento
assimétrico do grupo COO-, em 1398 cm-! referente ao estiramento simétrico de COO-,
em 1018 cm referente ao estiramento do grupo C-O (BACELAR et al., 2016).
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O espectro da amostra de laponita pura apresenta bandas vibracionais
caracteristicas em 3649 cm™' e 3450 cm™' (estiramento O-H da rede), 1636 cm™
(deformacéao angular O-H) e 1011 cm™' (deformacéo Si-O) (CAl et al., 2016).

Com relacéo as amostras compdésitas, figura 18 (b-d), os espectros revelaram que
nao houve o surgimento de nenhuma nova banda, e que os espectros sdo formados

basicamente pelo somatdrio das bandas presentes na GG e laponita.

Figura 18: Espectrometria na regido do infravermelho: a) GOMA GELANA PURA, b)
GGJ/LAP-90/10, c) GG/LAP-50/50, d) GG/LAP-90/10, e) LAPONITA PURA.
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Fonte: Prépria

A figura 19 apresenta as curvas TGA/DTG dos compdésitos GG/LAP.

A curva da TG da GG (Fig. 19a) apresenta uma perda de massa de
aproximadamente 10% na faixa de temperatura entre 35-100°C. Essa perda de massa é
confirmada por um evento endotérmico observado na curva DSC, e pode ser atribuida a
desidratacdo da GG, como, por exemplo, evaporacdo de agua adsorvida. Um evento
bem acentuado com grande perda de massa é observado na faixa de temperatura que
compreende o intervalo de 200°C a 300 °C, e com maximo em 245°C como demonstrado
na curva DTG, o qual esta relacionado a processos de degradacdo da GG como

despolimerizagéo.
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A curva da TGA da GG (Fig. 19e) apresenta uma perda de massa de
aproximadamente 10% na faixa de temperatura entre 35-100°C. Um evento bem
acentuado de perda de massa € observado na faixa de temperatura que compreende 0
intervalo de 200°C a 300°C, com maximo em 245°C como demonstrado na curva DTG.

Para os compdésitos, observam dois eventos principais. Um entre 35-150°C com
perda de massa de aproximadamente 7 % correspondente a evaporacdo de agua de
superficie. Na faixa de temperatura entre 200°C a 300°C observa-se uma perda de massa
acentuada referente a decomposicdo da GG. De maneira geral, ndo houve mudanca na
estabilidade térmica da GG com a presenca de laponita, apenas para a amostra que
contém maior proporcdo de laponita, onde observa-se um significativo aumento da
estabilidade térmica, com aumento da temperatura de degradacgéo de 245°C para 280°C
Além disso, as curvas TGA apresentam diferenca no residuo, que como esperado,
aumenta com o aumento da concentracdo de laponita e corrobora com os valores

estabelecidos na preparacao das amostras, como pode ser observado na tabela 3.
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Figura 19: TGA dos hidrogéis - (a) LAPONITA PURA, (b) GG/LAP- 10/90, (c) GG/LAP-
50/50, (d) GG/LAP- 90/10, (€) GOMA GELANA PURA.
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