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Resumo

Hidrogéis sdo materiais capazes de absorver grandes quantidades de agua, resultando em
sistemas com caracteristicas Unicas que possuem grande aplicabilidade na &rea biomédica,
principalmente como scaffolds na engenharia tecidual. A manufatura aditiva € uma técnica
promissora para a obtencao de scaffolds com precisdo dimensional. A impresséo tridimensional
de géis e hidrogéis biocompativeis tem se mostrado promissora nas novas tecnologias de
bioimpressdo, onde esses materiais sdo chamados de “tintas”. Para que a bioimpresséo possa
ser viavel, estudos sobre as propriedades reoldgicas relevantes das tintas, bem como a
correlacdo dessas propriedades com os parametros de processo e caracteristicas finais das
estruturas impressas sdo necessarios. No entanto, esses estudos ainda sdo poucos na literatura,
mas a sua relevancia tem sido reconhecida nos Gltimos anos. Nesta pesquisa de mestrado, foi
estudada a reologia de hidrogéis nanocompositos de carboximetilcelulose (CMC) e Laponita
dispersos em &gua, visando aplicacdes em processos de manufatura aditiva baseados em
extrusdo. InteracOes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio entre os grupos silanol (Si-O) da
Laponita e hidroxila (-OH) do CMC, influenciaram diretamente as propriedades reoldgicas,
estabilidade da disperséo e raio hidrodinamico. A adicdo de CMC em dispersdes de Laponita
resultou num aumento considerdvel nas propriedades viscoelasticas lineares, bem como a
viscosidade e pseudoplasticidade, resultado em géis fracos e fortes dependendo da composi¢édo
do sistema. Foi também observado que a presenca de CMC inibe os efeitos de envelhecimento
da Laponita. Posteriormente, foi avaliada a capacidade de impresséo do sistema CMC/Laponita,
onde foi definida a uma composicao de tinta adequada para a impressao por extrusdo. Além das
propriedades reoldgicas, testes de capacidade de impressdo, formacdo, fusdo e colapso de
filamento foram realizados. Apds a impressdo dos scaffolds, esses foram reticulados em
solucdes de cloreto de calcio (CaCly) e acido citrico, resultando em hidrogéis de rede simples
ndo toxicos. Os géis de CMC/Laponita mostraram boa capacidade de impresséo, caracteristicas

mecanicas e bioldgicas aptas para aplicagdes como tintas para bioimpressao.

Palavras-Chave: Hidrogéis, nanocompositos (materiais), biopolimeros, industria 4.0

scaffolds, engenharia tecidual.



Abstract

Hydrogels are materials capable of absorbing large amounts of water, resulting in systems with
unique characteristics that have applicability in the biomedical area, mainly as scaffolds in
tissue engineering. Additive manufacturing is a promising technique for obtaining scaffolds
with dimensional accuracy. In the field of tissue engineering, three-dimensional printing of
biocompatible gels and hydrogels has shown promising results in new bioprinting technologies,
where these materials are called “inks”. For bioprinting to be viable in tissue engineering
applications, studies on the relevant rheological properties of inks and the correlation of these
properties with the process parameters and final characteristics of the printed structures are
necessary. However, these studies are still few in the literature, but their relevance has been
recognized in recent years. In this master research, the rheology of carboxymethylcellulose
(CMC) and Laponite nanocomposite hydrogels dispersed in water was studied, aiming at
applications in additive manufacturing processes based on extrusion. Electrostatic interactions
and hydrogen bonds between the silanol (Si-O) groups of Laponite and hydroxyl (-OH) of CMC
directly influenced the rheological properties, dispersion stability, and hydrodynamic radius.
The addition of CMC in Laponite dispersions resulted in a considerable increase in linear
viscoelastic properties and viscosity and pseudoplasticity, resulting in weak and strong gels
depending on the composition of the system. It was also observed that the presence of CMC
inhibits the aging effects of Laponite. Subsequently, the printing capacity of the CMC/Laponite
system was evaluated, where an appropriate ink composition for extrusion printing was defined.
In addition to the rheological properties, formation, fusion, and collapse filament tests were
performed. After printing the scaffolds, they were crosslinked in calcium chloride (CaClz) and
citric acid solutions, resulting in non-toxic simple network hydrogels. The CMC/Laponite gels
showed good printability, mechanical and biological characteristics suitable for applications as

inks in bioprinting.

Key Word: Hydrogels, nanocomposite (materials), biopolymers, industry 4.0, scaffolds,
tissue engineering.
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1 INTRODUCAO

Hidrogéis sdo estruturas poliméricas que possuem capacidade de absorver grande
quantidade de agua sem perder sua integridade estrutural (FERNANDES; DE MOURA,;
AOUADA, 2017). Devido a presenca de ligacBes cruzadas quimicas e/ou fisicas, esses
materiais permitem a entrada de agua, moléculas ou solventes em sua estrutura, deformando-a,
mas sem a separacao fisica das cadeias (ULLAH et al., 2015). Uma das principais carateristicas
dos hidrogéis € a sua aplicabilidade como biomateriais, pois apresentam caracteristicas
biologicas e de suporte mecénico relevantes para o crescimento e proliferacéo celular (MALDA
et al., 2013). Sua alta hidrofilicidade, baixa tensdo superficial, consisténcia macia e elastica
proporcionam um microambiente aquoso semelhante ao da matriz extracelular, que podem
promover o crescimento celular (FEDOROVICH et al., 2007). Além disso, os hidrogéis
possuem estrutura com alta porosidade, permitindo a passagem de nutrientes e solutos de baixo
peso molecular, oxigenacdo e liberacdo de excretas, fundamentais para o crescimento e
proliferacdo celular (EL-SHERBINY; YACOUB, 2013; MURPHY; ATALA, 2014).

Dentro da area de biomateriais, muitos sistemas baseados em polimeros sintéticos e
naturais sdo estudados para a obtencéo de hidrogéis. Os polimeros naturais, quando comparados
com o0s sintéticos, apresentam maior semelhanca com a matriz extracelular, assim como
melhores propriedades de adesdo, crescimento e proliferacdo celular; porém, possuem baixa
resisténcia mecanica e reprodutibilidade, limitando sua aplicabilidade (ZUMAYA QUINONES
et al., 2009). Por outro lado, os polimeros sintéticos, possuem melhor desempenho mecanico e
reprodutibilidade (ZHAO et al., 2013).

A partir dos biomateriais € possivel obter estruturas biocompativeis, chamadas scaffolds,
que sdo suportes com caracteristicas fisicas, mecéanicas e bioldgicas que promovem um
ambiente adequado para o crescimento e proliferacdo celular (FEDOROVICH et al., 2007),
assim como propriedades mecanicas especificas para uma dada aplicacdo (RIBEIRO et al.,
2018).

Uma das técnicas mais promissoras para a obtencao de scaffolds é a manufatura aditiva

(MA), a qual permite fabricar estruturas com geometrias complexas, sem necessidade de
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moldes, com alta precisdo e baixo custo para diferentes tipos de materiais (JUNGST et al.,
2016). A MA tem sido utilizada em diversas aplicacbes nas Ultimas trés decadas, com
aplicagdes relevantes nas areas aeroespacial, automotiva, médica, de arquitetura e educacional
(BERMAN, 2012; BOSE et al., 2018; NING et al., 2015). Atualmente, tecnologias de MA
baseadas em extrusdo de hidrogéis sdo as mais usadas na obtencédo de scaffolds para aplicactes
biomédicas. Esta técnica consiste basicamente na deposi¢do controlada de camadas de gel,
também chamado de tinta ou biotinta, resultando em uma estrutura tridimensional que pode ser
usada para a regeneracdo de tecidos vivos (DONDERWINKEL; VAN HEST; CAMERON,
2017; GROLL et al., 2019). (MOBARAKI et al., 2020).

O uso de técnicas de MA por extrusdo para a impressdo de scaffolds esta limitado as
propriedades mecanicas e reoldgicas do material que sera impresso. (FREEMAN et al., 2019).
Em relacdo as propriedades reoldgicas, as caracteristicas mais relevantes sdo: alta viscosidade
e pseudoplasticidade, viscoelasticidade com predominancia elastica e recuperacdo rapida da
viscosidade (KRETLOW; KLOUDA; MIKQOS, 2007; MURPHY; ATALA, 2014). Além disso,
as propriedades mecanicas finais sdo influenciadas pelo processo de reticulagdo, pois, a quimica
da reticulacdo determinard a capacidade do hidrogel de formar uma estrutura estavel,
influenciando propriedades como migracdo celular e difusdo de nutrientes das estruturas
impressas (MOUSER et al., 2017; TIGNER et al., 2020).

Dentre 0s materiais com as caracteristicas descritas acima, destacam-se os chamados
hidrogéis nanocompositos (HNCs), os quais sdo caracterizados pela presenca de nanoparticulas
na composicdo. A presenca de nanoparticulas pode conferir propriedades reoldgicas adequadas
para a MA por meio do ajuste da composicdo, além da possibilidade de apresentar
caracteristicas mecanicas e bioldgicas apropriadas para aplicaces em engenharia tecidual
(XAVIER et al., 2015). Dentre os tipos de nanoparticulas usadas em formulacdes de hidrogéis
nanocompositos destacam-se o0s nanotubos de carbono (NTC), grafeno, nanoparticulas
metélicas/6xidos metalicos (ouro, prata, 6xido de ferro), nanoparticulas de celulose (NC), e
nanoparticulas  ceramicas, como 0s nanossilicatos (GAHARWAR; PEPPAS;
KHADEMHOSSEINI, 2014; XAVIER et al., 2015).

A Laponita é um nanossilicato biocompativel, quimicamente composto por SiO2 (66,6%);
MgO (30,2%); Na:O (2,9%) e Li>O (0,7%), possui formato de disco com didmetro de
aproximadamente de 150 nm e 10 nm de espessura (JENNINGS et al., 1969). Quando disperso
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em &gua, a Laponita possui carga negativa na superficie do disco e carga positiva nas laterais,
gerando interagdes eletrostaticas entre as particulas, o que faz com que este material seja usado
como modificador reolégico (JATAV; JOSHI, 2014), promovendo pseudoplasticidade e
tixotropia em produtos aquosos (DAVILA; D’AVILA, 2017; PEAK et al., 2018). Em estudos
recentes, a Laponita foi usada para reforcar hidrogéis para aplicacGes biomédicas em processos
de impressao tridimensional (AHLFELD et al., 2017; HONG et al., 2015; NAGHIEH et al.,
2020; PEAK et al., 2018; WILSON et al., 2017; ZHAI et al., 2017) e bioimpressdo (CHIMENE
et al., 2018; XAVIER et al., 2015; ZHAI et al., 2018). Os nanocompositos reforcados com
Laponita promovem a adesdo celular e melhoram a estabilidade fisiologica in vitro, obtendo

novas aplicagOes deste nanossilicato no campo da engenharia tecidual (XAVIER et al., 2015).

Carboximetilcelulose (CMC) é um polissacarideo celulésico hidrossollvel obtido pela
reacao de celulose alcalina em NaOH aquoso com acido monocloroacético ou seu sal de sodio.
A partir desta reacdo, o0 CMCs produzido, pode ter a capacidade de formar filmes e géis,
apresentando boa adesividade e propriedades polieletroliticas (SHUI et al., 2017). Além disso,
0 CMC tem ampla aplicacdo na industria alimenticia e biomédica, sendo utilizada como
curativo (GARRETT et al., 2007). Na fabricacdo de hidrogéis, a CMC atua como um polimero
hidrofilico que responde ao pH da solucdo, aumentando o intumescimento dos hidrogéis (MA
et al., 2007).

Nesta pesquisa, foi estudado o sistema CMC/Laponita em dispersdo aquosa visando
aplicacBes na impressdo por extrusdo de scaffolds. O sistema foi escolhido devido a que tanto
0 polimero como a nanoparticula ja foram estudados em outros sistemas por nosso grupo de
pesquisa (DA FONSECA; D’AVILA, 2021; DAVILA; D’AVILA, 2017, 2019; PINTO;
DAVILA; D’AVILA, 2019). Assim, no sistema CMC/Laponita foram avaliadas as
propriedades reoldgicas, bem como as interacdes coloidais, buscando compreender os efeitos
do polimero e das nanoparticulas nas propriedades do sistema. Posteriormente, foram
estabelecidos as composicoes e 0s parametros de impressdo para a obtencédo de scaffolds a partir
de géis desse sistema. Uma vez obtidos os scaffolds, esses foram reticulados e caracterizados
por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de infravermelho (FTIR).
Testes in vitro de citotoxicidade foram realizados com fibroblastos, visando uma avaliagédo

inicial do potencial de aplicacdo desses materiais na engenharia tecidual.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Obter scaffolds de hidrogéis nanocompdsitos do sistema CMC/Laponita a partir do
processo de manufatura aditiva baseada em extrusdo, com potencial aplicacdo na engenharia

tecidual.

1.1.2 Objetivos especificos

i) Estudar o comportamento reoldgico dos geis de CMC/Laponita, analisando as interacdes,
estabilidade coloidal, além da capacidade de formacdo de filamento do sistema, para

posterior aplicagdo nos processos de impressdo por extruséo.

i) Obter tintas imprimiveis de CMC/Laponita a partir da caracterizacao reoldgica dos géis,

bem como avaliacdo da capacidade de impresséo e reticulacdo dos scaffolds impressos.

iii) Avaliar o desempenho mecénico e bioldgico in vitro, usando fibroblastos em hidrogéis
de CMC/Laponita.

1.2 Esboco da dissertacao

Esta dissertacdo esta estruturada em cinco capitulos. Inicialmente, o capitulo 1 mostrou
uma visao geral do uso de hidrogéis nos processos de impressao tridimensional. O capitulo 2
expBe uma revisdo da literatura aprofundando nos conceitos de hidrogéis, manufatura aditiva e
reologia, visando a aplicacdo em impressao tridimensional por extrusdo, mecanismo de
reticulacdo e, finalmente, o sistema CMC/Laponita, estudado nesta dissertacdo. O capitulo 3
apresenta um estudo reolégico dos mecanismos de interacdo do sistema CMC/Laponita de
solucBes diluidas, além da avaliacdo do fendmeno de envelhecimento dos géis contendo
Laponita. Este estudo foi fundamental para entender a interacdo polimero/nanoparticula em
solugdes aquosas. O capitulo 4 apresenta um estudo sobre a capacidade de impresséo das tintas

(mistura CMC/Laponita), mediante o estudo de parametros de impressdo e capacidade de
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formacdo de filamento, obtendo géis imprimiveis adequados para a construcdo de scaffolds.
Dois diferentes tipos de reticuladores foram testados para obter hidrogéis de rede simples (RS).
Posteriormente, foi avaliado o comportamento citotdxico dos hidrogéis, além de ser realizada
analises de intumescimento e adesdo celular nas amostras impressas. Finalmente, a concluséo

geral desta pesquisa é apresentada no capitulo 5.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Manufatura aditiva

A manufatura aditiva (MA) é uma técnica de processamento e criagdo de prototipos
tridimensionais a partir do uso de diferentes materiais (metais, polimeros, ceramicos, areia, cera
e células). O processo baseia-se na deposicdo em camadas do material a partir de um arquivo
de CAD (computer aided design) (BOSE et al., 2018). Os primeiros sistemas foram
comercializados em 1987 e hoje em dia sdo usados em diversas aplicacfes, que vdo desde a

criacdo de protdtipos, até produtos de uso final.

Uma das principais vantagens da MA ¢ a obtencdo de objetos personalizados sem a
necessidade de moldes, com menor uso de material quando comparado a outras técnicas. A MA
tem evoluido nos Gltimos anos, sendo considerada como uma das principais tecnologias da
proxima revolucdo industrial (BERMAN; ZARB; HALL, 2012). Uma das areas promissoras
de aplicacdo da MA é a engenharia tecidual (ET), visto que esta técnica permite precisao no
controle do processo, reprodutibilidade e fabricacdo de estruturas com geometrias complexas
(JUNGST et al., 2016). Os materiais impressos devem integrar os trés componentes principais
para permitir aplicacdes em ET: scaffolds impressos, células e fatores de crescimento. Esses
trés componentes permitem a biofabricacdo de uma estrutura que pode ser implantada
diretamente (in situ) (GROLL et al., 2016) ou armazenada in vitro para maturagdo antes de ser
implantada (VACANTI; LANGER, 1999).

Atualmente, o principal desafio da MA esta na criacdo de tecidos funcionais carregados
com células em que seja possivel obter a integracdo de células, biomateriais e compostos
bioativos em um processo conhecido como bioimpressdo (GOPINATHAN; NOH, 2018;
GROLL et al., 2016). Esta tecnologia permite a obtencéo de scaffolds carregados com células
de forma homogénea e controlada, proporcionando um ambiente ideal para o crescimento
celular (nutrientes + oxigénio) (GROLL et al., 2016). Nesses processos de impressao, 0s
polimeros derivados de celulose, colageno, alginato, quitosana e acido hialurénico sdo alguns
dos mais utilizados para a obtencédo de scaffolds (HONG et al., 2015; ZHAO et al., 2013).
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A geracao de tecidos funcionalmente viaveis requer um nicho e uma microestrutura que
forneca suporte estrutural e mecénico, suprimento de nutrientes requeridos pelas células e a
capacidade de se remodelar e integrar com o0 organismo, quando implantado. O uso da MA
pode proporcionar estruturas com esses requisitos por meio da selecdo adequada de biomateriais
e técnicas de impressdo. Assim, dentro das diferentes técnicas de manufatura aditiva utilizadas
na fabricacdo de scaffolds estéo a impresséo assistida por laser, estereografia, impressao por
jato de tinta e impresséo baseada em extrusdo (WANG et al., 2018) (Figura 2.1).

Gg%[a@ Impressdo por Impressdo por Impressao por
g & extrusséo jato de tinta Laser
+

|

Pulso de Laser

Engenharia de
tecidos

o

BIOTINTA
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energia E ‘::> . .
: ® e
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y [ [

Tintas baseadas em polimeros
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Figura 2.1. Bioimpressdo 3D de tecidos e 6rgdos. Métodos de manufatura aditiva para a obtencdo de constructos
impressos que podem ser usados para triagem de drogas, modelagem de doencas e transplante in vitro. Fonte:
(TASNIM et al., 2018).

Diversos fatores como viscosidade, tamanho do bico e temperatura influenciam
diretamente na capacidade de impressdo de uma tinta, sendo necessaria uma escolha assertiva
da técnica e tipo de material a ser utilizado no processo. A Tabela 2.1 mostra uma comparagao
das caracteristicas principais dos diferentes métodos de manufatura aditiva: viscosidade das
tintas, integridade estrutural e mecanica, resolucdo, tamanho do bico, tempo de fabricacao e

custo de impressao.
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Tabela 2.1. Principais métodos de manufatura aditiva e suas caracteristicas. Fonte: (JUNGST et al., 2016; MALDA
etal., 2013; WUST; MULLER; HOFMANN, 2011; XU et al., 2020).

Impressao por

jato de tinta

Impressao por

extrusao

Impressao por

Laser

Estereografia

Processo de

Serial (gota a gota)

Serial (linha por

Serial (ponto a

Paralelo e continuo

impressao linha) ponto) (baseado em projecéo)
Viscosidade o
. 3.5-12mPa.s? 30- 6 x 10’mPa.s 1-300 mPa.s! Né&o tem limitagdo
da tinta
Integridade Dependendo do
mecanica e Baixa Alta Baixa dispositivo
estrutural estereolitografico
. 10pum para uma faixa
Resolucdo ~1lum 10-100pm 1,3um
de mm
Tamanho Faixa de 20 um a Tamanho de bico o
. 20- 250 pm . Tamanho do bico livre
do bico mm livre
Tempo de
L Médio para longo Curto Longo Médio para longo
fabricacdo
Custo  de
. . Baixo Médio Alto Baixo
impressao
Impresséo de Preciséo e boa Preciséo na fabricagéo e
Vantagens Accessivel e versétil maiores geometrias qualidade de melhor qualidade de
(cm) impresséo superficie
Depende fortemente Potencial dano celular
Entupimento do bico e das propriedades ) causado por fontes de luz
. . ) Desafios com a ]
oL complexidade na mecénicas da tinta e 3 ) ultravioleta e lasers no
Limitacoes L ) formagéo de tecido
fabricacdo de grandes do  método  de o momento da
. . B em testes in vivo L
estruturas de tecido reticulagdo do fotopolimerizacéo do
material material

A impressao por jato de tinta e por extrusdo séo as técnicas mais relevantes deste grupo,

onde usualmente sdo carregadas tintas de impressdo baseadas em materiais coloidais e
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nanoparticulas. As principais diferencas destas técnicas estdo na maneira como as tintas sao
depositadas. No caso da técnica por jato de tinta, o processo € realizado por jateamento de
goticulas, enquanto na impressao por extrusdo, o processo se da por meio de formacdo e
deposicédo de filamentos em camadas. Os processos de impressdo baseados em extrusao tém
capacidade de impressdo para uma maior faixa de viscosidade e menor tempo de fabricacédo
quando comparados com aqueles baseados em jato de tinta (JUNGST et al., 2016). Estudos
recentes de impressao por extrusdo de tintas e biotintas de diversos materiais, como polimeros
naturais e sintéticos, géis, hidrogéis e esferoides mostram o grande potencial desta técnica
(HABIB et al., 2018).

A impressao baseada em extrusdo é uma técnica que consiste a passagem de material
através de um bico de extrusdo e sua posterior deposicdo camada por camada, mantendo a
estrutura impressa, permitindo a producédo de objetos de dimensdes relevantes (MALDA et al.,
2013). As diferentes variagcfes do processo de extruséo estdo ilustradas na Figura 2.2. Conforme
mostrado, o material é carregado em uma seringa, onde o escoamento pode ser controlado por
um sistema pneumatico, de pistdo ou de roscas (JUNGST et al., 2016; WANG et al., 2018). Na
deposicdo por sistema pneumatico, o controle de pressdo se da através de gas pressurizado. No
caso dos sistemas de pistdo, o material é bombeado através de um émbolo. Finalmente, nos
sistemas de roscas, 0 material é transportado por um parafuso até a bico de extrusdo (JUNGST
etal., 2016).

Pneumatico Pistao Parafuso

Figura 2.2: Dispensagdo robotica. Desenho dos diferentes mecanismos de extrusdo (pneumético, pistdo e
parafuso). Fonte: (JUNGST et al., 2016; MALDA et al., 2013).

Comparando estes trés mecanismos, 0s sistemas de parafuso tém uma configuracéo

complexa. Os sistemas pneumaticos tém configuracdo simples e podem ser usados para
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materiais de alta viscosidade; no entanto, o uso de gas pode gerar atrasos na aplicacdo da forca
de injecdo. Os sistemas de pistdo tém um controle mais direto sobre a deposi¢do, ja que o
deslizamento conduz diretamente a deposic¢édo do material, sendo um dos métodos mais viaveis
para uso na bioimpressao, visto que permite a impressdo de estruturas complexas em menores
intervalos de tempo (MALDA et al., 2013). Nesta pesquisa de mestrado, o método utilizado foi

a impressdo por extrusdo com um sistema de pistao.

Os processos de impressdo tridimensional de tintas formadas a partir de hidrogéis
envolvem critérios de projeto mais complexos quanto comparados com outras técnicas de
fabricacdo tipicas. Por exemplo, as tintas (precursores de hidrogel) devem ser transportadas
através de uma agulha e ser capazes de manter a geometria depositada apds a extrusdo. Ainda,
a selecdo apropriada do polimero é essencial para manter a viabilidade das células, além de
apresentar propriedades reologicas adequadas para a impresséo (DEO et al., 2020;
MOBARAKI et al., 2020; NAGHIEH et al., 2020; PAXTON et al., 2017; THEUS et al., 2020).
Nas seces 2.2 e 2.3 estdo mostradas as principais consideragdes pré e pos-impressao de tintas.

2.2 Selecédo das tintas (hidrogel precursor)

Os hidrogéis sdo definidos como redes poliméricas tridimensionais reticuladas que
possuem uma grande capacidade de absorcdo de agua ou fluidos biolégicos de até milhares de
vezes seu peso seco (AHMED, 2015; HOFFMAN, 2012). Estas redes poliméricas intumescidas
podem ser projetadas para controlar varias funcdes celulares, como adesdo, propagacao,
proliferacdo e diferenciacdo (BRANDL; SOMMER; GOEPFERICH, 2007; NAGHIEH et al.,
2020; ZELTINGER et al., 2001). A principal diferenga entre os géis e hidrogéis esta em suas
caracteristicas fisicas. Géis sdo materiais que se dissolvem em agua, enquanto os hidrogéis sdo
redes reticuladas de polimeros que mantém sua estrutura tridimensional quando séo
submergidos em dgua (GUPTA; VERMANI; GARG, 2002). Estas redes reticuladas resultam
em comportamentos viscoelasticos que possuem flexibilidade e podem, em alguns casos,
apresentar semelhanca em suas caracteristicas mecanicas com os tecidos naturais (PEPPAS et
al., 2000).

Os hidrogéis podem ser classificados dependendo de seu mecanismo de reticulagdo em

hidrogéis fisicos e hidrogéis quimicos (Figura 2.3). Os hidrogéis fisicos sdo estruturas formadas
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a partir de uma interacdo ndo covalente entre cadeias poliméricas hidrofilicas. Eles sdo
formados por emaranhamentos moleculares e forgas secundarias, como liga¢des de hidrogénio,
interacGes hidrofdbicas e interagdes idnicas. Esta reticulacdo fisica pode ndo ser de natureza
permanente, mas sao suficientes para fazer com que os hidrogéis mantenham sua integridade
estrutural em meio aquoso (MAITRA; SHUKLA, 2014). Os geis fisicos sado frequentemente
reversiveis e € possivel dissolvé-los alterando as condi¢bes ambientais, como o pH e a forca
ionica da solugdo ou temperatura (CALO; KHUTORYANSKIY, 2015; NGUYEN; WEST,
2002).

Os hidrogéis quimicos ou permanentes sdo formados a partir de ligacdes covalentes das
cadeias poliméricas (CONNELL, 1975). A obtencdo de uma rede reticulada por ligacoes
covalentes pode ocorrer por meio da polimerizagdo de macromeros funcionalizados nas
extremidades. Durante o processo de reticulagdo quimica ocorre um aumento constante da
viscosidade até a obtencdo de uma rede polimérica tridimensional. Alguns dos métodos de
reticulacdo quimica para a formacdo de hidrogéis sdo: polimerizacdo, reacfes organicas
classicas, reacdes redox e reacBes enzimaticas (HENNINK; NOSTRUM, 2002). Os processos
de reticulacdo que requerem fotopolimerizacdo posterior ao processamento geram uma rapida

reticulacdo garantindo a forma da estrutura.
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Figura 2.3: Representacdo grafica dos tipos de reticulagdo: fisica e quimica. Fonte: (RAMACHANDRAN; JUNG;
SPOKOYNY, 2019).
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No processo de biofabricacdo de scaffolds para engenharia tecidual, a composicdo da
biotinta deve suportar a alta viabilidade das células encapsuladas e protege-las das tensfes de
cisalhamento durante a extrusdo (BLAESER et al., 2016). A massa molar e a densidade de
reticulacdo sdo as caracteristicas fisicas mais criticas que influenciam o comportamento celular,
independentemente do polimero utilizado (CRUISE; SCHARP; HUBBELL, 1998;
DIKOVSKY; BIANCO-PELED; SELIKTAR, 2006).

O tipo e o grau de reticulagdo influenciam diretamente nas propriedades da rede, como
propriedades de intumescimento, mecanicas e de transporte de moléculas (KUO; MA, 2001).
Os hidrogeis podem ser preparados a partir de polimeros hibridos naturais, sintéticos ou
sintéticos/naturais. Os polimeros sintéticos fornecem um melhor controle das propriedades
mecénicas e de degradacdo quando comparados com os polimeros naturais. No entanto,
algumas desvantagens sdo propriedades bioldgicas pobres e perda de propriedades mecéanicas
devido a degradacdo (AHMED, 2015; GAHARWAR; PEPPAS; KHADEMHOSSEINI, 2014).
Por outro lado, os hidrogéis de polimeros naturais ndo sdo téxicos e apresentam melhor
biocompatibilidade e biodegradabilidade, mas exibem baixas propriedades mecanicas (HABIB
et al., 2018; WANG et al., 2018). Os polimeros sintéticos possuem propriedades fisicas e
quimicas mais reprodutiveis em comparacdo com 0s haturais, 0 que pode ser um fator
importante para a fabricagdo de scaffolds em engenharia tecidual, garantindo maior estabilidade
mecanica do hidrogel. A forca dos hidrogéis pode ser aumentada incorporando agentes de
reticulacdo, assim como aumentando o grau de reticulacio (HOFFMAN, 2012; LIN;
METTERS, 2006; MAITRA; SHUKLA, 2014). Diversos estudos das propriedades mecanicas
e estruturais sobre o uso de polimeros sintéticos e naturais com diferentes graus de reticulacdo
foram realizados (AVERY; RAMSAY, 1986; BENCHABANE; BEKKOUR, 2008; DAVILA;
D’AVILA, 2019).

Algumas das propriedades e carateristicas necessarias para 0 processo de impressao e
posterior crescimento celular, estdo resumidas na Figura 2.4, incluindo caracteristicas

reoldgicas, parametros de impressdo e reticulagéo.
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Figura 2.4: Mapa conceitual de variaveis e relagdes criticas a levar em consideragdo nos processos de impresséo.
Fonte: (MALDA et al., 2013)

A selecdo do polimero também é influenciada pelo tipo de funcionalidade desejada.
Propriedades como intumescimento e degradabilidade do hidrogel influenciam no
comportamento celular com a suplementacédo de nutrientes, remocéo de residuos, remodelagem
e degradagéo da matriz (JI et al., 2019; RODELL et al., 2015). Alguns dos tipos de polimeros
comuns utilizados, suas abordagens de reticulagdo e funcionalidades desejadas sdo resumidos
na Figura 2.5.
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Figura 2.5: Considerag@es antes da impressao. Tipo de polimero, mecanismos de reticulacdo e funcionalidades

celulares necessarias para alcancar a viabilidade celular aprimorada.

2.3 Hidrogéis nanocompositos

A engenharia tecidual nasceu como uma ciéncia que busca imitar, estimular e regenerar
as funcdes dos tecidos nativos que apresentaram falhas resultantes de lesdes, envelhecimento e
doengas (GAHARWAR; PEPPAS; KHADEMHOSSEINI, 2014; VACANTI; LANGER,
1999). Desenvolver estruturas com arquitetura complexa que proporcionem um microambiente
celular é um dos principais desafios para a formacdo de tecidos funcionais (GAHARWAR,;
PEPPAS; KHADEMHOSSEINI, 2014). Dentro dos recentes progressos, 0 uso de
nanoparticulas com aplicacGes em biomedicina (GOENKA; SANT; SANT, 2014; PIRICH et
al., 2017; SUKTHAM et al., 2018) e medicina regenerativa (GOENKA; SANT; SANT, 2014),
combinada com redes de hidrogéis, torna-se um candidato viavel para o desenvolvimento de
estruturas com propriedades fisicas, quimicas e biolégicas que podem se aproximar com a dos

tecidos vivos.

Segundo reportado por Gaharwar, Peppas e Khademhosseini, (2014) as tendéncias
recentes indicam o interesse significativo no desenvolvimento de hidrogéis nanocompositos em
aplicacOes biomédicas. Os hidrogéis nanocompdsitos sdo definidos como redes de polimeros
reticuladas com presenca de nanoparticulas ou nanoestruturas. O tipo de reticulagdo pode ser
quimica ou fisica, dependendo do tipo de aplicagdo, como foi explicado anteriormente. A
presenca de nanoparticulas pode ser utilizada com a finalidade de adsorcédo de cadeias de
polimero nas particulas, conferindo novas propriedades ao hidrogel. Algumas propriedades
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fisicas que podem ser modificadas com a adicdo de nanoparticulas sdo as propriedades
mecanicas, reoldgicas, opticas, térmicas, magnéticas, entre outras. Com isso, € possivel a partir
desses sistemas, encontrar uma ampla gama de aplicacdes em setores como a eletrénica, dptica,
medicina regenerativa, biosensores, bioatuadores, liberacdo de farmacos, dentre outras
(GOENKA; SANT; SANT, 2014; SCHEXNAILDER; SCHMIDT, 2009).

A combinacdo de polimeros com nanoparticulas permite o desenvolvimento de
formulacBes nas quais podem-se ajustar propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas que podem
se mostrar vantajosas em processos de bioimpressdo. Nas proximas secOes sera abordado o

sistema de géis nanocompositos baseados em carboximetilcelulose (CMC) e Laponita.

2.3.1 Carboximetilcelulose

A celulose é um polimero natural de glicose que esta presente como componente principal
de plantas, algoddo e linho. Devido a sua estrutura quimica, apresenta alta cristalinidade e
insolubilidade em &gua e outros solventes. A presenca de grupos hidroxila na celulose permite
seu uso na preparacdo de hidrogéis com excelentes propriedades. Estes hidrogéis sdo
promissores para aplicacdo em diversas areas como superabsorventes para produtos de higiene
pessoal, depdsitos de dgua na agricultura, dispositivos para entrega de farmacos e fabricacao de
scaffolds em engenharia tecidual (SANNINO; ESPOSITO; NICOLAIS, 2000). A celulose é
adequada para uso nos processos de MA, devido ao comportamento pseudoplastico, além da
biodegradabilidade e biocompatibilidade, caracteristicas principais para uso em aplicacfes
biomédicas (SANNINO; DEMITRI; MADAGHIELE, 2009; WANG et al., 2018).

A carboximetilcelulose (CMC) é um biopolimero aniénico solivel em agua derivado da
celulose por modificacdo quimica. Este é formado por B-D-glicose e sal de f-D-glucopiranose-
2-O-(carboximetil)-monosodio conectados por meio de ligacdes £-1,4 glucosidicas (HAN;
WANG, 2016), conforme o mostrado na Figura 2.6. CMC é atoxico e ndo alergénico, sensivel
ao pH e a variacbes de forca ibnica. sendo amplamente utilizado como espessante
(TONGDEESOONTORN et al., 2011). Cada monémero de glicose possui trés grupos hidroxila
que podem ser substituidos por um grupo carboxila. A celulose torna-se mais solivel, espessa

e estavel, quanto maior a substituicdo do grupo hidroxila por carboxila (HAN; WANG, 2016).
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Figura 2.6: Férmula quimica da carboximetilcelulose (CMC). Fonte: (HABIB et al., 2018)

Quando o CMC é dissolvido em agua, um processo eletrolitico separa uma molécula de
CMC em cétions de sodio e um anion polimérico. Estes ions em solucdo interagem por meio
de forcas eletrostaticas, além disso, as moléculas de agua e os grupos OH da molécula de CMC
exibem um dipolo elétrico que realiza uma forga de interagdo eletrostatica, as chamadas pontes
de hidrogénio. Essas interacOes eletrostaticas desempenham um papel fundamental para
entender a viscosidade da solucéo poli eletrolitica de CMC (LIU; YU; LIN, 2007).

A CMC apresenta alta viscosidade, excelente estabilidade térmica, alta solubilidade em
agua e boas propriedades biodegradaveis, devido a presenca de grupos hidroxila e carboxila
presentes na rede. Algumas de suas aplicacdes incluem usos como produtos farmacéuticos,
detergentes, agente emulsificante, cosméticos e alimentos (BARBUCCI; MAGNANI;
CONSUMI, 2000; OLIVEIRA et al., 2015; REIFLER et al., 2010). Aplicacdes na biomedicina
para a liberacdo de farmacos e como apdcitos para processos de cicatrizacdo sdo outras das
aplicacdes deste polimero (OLIVEIRA et al., 2015; SHUI et al., 2017).

Os hidrogéis de CMC séo preparados a partir de uma solugdo aquosa ou gel, reticulado
por métodos quimicos ou fisicos. Diferentes métodos de reticulacdo tém sido testados para a
construcao de hidrogéis de CMC. O uso de acido citrico, Epichlorhydrin, aldeidos e reagentes
aldeidos e acidos multifuncionais séo referenciados na literatura (SANNINO; ESPOSITO;
NICOLAIS, 2000).

As propriedades reoldgicas do CMC tém sido estudadas em concentragdes no intervalo
de 1 a5 % em massa, reportando comportamentos quase Newtonianos em baixas concentragoes
e comportamento pseudoplastico e viscoelastico em altas concentracbes (BENCHABANE;
BEKKOUR, 2008). Outros estudos reologicos realizados mostraram 0 mesmo comportamento

reoldgico para concentracdes de polimero com concentragBes de 5 a 8% em massa (EDALI;
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ESMAIL; VATISTAS, 2001). Baseado nos estudos disponiveis na literatura, as propriedades
reoldgicas do CMC evidenciam seu potencial para obtencdo de scaffolds tridimensionais, ao
serem associados com nanoparticulas,, permitindo sua exploragcdo em outros campos como a
bioimpressdo (AHLFELD et al., 2017; HABIB et al.,, 2018; HABIB; KHODA, 2019;
MALLAKPOUR; TUKHANI; HUSSAIN, 2021; MELILLI et al., 2020; OLADAPO; OSHIN;
OLAWUMI, 2020).

2.3.2 Laponita

Nos ultimos anos, nanomateriais derivados de argila tém sido investigados para
diversas aplicagbes em biomedicina devido as suas caracteristicas biocompativeis
(GAHARWAR et al., 2019). Os biomateriais a base de nanoargilas apresentam, em suspensao,
um alto teor de &gua, biocompatibilidade e comportamento reolégico altamente pseudopléstico
(CHIMENE; ALGE; GAHARWAR, 2015; GAHARWAR; PEPPAS; KHADEMHOSSEINI,
2014; SCHEXNAILDER; LOIZOU; PORCAR, 2009). Dentro deste grupo a Laponita XLG
tem-se destacado como um modificador reoldgico usado na composicao de hidrogéis para 0s

processos de fabricagéo.

Laponita € uma Esmectita tri octaédrica, composta de silicato sintético em camadas
(Laponita é uma marca registrada pela companhia BYK Additives Ltd). Na Figura 2.7 é
mostrada a geometria da Laponita, a qual é em forma de disco de 20-50 nm de didmetro e 1—
2 nm de espessura com formula empirica (Na*o.7[(SisMgs.sLi03)O20(0H)4] *7 (GAHARWAR;
PEPPAS; KHADEMHOSSEINI, 2014). Devido a sua composicao, a Laponita possui uma
distribuicdo dual de carga eletrostatica em sua estrutura quando em dispersao aquosa: a
superficie € carregada negativamente, enquanto que as bordas sdo carregadas positivamente em
pH < 11 nas bordas (PAINEAU et al., 2011).
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Figura 2.7: Tamanho, forma e composi¢do quimica da Laponita individual. Fonte: (GAHARWAR et al., 2019).

Conforme mostrado na Figura 2.8, quando a Laponita € dispersa em agua, ocorrem
interacdes eletrostaticas entre as superficies e as bordas das particulas. Dependendo da
concentracdo de particulas, essas interagdes resultam em diferentes sistemas, que vao desde
fluidos de baixa viscosidade até géis coloidais ordenados, formando uma estrutura do tipo
"castelo de cartas" (house of cards) e formacdo de hidrogéis (AFEWERKI et al., 2019;
GAHARWAR et al., 2019).
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Figura 2.8: Esquema mostrando a esfoliacdo da Laponita. Em alta concentracdo > 3% em massa, forma-se uma
estrutura de castelo de cartas que resulta na formagéo de gel. Fonte: (GAHARWAR et al., 2019).

A adicéo de sais no meio de dispersdo, tal como a dispersdao em tampéao fosfato salino
ou Phosphate-buffered saline (PBS), pode alterar a estabilidade da dispersdo. As interacdes
entre as nanoparticulas de Laponita sdo as responsaveis pela sua organizacao interna em meios
aquosos, e dependem de fatores como temperatura, pH, forca idnica, presenca de ions e a sua
concentracdo (JATAV; JOSHI, 2014; THOMPSON; BUTTERWORTH, 1992).

Dispersdes aquosas de Laponita em concentracdes superiores a 2% em massa resultam
em géis com comportamento tixotrépico (RODRIGUEZ et al., 2018). Esta propriedade permite
a injecdo do gel através de um bico de extrusdo no processo de impressdo. Além disso, a
Laponita é um reticulador fisico que melhora as propriedades mecéanicas como resisténcia e
tenacidade de géis fisicos formados por polimeros (AVERY et al., 2016; SHEIKHI et al., 2018).
InteracOes eletrostaticas podem ocorrer entre as moléculas polares presentes no ambiente e as
cargas negativas/positivas presentes na superficie e bordas do nanossilicato. Estas interacdes
ddo como resultado géis altamente resistentes (AFEWERKI et al., 2019; RUZICKA;
ZACCARELLLI, 2011a).

Além de ter propriedades adequadas para impressdo, a Laponita apresenta alta
biocompatibilidade, biodegradabilidade, morfologia anisotropica e grande area de superficie,
caracteristicas uteis para posteriores aplicacbes em &rea da engenharia tecidual. Toméas e
colaboradores, (2018) relataram a ndo toxicidade da Laponita XLG em células tronco
mesenquimais humanas (hMSC) em concentrages menores de 1 mg.mL™, o que permite o seu
uso na liberacdo controlada de farmacos e na obtencdo de scaffolds (AFEWERKI et al., 2019;
TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018). Em contraste, a rede polimérica de

Laponita/hidroxipropilmetilcelulose silanizada (Si-HPMC) sugeriram nos ensaios de
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citotoxicidade que a Laponita XLS é toxica em concentracfes acima de 0,001%, mas com a
internalizacdo da célula controlada esta rede se adaptou para o uso em engenharia tecidual (XIE
et al., 2018). Para o desenvolvimento de nosso projeto e tomando em consideracdo a literatura

nos usamos a Laponita XLG.

Ao combinar solucdes poliméricas com dispersdes de Laponita, 0 comportamento sol-
gel se torna complexo, e a determinacdo das interacfes entre as cadeias poliméricas e a
nanoargila torna-se um desafio. Por exemplo, as cadeias poliméricas adsorvidas podem ter
diferentes regides, como caudas, trens e lacos (Figura 2.9). Ainda que 0s mecanismos de
interacdes entre polimeros e Laponita ainda ndo estejam elucidados, geralmente assume-se que
as duas interacdes mais importantes sejam as ligacOes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas
(RUZICKA; ZACCARELLI, 2011a). Essas podem dar-se entre os grupos carregados na
estrutura polimérica com a superficie e as bordas da Laponita. Assim, como pode ocorrer
interacdes fisicas entre a Laponita e os polimeros, interacdes quimicas podem formar ligagdes
covalentes. Dopamina (LIU et al., 2014) ou siloxano (BOYER et al., 2018) sdo alguns dos
terminais ativos necessarios para que o nanosilicato atue como epicentro da reticulacéo,
conectando s6 uma particula com varias cadeias poliméricas, reforcando a rede (GAHARWAR
etal., 2019).

Reticulacio fisica

Potenciais interacoes
Eletrostaticas, ligagdes de
hidrogel, ligagdes idnicas,
hidrofilicas,  hidrofobicas,
dipolo-dipolo

Laco Cauda Trem

Reticulacio quimica

Potenciais interacoes
Ligagdo covalente

Figura 2.9: Mecanismos de reticulacdo da Laponita com cadeias poliméricas. Fonte: (GAHARWAR et al., 2019).
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As interacdes entre polimeros e nanoparticulas sdo dadas por diversos parametros, como
a estrutura polimérica, massa molar, temperatura, e hidrofilicidade (SCHMIDT et al., 20023;
SCHMIDT; NAKATANI; HAN, 2002). Esses parametros conduzem as cadeias de polimeros
mais curtas (menor massa molar) a serem adsorvidas fisicamente na superficie da Laponita.
Com o aumento da massa molar do polimero, as caudas do polimero se entrelacam resultando
na formacdo de rede reticulada fisicamente (Figura 2.10). Se as cadeias de polimero séo
adsorvidas sem formar ligagdes covalentes, a dispersdao final terda comportamento
pseudoplastico imposto pela Laponita (NEL et al., 2009a; SCHEXNAILDER; SCHMIDT,
2009).

Interacoes Laponita- polimero

Incremento do peso molecular do polimero

Figura 2.10: InteracBes da Laponita com o polimero em diferentes pesos moleculares. O tamanho critico da cadeia

polimérica resulta na formacéo da rede fisicamente reticulada. Fonte: (GAHARWAR et al., 2019).

Uma variedade de polimeros sintéticos e naturais incluindo poli (etileno glicol/6xido)
(PEG/PEO) (NELSON; COSGROVE, 2004a; SCHMIDT et al., 2002a), Pluronics (LOH;
JARVIS, 2010), gelatina (PAWAR; BOHIDAR, 2009a) entre outros, foram combinados com
Laponita para obter nanocompdsitos para aplicacfes biomédicas. Misturas entre Laponita e
CMC tem sido abordadas para a fabricacdo de peliculas de nanocompdsitos biomiméticos,
permitindo a melhora das propriedades mecanicas e térmicas da mistura (OLIVEIRA et al.,
2015; XU; ERDEM; EISER, 2020). No entanto, até o nosso conhecimento ndo ha estudos
detalhados que tenham abordado o sistema de Laponita adicionado a matriz polimérica de CMC
para uso como tinta ou biotinta em processos de manufatura aditiva por extrusdo, que é o objeto

de estudo dessa dissertacao.
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2.4 Comportamento reologico

A reologia é o estudo do escoamento e deformacdo da matéria, descrevendo a relagédo
existente entre forca, deformacdo e tempo. Nesta area investiga-se as relacdes
tensdo/deformacdo de fluidos/materiais como polimeros, alimentos, sistemas bioldgicos,
suspensdes, emulsdes, entre outros. A reologia estuda o comportamento de materiais
viscoelasticos e ndo-Newtonianos, que exibem simultaneamente propriedades de sélidos e

liquidos sob a aplicacdo de forcas e deformacdes em determinado tempo (MORRISON, 2001).

Para o estudo das propriedades reoldgicas de um material existem varios tipos de ensaios
que podem ser realizados a partir de solicitagdes mecanicas de cisalhamento. Estas séo forgas
aplicadas tangente ao eixo de carregamento onde o movimento deslizante resulta em atrito
estatico e isso pode ser medido como uma tensdo de cisalhamento (ABRAMOWITCH;
EASLEY, 2016). Nas proximas secOes sdo apresentadas as caracteristicas reoldgicas

importantes em cisalhamento para o estudo de tintas para o processo de impressao por extrusao.
2.4.1 Viscosidade

A viscosidade é uma propriedade importante dos liquidos que permite descrever sua
resisténcia ao escoamento e esta relacionada com a fricgdo interna no liquido. Em reologia, 0
escoamento de cisalhamento (shear flow) é o caso mais usual, no qual camadas de liquido se
movem umas sobre a outras, em resposta a forca de cisalhamento. A forca externa adota uma
forma de tensdo de cisalhamento atuando sobre uma determinada area de unidade de liquido
dando como resultado um gradiente de velocidade em todo o comprimento da amostra,
denominado taxa de cisalhamento (MORRISON, 2001). A viscosidade de cisalhamento neste
processo é obtida como a relacdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento, como

é mostrado na Figura 2.11.

F
Tenzio de cisalhamento T= 3
- . x
Deformacio de cisalhamento r=y
. dy
Taxa de cisalhamento ¥= T h

Viscosidade de cisalhamento 1= 7
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Figura 2.11: Perfil de viscosidade, de cisalhamento tenséo e deformacéo

Como observado na Figura 2.12, os fluidos podem ser classificados de acordo com sua
viscosidade em trés grandes grupos. Os fluidos newtonianos séo aqueles nos quais a viscosidade
é independente da quantidade de cisalhamento aplicado, como a &gua e os hidrocarbonetos
simples. Conforme a complexidade do liquido aumenta, por exemplo, pela presenca de
goticulas, particulas ou polimeros, os fluidos podem apresentar uma resposta ndo newtoniana,
na qual a viscosidade depende da taxa de cisalhamento aplicada. Estes liquidos sdo chamados
de liquidos estruturados e seu comportamento reolégico pode ser medido usando reébmetros,
que proporcionam a realizacdo de medigdes de uma ampla faixa de viscosidades, de taxas de
cisalhamento, tensdes de cisalhamento e temperatura (MORRISON, 2001).

-

— Dilatante
[£:]
o
&
= Newtoniano
[=11]
]
Psendoplastico

log y (s1)

Figura 2.12: Representacdo esquemética do comportamento de viscosidade. Fonte: Baseado em (MORRISON,
2001).

O comportamento ndo newtoniano é comum em diversos produtos industriais e
comerciais incluindo alimentos, cosméticos, cimentos, dentre outros. Estes podem ser
classificados em dois grupos: pseudoplasticos e dilatantes. No caso de materiais
pseudoplasticos, a viscosidade diminui com o0 aumento da taxa de cisalhamento, e para 0s

dilatantes, a viscosidade aumenta com a taxa de cisalhamento (MORRISON, 2001).

Para processos de impressdo baseados em extrusdo, uma alta viscosidade em baixa taxa
de cisalhamento é necessaria para garantir que a tinta ou biotinta tenha boa fidelidade de forma,

evitando o espalhamento e o colapso das estruturas. No caso dos polimeros, a viscosidade
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depende da massa molar, grau de ramificacao, concentracdo e presenca de aditivos (JIA et al.,
2014).

2.4.2 Comportamento pseudoplastico

O comportamento pseudoplastico € um comportamento ndo Newtoniano caracteristico
dos polimeros fundidos, solu¢des concentradas de polimeros e dispersdes coloidais (RUTZ et
al., 2015). Como previamente mencionado, 0s materiais pseudoplasticos apresentam uma alta
viscosidade em baixas taxas de cisalhamento e baixa viscosidade em altas taxas de
cisalhamento, respectivamente. Este comportamento resulta do rearranjo microestrutural que
acontece durante a aplicacdo de cisalhamento (WORLDWIDE, 2016). No caso de fluidos
poliméricos, este fendbmeno pode ser explicado em um nivel molecular, como mostrado na
Figura 2.13.

Primeire  platd
MNewtoniano:

Viscosidade de
cizalhamento zero

Psendoplasticidade
(Power law)

w
P Transicio para o
& zegundo platd
a newtoniano  (altas
=] taxas de
cizalhamento)

P

Figura 2.13: Curvas de fluxo para fluidos Pseudoplasticos: Viscosidade de corte zero, pseudoplasticidade e

53‘—’7::

og 7 50

segundo prato newtoniano. Fonte: (AHO et al., 2015).

Na curva de escoamento, em baixas taxas de cisalhamento, os materiais apresentam um
ordenamento irregular com uma alta viscosidade (n,) como resultado das interacdes de
particula/molécula e os efeitos restauradores do movimento browniano. Neste caso, as cadeias
estdo emaranhadas aleatoriamente, dificultando o deslizamento de umas sobre outras gerando
um platd newtoniano. Com o aumento da taxa de cisalhamento, estes efeitos podem ser

superados e as particulas e cadeias podem desemaranhar-se e rearranjar-se em camadas,
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alinhando-se na direcdo do escoamento, resultando no comportamento pseudoplastico.
Finalmente, em taxas de cisalhamento muito altas, as cadeias poliméricas ndo podem mais
orientar-se e um segundo platé de viscosidade constante é observado, chamado platé de
viscosidade de cisalhamento infinito, n.. A viscosidade n,, esta associada ao grau maximo de
orientacdo possivel sob cisalhamento (AHO et al., 2015; OSSWALD; RUDOLPH, 2014).
Como na maioria dos casos este platd é ligeiramente superior a viscosidade do solvente e ndo

é relevante nos processos de impressao.

A regido pseudoplastica mostrada nas curvas de viscosidade pode ser descrita por

diferentes modelos matematicos. Na Tabela 2.2 sdo resumidos alguns deles.

Tabela 2.2. Principais modelos de ajuste matemaético.

Modelo Equagéo Parametros Referéncias

m indice de consisténcia (MORRISON,

Ostwald-de Waele N = my™ !
n) y 2001)

n indice de power-law

1o Viscosidade de

cisalhamento zero

Cross ’7(”_7_”‘” =1+ @Qy)™" (CROSS, 1964)
Mo = Tleo N Viscosidade de
cisalhamento infinita
- o N = 0 Simplifica 0 modelo (CARREAU,
Carreau ————=[1+@y)?] 2 1972
Mo = Meo A constate de tempo do fluido )
(YASUDA;
n@) — Ne i . - _
Carreau-Yasuda EET =[1+ (1y)°] a parametro de transicéo ARMSTRONG;
0 oo

COHEN, 1981)

Classicamente, 0 modelo de Ostwald- de Waele, também conhecido por lei de poténcias,
é um dos mais usados em fluidos onde o patamar newtoniano de viscosidade em baixas taxas
de cisalhamento ndo é observado. Neste modelo, o indice da lei de poténcia descreve o grau de
pseudoplasticidade. Quando n = 1, a solugdo é newtoniana; n < 1, pseudoplastica; e n > 1,
dilatante (SUNTORNNOND et al., 2016). A capacidade de para a impressao por extrusao de
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um tinta esta diretamente relacionada com as caracteristicas pseudoplasticas dessas (DEO et al.,
2020). Por exemplo, o perfil reoldgico de geis de alginato foi investigado usando a equagéo de
lei de poténcias que n~0.3 — 0.4 apresenta um perfil de viscosidade apropriado para aplicagdes
em bioimpressao desse sistema (BLAESER et al., 2016).

2.4.3 Comportamento viscoelastico

Ensaios de reologia utilizando solicitagdes oscilatérias em cisalhamento permitem
definir o carater viscoelastico de um dado material/fluido. Nestes ensaios, quando sdo
realizados dentro do regime de viscoelasticidade linear, é possivel identificar a contribuicéo
viscosa e a contribuicéo elastica, permitindo, portanto, uma caracterizacdo do comportamento
viscoeldstico do material. O comportamento elastico esta associado com o modulo de
armazenamento (G') e o comportamento viscoso com o0 modulo de perda (G''). Estas funcdes

materiais podem ser analisadas mediante testes de amplitude e varredura de frequéncia.
Nos ensaios oscilatorios, a tenséo e deformagéo sdo definidas da seguinte forma:
Y(t) = yasen(wt) (2.1)
T(t) = 14 sen(wt) (2.2)
onde y e T séo a deformacdo e tenséo respetivamente, w a frequéncia angular e t o tempo.

No teste de amplitude, ilustrado na Figura 2.14, a amostra é colocada entre duas placas
paralelas em uma altura conhecida (h), onde a frequéncia angular permanece constante

enquanto, a amplitude de tensdo ou deformacdo aumentam em fungéo do tempo.

A placa superior oscila a
uma dada amplitude de
I:‘%] tensdo ou deformacio

- _ _,_F.. -7
&
—— ;o
==
Figura 2.14: Esquema de uma amostra carregada no meio de duas placas com um oscilatorio perfil de
cisalhamento. Fonte: (WORLDWIDE, 2016).
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O teste oscilatorio de amplitude consiste em aplicar uma tensdo ou deformacao e
monitorar o modulo de armazenamento (G') e o modulo de perda (G") com o aumento da
amplitude em uma frequéncia angular constante. Como observado na Figura 2.15 com a curva

obtida € possivel determinar a regido linear viscoelastica (LVE), a tensdo de escoamento (t,) e

0 ponto de escoamento (t).

Ponto de escoamento

i
I
I
|
| Ponto de fluxo
I

I

|

1

|

C ! /

|
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| I I

| Comportamento | o n

Faixa linear ! solido ! -:?rm‘,rj{:'?‘z‘_amemﬂ

_ viscoeldstica ! ! ligquido
“ > !

T_}" Tf T v

Figura 2.15:Teste de amplitude que mostra a faixa linear viscoelastica (LVE), ponto de escoamento (z,) e a

transi¢do do comportamento s6lido para o liquido no ponto de fluxo. Fonte: Autoria propria.

Como se observa, na regido de LVE, G’ e G sdo constantes. O valor de tensdo limite
da faixa de LVE € definido como tensdo de escoamento (yield stress), abaixo desse valor as
tensdes aplicadas sdo insuficientes para causar ruptura estrutural. Quando o valor de tensdo de
escoamento é excedido, aparecem nao linearidades correspondendo ao ponto em que G’ se torna
dependente da tensdo. Finalmente, o ponto de escoamento ou ponto de cruzamento entre G’ e
G'' permite observar na amostra a transicdo de um comportamento do tipo sélido (solid-like)

(G' > G"") para um comportamento do tipo liquido (liquid-like) (G > G').

Dentro do regime LVE, testes oscilatorios variando a frequéncia sdo realizados para
determinar o carater viscoelastico do material, que é conhecido como ensaio de cisalhamento
oscilatorio de pequena amplitude (SAOS, do inglés “Small Amplitude Oscillatory Shear”).
Como é mostrado na Figura 2.16a, para fluidos viscoelasticos, como solucbes poliméricas
concentradas, em baixas frequéncias se tem um comportamento viscoso G > G', enquanto a

frequéncias maiores h4 uma transicdo do comportamento viscoso para 0 comportamento
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elastico. A Figura 2.16b mostra o comportamento viscoelastico para materiais com
comportamento de gel, onde G' e G" sdo paralelos, e 0s médulos sdo quase independentes da

frequéncia, sem ocorrer a transicéo entre os modulos elésticos e viscosos.

B
&

COMPORTAMENTO COMPORTAMENTO
SOLUCAQ EMARANHADA _ DE GEL

———

{Pa)
(Pa)

Moduilus G'
Modulus &',

w (rads1) w frads1)
Figura 2.16: Resposta do teste de frequéncia para as solugdes poliméricas emaranhadas (a) e os géis (b).

A razdo entre o modulo de perda (G") e 0 modulo de armazenamento (G") é denominada
fator de amortecimento (damping factor), dada por:

144

tand = — 2.3

an I ( )
Quando tan(é6) >1 , predomina o comportamento viscoso (G"” > G'). Quando

tan(6) < 1, predomina o comportamento elastico (G' > G'"). Entretanto, quando tan(6) = 1

0 material esta em transi¢cdo do comportamento viscoso para elastico ou vice-versa.
2.4.4 Comportamento tixotropico

Para uma ampla gama de fluidos, o comportamento pseudoplastico € reversivel, ou seja,
estes recuperam sua viscosidade inicial apos retirado o cisalhamento. Esta caracteristica é o
resultado da reorganizacdo das moléculas e/ou particulas. Quando este processo de recuperacéo
¢ dependente do tempo, o fluido € chamado de tixotrépico. Enquanto um material

pseudoplastico nem sempre é tixotropico, um material tixotrépico sempre serd pseudoplastico
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(WORLDWIDE, 2016). Exemplos de materiais tixotropicos encontrados no dia a dia séo o mel

de abelha, manteiga, clara de ovos, ketchup, entre outros.

Na Figura 2.17 é observada a resposta tipica de um material com comportamento
tixotropico submetido a um ensaio escalonado de trés intervalos, conhecido por ensaio de
tixotropia de 3 pontos (3ITT). Inicialmente, é aplicada uma taxa de cisalhamento de pequena
magnitude para simular o comportamento em “repouso” das amostras. Em seguida ocorre a
aplicagdo subita de uma alta taxa de cisalhamento durante um determinando tempo, onde ocorre
a quebra estrutural da amostra, que, no caso da impressdo por extrusao, esta associada com a
passagem da amostra pelo bico de extrusdo. Por Gltimo, uma baixa taxa de cisalhamento por
um periodo maior de tempo € aplicada novamente, onde ocorre a recuperacdo estrutural da
amostra (OZKAN et al., 2017).

Existem diferentes métodos para analisar 0s processos de restruturacdo logo apos a
impressdo. O método mais utilizado consiste na recuperacdo apds um determinado tempo, no
qual é definido o tempo (t) em que a viscosidade da estrutura é recuperada (M) € esta é
comparada com a viscosidade em repouso (1;).

Nree = “;— * 100 (2.4)

2

Para avaliar o comportamento tixotropico em sistemas para impressao por extrusao, uma
porcentagem de recuperacdo de pelo menos 80% é considerada adequada (PEAK et al., 2018).
O tempo de recuperacdo pode ser visto como uma medida relativa da tixotropia, sendo que
pequenos tempos de recuperacdo significam que a amostra € menos tixotrépica se comparado

com uma amostra com maior tempo de recuperacdo (WORLDWIDE, 2016).
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Figura 2.17: Teste de tixotropia com a viscosidade dependente do tempo (3ITT). Fonte: (WORLDWIDE, 2016).

O teste de histerese ¢ uma outra forma de avaliar o0 comportamento tixotrdpico. Este
consiste em impor, a partir do repouso, a uma determinada taxa, uma taxa de cisalhamento
crescente até um valor maximo e posteriormente um decréscimo a essa mesma taxa até o
repouso, gerando uma rampa crescente e outra decrescente. Quando o fluido é tixotrépico, um
comportamento de histerese é observado e a &rea da curva de histerese indica a energia
consumida para a quebra da estrutura nas condi¢Ges do ensaio. Se o fluido ndo apresenta
diferenca entre as rampas, 0 comportamento da amostra é independente do tempo e, portanto,
ndo é tixotrépico. Porém, quando a tensdo de cisalhamento na rampa de subida € maior que da
rampa de descida, a amostra é dependente do tempo sob cisalhamento e, portanto, tixotrépica.

A Figura 2.18 mostra de forma esquemaética o resultado de um teste de histerese.

F

Area de histereze

Tensdio de cisalhamento

L

Taxa de cisalhamento

Figura 2.18: Curva de histerese para avaliacdo da tixotropia de fluidos. Fonte: Autoria prépria.
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2.5 Comportamento reoldgico nos processos de manufatura aditiva

Para avaliar a capacidade de impressao das tintas, as propriedades reoldgicas e o processo
de impressao por extrusdo se correlacionam em 3 etapas, segundo ilustrado na Figura 2.19a: (i)
Antes de imprimir (repouso e inicio do escoamento), (ii) durante a impressao (alta taxa de
cisalhamento no interior do bico ou matriz de extrusdo) e (iii) apos a impressdo (recuperacao

da estrutura).

Figura 2.19: Propriedades reoldgicas essenciais nos processos de impressdo 3D: (a) llustracao grafica das etapas
do processo baseado em extrusdo 3D. (b) Propriedades de fluxo de iniciagdo e yield stress. (¢) Comportamento
pseudoplastico para prever ou processo de extrusdo. (d) Recuperacdo da tinta post processo de impressao.
Adaptado de (PAXTON et al., 2017).

Antes da impressdo, 0 material esta em repouso, onde este possui alta viscosidade e um
comportamento do tipo solido. Um escoamento é gerado sob a aplicacdo de forcas externas,
atraves, por exemplo, de um pistdo. Devido a pseudoplasticidade do material, esse ira escoar.

Portanto, um comportamento pseudoplastico acentuado é desejavel (Figura 2.19b).

Durante a impressao, o material deve fluir facilmente por meio da ponta do bico, devido
a diminuicdo da viscosidade em funcdo da magnitude da taxa de deformacdo. O ponto de
escoamento (flow point) indica essa transicdo. Nesta etapa, 0 comportamento pseudoplastico
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permite alcancar baixas viscosidades, possibilitando o escoamento do fluido na matriz de

extrusdo (Figura 2.19c).

Finalmente, apds a impressdo, o objeto deve conservar o seu formato, sendo necessaria a
recuperacdo da estrutura quando o material € depositado sobre a plataforma de impressdo. Uma
alta recuperacao elastica e viscosa € ideal para este caso, evitando o colapso do material
depositado (Figura 2.19d).

Atingir um equilibrio sinérgico entre o comportamento pseudoplastico, as propriedades
viscoeldsticas, e a recuperacdo da viscosidade apos o cisalhamento é necessario a medida que
a complexidade da impressdo aumenta de unidimensional (1D) para 3D (Figura 2.20)
(COFINO et al., 2019).

Incremento da complexidade de
Impressao

1D 20 3D

Figura 2.20: Aumento da complexidade de impressdo conforme seja a aplicabilidade do scaffolds ou constructo

impresso.

2.6 AvaliacOes pos-impressao

2.6.1 Fidelidade da estrutura impressa

Analises anteriores como a reologia permitem determinar o potencial uso de um hidrogel
como tinta avaliando a capacidade de se deformar e recuperar apés um cisalhamento aplicado.
No entanto, apds da impressdo uma analise qualitativa € necessaria para avaliar a fidelidade e
qualidade do extrudado. A partir do desenho CAD da estrutura impressa € possivel caracterizar
a fidelidade de impressédo pela comparacdo das dimensdes do projeto com as dimensdes finais
(HOCKADAY et al., 2008; PEAK et al., 2018).
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Nos filamentos impressos, a fidelidade de forma (estabilidade) afeta diretamente a difusao
das moléculas, migracdo celular, rigidez e elasticidade. Portanto, uma inspecdo visual apos
impressao, com base na avaliagdo microscépica de filamentos Gnicos impressos ou camadas
como modelos para a avaliacdo pode ajudar a avaliar a fidelidade (THEUS et al., 2020). Essas
avaliacGes consistem em analises qualitativas e quantitativas das caracteristicas geometricas
dos modelos impressos (Figura 2.21). As caracteristicas geométricas que tém sido comumente
usadas para avaliacGes de fidelidade incluem didmetro e uniformidade do filamento (SOLTAN
etal., 2019). A uniformidade quantifica o comprimento dos filamentos impressos e € usada para
determinar a consisténcia dos filamentos impressos em comparacdo com o modelo projetado.
Filamentos com bordas retas apresentam maior uniformidade e, portanto, fidelidade de
impressao. Pelo contrério, fios impressos com bordas irregulares resultariam em menor
fidelidade de bioimpressdo (THEUS et al., 2020).

A avaliacdo da fidelidade de impressdo normalmente caracteriza a geometria externa (por
exemplo, altura, largura e comprimento) e a estrutura interna (por exemplo, tamanho de poro,
porosidade e angulo de impressao) de scaffolds 3D. Como a avaliagéo do filamento, a geometria
externa é medida com base na inspecdo visual-microscépica, e a fidelidade da impressdo é
avaliada de acordo com a comparacdo do tamanho e forma entre as estruturas impressas e seus
projetos CAD (GAO et al., 2019; SOLTAN et al., 2019).
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Figura 2.21. Pardmetros geométricos envolvidos na avalia¢do da fidelidade da bioimpressdo 3D. Adaptado de
(THEUS et al., 2020).

Habib et al., (2018) propuseram outra série de testes para avaliar e quantificar a
capacidade de impressdao das tintas extrudadas. A formacdo, fusdo e colapso de filamento
permitiram avaliar a taxa de difusdo (taxa de espalhamento do material) (Dfr) e a capacidade

de impressdo (Pr) e a fidelidade de forma. Matematicamente, a capacidade de impressdo (Pr)

. .. L? . p Lz Lo
foi definida como Pr = YL onde L é o perimetro do poro e A € a area tedrica. Valores de Pr <

1 indicam baixa fidelidade com espalhamento e cantos curvos e grandes. Conforme Pr se
aproxima de 1, a impressdo "corresponde exatamente ao modelo”, com angulos precisos,

impressdes suaves e deposicdo exata de material (Figura 2.22a).

Outro fator importante para avaliar a capacidade de impressdo € a taxa de difusdo do

filamento definida como Dfr = " ——=% 100, onde A, e A, sdo as areas do modelo e atual do
t

scaffolds, respectivamente. Uma taxa de difusdo de O indica uma deposi¢do do material sem
escoamento do material. Em valores de 100% o material ndo apresenta poros devido ao
escoamento do material (HABIB et al., 2018).
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Definicdes de parametros que quantificam a fidelidade de impressdo é de grande
importancia para a avaliacdo da qualidade dimensional de estruturas obtidos por bioimpresséo.
No entanto, ainda ndo existem protocolos definidos para avaliar a capacidade de impresséo que
integre e relacione todos os parametros e consideracdes durante e apds da impressdo dos
biomateriais (NAGHIEH et al., 2020).

2.6.2 Estabilidade mecénica e elasticidade

O uso de hidrogéis em aplicacGes na engenharia tecidual requer estabilidade mecénica
similar a dos tecidos de organismos vivos (MUIZNIEKS; KEELEY, 2013; PAWLACZYK;
LELONKIEWICZ; WIECZOROWSKI, 2013). A estabilidade mecanica dos géis impressos
permite quantificar a capacidade das tintas em resistir a deformacdo. Assim testes de forca de
compressao sao realizados nas amostras reticuladas para calcular a forca méaxima que o material

aguenta antes de se deformar (Figura 2.22b).

Nos processos de impressao as tintas sdo depositadas camada por camada tendo-se que
aderir umas as outras para formar uma estrutura mecanicamente rigida. Quando ndo se tem uma
aderéncia entre as camadas defeitos na estrutura sdo observados, aumentando a probabilidade
de se apresentar falhas estruturais e propagacdo de trincas no material (MUIZNIEKS;
KEELEY, 2013).

2.6.3 Intumescimento dos scaffolds

Uma vez que atinta é reticulada e aplicada em um local implantado ou em meio de cultura
de células, ocorre o intumescimento da estrutura (DEO et al., 2020). Esta caracteristica dos
hidrogéis varia de acordo com o tipo de reticulacéo (fisica ou quimica) e a interacao do hidrogel
com o meio onde esta submerso. O intumescimento pode influenciar diretamente na
estabilidade estrutural e variagdes dimensionais das amostras impressas (JOHNSON; BEEBE;
CRONE, 2004). Assim, a caracterizacdo do intumescimento impressos € muito importante para

a compreensao de seu comportamento in vivo (DEO et al., 2020) (Figura 2.22c).
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Figura 2.22: Consideragdes de pds-impressdo. (a) A andlise oOptica da imagem. (b) A analise mecanica

compressiva. (c) A analise de intumescimento. Adaptado de (DEO et al., 2020).
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3 INFLUENCIA DAS SOLUCOES DE CARBOXIMETILCELULOSE
NAS PROPRIEDADES REOLOGICAS DE DISPERSOES DE
LAPONITA

Neste capitulo, o0 comportamento reoldgico da carboximetilcelulose (CMC), Laponita e
dispersdes de CMC/Laponita em agua foram estudadas. Foi observado que as propriedades
reolégicas das dispersdes foram influenciadas por interacGes eletrostaticas e ligacdes de
hidrogénio entre os grupos silanol (Si-O) da Laponita e hidroxila (-OH) do CMC. Verificou-se
que o efeito do comportamento reolégico da Laponita é fortemente afetado pela concentracao
de CMC, resultando em géis fracos ou fortes, conforme indicou os ensaios oscilatorios. Os géis
de CMC/Laponita apresentaram forte pseudoplasticidade e tixotropia devido a rearranjos
estruturais quando submetidos a tensdes de cisalhamento. Finalmente, os testes de varredura de
tempo revelaram que o envelhecimento da Laponita foi inibido pela adicdo de CMC.

3.1 Introducéo

A adicdo de polimeros em suspenses de argila, resultando em materiais coloidais com
propriedades reoldgicas especificas, tem encontrado aplicacGes biomédicas em areas como
bioimpressdo e géis injetaveis para liberacdo controlada de farmacos e regeneracdo tecidual
(AHLFELD et al., 2017; CHIMENE; ALGE; GAHARWAR, 2015; GAHARWAR; PEPPAS;
KHADEMHOSSEINI, 2014). Sistemas coloidais de biomateriais modificados por
nanoengenharia, como carboximetilcelulose e Laponita, t¢ém encontrado interesse em

aplicacBes biomédicas devido ao alto teor de agua e biocompatibilidade.

A Laponita € uma esmectita trioctaédrica com a formula empirica Na*®’[(Mgs sLio 3)
SigO20 (OH) 4] *7, geometria em forma de disco e tamanho de 30-50 nm de didmetro e 1-2 nm
de espessura (GAHARWAR et al., 2019; RUZICKA; ZACCARELLLI, 2011b; XAVIER et al.,
2015). A Laponita é amplamente utilizada como um modificador reol6gico em varios produtos
(BYK ADDITIVES & INSTRUMENTS, 2014). Quando dispersos em agua, 0s ions de sodio
séo liberados, criando um desequilibrio de carga, dando origem a cargas permanentes negativas
e positivas, respectivamente, na superficie e borda das particulas em pH < 11. Nesse processo,
as plaquetas sofrem um rearranjo fisico ou "envelhecimento™ ao longo do tempo, que depende

da concentracédo de Laponita. Outros fatores externos, como temperatura, sais e concentragoes
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ibnicas também influenciam significativamente o processo de envelhecimento da solucéo de
Laponita (DAVILA; D’AVILA, 2017; GAHARWAR et al., 2019; MONGONDRY: TASSIN;
NICOLALI, 2005; NELSON; COSGROVE, 2004b; RUZICKA; ZACCARELLI, 2011b).

Dependendo da concentracdo de Laponita, 0s arranjos internos da estrutura podem
resultar em dispersdes de baixa viscosidade, géis coloidais ou vidros Wigner durante o processo
de hidratacdo (RUZICKA; ZACCARELLLI, 2011b). A Laponita até 2,0% em massa forma um
liquido isotrdpico com as plaquetas totalmente esfoliadas sem interagir umas com as outras.
Enquanto em concentracdes superiores a 3,0% em massa, géis nematicos sdo formados por
interacdes eletrostaticas devido ao movimento térmico aleatorio das plaquetas e distribuicdo de
cargas, criando uma estrutura de “castelo de cartas”. Técnicas como espalhamento de luz
dindmico, espalhamento de néutrons de baixo angulo, espalhamento de raios-x e reologia
tornaram possivel o estudo das interacbes de Laponita e propriedades macroscépicas
(GAHARWAR et al., 2019; MONGONDRY; TASSIN; NICOLAI, 2005; RUZICKA;
ZACCARELLI, 2011b).

Ao adicionar polimeros em dispers@es de Laponita, o envelhecimento e as propriedades
reoldgicas do sistema sdo modificadas, tornando o estudo da interacdo entre a Laponita e as
cadeias de polimero interessante devido a sua complexidade (GAHARWAR et al., 2019; PEAK
et al., 2018). Assim, uma ampla gama de polimeros foi combinada com Laponita para obter
géis nanocompadsitos para aplicacGes biomédicas, como poli (etilenoglicol / 6xido) (PEG / PEO)
(NELSON; COSGROVE, 2004b; PEAK et al., 2018; SCHMIDT; NAKATANI; HAN, 2002),
Pluronic (WU et al., 2011), gelatina (PAWAR; BOHIDAR, 2009b) e k-carrageenan (kCA)
(THAKUR et al., 2016). A carboximetilcelulose (CMC) é um polissacarideo natural derivado
da celulose de alta massa molar, quando associado com algumas suspensdes de argila, as
interacdes polimero-particula promovem fortes efeitos nas propriedades reoldgicas como
aumento da viscosidade e Gelificacdo (OLIVEIRA et al., 2015). Além disso, 0 CMC é um
biopolimero aniénico com alguns grupos hidroxila substituidos por grupos carboxila, o que
proporciona ligacdes de hidrogénio, servindo como uma fase de adsorcdo de carga
(BARBUCCI; MAGNANI; CONSUMI, 2000). Algumas das principais aplicacbes deste
polimero € na industria farmacéuticas, cosméticas, alimenticias e atualmente em tecnologias de
impresséo tridimensional (HAN; WANG, 2017; MALLAKPOUR; TUKHANI; HUSSAIN,
2021; OLIVEIRA et al., 2015). A reologia do CMC e influenciada pela massa molar do
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polimero, concentracdo e grau de substituicdo (DS), conforme relatado na literatura
(BENCHABANE; BEKKOUR, 2008; EDALI; ESMAIL; VATISTAS, 2001; YANG; ZHU,
2007).

Ao misturar solucbes de polimero com plaquetas de Laponita, ocorrem interacdes
eletrostaticas de particulas de polimero e ligac@es de hidrogénio (RUZICKA; ZACCARELLI,
2011b; THOMPSON; BUTTERWORTH, 1992). Cadeias de polimero de baixa massa molar
podem ser fisicamente adsorvidas na superficie da nanoargila, enquanto que para polimeros de
alta massa molar, as interacdes de finais de cadeia formam uma rede fisicamente reticulada
(GAHARWAR et al., 2019; NEL et al., 2009b). Essa adsorcao fisica resulta em géis com uma
estrutura de “castelo de cartas” que destrdi e reconstréi sob tensdo, resultando em
comportamento viscoso pseudopléstico (WANG et al., 2010). Essas interacdes eletrostaticas
sdo reversiveis e podem ser quebradas e reformadas pela aplicacdo de tensbes mecéanicas e
posterior relaxamento do sistema (GAHARWAR et al., 2019).

Assim, um sistema coloidal de pseudoplasticidade e comportamento viscoelastico de tipo
solido pode ser obtido adicionando CMC em dispersdes aquosas de Laponita, o0 que pode ser
interessante para processos de manufatura aditiva, como impressao de gel por extrusdo. Séo
poucos 0s estudos sobre o comportamento reologico de dispersdes de CMC/Laponita relatados
na literatura (A.S PEREIRA; F.T PINHO, 2002; ESCUDIER et al., 1995; TARHINI; JARNY;
TEXIER, 2017; TIWARI et al., 2020). Assim, neste trabalho, o objetivo foi estudar as
propriedades reoldgicas de diferentes disperses aquosas de CMC/Laponita e correlacionar o

comportamento reoldgico com possiveis mecanismos de interacdo coloidal.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Preparagdo dos géis

Os materiais usados nesta pesquisa foram carboximetilcelulose de Sédio (CMC-My, =
250.000 g.mol?, DS = 0,7, Sigma-Aldrich, Saint Louis-MO, EUA) e Laponita (Laponita XLG,
Southern Clay Products, Inc., EUA). Solucbes de CMC com concentracdes de 0,25 a 4,0% em

massa e dispersdes de Laponita de 0,5 a 6% em massa foram dispersas em agua deionizada (DI)
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com pH 7,0 utilizando um misturador de vortice por 15 minutos, seguido de agitacdo magnetica
por 8 horas a 23° C.

As misturas de CMC e Laponita foram preparadas adicionando diferentes concentragdes
de CMC (0,25 a 4,0% em massa) em 2,0% em massa de Laponita. Ambas as misturas foram
dissolvidas em agua DI sob agitacdo magnética por 15 minutos seguido de uma misturada com
espéatula até obter uma dispersdo homogénea. As amostras foram armazenadas por 16 ha 23°C
para a obtencdo de dispersdes estaveis.

3.2.2 Potencial Zeta

As medicOes de potencial Zeta foram realizadas em dispersdo diluida de Laponita e
misturas de CMC/Laponita. As amostras foram previamente diluidas (1:30) em &gua DI e
agitadas em vortice por 5 minutos. As medicGes do potencial Zeta foram realizadas em um
instrumento Malvern Zeta sizer Nano-S com um angulo de deteccdo de 173°. Todas as analises

foram conduzidas em triplicata a 25° C.
3.2.3 Espalhamento Dinamico de Luz

A distribuicdo de tamanho de particulas na dispersdo de Laponita e misturas de
CMC/Laponita foram realizados por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) (Malvern Zeta
Sizer Nano-S). Os diametros hidrodindmicos médios foram obtidos por:

Y nidi3
Zaverage = W (3.1)

onde n é o nimero da particula e d é o diametro da particula e i é o indice. Todas as analises

foram realizadas em triplicata a 25° C.
3.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Ensaios de FTIR foram realizados em amostras liofilizadas de CMC, Laponita e
CMC/Laponita, utilizando um espectrometro (Thermo Scientific- Charis Technologies). As
amostras foram misturadas com KBr na propor¢do de massa de 1: 100 (amostra: KBr), e a
mistura foi comprimida (2,5 MPa por 2 min) para formar um pellet transparente, que foi
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analisado usando o método de transmissdo (4000-750 cm™ !, 16 varreduras e resolugdo de 8 cm™

1).
3.2.5 Caracterizacdo reologica

As medicoes reologicas foram realizadas em um reémetro modular compacto Anton Paar
MCR-102 com geometria cone-placa de 50 mm de diametro, angulo de cone de 0,9815° e
truncamento de 0,97 um. Antes de cada teste, um pré-cisalhnamento constante de 200 s? foi
aplicado por 300 s para eliminar os efeitos de memoria e rejuvenescer as amostras. Silicone foi
usado nas bordas da amostra para evitar a evaporacdo da agua. As medi¢cBes em regime
permanente foram realizadas em taxas de cisalhamento variando de 0,01 a 1000 s*. A
viscosidade de cisalhamento em estado estacionario foi ajustada pelo modelo de viscosidade de
Cross (Equacdo 3.2) para solucbes de CMC, e o modelo Ostwald —de Waele (Equacgéo 3.3) para
dispersdes de Laponita e CMC/Laponita:

. No — N
NG = Neo + ———— (3.2)

)

n@)= Ky" ™, (3.3)

onde 1., € aviscosidade de cisalhamento infinita, n, a viscosidade de cisalnamento zero, y é
a taxa de cisalhamento, y, é a taxa de cisalhamento critica, K € a consisténcia e é o indice da lei
de poténcia. Quando n = 1 obtemos uma viscosidade newtoniana; quando n<1len>1

obtemos comportamento ndo newtoniano pseudoplastico e dilatante, respectivamente.

Varreduras de tensdo de cisalhamento oscilatoria foram realizadas na faixa de 10 a 10°
Pa para determinar a tensdo de escoamento. Os testes de varredura de frequéncia foram
realizados dentro da regido de viscoelasticidade linear (y, = 1%) na faixa de frequéncia de 0,1
a 240 s*. O equipamento ndo mediu os valores de G’ e G"' inferiores a 10”2 Pa devido a fluidez

da solugdo em concentragdes inferiores a 1% em massa de CMC.

O comportamento tixotropico foi analisado por testes de loop de histerese e testes de
tixotropia de trés intervalos (3ITT). As areas dos loops de histerese foram obtidas com um
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aumento continuo da taxa de cisalhamento de 2 a 100 s™ (curva para cima) durante 165 s,
mantida por 50 s, seguida de uma reducdo gradual para 2 s. Para o ensaio de 3ITT, a
viscosidade foi medida em trés intervalos de taxa de cisalhnamento em ordem sequencial: 1 s*
(25s), 100 st (50 s) e 1 s (250 s). A porcentagem de recuperacéo da viscosidade é dada pela

relagdo entre a viscosidade no tempo de recuperagéo t (»,,,.) € a viscosidade inicial no intervalo

de descanso (7).

Testes de varredura de tempo foram realizados para um tempo total de 1000 s, em uma

frequéncia de 10 rad.s™, visando avaliar a evolugdo do envelhecimento.

Todos os testes foram realizados em triplicata a 25° C e as amostras centrifugadas a 4000

rpm por 5 minutos antes das medi¢6es para eliminacao de bolhas de ar.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Formacéo da Estrutura

Usamos o potencial Zeta (ZP) para analisar a estabilidade das amostras CMC/Laponita
com base na carga superficial. A Figura 3.1a mostra os resultados do potencial Zeta para
CMC/Laponita. Notamos que o ZP foi negativo na faixa que indica dispersdes estaveis para
todas as amostras estudadas. Para dispersdes de Laponita, o ZP médio foi -41,25 + 5,92 mV
com pH neutro devido a dissociacdo do Na*. Na presenca de CMC, a magnitude negativa
aumentou para cerca de -50 mV, o que pode estar associado a presenca de cargas aninicas e a
adsorcdo de cadeias de CMC nas superficies carregadas negativamente da Laponita. Além
disso, esse aumento pode ser devido as interacdes eletrostaticas que ocorrem entre 0s grupos
hidroxila (OH-) do CMC e o Silanol (Si-O) da Laponita (XU; ERDEM; EISER, 2020). Além
disso, todas as amostras tém um pH < 11, sugerindo que as cadeias poliméricas anidnicas estdo
sendo adsorvidas na borda carregada positivamente da Laponita (Tabela 3.1) (DAVILA;
D’AVILA, 2017).
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Figura 3.1: (a) Potencial Zeta e (b) didmetro hidrodindmico (DH) do sistema CMC/Laponita em funcdo da

concentragdo de CMC com 2,0% em massa de Laponita.

Tabela 3.1: Valores de pH para solugdes CMC/Laponita.

CL(%

- 025CMC 050CMC 0,75CMC 10CMC 2,0CMC 30CMC 4,0CMC
massa)

2 9,853 9,883 9,820 9,843 9,820 9,800 9,710

O diametro hidrodindmico médio das misturas CMC/Laponita obtidas por DLS estdo
apresentados na Figura 3.1b. Esta técnica permite determinar o tamanho das nanoparticulas e
macromoléculas em suspensdes ou solucdes diluidas através do espalhamento da luz devido ao
movimento browniano das particulas/macromoléculas. Notamos que o didmetro hidrodinamico
médio das misturas aumenta com a adicdo de CMC, o que pode estar relacionado a adsorcéo de
cadeias poliméricas nas plaquetas de Laponita. Em baixas concentra¢cdes de CMC, géis fracos
podem ser formados devido a interacGes eletrostaticas. O aumento nas concentragcdes de CMC
leva a aproximacao dos finais da cadeia polimérica levando a uma rede fisicamente reticulada,
aumentando quase trés vezes o didmetro hidrodindmico em comparagdo com as proporgoes 8:
8a8:12.

A Figura 3.2 mostra os espectros de FTIR de CMC e p6 de Laponita e amostras himidas

do sistema CMC/Laponita. No caso da Laponita, os picos em 1634 cm™ estdo associados a
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flexdo de H-OH, os picos em 962 cm™ foram atribuidos ao alongamento da ligacdo Si-O na
superficie e os picos em 647 cm™ estdo associados a vibragdo de Mg-O, conforme relatado

anteriormente na literatura (CAl et al., 2016).
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Figura 3.2: Espectros FTIR de solugdes CMC, dispersBes de Laponita e dispersdes de CMC/Laponita com 2% em

massa de Laponita na faixa de 4000 cm2-2000 cm* e 2000 cm™-750 cm™™.

O espectro CMC exibiu cinco picos caracteristicos em 3507, 2934, 1592, 1408 e 1322
cmt. A banda de transmiss&o tipica de 3507 cm™ ¢ atribuida a vibragdo de alongamento -OH,
correspondendo as ligacdes de hidrogénio intermoleculares dentro da cadeia CMC. O pico de
2934 cm corresponde ao alongamento C-H associado aos atomos de hidrogénio do anel de
metano. A banda de 1592 cm™ e 1408 cm™ corresponde as vibragdes de alongamento C = O
simétricas e assimétricas dos ions carboxilato, respectivamente. O pico de 1322 cm™ é atribuido
as vibracbes de alongamento C-O. Finalmente, as bandas de 1105 e 1020 cm? séo
caracteristicas do alongamento C-O na cadeia principal de polissacarideos (CHAI; ISA, 2013;
SU et al., 2010; ZAIDI et al., 2011).

Para todos os espectros CMC/Laponita, observamos picos caracteristicos de ambos,
Laponita (962 cm™) e CMC (3525 cm™), indicando interaces entre eles. No entanto, a largura
da banda O-H diminuiu e a posicdo do pico mudou de 3507 para 3404 cm™ em comparagéo
com o CMC puro; e a posi¢do do pico de alongamento Si-O mudou de 962 para 1002 cm™.
Esses resultados sugerem uma fraca ligacéo de hidrogénio entre os grupos Silanol da Laponita
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(Si-O) e hidroxila do CMC (-OH) e uma reducdo da extensdo das ligacdes de hidrogénio no
CMC puro (XU; ERDEM:; EISER, 2020).

3.3.2 Comportamento reoldgico de solugdes CMC e dispersdes de Laponita

A Figura 3.3 mostra as curvas de viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento e a
variacdo dos modulos de armazenamento e perda com o aumento da frequéncia para solugdes
CMC. Na Figura 3.3a, observamos um comportamento pseudoplastico bem definido em altas
taxas de cisalhamento em concentracbes de CMC acima de 0,75% em massa e platd
Newtoniano em taxas de cisalhamento mais baixas. Em contraste, observamos um
comportamento quase Newtoniano em todas as taxas de cisalhamento para concentracdes de
CMC abaixo de 0,75% em massa. A transicdo entre comportamento Newtoniano a
pseudoplastico estéa relacionada as ligacfes de hidrogénio intermoleculares entre cadeias de

celulose, conforme relatado por Peak e colaboradores, (2018).
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Figura 3.3: (a) Curvas de viscosidade em estado estacionario para varias concentracdes de CMC em solugdo, a linha
solida corresponde ao ajuste do modelo cruzado para CMC e os simbolos abertos correspondem aos dados
experimentais (Cp é a concentracdo do polimero). (b) Dependéncia da viscosidade especifica para solugdes CMC.
(c) Dependéncia de G’ (simbolos sélidos) e G" (simbolos abertos) em fungdo da frequéncia angular (w) para

solucBes CMC.
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Os dados de viscosidade em regime permanente foram ajustados usando o modelo de
viscosidade de Cross (Equacdo 3.2), e os parametros estdo apresentados na Tabela 3.2.
Observamos uma dependéncia da viscosidade nas concentracdes de CMC, onde um aumento
dréstico nas concentracbes de CMC de 1,0 a 2,0% em massa foi observado. Este aumento foi
de quase 16 vezes o valor da viscosidade a 1,0% em massa (Tabela 3.2). O aumento
significativo da viscosidade esta correlacionado com os regimes distintos da solu¢do. Conforme
observado na Figura 3.3b, a faixa de solucdes de CMC estudadas possui dois regimes diferentes,
evidenciados pela mudanca da inclinacdo da curva de 1,5 para 3,75. De acordo com a lei de

escala da solucdo de polieletrélitos, nS~Cp3/2 corresponde a solucdo semi-diluida emaranhada

15/4 3 solugdo concentrada emaranhada (WU et al., 2009). A transicdo do regime semi-

ens~Cp
diluido emaranhado para o regime concentrado deve-se ao aumento das interacdes

intermoleculares devido a maior proximidade entre as cadeias poliméricas.

Com base no ajuste de modelo de Cross, fizemos uma curva mestre com 1,0% em massa
de CMC como referéncia (Figura 3.4) observamos que em todas as concentracles, a
superposicdo das curvas indica que o cisalhamento € um mecanismo comum que rege a
viscosidade CMC e se ajusta ao modelo de viscosidade cruzada. O comportamento de
cisalhamento ocorre devido ao desemaranhamento e orientacdo das cadeias poliméricas na
direcdo do escoamento (BENCHABANE; BEKKOUR, 2008; CLASEN; KULICKE, 2001;
DUNSTAN; HILL; WEI, 2004).



66

Tabela 3.2: Fatores de deslocamento para curva mestre de viscosidade experimental e pardmetros de ajuste para

0 modelo de Cross para vérias solugbes CMC a 25 °C.

Experimental

¢p (% massa) 0,25 0,5 0,75 1,0 2,0 3,0 4,0
Ay 0,463 0,312 0,661 1,0 91,534 369,354 329,427
a, 8,094 3,792 1,567 1,0 0,058 0,011 0,002
Ajuste
¢p (% massa) n 1o (Pa,s) N (Pa,s) Ve(s™) R?
0,25 0,81 0,011 0,005 486,3 0,99
0,50 0,66 0,024 0,005 719,3 0,99
0,75 0,68 0,06 0 340,3 0,99
1,0 0,59 0,09 0 224,9 0,99
2,0 0,38 1,55 0 2,46 0,99
3,0 0,44 8,04 0 0,61 0,99
4,0 0,83 48,11 0 0,68 0,99
Master curve 0,51 0,09 0 395,1 1,00

A Figura 3.3c mostra os resultados de cisalhamento oscilatorio de pequena amplitude
(SAOS) para solugdes CMC. Observamos que G" > G’ nas frequéncias baixas enquanto nas
frequéncias mais altas G’ > G", indicando uma reducéo das propriedades viscosas em favor das
propriedades elasticas devido aos emaranhamentos de cadeias, que Ssdo continuamente
destruidos e reformados, restringindo a mobilidade. Além disso, com o0 aumento da
concentracdo, a diferenca entre G’ e G'' € menor, o que indica uma tendéncia para gelificar com

0 aumento da concentragao.
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Figura 3.4: Curva mestre de viscosidade CMC (concentragdo de referéncia de 1,0% em massa) e fatores de
deslocamento horizontal (ax) e vertical (ay) vs, Concentracdo de CMC.

A Figura 3.5 mostra as curvas de viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento para as
dispersdes de Laponita. A viscosidade de cisalhamento em regime permanente de dispersdes
de Laponita apresentou aumento na viscosidade e no cisalhamento pelo aumento da
concentracdo de nanoparticulas, como mostrado na Figura 3.5a. Concentra¢@es acima de 2,0%
em massa apresentaram pseudoplasticidade mais acentuada quando comparadas com

concentra(;(”)es menores.
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Figura 3.5: (a) curvas de viscosidade em estado estacionario para varias concentracdes de Laponita (C. é a
concentracdo da Laponita) e (b) dependéncia de G’ (simbolos sélidos) e G” (simbolos abertos) em funcéo da

frequéncia angular (o) para dispersoes de laponita,

O modelo de viscosidade Ostwald- de Waele foi utilizado para descrever o
comportamento da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento, onde 0s parametros
ajustados estdo mostrados na Tabela 3.3. Para concentracdes de Laponita acima de 2,0% em
massa, as dispersdes sdo altamente viscosas e pseudoplasticas, pois formam uma estrutura de
castelo de cartas. Essa estrutura é formada devido a interacGes eletrostaticas, levando a um
aumento significativo na viscosidade aparente (m) e no comportamento de cisalhamento (n)
(GAHARWAR et al., 2019). Por outro lado, para a concentracdo de 2,0% em massa, as
nanoparticulas estdo totalmente esfoliadas, mas sem interacfes significativas entre elas,
resultando em baixa viscosidade e comportamento proximo ao Newtoniano. Ao comparar 0S
valores de m de 2,0 a 3,0% em massa, notamos um aumento de 303 vezes. Ainda, ao comparar
de 3,0 a 4,0% em massa, esse aumento é de apenas 22 vezes, evidenciando a formagdo da

estrutura do castelo de cartas em concentragdes superiores a 2,0% em massa de Laponita.
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Tabela 3.3: Pardmetros de ajuste do modelo de Ostwald-de Waele para disperséo de Laponita.

Pardmetro 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
m 0,0045 1,368 31,199 76,339 179,33
n 0,950 0,426 0,082 0,051 0,016
R? 0,963 0,995 0,999 0,999 0,999

Os testes de varredura de frequéncia de dispersdes de Laponita estdo mostrados na Figura
3.5b. Para concentracfes de 3,0% em massa, 0 comportamento do tipo liquido é dominante
devido a esfoliacdo das nanoparticulas e as fracas interagdes entre elas. Por outro lado, acima
de 3,0% em massa, 0 comportamento do tipo sélido (G” > G’) é observado para todas as faixas
de frequéncia. Além disso, os modulos de armazenamento e perda sdo quase independentes da
frequéncia, o que é caracteristico dos géis fisicos. Esse comportamento se deve a baixa
mobilidade das particulas e maiores interacdes eletrostaticas, que resultam na formacgdo da

estrutura de castelo de cartas, induzindo a gelificacéo fisica.

3.3.3 Comportamento reoldgico de solu¢cbes CMC em dispersdes de Laponita

A Figura 3.6 mostra graficos de viscosidade de cisalhamento estavel de dispersdes de
CMC/Laponita, variando as concentracdes de CMC nos regimes semi-diluido e concentrado,

com uma concentracéo fixa de Laponita de 2,0% em massa.
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Figura 3.6: (a) Curvas de viscosidade em estado estacionario para misturas de CMC/Laponita contendo 2,0% em
massa de Laponita com aumento gradual em carboximetilcelulose (CMC) (Cp é a concentragdo do polimero) e (b)

viscosidade de baixa taxa de cisalhamento (y =1 s) em funcéo da concentracdo de CMC.

Na Figura 3.6a, observamos que a adicdao de solucdes de CMC no regime semidiluido
(0,25, 0,5 e 0,75% em massa) na dispersdo de Laponita a 2,0% em massa resulta em aumento
de viscosidade na ordem de 5x103, 12x10° e 16x10° vezes , respectivamente. Em comparagao,
a adicdo de CMC no regime emaranhado a 4,0% em massa aumentou 91x10° vezes o valor da
viscosidade se compararmos a viscosidade aparente (m) obtida pelo modelo de viscosidade
Oswald-de Waele (Tabela 3.4). Esses resultados mostram que a ordem de magnitude do
aumento na viscosidade ndo é determinada pelo regime de concentragdo de CMC (Figura 3.6b).
O aumento da viscosidade pode ser devido a adsor¢do de cadeias de CMC na superficie de
argila, formando pontos de adsor¢cdo em particulas de argila por meio de ligagcdes de hidrogénio
(XU; ERDEM; EISER, 2020).

Considerando a pseudoplasticidade, uma diminuicdo de 24 vezes no valor n foi observada

pela adi¢do de apenas 0,25% em massa de CMC, onde um forte comportamento pseudoplastico
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(n = 0,039) foi observado ao invés de um comportamento quase newtoniano para 2,0% em
massa de dispersdo de Laponita (n = 0,92). Esta forte diminuicdo em n foi observada para todas
as faixas de concentracdo de CMC, que pode ser observadas na Tabela 3.4. Como visto
anteriormente, o comportamento pseudoplastico estd associado ao desemaranhamento das
cadeias de polimero e alinhamento junto com as plaquetas de Laponita na direcdo do

escoamento, a medida em que a taxa de cisalhamento aumenta, (SCHMIDT et al., 2002b).

Tabela 3.4: Par@metros de ajuste do modelo Ostwald-de Waele para misturas CMC/Laponita.

Amostra | Pardmetro 0CMC 0,25CMC 05CMC 0,75CMC 1,0CMC 2,0CMC 3,0CMC 4,0CMC

m 0,0048 26,577 61,136 80,39 98,874 180,22 287,66 440,54

2%em
massa
de n 0,916 0,039 0,043 0,079 0,082 0,109 0,109 0,088
Laponita
R? 0,851 0,993 0,995 0,993 0,994 0,994 0,992 0,991

A Figura 3.7a mostra a tensdo de escoamento das misturas CMC/Laponita medidas
através de ensaios oscilatorios. A tensdo de escoamento é definida como a tensdo que deve ser
aplicada a mistura antes que ela comece a fluir, deformando-se elasticamente abaixo do valor
da tensdo de escoamento e fluindo como um liquido acima dele. Uma forma de medir a tenséo
de escoamento é a partir de uma varredura de amplitude em que a queda inicial em G’ é uma
medida do ponto de escoamento, representando o inicio do regime viscoelastico ndo-linear
(RIBEIRO et al., 2018). Para a concentragdo de CMC de 0,25% em massa, 0 limite de
escoamento de 29 + 2 Pa foi observado. Quanto a concentracdo de CMC foi aumentada para
1,0 e 4,0% em massa, um aumento de 2,55 e 7,93 vezes neste valor pode ser observado,
respectivamente (Figura 3.7b). Este aumento na tensdo de escoamento com a adicdo de CMC

indica maior tensdo de cisalhamento necessaria para iniciar o escoamento.
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Figura 3.7: (a) Modulo de armazenamento (G") como fung&o da tensdo de cisalhamento usando testes de varreduras

de tensdo (Cp é a concentracdo do polimero) e (b) quantificacdo da tenséo de escoamento (Yield Point).

A analise das propriedades viscoelasticas lineares de CMC/Laponita é mostrada na Figura
3.8. Como visto anteriormente, as solucdes de CMC em todas as faixas de concentracdo e
dispersdes de Laponita de 3,0% em massa apresentaram comportamento predominantemente
liquido. No entanto, a adicdo de apenas 0,25% em massa de CMC na dispersdo de Laponita
causou a predominancia das propriedades elasticas (G’ > G'') em todas as faixas de frequéncia.
Aumentando a concentracdo de CMC, a magnitude de ambos os médulos aumentou e G’ tornou-
se quase independente da frequéncia angular (Figura 3.8a), que é caracteristica de géis com
fortes ligacdes fisicas. A adicdo de CMC nas dispersdes de Laponita aumentou o tempo de
relaxacdo e os mddulos, que foram atribuidos a adsorcdo e ponte entre as cadeias de CMC e as
plaquetas de Laponita. Todos os géis obtidos se apresentaram homogéneos e transparentes
(Figura 3.8c). Para facilitar a visualizagdo, cada composi¢do foi misturada com corante

vermelho. O corante ndo alterou as propiedades reologicas das solucdes e dispersoes.

A Figura 3.8b mostra o fator de amortecimento tan 6 = G"'/G'em func¢&o da frequéncia.
O fator de amortecimento indica a for¢a de um gel. Como mostrado, em todas as frequéncias,
0 comportamento do tipo s6lido é dominante (tan 6 < 1). Além disso, até 0,75, o fator de
amortecimento diminui, evidenciando a forca do gel, porém com o aumento da concentracao
de CMC, o efeito modificador reologico da Laponita foi inibido, levando a um aumento nos

valores do fator de amortecimento. Valores de tan § < 0,1 indicam um comportamento de gel
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forte, enquanto tan & > 0,1 indica um gel fraco (XIN et al., 2004); portanto, em baixas
frequéncias, obtivemos géis fortes em todas as concentragcdes e uma transicdo para geis fracos

com altas frequéncias.
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Figura 3.8: Dependéncia de G’ (simbolos sélidos) (a) e o (b) fator de amortecimento (tan (8)) da frequéncia
angular (w) para misturas CMC/Laponita com 2% em massa de Laponita em diferentes concentragbes de CMC
(Cp é a concentragdo do polimero), (c) Fotografia das dispersdes de CMC/Laponita com 2% em massa de Laponita
(i) e concentracdes de CMC/Laponita de: 0,25-2 (ii); 0,5-2 (iii); 0,75-2 (v); 1-2 (v); 2-2 (vi); 3-2 (vii) e 4-2 (viii).

Para investigar a tixotropia de misturas CMC/Laponita, realizamos dois tipos de
experimentos: histerese e 3ITT. Esses testes permitem determinar a energia absorvida durante
a deformacdo e a porcentagem de viscosidade recuperada apds o cisalhamento,
respectivamente. A Figura 3.9a mostra os ciclos ascendentes e descendentes aplicados no teste
de histerese. A area delimitada entre as curvas pode ser considerada uma estimativa do grau de

tixotropia e da energia absorvida pela rede durante a deformagéo. Os ciclos ascendentes e
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descendentes se sobrepdem as dispersdes de Laponita puras e a area de histerese nao é
observada. Assim, a adicdo de CMC gerou uma é&rea de loop de histerese durante o
cisalhamento, indicando um aumento significativo na quantidade de energia absorvida pelas

redes CMC/Laponita durante o tempo de teste.

A Figura 3.9b resume a quantidade de energia absorvida durante o cisalhamento para
dispersdes de CMC/Laponita. A adigdo de apenas 0,25% em massa de CMC em 2,0% em massa
de Laponita aumentou 6,5 vezes a energia absorvida, enquanto 4,0% em massa de CMC
resultou em um aumento de 98 vezes quando comparado ao sistema sem CMC. Notamos que a
energia absorvida aumentou com o aumento da concentracdo de CMC, principalmente para
concentracdes superiores a 1,0% em massa. O aumento na area do loop de histerese € um
indicador das propriedades tixotropicas das misturas. Além disso, esse aumento esta
relacionado a maior energia necessaria para romper a ponte na interface polimero-plaquetas,
induzindo o desemaranhamento e alinhamento das cadeias poliméricas por cisalhamento.
Varios autores relataram esse fendmeno para diferentes solugcbes de polimero
(BENCHABANE; BEKKOUR, 2008; MAO; CHEN, 2006) e esse efeito com adi¢do de
Laponita (GAHARWAR et al., 2011; SCHEXNAILDER et al., 2009; XAVIER et al., 2015),
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Figura 3.9: Tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de cisalhamento para misturas CMC/Laponita contendo:
(@) 2,0% em massa de Laponita (Cp é a concentracdo do polimero) e (b) &rea do loop de histerese para recuperagdo

da estrutura.
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A Figura 3.10 mostra a recuperacdo da viscosidade no ensaio de 3ITT. Em todas as
concentragdes de CMC/Laponita estudadas, a recuperacdo da viscosidade em curtos tempos
apos o cisalhamento é observada (Figura 3.10a), indicando réapida quebra e reconstrucéo da
estrutura. Ao representar graficamente a dependéncia da recuperacdo da viscosidade pela
concentragdo de CMC em momentos diferentes, observamos que a concentracdo de CMC
inferior a 2,0% em massa recupera parcialmente a viscosidade em um curto intervalo de tempo
(Figura 3.10b). Nessas concentra¢des, quando o cisalhamento é removido, a recuperacdo da
viscosidade ocorre quase que instantaneamente, o que estaria associado a regeneracdo da
estrutura do castelo de cartas e das propriedades elasticas armazenadas pelas cadeias CMC
(DAVILA; D’AVILA, 2019). Em contraste, em concentra¢bes de CMC acima de 2,0% em
massa, a recuperacgao da viscosidade diminuiu. A remog&o das cadeias de polimero adsorvidas
as nanoparticulas por cisalhamento pode ndo adsorver novamente & mesma particula anterior
ao aumento do cisalhamento, mas, em vez disso, pode estar adosrvida a plaguetas vizinhas,
resultando em uma baixa porcentagem de recuperacdo (GAHARWAR et al., 2011). Portanto, a
adicdo de CMC em dispersdes de Laponita afeta o tempo e o grau de recuperacao da viscosidade

devido as interacdes entre as cadeias de CMC e as plaquetas de Laponita.
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Figura 3.10: (a) Curvas de viscosidade em fungéo do tempo para 3ITT, exibindo o comportamento tixotrépico das
misturas CMC/Laponita (Cp é a concentragdo do polimero) e (b) recuperacao da viscosidade percentual em funcéo

do tempo com 2,0% em massa de Laponita.
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Finalmente, conforme mostrado na Figura 3.11, os testes de varredura de tempo foram
realizados para estudar os efeitos da adicdo de CMC no envelhecimento de dispersdes de
Laponita. Obtivemos o modulo de armazenamento (G") em w = 10 rad.s™ em funcdo do tempo.
Podemos observar um aumento no médulo de armazenamento (G') em fungéo do tempo para
concentragdes de CMC de até 0,75% em massa, indicando que as amostras sofrem
envelhecimento devido a rapida adsorcdo e dessor¢do de CMC as particulas de Laponita. Por
outro lado, em concentrac6es mais elevadas de polimero, a taxa de crescimento de G’ diminui,

indicando uma inibicdo no envelhecimento das amostras.
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Figura 3.11: Evolugdo do envelhecimento: (a) dependéncia de G’ (simbolos abertos) no tempo de espera (t,,) para
frequéncias de 10 rad.s™ ! para diferentes composicdes de CMC e 2% em massa de Laponita (Cp é a concentragdo
do polimero).
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4 CAPACIDADE DE |IMPRESSAO DE GEIS DE
CARBOXIMETILCELULOSE/LAPONITA E RETICULACAO PARA
FORMACAO DE HIDROGEIS

Neste capitulo, a impressdo por extrusdo de dispersdes de CMC/Laponita em &gua foi
estudada com o objetivo de obter uma tinta com a formulacdo mais adequada. Assim, a
impressdo por extrusao de geis do sistema CMC/Laponita foi avaliada a partir do estudo das
propriedades reolégicas, parametros de impressdo, formacédo, fusdo e colapso de filamento,
além de estudos de compressdo e do intumescimento das tintas. Todas as misturas estudadas
exibiram um comportamento pseudoplastico pronunciado. A formacao de filamentos durante a
impressédo, areas de colapso e boa capacidade de impressdo foram observadas na tinta com
concentracdo de 1 % em massa de CMC e de 4% em massa de Laponita. A tinta 6tima foi
definida em funcdo das propriedades reoldgicas (viscosidade, tixotropia e viscoelasticidade) e
da formacdo e fusdo de filamentos impressos. Apds definida a tinta 6tima, a influéncia dos
diferentes parametros de impressdo foi estudada (velocidade de impressdo, multiplicador de
extrusdo e altura de camada). Em seguida, os géis impressos foram reticulados com cloreto de
calcio (CaCl,) e &cido citrico. Testes de compressao permitiram avaliar o comportamento
mecanico dos hidrogéis impressos. Finalmente, testes de intumescimento e citotoxicidade
foram realizadas nos hidrogéis para avaliar sua possivel aplicacdo na area de engenharia

tecidual.
4.1 Introducéao

A impressao tridimensional é uma técnica introduzida inicialmente em 1986 com o nome
de estereolitografia ou prototipagem rapida, para gerar modelos sélidos tridimensionais. Essa
técnica, também conhecida como manufatura aditiva (MA), permite a construcdo de objetos
solidos através da deposicdo de camadas de material (MURPHY; ATALA, 2014). Na area
biomédica, um dos principais usos dessa tecnologia esta na fabricacdo de scaffolds para
aplicagdes em regeneracéo tecidual (EL-SHERBINY; YACOUB, 2013). Um scaffold é uma
estrutura porosa tridimensional feita de biomateriais que serve temporariamente como estrutura
de suporte para o crescimento e transporte de nutrientes para células isoladas (NICODEMUS;

BRYANT, 2008). Tradicionalmente, as técnicas de impressdo de jato de tinta, impressao



78

assistida por laser e impressao por extrusao sao as técnicas mais utilizadas para essas aplicactes
(HABIB et al., 2018; MURPHY; SKARDAL; ATALA, 2013).

A impressao por extrusao é uma das técnicas mais promissoras para obtencéo de scaffolds
(DEO et al., 2020). Nos ultimos anos, esta técnica tem sido utilizada para a impressdo de
scaffolds de hidrogéis, onde apresenta vantagens como baixo custo e versatilidade (NAGHIEH
et al., 2020). Os hidrogéis sdo materiais adequados para uso como scaffolds devido a sua
capacidade de formar e manter uma estrutura com integridade estrutural aceitavel, além de

mimetizar as propriedades naturais da matriz extracelular (ECM) (YOU et al., 2016).

Dentre os diferentes tipos de biomateriais que podem ser usados como hidrogéis estdo
polimeros naturais, como alginato de sodio, gelatina, colageno, celulose (MOLDOVAN et al.,
2017) e polimeros sintéticos, como policaprolactona (PCL), Polietilenoglicol (PEG), e &cido
polilatico (PLA) (CHANG et al., 2011). A carboximetilcelulose (CMC) é um polissacarideo
derivado da celulose de alta massa molar, soltvel em agua, e utilizado como modificador de
viscosidade (BENCHABANE; BEKKOUR, 2008). Em processos de impresséo tridimensional,
este polimero foi estudado junto com outros compostos para formar hidrogéis hibridos
(MALLAKPOUR; TUKHANI; HUSSAIN, 2021). Sistemas como CMC-Alginato (HABIB et
al., 2018) e CMC-Alginato- Montmorilonita (MMT) (HABIB; KHODA, 2019), demonstraram
sua eficiéncia em processos de impresséo e alta viabilidade celular quando usados como tintas

em processos de bioimpressao.

A obtencdo de scaffolds de hidrogéis por impressao por extrusao requer a formulacéo de
géis poliméricos com propriedades mecanicas e reoldgicas adequadas para a impressdo. Nesse
contexto, destacam-se os hidrogéis nanocompdsitos, que sdo associacdes de polimeros com
nanoparticulas, que permitem a obtencdo de sistemas com propriedades adequadas para
impressdo. Esses sistemas sdo formados por reticulacdo fisica ou quimica por meio de
interacGes entre redes poliméricas em solugbes aquosas com nanoparticulas inorganicas
incorporadas a matriz (GAHARWAR; PEPPAS; KHADEMHOSSEINI, 2014). As interagdes
dos compostos permitem a solidificacdo do material apos o processo de extrusao para suportar
varias camadas sucessivas. Assim, a Laponita é um tipo de nanomaterial inorganico com
potencial uso para fins de engenharia tecidual entre as diferentes nanoparticulas existentes
(PEAK et al., 2018; SHEN et al., 2014).
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A Laponita € uma argila de silicato de magneésio sintética, com formato de disco de
dimensdes 25 nm de didmetro e 1 nm de espessura, usada como agente espessante na inddstria
de cosméticos (CARRETERO, 2002). Recentemente, foi reportado seu potencial em aplicacdes
como biomaterial relacionado a propagacao celular e osteogénese (GAHARWAR et al., 2019).
Em suspensao aquosa com pH <11, as particulas de Laponita tem faces com carga negativa e
bordas com carga positiva (SUN et al., 2012). Essas cargas promovem o arranjo das plaquetas
por meio de interacdes eletrostaticas, formando um gel com comportamento reoldgico
pseudoplastico (MONGONDRY; TASSIN; NICOLAI, 2005). Desta forma, a Laponita,
associada a polimeros, resultam também em fortes interacdes entre cadeias poliméricas e
nanoparticulas, onde tais interacGes afetam consideravelmente o comportamento mecénico e
reologico dos géis e hidrogéis (GAHARWAR et al., 2014, 2019). Trabalhos publicados na
literatura reportaram que géis nanocompositos de gelatina/carboximetilquitosana/Laponita
(TAO et al., 2017), Laponita-alginato (DAVILA; D’AVILA, 2019), Laponita-Alginato-
Metilcelulose (AHLFELD et al., 2017) foram impressos por extrusdo e apresentaram alta
porcentagem de viabilidade celular. Neste trabalho, foi avaliada a capacidade de impressao por
extrusdo de uma nova tinta formada por CMC/Laponita. Com base na escolha precisa do tipo
de biomaterial, uma avaliacdo da capacidade de impressdo pode influenciar diretamente nas
propriedades morfoldgicas e mecanicas da tinta a ser impressa. Um estudo adequado das
condicdes operacionais e dos parametros de impressao antes, durante e depois da impressao
reduzira os defeitos na estrutura impressa e em sua funcionalidade. Assim, nos processos de
extrusdo, o material requer inicialmente uma baixa viscosidade que permite sua passagem pela
agulha de extrusdo. Apos a deposicao, a viscosidade deve ser alta o suficiente para garantir a
ndo dispersdo do material ou rapida transicdo sol-gel. Esse comportamento do material é
estudado por meio de testes reoldgicos nos quais sdo avaliadas as propriedades pseudoplastica,
viscoelasticas e tixotropicas necessarias para imprimir as tintas (CHUNG et al., 2013;
DAVILA; D’AVILA, 2019; NAGHIEH et al., 2020).

Alguns estudos publicados na literatura avaliaram parametros de impressdo que
permitiriam definir a capacidade de impressdo de um material, como comportamento do fluxo
(CHUNG et al., 2013), caracterizagdes reoldgicas (DAVILA; D’AVILA, 2019), influéncia de
reticuladores fisicos e quimicos (SARKER et al., 2018), tempo de gelificagéo e intumescimento
(MURPHY; ATALA, 2014), dentre outros. No entanto, até 0 momento ndo existe um

procedimento bem definido de forma a estabelecer a capacidade de impressdo de uma tinta com
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suas propriedades e as diversas variaveis de processo. Assim, neste trabalho a capacidade de
impressao de tintas de CMC/Laponita foi caracterizada por uma série de testes quantitativos:
teste de colapso, testes de compressao, de intumescimento e finalmente testes reoldgicos.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Materiais

Carboximetilcelulose (CMC) com massa molar My = 250000 g.mol?* e grau de
substituicdo GS = 0,70 foi adquirida na Sigma-Aldrich, Saint Louis-MO, EUA. O nanosilicato
de Laponita (BYK, Alemanha) foi obtido da Southern Clay Products, Inc., EUA. Os
reticuladores usados (&cido citrico e cloreto de célcio) foram comprados pela Sigma-Aldrich,
Saint Louis-MO, EUA.

4.2.2 Preparacéo de hidrogéis

As composicdes dos geis estdo mostradas na Tabela 4.2 e foram realizadas em duas
etapas. Primeiro, 1% em massa de CMC em p0 foi disperso em agua deionizada usando agitador
vortex. Logo depois, para as misturas, uma quantidade fixa de 1% em massa de CMC foi
adicionada em diferentes concentracdes de Laponita (1, 2, 3 e 4% em massa) e misturada
cuidadosamente com agua deionizada usando uma espatula até obter uma solugdo homogénea.
As dispersdes CMC/Laponita resultantes foram armazenadas durante a noite para subsequentes
caracterizacOes e determinacdo da composicdo mais adequada para uso como tinta. A
concentracdo da tinta que seria usada para impressao de estruturas 3D foi determinada por meio
de estudos reoldgicos, testes de formacdo, fusdo e colapso do filamento. A concentracdo de
CMC foi fixada em 1 % em massa devido as concentragdes maiores de CMC serem dificeis de
dispersar com Laponita, o que forma aglomerados ou amostras ndo homogéneas. Por fim, apds
0 processo de impressao, os scaffolds foram transferidos para placas de Petri e imersos por 2,5
minutos em diferentes concentrag6es de CaCl2 (0,05 M- 0,1 M- 0,15 M e 0,2 M) e &cido citrico
(05-1,0-15¢€ 2,0 % em massa), utilizados como reticuladores. Todas as amostras foram
preparadas, impressas e reticuladas a temperatura ambiente (23°C).
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Tabela 4,1: Nomenclatura das dispersdes CMC-Laponita

Rétulo CMC (% massa) Laponita (% massa)
1,0-0,0 1,0 0,0
1,0-1,0 1,0 1,0
1,0-2,0 1,0 2,0
1,0-3,0 1,0 3,0
1,0-4,0 1,0 4,0

4.2.3 Caracterizacao reologica

As caracterizagdes reologicas das dispersdes foram realizadas utilizando um Redmetro
Modular Compacto Anton Paar MCR-102 com geometria placa-placa (50 mm de didmetro e
gap de 1 mm) a 25 °C. A viscosidade das soluc6es foi determinada pela aplicagéo de uma taxa
de cisalhamento na faixa de 0,01 a 700 s ap6s a aplicagdo de um pré-cisalhamento constante
de 200 s por 300 s seguido por um periodo de descanso de 300 s. Um teste de varredura de
amplitude foi entdo realizado para determinar a regido viscoelastica (y, = 1%) em uma
frequéncia angular de 10 rad.s e uma deformagcéo de cisalhamento na faixa de 0,01-100%.
Posteriormente, testes de varredura de frequéncia oscilatéria foram realizados nas amostras no
intervalo de 0,1 a 240 rad.s, onde os médulos de armazenamento e de perda foram medidos.
Por fim, para simular as condi¢cdes de impressao e analisar a recuperacdo da estrutura, foram
realizados testes de recuperacdo de viscosidade, ou tixotropia em trés intervalos (3ITT). Os trés
intervalos de taxas de cisalhamento e o respectivo tempo, utilizados foram: 1 s (25s), 100 s!
(50s) e 1 s (250s), A porcentagem de recuperagdo da viscosidade é dada por:

_ Ntrec

T]Te(,‘ -

«100 (4.1)

l

onde nt,.. é a viscosidade de recuperacdo no tempo t e n; € a viscosidade inicial no intervalo

de descanso.
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4.2.4 Fabricacéo de scaffolds

Os filamentos e scaffolds CMC/Laponita foram impressos usando uma impressora
Educational Starter™ (3DBS, Brasil). Os géis foram armazenados em uma seringa descartavel
(EFD, Nordson) e o material é dispensado através de um bico dosador (EFD, Nordson, diametro
interno 410 um) em um leito de impressdo estacionario, conforme mostra Figura 4.1. A vazéo
e a largura do filamento sdo controladas pela velocidade do bico, multiplicador da extrusdo e
distancia de impresséo. Os scaffolds foram modelados no software Solidworks, e o desenho foi
levado ao software fatiador Slicer 1-2,9 para gerar as instru¢fes camada por camada. Tais
instrucdes sdo necessarias para a impressora criar os scaffolds desenhados. A deposicdo dos
filamentos foi realizada com padrdo de grade de 10*10 mm. Apo6s a impressao, os scaffolds
foram imersos e cobertos com solugfes de 1,5% em massa de acido citrico e 0,1M CaCl; para
realizar a reticulacdo. A largura do filamento e tamanho do poro (area e perimetro) foram
medidos usando o software ImageJ (National Institute of Health, Gaithersburg, MD, EUA).
Para os testes de formacao, fuséo e colapso, amostras com 1,0% em massa de CMC e diferentes
concentragdes de Laponita foram testadas para mostrar o efeito da Laponita no processo. Todas
as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 min em uma centrifuga Kasvi K14-4000 para

remover as bolhas antes da impressao.

-~ Distancia de impressdo
hA

m ™ .., Plataforma de
impressao

Figura 4.1: Fotografia da impressora Educational Starter™ (3DBS, Brasil).
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4.2.5 Testes de formacao e fuséo de filamentos

O teste de fuséo foi feito seguindo o protocolo descrito por Habib et al, (2018). Os testes
de formacéo de filamentos foram realizados com uma velocidade de impressdo de 5 mm.s?,

garantindo a formacao do filamento e a passagem do material pelo bico de extruséo.

Para o teste de fusdo do filamento, duas camadas consecutivas de varias concentracfes
de CMC/Laponita foram depositadas variando a distancia entre os filamentos de 1-5 mm com
aumentos de 1 mm, como mostra a Figura 4.2a. Dois fatores diferentes: a taxa de difuséo (Df,.)
e o indice de capacidade de impresséo (P.) foram determinados através das Equacgdes (4,2) e
(4,3) (OUYANG et al., 2016). As camadas do material foram depositadas e subsequentemente
observadas em um microscopio digital USB (Electronic magnifier, China), em uma ampliacédo
de 1000x. A largura do filamento depositado foi medida usando o software Imagel. O
multiplicador de extruséo (vazao), a velocidade de impressao e a distancia de impresséo usadas

no teste foram de 1 (0,716 mm3.s?), 5 mm.s e 0,2 mm, respectivamente.

At - Aa
Df, = «100% (4.2)
t
e
LZ
P, = 1T6A," (4.3)

onde, A; e A, sdo as areas tedricas e reais dos poros, respectivamente, e L é o perimetro. Quando
A, = A;, 0 material ndo se espalha e a taxa de difusdo € igual a 0. O indice de capacidade de

impressdo € 1 para um poro quadrado perfeito,

4.2.6 Teste de colapso de filamento

O teste de colapso do filamento é realizado seguindo os protocolos de HABIB et al., 2018;
THERRIAULT; WHITE; LEWIS, 2007. A plataforma utilizada segue 0 modelo desenhado por
Habib et al., (2018), onde seis pilares com distancias entre 1 a 6 mm foram modelados e
impressos, conforme mostra a Figura 4.2b. Para determinar a area de colapso do material, um

unico filamento é depositado na plataforma e a deflexdo do filamento suspenso é medida. Os



84

testes foram realizados com velocidade de impressdo de 5 mm.s*, multiplicador de extruséo de
1(0,716 mm3.s?), e distancia de impresséo de 0,2 mm. Para quantificar a deflexéo do filamento,
o fator de area de colapso é dado pela seguinte equacé&o:

C

A
=—_%100% (4.4)

Ce =
f Atc

onde A, e A, so a area real e tedrica, respectivamente. Assim, C; = 0 para materiais que sao
muito fluidos, e C; = 100 para filamentos que ndo entram em colapso e formam uma ponte

direta entre os dois pilares.

] E

Filamento
4.0 depositado

Figura 4.2: (a) Filamento depositado a 0°-90 °, (b) modelo e &reas medidas na plataforma.

4.2.7 Impressao de padréo angular

Os scaffolds com diferentes padrdes de angulos (45°, 90° e 135°) foram impressos para
complementar os estudos da capacidade de impressao das tintas. Os parametros usados para a
impresséo dos filamentos foram: velocidade de impressdo de 5 mm.s, distancia de impressdo

de 0,2 mm e multiplicador de extrusdo de 1 (0,716 mm3.s™?).
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4.2.8 Efeito do multiplicador de extrusdo, velocidade de impressdo e distancia de

Impressao

O efeito do multiplicador de extrusédo, velocidade de impresséo e distancia de impressao
na largura do filamento foram determinados para a composicdo de 1 CMC/4 Laponita. O
multiplicador de extrusdo, que ¢ chamado de “taxa de fluxo”, especifica a vazdo na qual a
impressora extrudara o material. Neste caso a taxa de fluxo usada foi de 0,716 mm3s™t. A
velocidade de impresséo € a velocidade na qual esta sendo extrudado o material pelo bico de
extrusao e a distancia de impressao € a altura existente entre o bico de extrusdo e a plataforma

de impressao.

Neste teste, trés filamentos (triplicata) de 10 mm de comprimento foram depositados
usando um bico de 0,41 mm de didmetro e subsequentemente observados e medidos sua largura
usando um microscopio digital USB (Electronic magnifier, China), e o software ImageJ,
respectivamente. A Tabela 4.2 resume os parametros de impressdo avaliados. Para a realizacao

deste teste, enquanto dois fatores permaneceram fixos o outro fator foi variando.

Tabela 4.2: Parametros de impressdo para realizar um estudo estadistico da influéncia destas variaveis na largura

do filamento usando a tinta 6tima.

Velocidade de Multiplicador Distancia de impressao

impressdo (mm.s™) de extruséo

(mm)
5,00 1,00 0,30
6,75 1,35 0,41
9,11 1,82 0,55

2,46

4.2.9 Teste de intumescimento

O teste de intumescimento foi realizado seguindo o protocolo descrito por YOU et al.,
2016. Os scaffolds obtidos apos o processo de reticulacdo foram liofilizados e o peso seco foi

medido. Os scaffolds secos foram imersos em 2 ml de agua deionizada e colocados em uma
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estufa SSD (Sinergia cientifica, BR) em condicdes ideais de cultivo (37° C). O meio foi
substituido todos os dias, e 0s pesos das amostras foram medidos ap6s de 1h, 24h, 48h, 72h,
para registrar qualquer alteragdo na massa devido ao intumescimento. A razéo de expansdo foli

definida como:

#o204100% (4.5)

o

onde W, é o peso seco das amostras apés liofilizar e W; é o peso umido medido das amostras

nos diferentes tempos.
4.2.10 Ensaio de compressao

A forca de compressdo dos hidrogéis foi medido usando um texturometro TA. XT2
(Stable Microsystems SMD, Reino Unido) equipada com uma célula de carga de 50N e uma
geometria cilindrica com 12 mm de didmetro. Uma velocidade constante de 1 mm.s? foi
aplicada nas amostras, previamente reticuladas. Os testes foram realizados em triplicata até
70% de deformacdo a 23°C. A forca de compressao é definida como a forca méaxima que o

material aguenta antes de se deformar.
4.2.11 Ensaio de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram utilizados para avaliar a compatibilidade de scaffolds
reticulados com &cido citrico e CaCl, com células BALB/c 3T3 (fibroblasto murino) por
reducdo de MTT (3-brometo (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5 difenil-tetrazélio) (HERNANDEZ-
MONTELONGO et al., 2017). As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s Eagle’s
modificado (DMEM; Sigma Chemical Co.) suplementado com 10% de soro fetal de bovino
(FCS; Gibco, Grand Island, NY, EUA), 100U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina

a 37° C em atmosfera Umida com 5% de didxido de carbono.

As células foram plagueadas na concentragdo de 10* células/poco e suplementas com o
meio de cultivo. Apds 2 horas, as celulas ja aderidas na placa, foram adicionadas as amostras
de AC e CaCl> (didametro: 5mm, espessura: 3mm), e incubadas por 24 horas. O controle foi 0
poco livre de exposi¢do da amostra. Apds 24 horas, 0 meio e as amostras foram removidas, 0s

pocos lavados com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS), adicionados a meio isento de
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soro contendo corante MTT (0,5 mg/ml) e incubou-se a placa por 4h a 37 ° C. Apos, 0 meio foi
cuidadosamente removido e adicionado a 100 mL de etanol (TIN, 1983) e agitou-se as placas
por 5 min. A absorbancia de cada pogo foi lida no espectrofotometro (A = 570 nm). Os valores
foram expressos em porcentagens de reducdo do MTT em relagdo ao controle. Uma
porcentagem de viabilidade em comparacdo com o controle (a densidade éptica média das
celulas foi definida como 100% de viabilidade) foi calculada a partir das curvas de
concentragdo-resposta por analise de regressdo linear (LOPEZ et al., 2015).

4.2.12 Andlise estatistica

Todos os dados sdo apresentados como média * desvio padréo. Os dados foram analisados por
analise de variancia (ANOVA) conduzida no Minitab® (Minitab INC., Faculdade estadual,
PA).

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Propriedades reoldgicas

A capacidade de impresséo das tintas foi inicialmente avaliada por meio de medicdes de
viscosidade em regime permanente, ensaios oscilatorios de varredura de amplitude e

frequéncia, e teste de recuperagéo de viscosidade (3ITT).

Na Figura 4.3a é mostrada as curvas de viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento
para solucdes de 1% em massa de CMC e dispersdes de CMC/Laponita. Como observado, a
viscosidade para a amostra de CMC exibiu um comportamento pseudoplastico ap6s um platd
newtoniano. Em contrapartida, as misturas contendo Laponita exibiram um forte
comportamento pseudoplastico. Este comportamento pseudoplastico das misturas € um dos
requisitos necessarios no processo de impresséo tridimensional pois, para 0 material escoar,
este precisa ter baixa viscosidade em altas taxas de cisalhamento, e alta viscosidade em

cisalhamentos menores para manter a estrutura e evitar o colapso da estrutura impressa.

O comportamento pseudoplastico das misturas CMC/Laponita foi ajustado pelo modelo
de Ostwald-de Waele (lei de poténcias) dado pela seguinte equacao:
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n(y) = Ky"t, (4.6)

onde n(y) é a viscosidade, m é o indice de consisténcia de fluxo (viscosidade quando a taxa de
cisalhamento é 1s%) e n € o indice de lei de poténcias (medida do grau de pseudoplasticidade).
Em fluidos pseudoplésticos, 0 < n <1, menores valores de n indicam maior pseudoplasticidade

A Tabela 4.3 resume os valores de m e n.

Tabela 4.3: Pardmetros de ajuste do modelo Ostwald-de Waele para misturas CMC/Laponita

Amostra Parametros 0,0 Lap 1,0 Lap 2,0 Lap 3,0 Lap 4,0 Lap
m 0,101 36,056 107,53 222,81 304,12

1% CMC n 0,868 0,126 0,062 0,051 0,095
R? 0,910 0,983 0,995 0,995 0,990

Podemos observar que a adicdo de Laponita acentuou o comportamento pseudoplastico e
o indice de consisténcia de fluxo nas dispersdes CMC/Laponita. Este comportamento pode estar
atribuido ao desemaranhamento das cadeias poliméricas e deslizamento das plaquetas de

Laponita umas sobre outras na direcdo do fluxo quando aplicadas altas taxas de cisalhamento.

Os aumentos no valor de viscosidade, nas misturas CMC/Laponita, em baixas taxas de
cisalhamento podem estar associados a formacdo da estrutura interna de “castelo de cartas”
devido as forcas eletrostaticas de repulsdo e atracdo presentes nas nanoparticulas de Laponita.
Apos 0s testes de viscosidade em estado estacionario, testes de cisalhamento oscilatério foram
realizados nas amostras para analisar o comportamento viscoelastico das tintas. Na Figura 4.3b
sdo mostrados os resultados de varredura de amplitude. A uma frequéncia angular constante de
10 rad.s, as soluges de CMC apresentaram comportamento do tipo liquido (G” > G'). No
entanto, ao adicionar Laponita, todas as tintas estudadas apresentaram comportamento do tipo
solido (G' > G"'), 0 que pode estar associado com inicio da gelificacdo fisica gerada entre as
plaquetas da Laponita e as cadeias do CMC. No caso destas tintas, o ponto de escoamento (flow
point) e claramente observado. Este ponto de escoamento é de vital importancia nos processos
de impressdo devido ser a garantia do inicio do escoamento e esta associado a transi¢do de um

comportamento sélido para um liquido.
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Na Figura 4.3c estdo apresentados os resultados de varredura de frequéncia. E observado
que as amostras de CMC apresentam comportamento do tipo liquido. Porém, em altas
frequéncias o ponto de cruzamento define uma transi¢do de um comportamento do tipo liquido
para o sélido. Para todas as amostras contendo Laponita, um comportamento do tipo sélido é
observado em todo o intervalo de frequéncia analisado. Ao mesmo tempo, o modulo de
armazenamento (G') aumenta conforme 0 aumento da concentracdo de Laponita,
independentemente da frequéncia. Estes aumentos podem estar atribuidos a formacdo da
estrutura de castelo de cartas (DAVILA; D’AVILA, 2017),

Finalmente, os resultados dos testes de recuperacdo da viscosidade estdo apresentados na
Figura 4.3d. Pode ser observado que as tintas contendo Laponita sofreram um decréscimo
rapido da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento e uma recuperacao rapida da
viscosidade ap6s a diminuicdo do cisalhamento. Essa recuperacdo da viscosidade pode estar
associada a regeneracdo da estrutura da castelo de cartas e a energia elastica armazenada pelas
cadeias poliméricas (DAVILA; D’AVILA, 2019). De acordo com Peak et al, (2018), uma
recuperacgdo de 80% da viscosidade inicial pode ser considerada adequada para 0s processos de
impresséo por extrusdo. A tinta 1 CMC/4 Laponita exibiu praticamente uma recuperacao total
da viscosidade (Figura 4.3d). Essa recuperacdo rapida nos processos de impressdo indica uma
rapida reconstrucdo da estrutura inicial do gel, o qual é desejavel para manter a estabilidade e a

qualidade do objeto impresso.
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Figura 4.3: (a) Curvas de viscosidade em estado estacionario para tintas CMC-Laponita (C. € a concentragdo de

Laponita) com concentragdo fixa de 1% em massa de CMC. A linha continua corresponde ao ajuste por lei de

potencias. Mddulo de armazenamento (G’) (simbolos so6lidos) e médulo de perda (G”) (simbolos abertos) em

funcdo da: (b) deformacdo (y) e (c) frequéncia angular (w). (d) Viscosidade em funcdo do tempo para o teste de

recuperacéo.

4.3.2 Formagéo de filamento e teste de fuséo

A Figura 4.4 mostra os filamentos impressos antes e ap0s serem depositados na

plataforma de impressdo. Como observado, filamentos continuos sé sdo formados em

concentragdes acima de 2% em massa de Laponita. No caso dos filamentos depositados na

plataforma de impressdo, a area dos poros foi medida e avaliada nas Equacdes 4,2 e 4,3
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correspondentes a taxa de difuséo (Df,) e indice de capacidade de impressédo Pr (Figura 4.5a,

b).
Concentracéao das tintas (% em massa)
1 Laponita 2 Laponita 3 Laponita 4 Laponita
1CMC
1CMC 1CMC 1CMC
Boa Boa Boa
Estado da gelificagédo gelificagéo gelificagéo
gelificacao
Macro f
poros ‘
Figura 4.4: Teste de fusdo de filamentos Smm
a o 1-4
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Tamanho do poro (mm x mm)

Figura 4.5: Taxa de difusdo percentual e indice de capacidade de impresséo no teste de fusao de filamentos.

Pode-se observar que o valor de Df. diminui a medida que a &rea tedrica dos poros

aumenta, indicando os menores valores de difusdo da estrutura em tamanhos de poros entre 2x2

e 5x5 mm?. Em poros que apresentam baixa gelificacdo nao foi possivel realizar as medidas das

areas de 1x1 mm? e 2x2 mm? devido a alta fluidez do material, difundindo-se até o fechamento

completo dos poros. A tinta de 1 CMC/4 Laponita apresentou os valores de Df,. mais baixos,

indicando que foi a amostra onde as areas medidas sofreram menor diferencas com as areas do
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CAD e, portanto, menor colapso do material. Os valores de Pr permanecem constantes em
todas as composi¢cdes que continham Laponita, apresentando valores entre 0,8 e 1 para
tamanhos de poros entre 2x2 e 5x5 mm? Os resultados anteriores também podem ser
verificados visualmente, no qual tintas com concentracdes maiores a 2 % em massa de Laponita

formaram filamentos continuos e scaffolds com poros mais definidos.

4.3.3 Teste de colapso de filamento

Resultados dos testes de colapso de filamento estdo mostrados na Figura 4.6. Observa-se
que a medida que a concentracdo de Laponita aumenta, a deflexdo do material em suspenséo é
minima, conforme mostrado na Figura 4.6a. O fator de area de colapso foi calculado de acordo
com a Equacédo 4.4 e os resultados estdo mostrados na Figura 4.6b. Pode-se observar que a
composicdo com 1 CMC/4 Laponita tem o fator de area de colapso minimo do material em
todas as distancias entre as colunas e pouca deflexdo do filamento sobre a estrutura. As
composicdes de 1 CMC e 1 CMC/1 Laponita ndo foram capazes de formar ou suportar o

filamento sobre a estrutura. Assim, essas duas composi¢fes apresentaram areas de colapso

iguais a zero.
Tinta Colapso de filamento
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Figura 4.6:Teste de colapso do filamento (a) e fator da area de colapso (b).



4.3.4 Impressao de padrdes angulares

A Figura 4.7 mostra a capacidade de impressdo das tintas usando diferentes tipos angulos de
impressdo: agudo (45°), reto (90°) e obtuso (135°). Pode-se observar que, conforme a
concentracdo de Laponita aumenta nas tintas, os angulos retos medidos aproximam-se dos
valores nominais definidos pelo modelo CAD. Os valores nos angulos agudos e obtusos néo
variaram significativamente com o aumento da concentracdo de Laponita. As diferengas na
qualidade de impressdo para as diferentes tintas podem ser observadas nas fotografias dos
filamentos impressos na forma de pinheiros. Com o0 aumento da concentracdo de Laponita, as

bordas onde se formam os angulos apresentam melhor qualidade, sem aglomeracdes do

material.

Grupo | Angulo Medida de
CAD (°) | angulos (°)

0-45 48,32 + 0,99

1 CMCA 0-90 9529 + 0,87
Laponita 0-135 138,75+ 0,15
0-45 48.24 + 0,27

1CMC-2 0-90 94,43 +0,25
Laponita 0-135 138,58 + 0,40
0-45 48,19 + 0,38

1 CMC-3 0-90 92,84 +0,39
Laponita 0-135 137,42 + 0,31
0-45 4766 + 0,28

1 CMC4 0-90 91,32+ 0,36
Laponita 0-135 137,33+ 0,25

2'mm

Y 4

e J

1CMC-1 Laponita

P [ g

1CMC-2 Laponita

1CMC-3 Laponita

1CMC-4 Laponita
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Figura 4.7: Efeito do padrdo angular na capacidade de impresséo de scaffolds com &ngulos agudos, direitos e

obtusos.

Assim, a partir dos trés testes anteriores é possivel determinar que conforme aumenta a
concentragdo de Laponita na qualidade na impressdo e a largura do filamento vai se
aproximando aos valores nominais do modelo CAD. Dentre as composicdes estudadas, a
composicao de 4% em massa de Laponita e 1% em massa de CMC foi definida como a tinta
ideal. Esta composicéo além de garantir a passagem do material pelo bico e a formacao de uma
estrutura impressa com recuperacdo da viscosidade, permitira o estudo dos pardmetros de

impressao, reticulacao e testes de citotoxicidade.

4.3.5 Efeito da velocidade do bico, multiplicador de extruséo e distancia de impressao na

largura do filamento

O efeito da velocidade de impresséo, multiplicador de extrusdo, distancia de impressdo

na largura do filamento sdo apresentadas nas Figura 4.8 e Figura 4.9.

A Figura 4.8a mostra a largura do filamento impresso conforme varia a distancia de
impresséo. Observa-se que conforme aumenta a distancia de impresséo, a largura do filamento
diminui. Este comportamento pode ser devido as distancias maiores de impressdo nao
permitirem o contato entre o filamento e a plataforma de impressédo o que leva a tensdes ao

longo da direcdo de deposigéo e reducéo da largura do filamento.

Da mesma forma, o efeito da velocidade de impressdo é mostrado na Figura 4.8b, no qual
observou-se que, com o aumento da velocidade, a largura do filamento ndo apresentou
mudancas significativas, permanecendo quase constante nas trés velocidades de impressdo
testadas. E importante destacar que em velocidades de impressdo muito altas (fora do intervalo

estudado) o filamento pode fraturar e resultar em deposicéo descontinua do material.
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Finalmente, o efeito do multiplicador de extrusdo € mostrado na Figura 4.8c. Este
parametro gera um aumento linear na largura do filamento conforme aumenta seu valor. Esse
aumento de largura do filamento é devido a maior vazdo de extrusdo, o que resulta em

filamentos mais grossos.
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Figura 4.8: Gréfico de efeitos principais para a largura do filamento (médias ajustadas).

A Figura 4.9 mostra a influéncia dos trés parametros do processo de impressdo e suas
respectivas combinagdes na largura do filamento impresso. Podemos notar que além da
distancia de impressdo e do multiplicador de extrusdo, a combinagdo entre esses dois fatores
apresentaram o mesmo grau de significancia nos efeitos padronizados do estudo. A velocidade
de impressdo foi o parametro que menos influenciou na largura do filamento, portanto o

parametro com menor significancia estatistica.
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Assim, a partir desses resultados, pode-se observar que géis impressos com velocidade
de impressdo de 5 mm.s, distancia de impressdo de 0,55 mm e multiplicador de extruséo de 1

resultardo em filamentos continuos e com largura préxima ao valor nominal do diametro do

bico.
Factor 1,9|97
A Factor Nome
AC A Distancia de impresséo
c B Vel. de impressé&o
AB C Mult. de extrusé&o
BC
ABC
B

Efeitos estandardizados

Figura 4.9: Diagrama de Pareto de efeitos normatizados

4.3.6 Fabricacao de scaffolds em grande escala

Conforme mostrado na Figura 4.10, é possivel imprimir hexagonos e scaffolds com até 5
camadas para concentracOes de Laponita de até 4% em massa. Com 1% em massa de Laponita,
a estrutura impressa colapsa apds a segunda camada e, como evidenciado no teste de colapso,
ndo foi possivel formar um filamento continuo. Visualmente, podemos observar que a
fidelidade das estruturas impressas (hexagonos e quadrados) aumentou em funcdo do aumento
da concentragédo de Laponita.
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Figura 4.10: Amostras impressas: Influéncias da concentragdo de Laponita na capacidade de impressdo,

As diferentes analises realizadas para avaliar a capacidade de impressdo das tintas
mostraram que a composi¢cdo de 1 CMC/4 Laponita tem propriedades reoldgicas e de impressao
adequadas para obter objetos impressos com boa fidelidade de forma, similares aos desenhados
no modelo CAD. A partir destes resultados, esta composicdo foi usada para avaliar a
consisténcia estrutural em impressdo de estruturas com diferentes nimeros de camadas,
conforme mostrado na Figura 4.11. Assim, observa-se que foi possivel imprimir scaffolds com
boa fidelidade de forma de até 100 camadas sem apresentar colapso do material, mas com

pequenos caimentos nas camadas inferiores que fecharam os poros.

Figura 4.11: Scaffolds de 15, 30, 50 e 100 camadas fabricadas para uma concentracdo de 1 CMC/4 Laponita.
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4.3.7 Testes de compressao dos hidrogeéis

Apbs o processo de impressdo tridimensional, o gel foi reticulado com diferentes
concentragdes de &cido citrico e cloreto de calcio. Como mostrado na Figura 4.12a, a for¢a de
compressdo das amostras reticuladas com cloreto calcio aumentou significativamente em
comparagdo com as amostras sem CaCl.. Concentracées de 0,10M 0,15M e 0,20M ndo
apresentaram aumentos significativos da forca de compresséo entre elas. Xu, Erdem e Eiser,
(2020) sugeriram que este comportamento mecénico decorre tanto da ligagdo entre o polimero

e ions de calcio, bem como da ligacdo entre duas plaquetas carregadas negativamente pelos ions
Ca'*?

A Figura 4.12b mostra o valor da forga de compresséo usando diferentes concentracfes
de acido citrico. Neste caso, a forca de compressdo aumentou quatro vezes nas amostras
reticuladas com 1,5% em massa de AC, quando comparados com as amostras sem reticulacéo.
Além disso, concentracdes de &cido citrico menores de 1,5% em massa nao apresentaram
aumentos significativos na forca de compressdo. Este aumento na resisténcia mecanica do
hidrogel pode ser devido a formacéo de um mecanismo de esterificagdo na reacdo da celulose
com o &cido citrico (DEMITRI et al., 2008). Assim, 0 aumento da for¢a de compreensao esteve

diretamente relacionada ao aumento da densidade de redes formadas pela reticulacéo.
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Figura 4.12: Testes de compressao para as amostras reticuladas com diferentes concentracdes de (a) CaCl; e (b)
4cido citrico. As concentragdes das amostras de acido citrico sdo em % em massa.
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4.3.8 Testes de intumescimento dos filamentos

Para a realizacdo desse teste, os géis de CMC/Laponita foram divididos em trés grupos:
géis reticulados com acido citrico, géis reticulados com cloreto de célcio e géis sem reticulag&o.
Conforme observado na Figura 4.13a, o intumescimento dos trés grupos apresentou diferentes
taxas para 0 mesmo periodo de tempo. No caso dos géis sem reticulacdo, a porcentagem de
intumescimento se manteve sem diferencas significativas mostrando que ndo houve
intumescimento dos géis, sendo que esses dissolveram-se completamente apds 72h do inicio do

teste, devido a baixa densidade de reticulacao fisica entre polimero e nanoparticula.

No caso das amostras reticuladas com acido citrico, a taxa de intumescimento foi similar
as amostras sem reticulagdo, pois ndo apresentou aumentos significativos; no entanto, as
amostras mantiveram sua estrutura ap6s 72 h. Este resultado pode ser devido a alta densidade
de reticulacdo das cadeias do polimero que impediram que a 4gua fosse absorvida nos scaffolds
(Figura 4.13).

Finalmente, nas amostras reticuladas com CaCl;, a taxa de intumescimento foi
aumentando ao longo do periodo de teste. Um aumento de 73,7% foi evidenciado nas amostras
depois de 72h. Assim as amostras reticuladas com CaCl» apresentaram melhores propriedades

de intumescimento quanto comparadas com as amostras reticuladas com acido citrico.
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Figura 4.13: (a) Taxa de intumescimento de amostras reticuladas com &cido citrico, CaCl; e sem reticular, e (b)

fotos digitais de scaffolds antes e depois da reticulago,
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4.3.9 Teste de citotoxicidade

Finalmente, a citotoxicidade dos scaffolds sem reticulacdo e reticulados com 1,5 % em
massa de acido citrico e 0,1 M de CaCl; foi avaliada com células BALB/ ¢ 3T3 (fibroblastos)
pelo ensaio colorimétrico MTT ap06s 72h (Figura 4.14). Observa-se que a viabilidade celular
em amostras reticuladas com &cido citrico foi menor do que a obtida para as amostras

reticuladas com CaCly.

No caso das amostras com CaCly, a viabilidade celular foi ligeiramente reduzida de 100%
para 81%, enquanto nas amostras reticuladas com &cido citrico, a reducao na viabilidade foi de
56%. Os hidrogéis sem reticulacdo apresentaram uma percentagem de viabilidade celular de

98%, valor semelhante ao do controle.
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Figura 4.14: Citotoxicidade dos agentes de reticulagdo: acido citrico e Cloreto de Calcio.

O potencial citotoxico dos hidrogéis a partir da viabilidade celular pode ser classificado
em trés grupos de acordo com Gatenholm et al, (2016): Toxico, com viabilidade celular menor
de 50%; levemente toxico, na faixa de viabilidade entre 51%-70%; e ndo toxico com viabilidade
acima do 71%. Assim, os géis formados pelo sistema 1 CMC/4 Laponita sdo ndo toxicos,
similar os hidrogeis reticulados com CaCl». Por outro lado, os hidrogéis reticulados com acido

citrico apresentaram uma leve citotoxicidade, devido possivelmente ao pH da solucéo.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho mostrou que a caracterizacdo reoldgica e estudos de capacidade de
impressdo sdo muito importantes no desenvolvimento de tintas em processos de impresséo 3D
por extrusdo, especificamente para géis nanocompoésitos do sistema CMC/Laponita.
Inicialmente, estudos reoldgicos e espectroscopicos permitiram analisar 0s mecanismos de
interacdo entre as plaquetas de Laponita e as cadeias poliméricas de CMC. Observou-se um
aumento de viscosidade e comportamento pseudoplastico pronunciado ao adicionar CMC em
dispersdes aquosas de Laponita de 2,0% em massa. A presenca de CMC inibiu o
envelhecimento da Laponita e induziu a gelificagdo fisica e tixotropia. Esses efeitos nas
propriedades reoldgicas podem ser associados as ligacGes de hidrogénio e interacbes
eletrostaticas entre cadeias poliméricas e plaquetas de Laponita. A presenca de grupos hidroxila
(-OH) em CMC e grupos silanol (Si-O) em Laponita induz interacGes fisicas que fortalecem a
rede, acarretando em modificacbes no comportamento reoldgico viscoso, viscoelastico e

tixotrépico, mesmo adicionando pequenas quantidades de CMC.

A partir do estudo do comportamento reologico e das interagdes das nanoparticulas de
Laponita com as cadeias poliméricas de CMC, diferentes composic6es foram avaliadas, visando
uma formulacdo O6tima de tinta. Testes reoldgicos (viscosidade, tixotropia, varredura de
amplitude e testes de varredura de frequéncia (SAOS)), em conjunto com testes de formacéo,
fusdo e colapso de filamento permitiram definir uma tinta 6tima. O comportamento
pseudoplastico acentuado, a rapida recuperacdo da viscosidade e o comportamento
viscoelastico do tipo solido garantiram que as tintas tiveram a capacidade de serem dispensadas
e posteriormente reter a forma do objeto impresso. Nos estudos realizados a os parametros de
impressdo, a velocidade de impressao foi o parametro de menor relevancia, quando comparado
com o multiplicador extruséo e a distancia de impressdo. Apds 0s processos de impressdo, 0s
géis foram satisfatoriamente reticulados com é&cido citrico e CaClz, melhorando-se as
propriedades mecénicas da tinta conforme visto nos testes de forca de compressao. Finalmente,
visando as aplicagfes em engenharia tecidual a citotoxicidade dos scaffolds impressos foi

avaliada mostrando que nenhum dos dois reticuladores apresentava toxicidade celular.

Trabalhos futuros podem ser orientados para:
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Complementar os estudos dos mecanismos de reticulacdo e propriedades de

intumescimento nos hidrogéis de CMC/Laponita.

Avaliar os pardmetros de impresséo definidos em esta pesquisa, na fabricacdo de

estruturas com formas complexas.

Estudar os diametros das estruturas impressas apds o processo de reticulacéo,

dependendo do tipo de reticulador e tempo de reticulacao.

Imprimir tintas carregadas com células (biotintas) usando o sistema CMC/Laponita e
avaliando a viabilidade celular e possivel uso na &rea de engenharia tecidual.
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