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RESUMO

Os hidrogéis, redes poliméricas reticuladas capazes de absorver e reter uma grande quantidade de agua devido a sua natu-
reza hidrofilica, chamam a atenc¢do para aplicagdes na Engenharia Tecidual. Ainda, esses materiais oferecem o potencial
de projetar arcabougos partindo do seu comportamento pseudoplastico, o que é fundamental para impresséo tridimensio-
nal (3D) baseada em extrusdo. A adi¢do de Laponita, um nanosilicato bidimensional em forma de disco, permite modifi-
car o comportamento reolégico de alguns géis, criando uma condicdo otimizada. Neste estudo, foi realizada a caracteriza-
cao reoldgica do hidrogel compdsito PEG-Laponita-alginato (PL-Alg) e de seu gel precursor PEG-Laponita (PL), visando
futuramente a bioimpressdo 3D. Inicialmente, foi avaliado o comportamento reolégico de diferentes concentracfes de
Laponita no composito PL. Verificou-se que a viscosidade da solugdo de PEG aumentou drasticamente como uma fungéo
da adicéo de Laponita, de modo que se observou um comportamento reolégico ndo-Newtoniano fortemente pseudoplasti-
co. O efeito dos diferentes teores de Laponita também pode ser notado para o composito (PL-Alg), mantendo-se fixa a
concentracdo de PEG e alginato, sendo este Gltimo adicionado com o intuito de ser um segundo precursor de rede para
reticular o hidrogel de PEG-Laponita. Ainda, todos os compositos apresentaram uma recuperagdo parcial da viscosidade
em funcédo do tempo, ap6s a aplicacdo de cisalhamento, pardmetro a ser considerado no desenvolvimento de biotintas. Os
arcaboucos de PL-Alg foram impressos contendo até 10 camadas e colocados em uma solugdo de CaCl, para a reticula-
cdo das cadeias do alginato. Posteriormente, testes in vitro foram realizados, mostrando que a dissolugdo da rede do hi-
drogel composito foi mais critica para a amostra com 5% de Laponita. Em concluséo, para trabalhos futuros devera ser
considerada a maneira mais apropriada de reticulacdo da cadeia de PEG, para melhorar as propriedades mecénicas e a
resisténcia a degradacdo, viabilizando a utilizacdo do sistema PEG-Laponita-alginato para aplicacdes em bioimpresséo
3D.

Palavras-chave: Compdsito, nanosilicato Laponita, alginato, impressdo 3D, reologia.

ABSTRACT

Hydrogels, crosslinked polymeric networks capable of absorbing and retaining a large number of water due to their hy-
drophilic nature, draws attention to Tissue Engineering applications. These materials offer the potential to design scaf-
folds based on their pseudoplastic behavior, which is essential for extrusion-based three-dimensional (3D) printing. The
addition of Laponite, a two-dimensional disk-shaped nanosilicate, allows modifying the rheological behavior of some
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gels, creating an optimized condition for 3D printing. In this study, the rheological characterization of the composite hy-
drogel PEG-Laponite-Alginate (PL-Alg) and its precursor gel PEG-Laponite (PL) was carried out, aiming in the future
for 3D bioprinting of constructs. Initially, the rheological behavior of different concentrations of Laponite in the PL com-
posite was evaluated. The viscosity of the PEG-400 increased dramatically as a function of the addition of Laponite,
characterizing a strong shear-thinning and solid-like rheological behavior, ideal for 3D printing. The effect of different
levels of Laponite can also be noted for the composite (PL-Alg), keeping the concentration of PEG400 and alginate fixed,
the latter being added as a second network precursor to crosslink the PEG-Laponite hydrogel. Besides, all composites
showed a partial recovery of viscosity as a function of time after the application of shear. This rheological parameter must
be considered in the development of a bioink. PL-Alg scaffolds containing Laponite were printed containing up to 10
layers and placed in a CaCl, solution to promote crosslinking of the alginate chains. Subsequently, in vitro tests were
performed in phosphate-buffered saline solution, showing that the dissolution of the composite hydrogel network was
more critical for the sample with 5% Laponite. In conclusion, for future work, the most appropriate way of crosslinking
the PEG chain should be considered to improve the mechanical properties and the resistance to degradation, enabling the
use of the PEG-Laponite-Alginate system as a bioink for 3D bioprinting applications.

Keywords: Composite, Laponite nanosilicate, alginate, 3D printing, rheology.

1. INTRODUCAO

A bioimpressdo baseada em extrusdo é a abordagem mais popular para criar construtos impressos em 3D
carregados de células, ou do inglés cell-laden [1]. Para tanto, as biotintas sdo colocadas em seringas descar-
taveis de plastico para uso médico e depois dispensadas pneumaticamente ou mecanicamente (pistdo ou para-
fuso rotativo) sobre substratos estéreis. A configuragdo de deposicdo acionada por pistdo fornece um melhor
controle do escoamento da biotinta, enquanto sistemas acionados por parafuso permitem um bom controle da
trajetoria da deposicdo e sdo valiosos para o depdsito de biotintas altamente viscosas. Assim, o desenvolvi-
mento e formulacGes de biotintas com caracteristicas reolégicas adequadas para a bioimpresséo é fundamen-
tal e tem sido um grande desafio [2, 3]

A viscosidade da biotinta € de extrema importancia para produzir construtos funcionais, sendo que o
biomaterial imprimivel ideal deve ter viscosidade suficiente para permitir a extrusdo controlada nos bicos e a
rapida cura pos-impressdo, por meio de propriedades de gelificacdo ou viscoelasticidade [4]. Ao procurar
materiais com pseudoplasticidade e que mimetizem os tecidos nativos, favorecendo o crescimento e a prolife-
racdo celular, os hidrogeéis tém sido extremamente explorados [2]. Os hidrogéis podem ser definidos como
materiais poliméricos que apresentam cadeias tridimensionais, reticulados por liga¢cdes covalentes ou manti-
dos por interagdes fisicas intramoleculares e intermoleculares [5]. Sendo altamente hidrofilicos, apresentam
alta capacidade de absorverem grandes quantidades de agua ou fluidos biol6gicos, intumescendo e mantendo
suas cadeias [5-7].

Dentre os hidrogéis utilizados para a bioimpressdo, o uso do poli(etilenoglicol) (PEG) tem atraido
atencdo por suas diversas propriedades, principalmente por ser biocompativel, de degradacdo controlavel,
imunogénico, por apresentar capacidade adsorvente e ser altamente hidrofilico [7]. Entretanto, apresenta co-
mo desvantagem a sua natureza bioinerte, ndo oferecendo ambiente ideal para adesdo celular [8, 9]. Conse-
guentemente, sendo necessario combinar suas propriedades com materiais bioativos para formacdo de um
novo tecido [10].

O PEG pode ser encontrado comercialmente como mistura de diferentes oligpbmeros e com uma ampla
massa molar [11-13]. Como o PEG por si s6 ndo forma hidrogéis é necessario fazer modificagdes quimicas
para formar estruturas tridimensionais e reticulaveis [14]. Porém, por apresentar uma estrutura linear ramifi-
cada, geralmente para que a reticulacdo ocorra, pode ser incorporado em suas cadeias grupos funcionais co-
mo acrilato, metiloxil, tiol, sulfona, conciliando esse método com outros de reticulagéo [15-17]. Os hidrogéis
a base de PEG podem ter suas cadeias reticuladas basicamente por dois processos, fisicos ou quimicos. De-
pendendo do método de reticulagdo escolhido, isso pode interferir na estrutura e estabilidade do hidrogel
formado. Existem diversas formas de reticulacdo fisica (i6nica, por ligaces de hidrogénio, por interacdes
eletroestaticas), a qual é a mais apropriada para a area biomédica, devido a baixa/auséncia do reticulador
quimico, apresentando baixa citotoxicidade. Entretanto, uma das desvantagens desse método é a natureza
mais fraca das interacfes, consequentemente, quando na presenca de tensdo mecénica, os hidrogéis podem
reverter para fase liquida, ndo mantendo sua estrutura [12, 15, 16]. Em contrapartida, hidrogéis reticulados
quimicamente apresentam em sua maioria ligagcdes do tipo covalente e permanente, exibindo boa resisténcia
mecanica e a degradacdo, quando comparados aos hidrogéis reticulados por meios fisicos. De forma simil, a
reticulagdo quimica pode ser promovida por algumas técnicas, sendo as mais comuns o uso de luz UV e a
polimerizacdo por radicais livres, dentre outras. Entretanto, esses métodos podem ser potencialmente toxicos
as células, necessitando de lavagens para remover o residuo do reticulado, além de apresentar maior custo de
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obtencéo [18, 19].

Recentemente, diversos estudos mostraram que o alginato é um dos biomateriais amplamente explo-
rados, em varios campos da engenharia tecidual, devido a sua capacidade de formacao de arcaboucos [20-22].
O alginato pode ser facilmente fabricado como estrutura tridimensional ao usar um sistema de reticulagéo
com ions bivalentes, como 0s ions de calcio, o que facilita consideravelmente o processo de bioimpresséo [23,
24]. Ainda, como vantagem a aplicacBes biomédicas, hidrogéis de alginato possibilitam boa adesdo celular.
Além disso, no campo da bioimpresséo, o alginato tem sido aplicado em conjunto com outros materiais que
apresentam dificuldade em formar géis de alta viscosidade, conferindo propriedades desejaveis para a im-
pressdo 3D, como a estruturacdo do arcabouco apds o processo [25, 26].

Outro material que tem despertado grande interesse como modificador reoldgico de tintas e biotintas é
a Laponita [10, 27]. Os discos da Laponita XLG apresentam cargas positivas nas bordas, enquanto as suas
faces apresentam cargas negativas. Esse principio pode ocorrer dependendo do pH do meio, e segundo a lite-
ratura, ocorrem preferencialmente em pH basico [28, 29]. A Laponita tem a capacidade de interagir eletrosta-
ticamente com pequenas moléculas e polimeros, que quando na presenca de tensdo de cisalhamento, pode
resultar na alteracdo da viscosidade, devido a formacao de estruturas do tipo “castelo de cartas”, sendo bas-
tante atrativo para a impressdo 3D [18, 28]. CIDONIO et al. [27] avaliaram a influéncia da Laponita no me-
tacrilato de gelatina (GelMa), desenvolvendo uma biotinta aplicada tanto a tecidos duros como moles. O hi-
drogel de GelMa apresenta baixa viscosidade, dificultando a formagé&o de filamentos para extrusdo com fide-
lidade de forma. Com adigdo do modificador, hd um aumento na viscosidade da biotinta, que por sua vez
resultou melhorias no controle de qualidade do filamento extrudado, originando estruturas com fidelidade
aprimorada e porosidade interconectada [29].

Assim, a Laponita tem sido amplamente requisitada pela industria farmacéutica e de cosméticos, sen-
do crescente sua utilizagdo em aplicagdes biomédicas, tal como a nanomedicina, por promover o comporta-
mento pseudoplastico e tixotrdpico em produtos a base de agua [30, 31]. Entretanto, é conhecido que essa
propriedade é uma fun¢do de sua concentragdo [13]. Por sua vez, o poli(etilenoglicol) (PEG) é um dos poli-
meros sintéticos biocompativeis mais utilizados em medicina e biomedicina, inclusive aprovado pelo FDA
dos EUA, sendo bastante versatil em suas aplicacbes [17]. Mediante os favoraveis atributos, alguns autores
vém buscando o desenvolvimento de biotintas a base de PEG-Laponita para impressdo 3D por extrusao [32,
33]. Entretanto, poucos estudos se direcionam a entender a viabilidade de sistemas mais simples, como o
proposto nesse trabalho.

Portanto, esse trabalho busca compreender o comportamento reolégico de uma simples formulagéo de
biotinta, visando posterior aplica¢do na bioimpressdo 3D por extrusdo de construtos para Engenharia Tecidu-
al. O sistema escolhido tem como precursor de rede PEG-400 e diferentes teores de Laponita, e apropria-se
do alginato como reticulador da rede, na presenca de ions de calcio. Dessa forma, o objetivo principal foi
caracterizar o comportamento reoldgico do compdsito PEG-Laponita-alginato com diferentes concentragdes
de Laponita (5, 7,5 e 10% m/m), mantendo as concentrac¢@es fixas de PEG e alginato, a fim de avaliar a im-
primibilidade pela técnica escolhida. Hidrogéis de PEG-Laponita foram testados como controle. Também
foram realizados testes sobre a capacidade de intumescimento e degradacdo in vitro dos arcabougos impres-
sos em meio fisiolégico simulado para compreender sua viabilidade como biotinta.

2. MATERIAIS E METODOS

Primeiramente, foi preparada uma formulacdo tendo como principal precursor de rede um composito de
PEG-Laponita, onde buscou-se avaliar o efeito reoldgico da Laponita sobre o hidrogel de PEG. Sequencial-
mente, uma segunda formulacdo foi estabelecida, sendo utilizado o alginato como precursor de rede para
reticular o hidrogel de PEG-Laponita, com posterior imersdo em solucdo de cloreto de calcio. Para avaliagdo
dos arcaboucos impressos, a composi¢do de PEG-Laponita e alginato teve o comportamento reolégico, a de-
gradacdo in vitro e a capacidade de intumescimento analisados.

2.1 Materiais utilizados

Os materiais utilizados para a sintese dos compdsitos foram o poli(etilenoglicol) (PEG-400) de MM entre
380.000-420.000 g.mol™ (Sinergia, Brasil). A Laponita XLG foi doada pela empresa Colormix, Brasil. O
alginato de sédio de alga marrom, massa molar entre 80.000 a 120.000 g.mol™*, com proporcao de M/G igual
a 1,56 foi adquirido da Sigma-Aldrich Corp., EUA. Todos os reagentes utilizados no preparo da solugéo de
reticulacéo (cloreto de calcio) e na solugdo tamponada de fosfato — PBS (cloreto de potassio, cloreto de sodio,
fosfato de potassio monobasico, fosfato de sédio dibasico anidro) foram da Sigma-Aldrich Corp., EUA.
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2.2 Caracterizagdo dos Compdsitos

Inicialmente, foi estabelecida uma concentracdo fixa de PEG apenas variando a concentracdo de Laponita.
Para o preparo do hidrogel compdsito foi utilizada uma solucdo de PEG-400 (80% v/v) e diferentes adi¢cdes
do nanosilicato Laponita (5, 7,5 e 10% em massa). Como ambos os precursores sao solveis em agua, foi
escolhida a 4gua deionizada como solvente para a dissolucdo. Para o hidrogel de PEG-Laponita, foram dis-
persas as particulas do nanosilicato em agua deionizada, sob agitacdo constante por 10 minutos e sonicacdo
por mais 20 minutos, para melhor controle da homogeneidade. Em seguida, a solugcdo de PEG (80% v/v) foi
adicionada a dispersédo lentamente, agitando por mais 20 minutos. O gel resultante foi centrifugado a 200 rpm
por 20 minutos em centrifuga para retirada de bolhas. Apés preparo, 0 mesmo foi armazenado sob refrigera-
¢do (aproximadamente 8 °C) por periodo de 24 horas, antes da realizacdo da caracterizacéo reoldgica.

Seguindo o mesmo protocolo, partindo-se do hidrogel anterior PEG-Laponita, foi adicionado um teor
de 2,5% em massa de alginato para obtencgdo dos arcabougos compositos de PEG-Laponita-alginato. Na Ta-
bela 1 é possivel identificar as concentragdes utilizadas na preparagdo dos compositos.

Tabela 1: Componentes utilizados na preparagdo das amostras.

PROPORCAO DOS COMPONENTES UTILIZADOS NA PRODUCAO DAS AMOSTRAS (%)

PL PL-Alg
Amostras | Solucdo de PEG | Laponita | Amostras | Solucdo de PEG | Laponita | Alginato
P5L 95,0 50 P5L-Alg 92,5 5,0
P7,5L 92,5 7,5 P7,5L-Alg 90,0 7,5
P10L 90,0 10,0 P10L-Alg 87,5 10,0 25

2.3 Caracterizacao das amostras

2.4 Caracterizagao reoldgica

Todas as composicGes foram caracterizadas no rebmetro a fim de obter informagcfes sobre sua
imprimibilidade, utilizando um equipamento compacto modular Anton Paar MCR-102. Os testes foram
conduzidos a 25 °C, com um dispositivo para evitar a evaporacédo do solvente, usando uma geometria placa-
placa com 50 mm de didmetro em um espac¢o de 1 mm. Para determinacéo de viscosidade, foram realizadas
medidas na faixa de taxa de cisalhamento de 1 a 1000 s™. Enquanto os testes de varredura de amplitude
foram realizados a uma frequéncia angular constante de 10 rad. s, com a deformacdo por cisalhamento
variando de 0,01 a 100%. A partir disso, a faixa de viscoelasticidade linear (LVE) foi obtida, e entdo uma
deformagdo constante de yo = 1% foi usada para realizar os testes de varredura de frequéncia. Estes Gltimos
foram realizados em uma faixa de frequéncia angular de 0,1 a 240 rad.s™. Os testes de recuperagdo da
viscosidade foram realizados em trés intervalos: (i) repouso — 1 s, (ii) aplicagdo de cisalhamento — 100 s e
(iii) repouso — 1 s™. O comportamento pseudopléstico dos materiais pode ser confirmado pela Lei das Potén-
cias, conforme Equacéo (1):

ny)=m@"! 1)

Onde n € a viscosidade do material, m é o indice de consisténcia, y é a taxa de cisalhamento, n é o
indice da Lei de Poténcias.

2.5 Teste de formagéo de filamento

A capacidade de formagdo de filamento dos hidrogéis de PEG-Laponita foi examinada usando um microsco-
pio Optico acoplado ao cabecote da impressora 3D. O software Repetier-Host VV2.1.3 foi utilizado para gerar
uma velocidade de pistdo de 0,526 mm/min (vazdo de 0,2 ml/min). Neste teste, uma pequena vazdo garante
gue o filamento seja formado devido as propriedades do material e ndo devido a uma alta vazdo. A extrusao
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do material ocorreu através de uma ponta de bico 22G de 25 mm de comprimento comprada na Injex, Brasil.

2.6 Ensaio de Degradacdo in vitro e Intumescimento dos arcaboucgos

Antes do material ser impresso, os hidrogéis de PL-Alg foram adicionados em seringas descartaveis, e devido
a presenca de bolhas, foram novamente submetidos a centrifugagdo a 200 rpm por 20 minutos. O processo de
impressdo 3D foi baseado em extruséo, no qual a mistura foi depositada na forma de filamentos. Os pardme-
tros utilizados para a impressdo foram: velocidade de impressdo de 10 mm/s; velocidade do pistdo de 1
mm/min (5%), 1,2 mm/min (7,5%) e 1,4 mm/min (10%); nimero de 10 camadas para cada amostra, sendo
altura de 0,25 mm em cada camada e espacamento de 2 mm entre os filamentos. A impressora utilizada foi
uma open-source baseada no projeto RepRap, com cabecote de seringa e bico cénico de 400 um de didmetro.
O software utilizado para geragdo do G-code dos arcabougos foi o BioScaffolds PG-V2 [34]. Logo ap6s a
impressao, os arcaboucos foram mantidos em solucédo de cloreto de calcio concentragdo de 2% para promo-
¢do da reticulacdo da rede de alginato, e posteriormente, armazenados em refrigeracdo a 8 °C.

Para o ensaio de degradacgdo in vitro, as amostras de arcabougos impressos de PL-Alg foram submer-
sas em uma solugdo tampdo de fosfato (PBS — pH 7,4). As amostras foram condicionadas por periodos de até
48h sob agitagdo constante em incubadora shaker (Excella E24, New Brunswick Scientific, Canada) a tempe-
ratura de 37 °C. Durante esse periodo, alteracGes nos valores de pH da solucdo e das massas das amostras
foram determinadas. Para as analises foram utilizadas 6 amostras de cada composi¢do. A solucdo de PBS foi
trocada a cada coleta. Apoés o ensaio, foi calculada a perda de massa (%) pela equacéo (2):

%P = (Msinat = Miniciat/Miniciar) X 100 @

Para determinacdo da capacidade de intumescimento dos arcabougos, as amostras foram secas e pesa-
das ap6s submersdo em solucdo PBS, nas mesmas condi¢des do ensaio de degradagdo. Para o calculo do in-
dice de intumescimento foi utilizada a equacéo (3).

%I = (Mint - Mseca/Mseca)x 100 (3)

Onde M;,; é a massa Umida da amostra apds intumescimento, Mg, € @ massa seca da amostra antes do ensaio, e %
1 é 0 Indice de intumescimento do hidrogel.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O desenvolvimento de biotintas a base de PEG-Laponita para impressdo 3D por extrusdo é atualmente objeto
de varios estudos, por conseguinte, formulagdes otimizadas continuam sendo um desafio. Na Figura 1 séo
apresentadas as curvas de caracterizagdo reoldgica das amostras de gel PEG-400 contendo Laponita. A Figu-
ra 1(a) mostra as curvas de viscosidade, onde pode ser observado um aumento nessa propriedade devido a
adicdo da Laponita. Todos os compositos avaliados possuem comportamento pseudopléstico. Esse compor-
tamento é associado a formagao da estrutura de “castelo de cartas”, quando o gel ndo esta submetido a uma
tensdo de cisalhamento. Quando é aplicado a tensdo, a estrutura é destruida progressivamente em funcgéo da
taxa de cisalhamento. Como resultado, a viscosidade diminui de maneira significativa, o que é de grande im-
portancia durante o processo de impressdo [29, 35, 36]. O comportamento pseudoplastico permite depositar 0
gel na plataforma da impressora 3D de uma maneira controlada e sem a necessidade de aplicar uma alta pres-
sdo no cabecote. Durante a extrusdo sdo geradas altas taxas de cisalhamento nas paredes do bico da impresso-
ra, nesse momento, a viscosidade diminui permitindo o facil escoamento do material. No entanto, a viscosi-
dade deve ser recuperada quando o material esta depositado na plataforma de construcdo, para manter a es-
truturacdo durante o processo. Para isso, foi analisada a viscoelasticidade dos géis; nas Figuras 1(b) e 1(c) sdo
mostrados os testes oscilatorios dindmicos de varredura de amplitude e de varredura de frequéncia. O médulo
de armazenamento (G’) esta relacionado com a componente elastica do material ¢ o médulo de perda (G”)
com a componente viscosa.
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Figura 1: Caracterizagao reoldgica dos hidrogéis compdsitos PL5, PL7,5 e PL10: (a) curvas de viscosidade em fungéo da
taxa de cisalhamento, (b) teste de varredura de amplitude (c) teste de varredura de frequéncia G’ modulo de armazena-
mento (simbolo cheio) e G*” modulo de perda (simbolo vazio).

Para todos os casos, foi possivel observar o comportamento predominantemente elastico (G* > G™°).
Na presenca de pequenas deformagdes, os compositos tm uma maior tendéncia de manter a sua estrutura.
Essa caracteristica juntamente com a recuperagdo da viscosidade permite que as amostras originadas no pro-
cesso de impressdo 3D mantenham sua forma. Ainda, na Figura 1(b) é possivel observar um ponto de transi-
¢ao, onde o material passa de um comportamento predominantemente elastico para um comportamento vis-
c0s0. Apos o ponto de transi¢do (G’’> G’), sob maiores deformagdes, o gel dissipa energia com maior facili-
dade devido ao carater viscoso, corroborando o facil escoamento pela ponta do bico [1, 2]. Na Figura 1(c),
como observado nos testes de varredura de frequéncia, as amostras apresentaram comportamento predomi-
nantemente s6lido ap0ds sofrer pequenas amplitudes de deformacgdo, o que aumenta a probabilidade de que o
material venha a manter a sua forma apds a deposicéo.

RODRIGUEZ et al. [37] determinaram alguns parametros reoldgicos de hidrogel de PEG400-
Laponita com auxilio de um viscosimetro, variando a concentracdo de Laponita. Eles mostraram que em bai-
xas concentracdes (< 1%), o material exibe comportamento de fluido Newtoniano, sendo que somente entre
concentragdes de 1,5 e 4,5% de Laponita passa a ter comportamento de gel, com um acréscimo na viscosida-
de em uma ordem de magnitude, denotando também tixotropia. PEAK et al. [33] constataram que em hidro-
géis de PEG-Laponita (utilizando 10%(m/v) de PEG 3,4kDa) a formacgdo de gel ocorre em concentracGes
acima de 4% de Laponita ap0s 24 horas.

Para avaliacdo da imprimibilidade do composito PEG-Laponita foi realizado o teste de formagéo de fi-
lamento, onde constatou-se a adequabilidade da extrusdo do material durante o processo de impressdo 3D,
como suportado pelos dados de viscosidade da Figura 1(a). A adequabilidade pode ser constatada pela for-
macdo de um filamento continuo, o qual possibilitara a deposi¢do em camadas continuas. Assim, a Figura 2
mostra o perfil dos filamentos formados para cada composicao, ndo sendo distinguidas diferencas entre eles.
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Figura 2: Capacidade de formac&o de filamentos do compésito PEG-Laponita.

Na Figura 3 sdo mostradas as curvas de reologia dos materiais compdsitos contendo a concentragao
fixa de 2,5% de alginato, com intuito de avaliar que a nova composicdo apresenta caracteristicas adequadas
de uma tinta e, futuramente, como biotinta para biompressdo 3D. Na Figura 3(a) é observado em todos os
casos um aumento da viscosidade do sistema ap6s a adigdo do biopolimero. De forma equivalente ao comp6-
sito PEG-Laponita (Figura 1(a)), o nanosilicato tem a capacidade de interagir eletrostaticamente com os bio-
polimeros. Da interacdo entre o alginato e as particulas de nanosilicato podem surgir ligagdes entre os discos
de Laponita e as moléculas de alginato anidnico [29]. Dessa forma, aprimorando a capacidade pseudoplastica
do material na presenca de tensdo de cisalhamento, o que demonstra que a adi¢do de alginato foi benéfica ao
sistema, mesmo que a motivacao primaria a sua inclusdo seja a reticulacao.

Na Figura 3(b) s&o apresentados os resultados do teste de varredura da amplitude de deformag&o. De
forma simil ao composito anterior, foi observado que todas as amostras apresentam um comportamento pre-
dominantemente elastico (G’> G”’), indicando que apés a impressdo terdo as suas estruturas preservadas.
Também, foi possivel observar o processo de transicdo do comportamento de gelificacdo do compdsito devi-
do a interacéo eletroestatica do nanosilicato com os polimeros presentes. Sucedeu-se que todas as amostras
apos o ponto de fluxo tiveram seu comportamento predominantemente viscoso (G”>G’), sendo indicativo de
que as amostras quando em contato com as paredes do bico de impressdo, escoardo mais facilmente, em se-
guida recuperando a sua forma apds o seu deposito. Na Figura 3(c) os testes de varredura por frequéncia in-
dicam que as amostras apresentam comportamento majoritariamente elastico apds sofrer pequenas amplitu-
des de deformacédo. Esse comportamento é de suma importancia para que os arcabougos mantenham sua es-
trutura ap6s a impressao [2, 36].
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Figura 3: Caracterizacdo reoldgica dos hidrogéis compositos PL5-Alg, PL7,5-Alg e PL10-Alg: (a) curvas de viscosidade
em fung¢do da taxa de cisalhamento, (b) Teste de amplitude por varredura (c) teste varredura de frequéncia. G* modulo de
perda (simbolo cheio) e G’ modulo de armazenamento (simbolo vazio).

Correlacionando as curvas de viscosidade da Figura 1(a) e 3(a) com a Tabela 2, é possivel confirmar
gue as amostras exibem um comportamento pseudoplastico, como determinado pela Lei das Poténcias. O
indice de consisténcia (m) esta ligado diretamente a viscosidade dos compositos, uma vez que este é definido
como a viscosidade quando a taxa de cisalhamento é 1 s~ *. Contudo, n pode descrever o grau de plasticidade
gue um sistema exibe. Quando n = 1, a solugdo é considerada newtoniana; n < 1 pseudoplastica; n > 1 dila-
tante [29, 33]. Nesse sentido, € possivel afirmar que a contribuicdo da Laponita foi mais significativa em atri-
buir a pseudoplasticidade as duas formulagdes de composito, uma vez que com o aumento do teor de Laponi-
ta, hd uma diminuigdo significativa de n. Entretanto, como mostrado na Tabela 2, o indice de consisténcia
(m) de todas as composi¢des contendo alginato é maior, o que corrobora 0 aumento da viscosidade.

Tabela 2: Pardmetros do modelo de Lei das Poténcias (1 =m y %)

Parametros Composito PEG-Laponita Composito PEG-Laponita-alginato
P5L P7,5L P10L P5L-Alg P7,5L-Alg P10L-Alg
m (Pas™) 159+ 9 674 £ 50 1407 + 82 383161 1276 + 203 2164 + 106
n(-) 0,55 + 0,02 0,04 + 0,02 0,03+0,01 0,09 +0,01 0,01+0,01 0,04 + 0,03
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Conforme ocorre a adicdo de Laponita XLG no compdsito, ha um acréscimo no valor de m, devido a
aproximacao da estrutura de “castelo de cartas”, onde as for¢as de repulsdo sdo equilibradas com as forcas de
atracdo. Por sua vez, o decréscimo em n é atribuido a quebra do equilibrio entre as forcas de VVan der Waals e
eletrostaticas no compdsito. Com a acdo do cisalhamento, a Laponita se orienta paralelamente a direcdo do
fluxo. Sugere-se que, devido a carga eletrostatica, duas particulas paralelas de Laponita se repelem, deslizan-
do uma sobre a outra para produzir um fluido pseudoplastico [38]. Ainda, é pertinente considerar que as par-
ticulas de Laponita reticulam-se entre si fisicamente, tanto quanto com as redes poliméricas do PEG e do
alginato [29, 37]. Portanto, para todos os casos, 0s valores de n < 1 confirmam o comportamento ideal de
uma biotinta, ou seja, os materiais quando mediante a presenca de tensdo de cisalhamento apresentaram di-
minuicdo de suas viscosidades [36].

A Figura 4 apresenta os dados do teste de recuperacdo de viscosidade dos hidrogéis de PL-Alg. Ap6s
uma aplicacdo de alta taxa de cisalhamento, a viscosidade é parcialmente recuperada. Para todas as amostras,
pode ser notada uma recuperacdo no terceiro intervalo apds 100 s. Assim, pode-se afirmar que em relacdo a
analise de recuperacdo da viscosidade, os compdsitos contendo 5 e 10% de Laponita apresentaram uma recu-
peracédo parcial, enquanto que os compositos contendo 7,5% apresentaram uma recuperacao total (tixotropi-
cos) apos a aplicacdo de cisalhamento, pardmetro reoldgico a ser considerado no desenvolvimento de uma
biotinta.
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Figura 4: Teste de recuperagdo da viscosidade do hidrogel de PL-Alg com diferentes teores de Laponita.

Essa propriedade é de grande interesse, uma vez que é necessario que a estrutura impressa mantenha
sua integridade durante o processo. A recuperacdo observada no material estd associada a reestruturacao da
estrutura de “castelo de cartas” apds passar pelo cisalhamento no bico da impressora. A componente elastica
das cadeias poliméricas também contribui na recuperacdo da viscosidade, j& que a energia elastica permite a
reorganizacdo parcial da rede polimérica [39]. Uma outra consideracdo importante a ser feita € que a recupe-
racdo da viscosidade ap6s o cisalhamento determina a facilidade de incorporacéo de células para uso como
biotintas. A recuperacdo rapida do material sugere que a incorporacdo de células podera ser pipetada varias
vezes [32].

Os arcabougos de PL-Alg impressos com 10 camadas, e reticulados em cloreto de calcio (CaCl,), sdo
exibidos para ilustrar o efeito da composicéo sobre o processo (Figura 5). Pela imagem é possivel distinguir
uma pequena diferenca na porosidade dos arcaboucos, considerando que todos foram impressos na mesma
condicdo, mas como consequéncia da espessura dos filamentos, sendo mais espesso em fungdo do aumento
do teor de Laponita. Vale destacar que a distancia entre os filamentos foi mantida a mesma para a impressao
de todos os materiais. De forma geral, as amostras de P7,5L-Alg e P10L-Alg apresentaram uma melhor capa-
cidade de impressdo, gerando arcaboucos mais homogéneos e regulares, em outras palavras, com melhor
fidelidade de forma.

Em estudo anterior, demonstrou-se que a impressdo 3D de arcaboucos de PEG-Laponita, originados a
partir de soluces de PEGDA4K e PEGDAL0K a 20% (m/v), somente foi adequada quando utilizado 7% de
Laponita. Em concentracdes menores, o arcabouco impresso ndo mantinha uma forma fixa, entretanto, ao
exceder 7%, a viscosidade da solucdo de hidrogel de PEG-Laponita era muito alta para ser impressa a tempe-
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ratura ambiente sob pressdo mais baixa [33].

\ -t
.\‘s.’.‘ '

Figura 5: Diferentes amostras do compésito PL-Alg apds etapa de reticulagcdo em CaCls,.

Uma ressalva é valida, pois nesse estudo a fidelidade do processo de impressao foi determinada quali-
tativamente por meio de imagens. Seria interessante investigar a fidelidade de maneira quantitativa em estu-
dos futuros, medindo o didmetro e o espacamento das fibras dos arcabougos impressos [40].

Os resultados dos ensaios de intumescimento e degradacéo in vitro dos arcabougos impressos por pe-
riodo de até 48 horas sdo apresentados na Figura 6.

(a) 300 L} L} T Ll {5 T (b) L] T L T L] L} L} L] L} L} L]
250 |- 4
- —-— 5%
250 Xl = ——7,5%| 4
o~ e
= < 200 b 10% |
< 2004 4 8
=4 ]
2 8 1%
c 9 B 1
@ 150 4 8
E =
100 | 4
§ 1o i :
E T
2 a *r 1
£ % 1@
0 1 = of 4
Alginato 2,5%
Alginato 2,6%
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
750 sty T T v T -500510152025303540455055
0 10 20 30 40 50
Tempo (h) Tempo (h)
C
@) ——————r—————— ()
76 —-—5% | o
— 7,5%
—t 10%
74} -
72} >§ J
70k J integro Parcialmente
68| -
[ PL10-Alg
66l Aginato25% i
1 1 1 1 '} 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 Dissolvido
Tempo (h)

Figura 6: Curva de intumescimento e degradacéo in vitro dos compdsitos PL-Alg.

Na Figura 6(a) podem ser notados os dados de intumescimento em meio PBS. No ensaio é possivel
verificar que, inicialmente, as amostras absorveram o solvente salino de forma mais controlada (até 20 h),
sendo que as amostras P7,5L-Alg e P10L-Alg apresentaram os resultados mais interessantes para um arca-
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bouco. A capacidade de intumescimento de muitos hidrogéis pode ser associada a presenca de polieletrélitos.
As curvas de intumescimento desses arcaboucos mostram melhor controle hidrico em maior espaco de tempo,
enquanto na amostra de PL5-Alg houve uma absorcdo acelerada do meio (> 30 h), atingindo rapidamente a
sua capacidade, e consequentemente, ocasionando a dissolucdo das ligacdes entre suas cadeias. Em periodo
maior que 40 h, hd uma diminuicdo significativa na capacidade de intumescimento, corroborando com as
curvas de degradacdo. Novamente, as amostras com teor de 7,5 e 10% apresentaram melhores resultados (Fi-
gura 6(b)), uma vez que o tempo de dissolucdo foi mais controlado, diferentemente da amostra P5L-Alg.
Apo6s o periodo de 16 h, as amostras apresentaram indicios de dissolucdo, e em periodo de 48 h, todas se en-
contravam totalmente solubilizadas no meio salino. Apos a retirada das amostras da solugdo salina, o pH foi
controlado para verificar se houve alguma modificacdo da neutralidade do meio apesar da dissolucdo do
compdsito no sistema. Na Figura 6(c) pode ser observado que ndo houve alterac@es significativas. Esses va-
lores foram encontrados em trabalhos semelhantes [41-43]. Na Figura 6(d), temos exemplo das amostras de
PL10-Alg demonstrando o processo de dissolucdo das cadeias, sendo é possivel observar que as amostras
perderam totalmente a sua forma. Acredita-se que diversos fatores influenciaram tanto na capacidade de ab-
sorcéo de liquido como na dissolucdo dos arcabougos em um curto periodo. Dentre eles, a baixa massa molar
do PEG, baixa cristalinidade da rede, o tipo de reticulagéo, pH, presenca de aditivos [37].

Portanto, o estudo de degradacdo demonstrou que a tinta a base de PEG-400, um polimero de baixa
massa molar, apresentou ser um hidrogel com cadeias bastante suscetiveis a dissolucdo, quando exposto a
ambiente aquoso, mesmo sendo reforgado com as particulas de Laponita [10, 12]. Possivelmente, gerando
subprodutos monomeéricos ndo téxicos, e consequentemente nao restringindo seu uso [11]. Ademais, sabe-se
gue os fons de calcio reticulam ionicamente os grupos gulurdnicos (bloco G) do alginato formando uma es-
trutura conhecida por “caixa de ovos”, o que restringe a mobilidade das cadeias poliméricas, tendo como re-
sultado uma rede reticulada, e que por ser reversivel torna-se de grande valia para a bioimpressdo 3D. Entre-
tanto, altas concentrages de alginato inibem parcialmente o efeito de modificador reoldgico da Laponita,
sendo fundamental contrabalancear essas propriedades frente a novas formulagGes [37]. Por fim, é oportuno
considerar que futuros estudos visando buscar a maneira mais apropriada de reticulacdo da cadeia de PEG,
viabilizaria a utilizagdo do sistema PEG-Laponita-alginato como biotinta para aplicagdes em bioimpresséo
3D para Engenharia Tecidual.

4. CONCLUSOES

Neste trabalho, estudou-se a composicéo de PEG400-Laponita-alginato, a fim de obter uma tinta com propri-
edades reoldgicas adequadas para bioimpressdo 3D, uma vez que essa formulacdo utiliza materiais de baixo
custo, facil acesso e boa biocompatibilidade. Apesar do significativo nimero de trabalhos reportados para
essa area, a literatura ainda carece de estudos mais aprofundados, principalmente com informacdes sobre o
comportamento e protocolos reoldgicos para que sejam reproduzidos. Logo, foi possivel observar o efeito da
adicdo de Laponita, ao conferir viscoelasticidade adequada ao sistema proposto, possibilitando com a inclu-
séo de alginato como agente reticulante, a estruturacdo de arcabougos com 10 camadas via impressdo por
extrusdo. Embora o composito tenha se dissolvido, os resultados demonstram adequada imprimibilidade do
material, 0 que o torna atraente para aplicacdo pretendida. Para trabalhos futuros, salienta-se a necessidade de
um método de reticulagdo que seja mais eficiente em envolver as cadeias de PEG, com intuito de postergar a
viabilidade dos arcabougos com aprimoramento de suas propriedades mecénicas e de reticulacéo.
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