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RESUMO

Hidrogéis sdo estruturas tridimensionais formadas por polimeros hidrofilicos e que sdo capazes de
absorver uma grande quantidade de dgua em sua estrutura. A capacidade da celulose de formar
hidrogel, sua alta disponibilidade na natureza e possibilidade de utilizacdo em medicina
regenerativa, fizeram com que esse polimero recebesse bastante atencdo nos altimos anos. A
pectina, que ja era um polimero natural muito usado na industria alimenticia, se mostrou uma 6tima
alternativa para uso em hidrogéis com foco em medicina regenerativa. No presente trabalho,
hidrogéis nanocompdsitos de cristais de nanocelulose (CNC) e pectina foram desenvolvidos com
a finalidade de serem utilizados como tinta de biomaterial em processos de impressao
tridimensional por extrusao. Primeiramente, 0os comportamentos reoldgicos das solucbes separadas
de pectina e CNC foram analisados para que se pudesse, posteriormente, ver as mudancas ocorridas
pela combinagdo dos dois materiais como um hidrogel. Os hidrogéis de CNC com pectina foram
preparados em agua com diferentes concentragdes, tanto de pectina quanto de CNC, caracterizados
reologicamente e, apds analise dos dados coletados, as possiveis tintas promissoras foram
definidas. Elas foram submetidas a testes de impresséo tridimensional para definir a capacidade de
impressdo do gel de cada uma. Os testes reologicos das tintas mostraram comportamento
pseudoplastico na varredura de viscosidade e, também, apresentaram comportamento
predominantemente eléastico (G’ > G"), comportamento desejavel para impressao tridimensional.
A capacidade da tinta de gerar filamentos foi avaliada e fotos tiradas com a ajuda de um
microscopio acoplado a impressora 3D. As tintas mais promissoras foram testadas a partir da
formacdo de construtos com 10, 20 e 50 camadas. Ao final a tinta 3:10 wt.% pectina/CNC foi
definida como a tinta mais promissora, comprovando os valores numéricos obtidos
experimentalmente no rebmetro. Apos a definicdo da tinta mais promissora, a reticulacdo do
material foi testada quanto ao tempo de reticulacdo e propriedades reoldgicas usando uma tinta ndo
reticulada como controle. O tempo de reticulagdo ndo mostrou influéncia significativa nos testes
reologicos. A estrutura impressa da tinta mais promissora apresentou boa resolucédo, até com 50

camadas, o que confirma a capacidade de impressao da tinta de pectina/CNC.

Palavras-chave: Hidrogéis nanocompdsitos, impressao tridimensional, reologia, nanocristais

de celulose, pectina.



ABSTRACT

Hydrogels are tridimensional structures formed by hydrophilic polymers which are able to absorb
a large amount of water in their structure. Cellulose’s capacity to form hydrogels, its huge
availability in nature, and the possibility to be used in regenerative medicine made this polymer
the center of attention in biomaterials in recent years. Pectin, which is a natural polymer widely
used in the food industry, has proved to be a great alternative to use in hydrogels for regenerative
medicine. In the present work, nanocomposite hydrogels of cellulose nanocrystals (CNC) and
pectin were developed aiming their utilization as a biomaterial ink in extrusion-based
tridimensional printing. First, the rheological behavior of pectin and CNC solutions was
independently analyzed. This allowed observing the behavior changes when the materials were
combined. CNC/pectin hydrogels were prepared in water with different concentrations, of pectin
and CNC, rheologically characterized and, after analysis from collected data, the most attractive
inks were selected. Those inks were subjected to three-dimensional printing to define the
printability of each one. The inks’ rheological tests showed a shear-thinning behavior within the
viscosity sweep and, also, predominant elastic behavior (G' > G"), desirable for tridimensional
printing. The ink’s ability to form filaments was studied and photos were taken using a microscope
attached to the 3D printer. The potential inks were tested regarding the formation of scaffolds with
10, 20 and 50 layers. At the end of these tests, the ink 3:10 wt.% pectin/CNC was chosen as the
promising ink, confirming the numerical values obtained experimentally at the rheometer. After
the definition of the most promising formulation, the material crosslinking was tested regarding
crosslinking time and rheological properties using a non-crosslinked ink as a control. The
crosslinking time showed no significant influence on rheological tests. The printed structure
presented a good resolution, even with 50 layers, confirming the printability of the pectin/CNC

inks.

Keywords: Nanocomposite hydrogels, additive manufacturing, rheology, cellulose

nanocrystals, pectin.
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1. INTRODUCAO

Neste capitulo, uma visdo geral do trabalho serd apresentada, bem como os objetivos

propostos para o presente projeto.
1.1 Viséao geral

Atualmente, a manufatura aditiva - popularmente conhecida como impressdo 3D - vem
obtendo grande destaque, tanto no meio académico quanto no industrial, devido a sua extensa gama
de aplicacdes, inclusive na area médica, onde aplicacdes sdo encontradas na engenharia de tecidos
e medicina regenerativa embora, nesta, suas aplicagdes ainda sejam um pouco limitadas. Em
aplicagbes nessa area, usualmente sdo utilizados para impressdo sistemas poliméricos
biocompativeis hidrofilicos, chamados de tintas (inks), que s&o normalmente reticulados,
resultando em estruturas de hidrogéis. A tecnologia da impressdo 3D foi recentemente nomeada
como uma das tecnologias mais promissoras para fabricacao de construtos aplicaveis na engenharia
de tecidos (MORONI et al., 2018).

O avango das pesquisas nesta area resultou em uma nova aplicacdo da manufatura aditiva —
a bioimpressdo, que combina constituintes biolégicos, como células, fatores de crescimento e
biomateriais, com as técnicas de impressdo 3D. No campo da bioimpressdo, uma gama de técnicas
pode ser aplicada para produzir arquiteturas biolégicas ou scaffolds com propriedades especificas
para varios tipos de aplicacbes na area da engenharia de tecidos. Ainda no contexto da
bioimpressao, o termo biotinta (bioink) € comumente utilizado para designar formulacGes contendo
células que podem ser utilizadas com uma tecnologia de bioimpressao. Sendo assim, biomateriais
que compdem as formulacbes de biotintas devem ser capazes de servir como um meio de
carreamento de células, bem como ter propriedades fisicas e mecanicas adequadas para garantir a
estrutura do scaffold (VAN KAMPEN et al., 2019). O tipo da técnica de bioimpressdo a ser usada
varia de acordo com a aplicagé@o, onde as principais sdo: bioimpresséo assistida por laser, jato de
tinta, extrusao e por micro valvulas. Cada uma dessas técnicas é baseada em diferentes processos
fisicos que definem o critério de uma biotinta adequada (i.e. perfil reoldgico, fotoreatividade,
estabilidade térmica e oxidativa) (DONDERWINKEL; VAN HEST; CAMERON, 2017). Dentre

as técnicas de impressdo 3D aplicadas em engenharia de tecidos e bioimpressdo, destaca-se a
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impressédo por extrusao, devido a seu baixo custo e a possibilidade de usar impressoras 3D desktop
de projeto aberto. Na bioimpressdo por extrusdo, biotintas sdo colocadas em seringas plasticas
descartaveis e, entdo, extrudadas pneumatica ou mecanicamente em substratos estéreis. Ao aplicar
pressao, biotintas viscosas sdo depositadas no formato de filamentos cilindricos. A impressédo por
extrusao é altamente versatil sendo, assim, a mais indicada para engenharia tecidual e € o tipo de
impresséo usado neste projeto (MATAI et al., 2020).

Os materiais usados em aplicacfes em bioimpressdo devem ser biodegradaveis e atoxicos.
Mesmo com uma gama extensa de polimeros biocompativeis disponiveis, 0s requisitos necessarios
para 0 uso de um determinado material como tinta (ou biotinta) para impressdo por extrusao
inviabilizam o uso de muitos deles (LIU et al., 2019). Além do requisito de biocompatibilidade, as
tintas para impressdo por extrusdao devem ser formuladas de modo a garantir uma impresséo
adequada, resultando em um scaffold com caracteristicas geométricas e mecanicas adequadas a
uma dada aplicagdo. A grande maioria dos materiais envolvidos foca em formulagdes aquosas de
polimeros hidrofilicos e, dentre estes, a preferéncia se da aos hidrogéis ou solucdes precursoras de
hidrogéis (VAN KAMPEN et al., 2019).

O inicio do uso de hidrogéis como biomaterial pode ser datado a meados de 1960, quando
Wichterle e Lim reportaram, pela primeira vez, hidrogeis de metacrilato de hidroxietila (HEMA)
para uso biologico (WICHTERLE; LIM, 1960). Hidrogéis, diferentemente de scaffolds solidos,
podem encapsular e reter células em um ambiente tridimensional formado por uma matriz
gelificada (KUO et al., 2006). Hidrogéis sdo promissores como tintas e biotintas uma vez que
podem ser biocompativeis, apresentar baixa citotoxicidade e alta capacidade de absorcao de agua,
0 que confere uma similaridade estrutural a matriz extracelular (MARKSTEDT et al., 2015).
Alguns polissacarideos sdo mais comumente usados em bioimpressdo como, por exemplo, &cido
hialurénico (HA) (ANTICH et al., 2020), quitosana (ALMEIDA et al., 2014) e alginato (KHALIL;
SUN, 2009). Porém, para que sejam aptos a impressdo por extrusdo, os hidrogéis devem ter
propriedades reoldgicas especificas para garantir o processo de deposicao do material e garantir a
integridade do scaffold apds a impressao. Especificamente, esses devem apresentar comportamento
viscoso altamente pseudoplastico e caracteristicas viscoelasticas semissolidas, para que possam
manter a estrutura tridimensional durante e ap6s a impressao (MARKSTEDT et al., 2015).
Também, quando falamos em hidrogeis para scaffolds de tecidos, um dos requisitos necessarios €

prover um suporte mecanico adequado, uma vez que médulos elésticos para tecidos moles variam
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entre 10 kPa e 350 MPa (YANG et al., 2001). O mddulo elastico de hidrogéis €, geralmente,
diretamente proporcional a densidade da reticulagdo aplicada (CHUNG; BURDICK, 2008).

Hidrogéis nanocompositos sdo estruturas poliméricas tridimensionais incorporadas com
nanoparticulas ou nanoestruturas que ajudam a reforcar a estrutura do hidrogel e fornecer funcdes
bioativas desejaveis (YUAN et al., 2020). Nas ultimas décadas, hidrogéis nanocompositos tém se
destacado de uma maneira exponencial em varios campos da engenharia biomédica, como, por
exemplo, liberacdo de farmacos (JAVANBAKHT; NAMAZI, 2018; RAKHSHAEI et al., 2020),
cicatrizacao de feridas (KONERU; DHARMALINGAM; ANANDALAKSHMI, 2020; LIU et al.,
2020) e osteogénese (CHEN et al., 2020). Neste tipo de hidrogéis, as nanoparticulas ou
nanoestruturas sao incorporadas na estrutura do hidrogel tanto por ligagdes covalentes (WIN et al.,
2018a), quanto por ligacdes secundérias (PARKER et al., 2018). Na impressdo por extruséo, a
associacdo de polimeros com nanoparticulas permite o desenvolvimento de formulacdes de tintas
com propriedades reoldégicas adequadas para impressdo. Dentre os sistemas de hidrogéis
nanocompositos utilizados em impressdo por extrusdo, destacam-se os hidrogéis a base de
polissacarideos com nanoparticulas de celulose. Neste projeto serdo desenvolvidas tintas de
hidrogéis nanocompasitos de pectina com nanocristais de celulose.

A celulose é o polimero natural mais abundante no planeta, com uma produgdo anual
estimada de 10% toneladas (EDGAR; COMPANY; SCHULTZ, 1999), é, também, um biopolimero
reticulado por ligacBes de hidrogénio. A existéncia de muitos grupos hidroxila em uma tnica cadeia
facilita as ligacGes de hidrogénio com o oxigénio adjacente, formando uma cadeia de moléculas
estaveis e rigidas (THOMAS et al., 2020). Sendo assim, o encadeamento complexo de ligacGes de
hidrogénio entre as cadeias de celulose faz com que ela seja insolivel em solventes organicos mais
comuns e, também, em &gua (MOHD et al., 2017). Em termos gerais, a nanocelulose é definida
como material celuldsico que possua pelo menos uma de suas dimensdes (diametro, largura ou
comprimento) na escala nanometrica. Além disso, a nanocelulose é dividida em trés classificagdes:
nanocelulose bacteriana (BNC), nanocristais de celulose (CNC) e celulose nanofibrilada (NFC)
(CARRENO et al., 2017). Nanocristais de celulose sdo considerados materiais em potencial para
solucionar multiplos problemas de materiais ja existentes (ZHOU et al., 2019). Se derivados de
fontes de biomassa, possuem um comprimento de 100-200 nm e seg¢des transversais de 5-10 nm
(AZIZI SAMIR; ALLOIN; DUFRESNE, 2005). Quando comparada com outros produtos

derivados da celulose, a CNC se destaca devido a sua pureza quimica, estrutura rigida, propriedades
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anfifilicas e habilidade de redispersdo a partir de sua formulacdo em p6 (HEUX; CHAUVE;
BONINI, 2000).

A pectina é um polimero de carboidratos com alta massa molecular, constituida de uma
cadeia de unidades de acido galacturdnico que sdo conectadas por ligagdes glicosidicas a-1,4, e
que esta presente em, basicamente, todas as plantas, contribuindo para a estrutura celular. O termo
pectina engloba um numero de polimeros que variam de acordo com as respectivas massas molares,
configuragbes quimicas e teor de agUcares neutros. Este composto, juntamente com a celulose,
lignina e hemicelulose, sdo os principais polissacarideos estruturais que compdem células de
plantas, sendo que a pectina é o fator determinante na flexibilidade da parede celular, uma vez que
pode ser altamente hidratada. A palavra “pectina” vem da palavra grega pektos que significa firme
e dura, reafirmando a capacidade da pectina em formar géis (FLUTTO, 2003; SHTEIN et al.,
2017). Além da biodegradabilidade e citocompatibilidade, ela possui uma capacidade de
reticulacdo relativamente facil, a depender do grau de esterificacdo. Hidrogéis de pectinas com
baixo grau de esterificacdo (abaixo de 50%) possuem um mecanismo de reticulacdo similar ao do
alginato, formando hidrogéis ibnicos na presenca de cations bivalentes ou multivalentes (BANKS
et al., 2017; RADHAKRISHNAN et al., 2017; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).
Formulagfes contendo pectina sdo candidatas promissoras para varias aplicacbes biomédicas,
como engenharia de tecidos para o0ssos e pele (AMIRIAN et al, 2021;
RAJABNEJADKELESHTERI et al., 2021) e sistemas de liberacdo de farmacos (AURIEMMA et
al., 2020; LI et al., 2021a) devido a sua ndo-toxicidade, baixo custo, propriedades anti-inflamatorias
e bactericidas. Considerando sua boa biocompatibilidade (ZHAO et al., 2020b),
biodegradabilidade (GONZALEZ MORENO et al., 2021) e trabalhos publicados que relatam a
capacidade desse polimero em inibir atividades de macréfagos, bem como seu efeito anti-
inflamatdrio (L1 et al., 2021b; XIONG et al., 2021), pode-se concluir que a pectina possui grande
potencial para aplicacGes em engenharia de tecido.

Embora haja, na literatura, publicacbes sobre impressdo por extrusdo de hidrogéis
nanocompositos contendo nanocelulose, sdo poucos os estudos com pectina e CNC, apesar de ser
um sistema promissor para aplicagdes em tintas para impressdo por extrusdo (CHAICHI et al.,
2017). GONZALEZ MORENO et al., 2021 fizeram anélises Opticas e térmicas de pectina,
nanocristais de celulose e para as misturas, utilizadas no formato de filme. No caso da pectina, trés
bandas de absorbancia significativas foram detectadas na faixa de UV utilizada. A banda mais

intensa em 200-250 nm foi atribuida a uma transi¢ao 6 — o* dos grupos C-H e C-C, a segunda em
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250-300 nm para uma transi¢do n — co* das liga¢des -O-, e a terceira e menos intensa em 320-380
nm para n — w* transi¢des de ligacbes C=0 de grupos éster e acido carboxilico presentes no
polissacarideo. O espectro de absorbancia CNC apresentou apenas transi¢des 6 — 6* ¢ n — 6* em
concordancia com a auséncia de grupos C=0 em sua estrutura quimica. Para as misturas, 0s
espectros de absorbancia e reflexdo mostraram propriedades intermediarias, com intensidade da
banda de absorbancia aumentando com o teor de pectina. Este fenbmeno pode estar associado as
modificacdes morfolégicas (aumento do didmetro das fibras) e estruturais descritas acima
(distorcdo da estrutura em camadas e perda de cristalinidade) induzidas pela incorporagdo de
pectina.

Grande parte das publica¢fes que caracterizam hidrogéis foca na performance do hidrogel
em suas caracteristicas finais, dando pouca atencdo ao comportamento anterior a reticulacdo. No
entanto, o comportamento da solucdo pré-reticulada é crucial para garantir uma impressao
adequada, inclusive para que esses materiais possam ser aplicados efetivamente em cirurgias
(TOWNSEND et al., 2019). A analise da fidelidade do formato pds impressdo esta se tornando
uma préatica padrdo para bioimpressao, entretanto, essa analise costuma ser mais qualitativa do que
quantitativa, isso quando ela existe. Um método comum e semiquantitativo de avaliar a fidelidade
do formato de uma tinta ou biotinta é via analise de imagem, no qual a qualidade de impresséo é
feita por analise de fotografias ao imprimir diferentes geometrias (DIAMANTIDES et al., 2017,
HE et al., 2016; OUYANG et al., 2016). Além deste, ensaios de reologia, a serem realizados em
um reébmetro, dardo informacgfes importantes com relacdo aos comportamentos reoldgicos dos
materiais como: a tensdo de cisalhamento, comportamento durante o cisalhamento, tempo de
recuperacao e a tensdo de deformacéo. A padronizacdo de caracterizagdes destes pontos permitira
melhores comparagdes entre estudos de novas biotintas, com o intuito de criar padrdes de
comportamento para que uma biotinta esteja de acordo a fim de ser usada para a bioimpressao
(TOWNSEND et al., 2019). A capacidade de impressdo do gel é definida pelas propriedades
reoldgicas dos materiais e deve ser ajustada ao processo de fabricacdo para gerar arquiteturas com
alta fidelidade de forma. Além disso, analises reoldgicas podem ajudar a acelerar o
desenvolvimento de materiais que podem ser impressos e diversos grupos demonstraram técnicas
de caracterizagOes Uteis e, também, introduziram modelos matematicos que ajudaram a dar um
entendimento mais aprofundado sobre a capacidade de impressao de materiais baseada em anéalises
reoldgicas. Por fim, também é de conhecimento geral que a causa majoritaria de danos celulares e

perda de viabilidade geral sdo as forcas cisalhantes presentes na agulha durante a impressao
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(PAXTON etal., 2017; TIAN et al., 2009). Um grupo, inclusive estudou 0 dano mecanico em uma
celula durante a bioimpresséo (LI et al., 2015).

Sendo assim, o presente trabalho foi dividido em 6 capitulos. O primeiro, este, uma
introdugdo com os objetivos do trabalho; o segundo sendo a revisdo bibliogréafica com informagdes
pertinentes para o entendimento dos assuntos tratados nessa dissertacdo; o terceiro consta 0s
estudos reoldgicos tanto das solugdes de pectina e dispersées de CNC, quanto das formulagdes
propostas da tinta; o quarto diz respeito aos ensaios na impressora tridimensional e detalha os
diferentes ensaios feitos no processo de impressdo; 0 quinto possui uma conclusdo geral sobre
todos os resultados obtidos durante o trabalho e, finalmente, o sexto possui sugestdes para trabalhos

futuros.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver um hidrogel composto por pectina e nanocristais de celulose para ser usado

como tinta de biomaterial em processos de impressdo por extruséo.
1.2.2 Objetivos especificos

a) Estudar a reologia das solugdes de pectina e das suspensdes de nanocristais de celulose;
b) Caracterizar reologicamente as diferentes formulagGes contendo pectina e nanocristais
de celulose;

c) Avaliar ainfluéncia dos parametros de impressédo na fidelidade de forma dos construtos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, serdo apresentadas as caracteristicas principais dos polimeros utilizados
para a obtencdo da tinta, introducao aos hidrogéis, classificacdo e obtencéo do hidrogel estudado
no presente trabalho, introducéo aos hidrogéis nanocompositos, bem como aspectos importantes

sobre impress&o tridimensional, bioimpresséo e reologia.

2.1 Hidrogéis

Hidrogéis sdo estruturas tridimensionais formadas por homopolimeros, copolimeros ou
macrémeros hidrofilicos, para formar matrizes poliméricas. Esses polimeros sdo geralmente usados
acima da sua temperatura de transicdo vitrea (T,) e sdo, em sua maioria, moles e elasticos devido
a sua compatibilidade termodinamica com a 4gua (SLAUGHTER et al., 2009). E uma classe de
materiais promissora para confeccdo de construtos, uma vez que sua estrutura e composicao é
relativamente parecida com a do tecido natural e, com isso, podem ser usados como uma matriz
extracelular (ECM) (CHEN, 2019).

Hidrogéis podem ser classificados em dois tipos: naturais e sintéticos (Figura 2.1). Hidrogéis
naturais sdo, como o proprio nome diz, encontrados e isolados de fontes biologicas como, por
exemplo, seda (KUNDU; KUNDU, 2012), alginato e acido hialurénico (ANTICH et al., 2020),
quitosana (ALMEIDA et al., 2014), dentre outros. Esse tipo de hidrogel tende a ter um melhor
ambiente para adesdo e proliferacdo celular, mas geralmente possui menor resisténcia mecanica
quando comparado aos sintéticos e, por esse motivo, modificagdes ou processamentos adicionais
sdo necessarios para fazer com que o biomaterial mimetize o tecido desejado. Alem disso, uma
pequena modificagdo na distribuicdo sequencial de géis naturais pode afetar drasticamente a fungéo
e a sobrevivéncia de células encapsuladas na matriz polimérica (BOSNAKOVSKI et al., 2006;
KUNDU; PUTNAM, 2006).
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Naturais Sintéticos
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Proteinas/polipeptideos Glicosaminoglicanos Polissacarideos Polidis Poliéteres Poliésteres
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Polieletrdlitos Polieletrdlitos Polieletrdlitos Neutros
anfoteros aniénicos catidnicos

Figura 2.1: Classificacdo de polimeros, divididos entre naturais e sintéticos. Adaptado de: (KIRCHMAJER; GORKIN;
IN HET PANHUIS, 2015)

Hidrogéis sintéticos possuem muitas das caracteristicas desejaveis dos hidrogéis naturais mas
sem algumas de suas desvantagens como, por exemplo, degradacdo e dificuldade de
armazenamento a longo prazo (CUNLIFFE; PENNADAM; ALEXANDER, 2004). Além disso, 0s
polimeros sintéticos sdo produzidos com mais facilidade e podem ser modificados de acordo com
as propriedades desejadas, além de ndo haver presenca de patdgenos, porém, deve-se ter cuidado
para que nao haja resquicio de reagentes toxicos ndo polimerizados no hidrogel (SUNG et al.,
1999).

Hidrogéis sdo formados pela reticulacdo das cadeias poliméricas em um meio aquoso por
meio de varios mecanismos, como emaranhamento fisico, interacdo idnica, reticulagdo quimica
(Figura 2.2). A reticulacéo fisica depende, em sua maioria, das propriedades nativas do polimero e,
por isso, a capacidade de controle do microambiente é bastante limitada. Entretanto, a vantagem
desse processo € que ele ndo necessita de uma modificagdo quimica complexa das cadeias e,
também, é um processo geralmente reversivel. Ja a abordagem quimica sempre requer condicdes
de processo controladas e, em razéo disso, 0 microambiente resultante € mais complexo e preciso
(UNAGOLLA; JAYASURIYA, 2020).
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(a) condensacao Térmica (b) Automontagem

(d) Interagéo Eletrostatica

Figura 2.2: Representacéo de reticulagdes fisicas e quimicas. Adaptado de: (UNAGOLLA; JAYASURIYA, 2020)

Embora ainda muito utilizados, esses hidrogeéis reticulados convencionais possuem a
desvantagem de propriedades mecénicas inferiores, o que restringe a sua utilizacdo. Para suprir
essa necessidade, algumas alternativas foram criadas e, dentre elas, esté a utilizacdo de hidrogeéis

contendo nanoparticulas, também conhecidos como hidrogéis nanocompésitos (WIN et al., 2018a).

2.2 Hidrogéis nanocompositos

O termo nano é usado para designar o tamanho do objeto, tendo como referéncia o valor de
107 nas unidades do SI. Porém, o termo nanoescala é usado para designar ndo um valor, mas um
intervalo de valores que varia de 1 nm a 100 nm (ISO/TS 80004-2:2005).

Hidrogéis nanocompositos, também conhecidos como hidrogéis hibridos, podem ser
definidos como redes poliméricas hidratadas, fisica ou quimicamente ligadas entre elas e/ou com
nanoparticulas ou nanoestruturas (GAHARWAR; PEPPAS; KHADEMHOSSEINI, 2014). A
incorporacdo de nanomateriais a polimeros modifica as propriedades dos hidrogeis como, por
exemplo, respostas ao estimulo de radiacGes, temperatura e campos elétricos/magnéticos; maior

resisténcia mecanica e adesao a superficies (especialmente pele ou tecidos moles) (RAFIEIAN et
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al., 2019). A area de interesse de hidrogéis nanocompoésitos comecou a crescer por volta de 2004
e, no ano de 2019, chegou a praticamente 700 publicagdes no ano, sendo que, destas,
aproximadamente 120 eram da area de hidrogéis nanocompdsitos para engenharia de tecidos
(ZHAO et al., 2020a).

Publicacdes podem ser encontradas em diversas areas como em sistemas de drug delivery
para regeneracdo 0ssea (CHEN et al., 2020), reforco de nanomateriais ao hidrogel original (WIN
et al., 2018b), hidrogeis contendo nanoparticulas para melhorar a cicatrizacdo de ferimentos
(KONERU; DHARMALINGAM; ANANDALAKSHMI, 2020), e hidrogéis injetaveis contendo
nanocristais para engenharia tecidual (GHORBANI; ROSHANGAR; SOLEIMANI RAD, 2020)
e, também, hidrogéis nanocompdsitos para uso em manufatura aditiva (GATENHOLM et al.,

2016). Dentre os nanomateriais utilizados atualmente, destaca-se a nanocelulose.

2.3 Hidrogeéis com nanocelulose

A celulose ¢ um dos polimeros naturais mais importantes, sendo uma matéria prima
praticamente inesgotavel e uma fonte de materiais sustentaveis imprescindiveis para a industria.
Ha muito tempo, a celulose vem sendo usada em suas formas mais brutas: madeira e fibras vegetais
como fonte de energia, materiais de construcdo e até roupas (KLEMM et al., 2011).

Normalmente, uma fibra individual de celulose (com didmetro de 5 — 20 um) é formada a
partir de um feixe de nanofibras (com diametro de 3 — 20 nm). Essas nanofibras séo formadas por
dominios monocristalinos alongados e separados periodicamente por regides mais desordenadas
(NISHIYAMA et al., 2003). Esses dominios cristalinos podem, entéo, ser isolados por um processo
de hidrolise acida das regiGes menos ordenadas para gerar particulas em nanoescala, conhecidas
como CNC, ou nanocristais de celulose, que vém sendo extraidos de uma grande variedade de
fontes naturais como, por exemplo, plantas (Figura 2.3) e bactérias (RANBY, 1951).

Grupos hidroxila presentes nas unidades nativas da celulose e organossulfatos introduzidos
durante a hidrolise com acido sulfarico contribuem para o carater hidrofilico do CNC. Os
nanocristais, quase neutros, obtidos por hidrélise em HCI apresentam dispersdo limitada em &gua,
enquanto aqueles obtidos pela hidrélise em acido sulfdrico sdo mais estaveis em uma ampla faixa
de valores de pH, uma vez que o valor do pKa dos grupos sulfato gira em torno de 1,9 (KLEMM
etal., 2011).
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Devido a sua capacidade de modificar matrizes poliméricas e estimular a proliferagdo celular,
0s CNC desempenham um papel fundamental na area da engenharia tecidual (MALI; SHERJE,
2022). Seu uso ja estd mostrado em varias aplicacdes, como scaffolds injetaveis, enxertos
vasculares, reconstrucdo de tecidos, fortalecimento da adesdo de implantes 6sseos, e drug delivery
(GRISHKEWICH et al., 2017). As propriedades reoldgicas do CNC séo importantes para varias
aplicac0es, ja que ele pode servir como modificador reolégico e estabilizante em emulsdes, fluidos
para perfuracdo de petréleo (KADAR; SPIRK; NYPELO, 2021).

2.4 Pectina

A pectina é um polimero de alta massa molar que esta presente nas plantas, tendo como papel
principal a contribuicdo na estrutura celular, agindo como um tipo de cola facilitando a adeséao e
separagdo celular mas, também, modula o crescimento e a forma celular (ASSIFAOUI;
CHAMBIN, 2020; DAHER; BRAYBROOK, 2015). O termo “pectina” cobre um ntmero de

polimeros que variam de acordo com a sua massa molar, configuracdo quimica e teor de agucares
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naturais sendo que, diferentes plantas produzem diferentes tipos de pectina com diferentes tipos
funcionais. A palavra “pectina” vem da palavra grega pektos, que significa firme e duro, refletindo
na habilidade da pectina em formar géis. E um polimero que consiste em uma cadeia de unidades
de &cido galacturénico que sdo ligadas por ligacdes glicosidicas a — 1,4. A cadeia de &cido
galacturdnico é parcialmente esterificada como ésteres metilicos. As moléculas de pectina podem
ter um peso molecular de mais de 200.000, correspondendo a um grau de polimerizacdo de até
1.000 unidades (Figura 2.4) (L. FLUTTO, 2003).

COOCH, COOCH, OH

AP

COOH COOH COOCH,
Figura 2.4: Estrutura molecular da pectina. Fonte: (L. FLUTTO, 2003)

A pectina é um polissacarideo estrutural com boa biodegradabilidade e citocompatibilidade
e que pode ser muito hidratada (BANKS et al., 2017). O mecanismo de gelificacdo deste material
varia com o seu grau de metil-esterificacdo (DE — degree of methyl-esterification). Pectina de alta
esterificacdo (HMP, com DE > 50%) tem sua reticulacao através de ligagdes de hidrogénio e forcas
hidrofébicas em solugdo de baixo pH com um alto teor de agucar. J& a pectina de baixa esterificagdo
(LMP, com DM < 50%), tem sua reticulagdo feita por ligacdes de fons divalentes, como o Ca?*, e
0s grupos carboxila livres, que é similar ao mecanismo de reticulagdo do alginato (WILLATS;
KNOX; MIKKELSEN, 2006).

Nos ultimos anos, a pectina tem atraido grande interesse na area de medicina regenerativa.
Isso aconteceu devido ao fato de ser atdxica e, portanto, considerada segura em aplicacGes
biomédicas (LIU et al.,, 2003; WATTS; SMITH, 2009), além de seu custo de producdo ser
relativamente baixo (SUNGTHONGJEEN et al., 2004), e apresentar alta disponibilidade na
natureza (BENEKE; VILJOEN; HAMMAN, 2009). Além disso, como seus mecanismos de
reticulacdo sdo geralmente simples, hd um aumento no interesse no desenvolvimento de hidrogéis
de pectina em aplicacBes em sistemas de liberacdo de farmacos e engenharia de tecidos
(MUNARIN; TANZI; PETRINI, 2012; SMITH; MOXON; MORRIS, 2016). Além de todas as
propriedades j& mencionadas sobre a pectina, sua aceitavel estabilidade em condi¢des acidas e

maiores temperaturas promovem sistemas de liberagdo local de farmacos. Estudos recentes
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mostram materiais com pectina usados para liberacdo de farmaco na regido do célon, uma vez que
a pectina é quase totalmente degradada por bactérias do célon, mas se mostra resistente a proteases
e amilase, que sdo ativas no trato gastrointestinal superior (EIVAZZADEH-KEIHAN et al., 2022;
KHOTIMCHENKO, 2020).

2.5 Manufatura aditiva e bioimpresséo

Manufatura aditiva é o processo de converter um desenho técnico digital em um objeto
tridimensional solido (MISHRA, 2016). Todas as técnicas de manufatura aditiva sdo geralmente
realizadas em duas etapas, sendo a primeira o desenho do objeto usando algum programa
computacional e a segunda é a deposi¢do/formacdo do objeto pela impressora (MOHAMMED et
al., 2021). Existem diferentes tecnologias de manufatura aditiva, dentre elas destacam-se a
estereolitografia (SLA), a modelagem por fuséo e deposicédo (FDM), a sinterizagdo seletiva a laser
(SLS), a impressao por jato de tinta (inkjet) e a impressao por extrusdao (ZHANG; WANG, 2019).

A manufatura aditiva pode produzir construtos para pesquisas e uso médico com melhor
controle sobre os tamanhos de poros, além da possibilidade de obter estruturas com geometrias
mais complexas quando comparada a outros métodos de fabrica¢do (KUN etal., 2019). Além disso,
essa tecnologia ja foi utilizada para produzir diferentes scaffolds para uso em traqueia (GAO et al.,
2017), osso (PATI et al., 2015), es6fago (PARK et al., 2016) e valvula adrtica (HOCKADAY et
al., 2012). Avancos recentes na manufatura aditiva levaram a um outro método de impresséo: a
bioimpressdo, que consiste na aplicacdo da manufatura aditiva com a adi¢cdo de células vivas ao
processo, com a preservacao da viabilidade celular no interior das geometrias impressas (KUN et
al., 2019).

GROLL et al. (2016) redefiniu o termo ‘“biofabricacdo” como sendo “a geragao
automatizada de produtos biologicamente funcionais com organizacdo estrutural a partir de
celulas vivas, moléculas bioativas biomateriais, agregados de células como microtecidos, ou
construtos hibridos de célula e materiais por meio de bioimpressdo ou biomontagem e subsequente
processo de maturacdo do tecido ”. Sendo assim, a bioimpresséo envolve o0 uso da tecnologia da
impressdo 3D para padronizar espacialmente células vivas viaveis em conjunto com outros
materiais biolégicos ndo vivos (MURPHY; ATALA, 2014). Vérios trabalhos em bioimpresséo 3D

foram realizados nos ultimos anos, prometendo novas possibilidades no campo da engenharia de
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tecidos, que vao desde sua aplicacdo em investigacdes farmacoldgicas até a fabricacdo de 6rgéos
(ZHANG et al., 2017).

Dentre os métodos de bioimpressdo 3D o mais usado atualmente é o da extrusdo, uma vez
que é 0 método mais versatil e mais acessivel. A bioimpressdo por extrusdo faz uso da deposicao
em camadas de filamentos contendo células suspensas em um gel (biotinta), resultando em
estruturas tridimensionais. A deposi¢do do filamento por extrusdo pode se dar através de sistemas
pneumaticos, de pistdo e acionados por parafuso (Figura 2.5). Na extrusao por sistema pneumatico,
ar comprimido é utilizado e, por isso, o controle volumétrico ndo é tdo bom quanto no acionado
por pistdo, que proporciona um maior controle volumétrico do fluxo do material, afetando na
precisdo da impresséo e, por fim, o sistema de rosca sem fim possibilita a impressdo de biotintas
com maior viscosidade, mas € mais usada para pastas carregadas com particulas, devido ao alto

cisalhamento que ocorre durante o processo (GU et al., 2020; SEOL et al., 2014).

Pneumatico Pistao Parafuso

Jb

|

[ _J

Figura 2.5: Representacdo dos trés diferentes tipos de impresséo por extrusdo. Adaptado de: (BOM et al., 2022)

Hidrogéis impressos pelo método de extrusdo sdo empurrados para fora de uma agulha
diretamente em uma superficie. O colapso da estrutura e problemas de fidelidade do formato sédo
dois desafios da bioimpressdo 3D que dependem das caracteristicas da biotinta. Materiais
apropriados para bioimpressao devem possuir propriedades reoldgicas adequadas para fluir através

da agulha durante a impressdo. Materiais viscoelasticos sdo capazes de ser extrudados normalmente
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pelo bico de uma agulha, porém, manter as propriedades de auto sustentacdo apds a impressao
também é um desafio, pois demanda uma resposta viscoelastica do material que possui uma tensao
de escoamento finita para resistir ao colapso pds-impressdo (JIANG et al., 2019; KOKKINIS;
SCHAFFNER; STUDART, 2015; PALAGANAS et al., 2017).

O entendimento do comportamento reolégico dos materiais é, portanto, necessario para
desenvolver tintas, biotintas e as condi¢cdes de impresséo para uma resolucéo e fidelidade de
impresséo adequadas (STUDART, 2016; WU et al., 2018).

2.6 Reologia e caracterizacgdes reoldgicas

Reologia é o estudo da deformaco e do escoamento da matéria. E uma éarea que estuda o
comportamento de fluidos complexos, como polimeros e fluidos bioldgicos, uma vez que a relacao
entre tenséo e deformacdo para essas classes de materiais ndo segue a lei da viscosidade de Newton,
que descreve o comportamento de cisalhamento para liquidos normais. Também, fluidos
complexos geralmente ndo se adequam a lei da elasticidade de Hooke, relacdo que é usada para
metais e outros materiais elasticos. E necessario ter conhecimento sobre reologia quando nem a lei
de Newton e nem a lei de Hooke séo suficientes para descrever o comportamento de um fluido
(MORRISON, 2001).

Um fluido Newtoniano é aquele no qual a viscosidade — embora varie em diferentes
temperaturas e pressdes — nao varia com a taxa de deformacdo ou tempo; esse fluido também néo
apresenta qualquer propriedade elastica ou efeitos alongacionais. O modelo do fluido Newtoniano
pode ser usado para estudar e representar uma grande quantidade de liquidos sobre as condicGes
normais do dia-a-dia (BARNES, 2000).

Hidrogéis com comportamento pseudoplastico, ou seja, que possuem uma diminuicao
gradual em sua viscosidade com o0 aumento da taxa de cisalhamento, significando que quando mais
rpido o hidrogel estd sendo cisalhado, mais liquido o sistema ficard, sdo os mais usados em
bioimpressdo por extrusdo pois as cadeias poliméricas da biotinta dispostas de um modo aleatorio
podem ser alinhadas e se tornarem extrudaveis através da aplicacdo de uma forca de cisalhamento
(HOSPODIUK et al., 2017; JALALVANDI; SHAVANDI, 2019; PANWAR; TAN, 2016).

Pesquisas recentes mostram que propriedades reoldgicas, como o indice de relaxacdo do
hidrogel contendo celulas, ttm um grande impacto na propagacao, proliferacdo e diferenciacéo
celular por toda a extensdo da matriz da biotinta (CHAUDHURI et al., 2016; NAM et al., 2019),
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indicando que maiores atencdes devem ser dirigidas para os aspectos fisicos dos materiais usados
na bioimpressdo. Além disso, uma biotinta deve ser capaz de ser extrudada em niveis de tensdo
capazes de preservar a integridade celular, muito embora esses niveis de tensdo tenham certa
ligagdo com as células (VALOT et al., 2019). Portanto, uma répida recuperagdo estrutural do
material apos a aplicacdo de altas taxas de cisalhamento € importante para manter a viabilidade
celular, diminuindo o dano causado a elas durante o processo da bioimpressao e, a0 mesmo tempo,
ndo interferindo na estrutura de layer-by-layer da impressédo (OZBOLAT; HOSPODIUK, 2016;
VAN DEN BULCKE et al., 2000; WANG et al., 2016).

Um dos métodos mais utilizados para se caracterizar um liquido é pela medigdo de sua
viscosidade, que pode ser descrita como a resisténcia do fluido a um movimento deslizante sendo
que, a viscosidade é uma propriedade qualitativamente diferente para fluidos Newtonianos e néo-
Newtonianos (MORRISON, 2001). E definida, matematicamente, como:

. —T21
ny) =— 2.1
Yo

sendo —1,,; uma tensdo de cisalhamento constante e y, uma taxa cisalhamento (ou deformacéo)
constante. O resultado da equacdo 2.1 ndo ser uma constante, para diferentes valores de
cisalhamento é, geralmente, o primeiro indicador de que o fluido é ndo-Newtoniano. Como
mencionado acima, a maioria dos hidrogéis possuem comportamento pseudoplastico, ou seja, ndo-
Newtoniano, que significa que ha uma tendéncia de ocorrer uma diminuicdo na viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento (comportamento pseudoplastico, do inglés shear-thinning). Ha
também o caso oposto, no qual alguns materiais aumentam sua viscosidade com o aumento do
cisalhamento (comportamento dilatante, do inglés shear-thickening). A Figura 2.6 mostra esses

comportamentos:
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Figura 2.6: Representacdo do comportamento da viscosidade como € previsto pelo modelo das poténcias do fluido
Newtoniano generalizado. Adaptado de: (MORRISON, 2001)

2.6.1 Pseudoplasticidade

Considerando um sistema polimérico, esse fendmeno pode ser explicado mais
profundamente ao entrar em niveis moleculares. Durante o processo de cisalnamento, as moléculas
podem estar mais ou menos orientadas na direcdo do cisalhamento e, assim, a resisténcia ao
deslizamento diminui conforme a orientacdo € a favor do deslizamento. Como polimeros s&o
macromoléculas, quando estdo em repouso suas cadeias estdo emaranhadas, o que dificulta o
deslizamento entre elas, resultando em uma alta viscosidade polimérica (BRETAS; D’AVILA,
2005). Essa etapa consiste em um primeiro plateau Newtoniano na curva de viscosidade em fungéo
da taxa de cisalhamento. A aplicacdo de uma tenséo de cisalnamento desemaranha essas cadeias e
as direciona no sentido do escoamento, comportamento chamado de pseudoplastico. E, finalmente,
apos orientadas, as moléculas alcancam um alinhamento méaximo, resultando em um segundo
plateau Newtoniano.

Na Tabela 1, sdo mostrados os diferentes modelos matematicos que descrevem o
comportamento reoldgico pseudopléstico. O comportamento descrito por Ostwald-de-Waele, ou
Lei de Poténcias, € o mais utilizado para materiais usados em impressao 3D por extrusdo, uma vez
que esse modelo descreve adequadamente o comportamento pseudoplastico desses sistemas. Uma
alta pseudoplasticidade é desejavel em biotintas, pois a reducao da viscosidade com o aumento da

taxa de cisalhamento proporciona o escoamento adequado para a deposicdo do material.
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Tabela 1: Modelos matematicos para ajustes de curvas de viscosidade

Modelo Equacao Referéncia Parametros
Ostwald-de-Waele n@y) = my™? (MORRISON, 2001) m indice de consisténcia
n indice da lei das poténcias
Y) — Moo on-1 1, Viscosidade zero-
Carreau W)~ Y _ [1+ (Y)?]' 2 (CARREAU, 1972) o
Mo — Neo cisalhamento

N Viscosidade infinita

() = 1 n-1 (YASUDA;
=[1+ () a Ne = 0, modelo
Carreau-Yasuda Mo — Neo ARMSTRONG; o
simplificado
COHEN, 1981)
A constante de tempo do
fluido
Cross T]()/) N -1 B ~ -
——= =14+ ) (CROSS, 1965) a parametro de transicao
No — N

2.6.2 Propriedades viscoelasticas

Quando um fluido tem comportamento Newtoniano, a sua viscosidade € suficiente para
caracterizar suas propriedades de escoamento. No caso de hidrogéis e outros materiais com
comportamento pseudoplastico, que apresentam tanto propriedades viscosas como elasticas e sdo
conhecidos como materiais (ou fluidos) viscoelasticos e podem ser descritas pelas chamadas
funcGes materiais. Essas fungfes materiais podem ser analisadas por testes de amplitude e
frequéncia com a ajuda de um redmetro. Quando é feito um teste de amplitude, a frequéncia angular
se mantém constante, enquanto a amplitude de tensdo ou de deformacdo aumenta em funcgédo do

tempo. E possivel descrever, matematicamente, as varreduras de tensdo e deformag&o como sendo:

y(©) = yasin(wt) 2.2a
7(t) = 14 sin(wt) 2.2b

sendo y e T a tensdo e a deformacdo, respectivamente, o subscrito “A” corresponde a amplitude, t

é 0 tempo e w é a frequéncia angular.
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Com os resultados do teste de amplitude, € possivel definir a faixa de viscosidade linear
(LVE), que ¢ a faixa na qual as propriedades viscoelasticas ndo sdo alteradas com tensdo ou
deformacédo, ou seja, sdo duas linhas constantes no grafico plotado; também é possivel definir o

ponto de yield stress (z,) e a transicdo do comportamento de solido para o liquido, que acontece
no flow point (z¢). Nesse ultimo ponto, também conhecido como ponto de cruzamento, o modulo

de perda fica superior ao médulo de armazenamento G" > G'. A faixa de viscosidade linear serve
para saber em qual regido o material pode ser testado sem ter sua estrutura destruida.

Um dos ensaios reoldgicos utilizados para caracterizar o comportamento viscoelastico, como
dito acima, é o ensaio oscilatério em pequena amplitude, ou SAOS (do inglés small amplitude
oscillatory shear), que é realizado em pequenas deformacdes, onde o material esta no regime de
viscoelasticidade linear. Nesta condicdo, o comportamento eléstico do material esta relacionado
com o mddulo de armazenamento (G") e 0 comportamento viscoso, com 0 moédulo de perda (G").

No SAOS, o regime de viscoelasticidade linear ocorre em pequenas deformacdes e quando é
realizado um ensaio oscilatério em fungdo da deformagao (ou tensdo), os valores de G’ ¢ G’” se
mantém constantes. O regime de viscoelasticidade n&o-linear inicia-se a partir de deformac6es
onde G’ e/ou G’’ em fung¢ao da deformagao deixam de ser constantes.

Tendo o resultado da LVE, é possivel analisar o comportamento viscoelastico do material
realizando o teste de varredura de frequéncia, 0 SAOS mencionado acima, mantendo a faixa do
LVE. Como ja dito, G'(w) representa 0 mddulo de armazenamento, ou seja, fornece informacdes
sobre a elasticidade ou energia armazenada no material durante o processo de cisalhamento;
quando essa energia é liberada, pode ser usada em totalidade para recuperacdo da deformacéo
causada, tornando-a reversivel. Por outro lado, G" (w) representa 0 médulo de perda, ou seja, a
energia dissipada do material.

A relacdo entre G’ e G" é chamada de fator de amortecimento (do inglés damping factor) e é

dada por:

4

G
tan(§) = Y 2.3

Entdo, quando tan(§) > 1, hd uma relacdo na qual G é superior a G', ou seja, 0

comportamento predominante é o de um liquido; mas quando tan(6) < 1, a situacdo é invertida e
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0 comportamento predominante € o de um sélido. Finalmente, quando tan(é) = 1, € 0 momento

de transicéo solido/liquido.
2.6.3 Comportamento tixotropico

Tixotropia pode ser definida como a mudanga da viscosidade em func¢do do tempo. Um dos
ensaios de reologia utilizados para avaliar a tixotropia de um material é o teste de tixotropia em 3
intervalos (3ITT). Nesse ensaio, 0 material é submetido a um escoamento a uma taxa de
cisalhamento constante e baixa (~1s'). Apés um determinado tempo, taxa de cisalhamento
constante elevada é aplicada subitamente durante um intervalo de tempo e, finalmente, o
cisalhamento é subitamente diminuido para a taxa de cisalhamento inicial, onde é avaliada a
variagdo da viscosidade em fungdo do tempo. O aumento subito na taxa de cisalhamento induz a
quebra de estrutura inicial da amostra para que, depois, possa ser avaliada se esta estrutura retorna
a condicdo inicial, indicada pela recuperacao da viscosidade. No caso da impresséo 3D, quando o
material escoa na agulha de impress&o, este é submetido a altas taxas de cisalhnamento (OZKAN et
al., 2017).

Para a andlise do resultado do ensaio de (3ITT), 0 método mais comum € o da taxa de
recuperacao ap6s um certo periodo de tempo, no qual sdo escolhidos valores de viscosidade no
segundo periodo de repouso para comparar com o primeiro periodo de repouso, uma vez que a

recuperacao ndo &, necessariamente, instantanea, entao:
~ re
% de recuperacao = — x 100 2.4
r

sendo 7, a recuperacdo estrutural do material ap6s o tempo definido e r a viscosidade em repouso
inicial.
A unido dos aspectos reoldgicos com a impressao tridimensional pode ser exemplificada na

Figura 2.7:
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Figura 2.7: Propriedades reoldgicas essenciais para impressao 3D por extrusado: (a) alta viscosidade zero cisalhamento,

(b) pseudoplasticidade e (c) recuperagdo pos-impressao.

Todos esses comportamentos serdo mais explorados e discutidos no capitulo de resultados e

discuss@es, uma vez que seus estudos e entendimentos sdo cruciais para a impressao tridimensional

de hidrogéis pseudoplasticos, dando informacGes sobre suas caracteristicas estruturais.
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3. COMPORTAMENTO REOLOGICO DAS SOLUCOES DE
PECTINA/CNC

Nesse capitulo, 0 comportamento reoldgico das solucdes isoladas de pectina e CNC foram
estudados, bem como o comportamento reoldgico de hidrogéis nanocompositos de pectina e
nanocristais de celulose (CNC). Nas solucbes de pectina, o comportamento pseudopléstico foi
observado para todas as amostras, porém as solucdes de 1% até 2% (menos viscosas)
apresentaram um comportamento quase Newtoniano. O comportamento pseudoplastico aumenta
conforme o aumento da concentracdo de pectina. As solugdes de CNC mostraram um
comportamento pseudoplastico mais acentuado, ja que as concentracdes utilizadas inicialmente
foram relativamente altas, a partir de 5% CNC. Os dados experimentais para as solucfes de
pectina foram analisados através do modelo de viscosidade de Cross. Diferentes formulagdes de
hidrogéis de pectina/CNC em solucdo aquosa foram preparadas, somando nove formulacfes no
total. Ensaios de viscosidade em estado estacionario, cisalhnamento oscilatorio em baixa amplitude
(SAQS) e tixotropia em trés intervalos (3ITT) foram realizados. Todas as nove amostras
apresentaram comportamento eldstico predominante em relacéo ao viscoso (G" < G') nos testes
de varredura de frequéncia realizados. Esse comportamento elastico se manteve durante toda a
faixa de frequéncia analisada, mostrando uma independéncia em relacdo a frequéncia,
comportamento tipico de géis fisicos e, por isso, é possivel afirmar a obtencao de geis para todas

as concentracOes avaliadas.
3.1 Metodologia experimental

3.1.1 Materiais

O polimero utilizado foi a pectina de baixa esterificagdo (Sigma-Aldrich, Lote SLBS8828,
GA 83%, DE 7.7%) e nanocristais de celulose (CNC) (CelluForce, Lote C1A20003). Além disso,
foi usada uma solucdo de CaCl2 2% wt. % para reticulagdo pds impressdo e uma solugdo de NaOH

1M para ajuste do pH da solucéo de pectina. Toda agua utilizada no preparo foi a deionizada.
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3.1.2 Preparo das solucdes de Pectina e de CNC

Pectina em diferentes concentragdes, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5 e 6% (m/m) e nanocristais de
celulose 5 e 10% (m/m) foram colocados, separadamente, para agitar usando agitadores magneticos
até completa dissolugdo em agua deionizada. No caso da nanocelulose, um vortex foi utilizado para
realizar a completa dissolucdo do p6 (Figura 3.1). NaOH 1M é usado para regular o pH da solucao
de pectina até chegar em aproximadamente 7. As amostras foram guardadas em geladeira até seu

uso nos experimentos reoldgicos.

\77777// h ;77777/ - -

Agua Agua ; .
deionizada deionizada Pectina CNC Vértex CNC
(PH=7) (PH=7) (Temperatura (Temperatura
ambiente) ambiente)
2 ‘ =
i
Pectina CNC

Figura 3.1: Procedimento experimental do preparo das solugdes de pectinae CNC

3.1.3 Preparo do hidrogel de Pectina e de CNC

Apds ambos estarem completamente homogéneos, a solucdo de pectina é adicionada a de
nanocelulose e a mistura é feita por meio do vértex e, também, manualmente, até completa

homogeneizacao. A solucdo final € mantida em geladeira (aprox. 4°C) até o uso (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Procedimento experimental do preparo do hidrogel

3.1.4 Microscopia de luz polarizada (POM)

A microestrutura do sistema Pectina/CNC foi observada com o auxilio de um microscépio
de luz polarizada. A microscopia foi feita pingando uma gota da amostra entre placas e colocando-
a em um microscépio com sistema de documentacdo fotografica e luz polarizada equipado com
lentes de 5 a 20x de aumento e uma camera de video Optical View (Mannheim, Alemanha). Esse
ensaio foi feito para analisar a isotropia ou anisotropia das solucées, dispersdes e tintas, bem como

avaliar se ha formacdo de partes liquido cristalinas ou ndo em qualgquer uma das amostras.
3.1.5 Caracterizagao reoldgica

As caracterizacdes reologicas das solucBes feitas na etapa anterior foram realizadas
utilizando um Redmetro Compacto Modular Anton-Paar MCR-102 (Figura 3.3), com temperatura
controlada de 20°C, usando a geometria cone-placa (CP50-1) com 50mm de diametro, angulo de
0.9815 e truncamento de 97 um. Os ensaios de viscosidade foram realizados com taxas de
cisalhamento variando de 0.1 a 10000 s~1. Os testes de amplitude foram realizados a uma
frequéncia angular de 10 rad. s~ com uma tenséo de cisalhamento de 0.01 a 100% para obtencéo

da faixa de viscosidade linear (LVE), tendo um resultado de y, = 1% para todas as amostras. A
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varredura de frequéncia foi realizada com uma faixa de frequéncia angular de 0.1 a 1000 rad.s™*
para amostras sem a reticulacéo, e de 0.1 a 100 rad. s~ para as amostras reticuladas. Como ultimo
teste, a tixotropia de trés intervalos (3ITT) foi realizada a fim de analisar a recuperacdo da
viscosidade da tinta, durante o intervalo de descanso inicial, uma baixa taxa de cisalhamento de
1 s~ foi aplicada por um periodo de 25 s, seguido por um sUbito aumento da taxa para 100 s~1
por 50 s e, por fim, de volta a 1 s~ por 200 s. Todos os ensaios foram feitos em triplicata para

assegurar que os dados obtidos eram confiaveis.

—
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Figura 3.3: Fotos do rebmetro e equipamentos usados para realizagao dos testes

A
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3.2 Resultados e discussao

3.2.1 Microscopia de luz polarizada (POM)

As suspensdes de CNC podem apresentar diferentes propriedades de acordo com a
organizacdo de sua estrutura cristalina ja que, em baixas concentracdes, pode apresentar dominios
cristalinos liquidos e isotropicos, enquanto estados tipo gel aparecem em altas concentracfes
(URENA-BENAVIDES et al., 2011). Foram feitas microscopias de luz polarizadas tanto para
solucdes de pectina, suspensdes de CNC e no gel formado pela mistura de ambas. Na Figura 3.4, é
possivel ver as imagens da microscopia para as diferentes concentracdes das solucdes de pectina,
bem como para as suspencdes de CNC.

Figura 3.4: Microscopia de luz polarizada de concentracdes de 1% (a) e 5% (b) de pectina e de 5% (c) e 10% (d) de
CNC
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E possivel observar fases isotropicas para as menores e maiores concentrages de pectina
estudadas, sem a adi¢cdo do CNC. J& as suspensdes de CNC apresentam a fase liquida cristalina
(area azulada nas imagens) misturada a uma fase isotrépica, sendo mais predominantes na
concentracdo de 10% de CNC, mostrando que o aumento do dominio liquido cristalino esta
associado com uma maior orientacdo das particulas de CNC devido a sua floculacéo.

Como observado na Figura 3.5, apenas a primeira imagem (@) apresenta um comportamento
de fase liquida cristalina misturada com a fase isotropica. Nas outras concentracdes de tinta, €
observavel, pelo microscopio, as regides isotrépicas em uma matriz de fase liquida cristalina,
permanecendo com esse comportamento em praticamente todas as outras amostras. Assim sendo,
a floculacdo do CNC pode estar relacionada a interac6es eletrostaticas entre os bastdes de CNC e
as cadeias da pectina. Esse resultado mostra potencial nas tintas que ndo possuem a fase liquida
cristalina acentuada, uma vez que quanto maior essa fase, mais quebradico fica o material,

caracteristica que ndo é desejada para o processo de impressao tridimensional.
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Figura 3.5: Microscopia de luz polarizada para as diferentes concentra¢des de tinta. P1C5 (a), P1C10 (b), P3C5 (c),
P3C10 (d), P4C5 (e), PAC10 (f), P5C5 (g) e P5C10 (h)

A superficie do CNC é carregada negativamente devido aos grupos semi-éster de sulfato
introduzidos durante a hidrolise. Essas superficies carregadas podem causar a absorcdo de
polieletrolitos; no entanto, a pectina € um polieletrélito negativamente carregado e, portanto, ha
uma forte repulsdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas e as particulas. A presenca de
polimeros ndo absorvidos na dispersdo induz forcas atrativas entre as particulas, resultando em uma
regido rica em solventes entre as superficies das particulas. A pressdao osmética no fluido excede
essas forgas de atracdo levando as particulas a ficarem proximas entre elas. Esse mecanismo é
conhecido como interacdo de deplecdo (BIGGS; PRIEVE; DAGASTINE, 2005; OGUZLU;
DANUMAH; BOLUK, 2017).
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3.2.2 Caracterizacao do cisalhamento em estado estacionario (steady-shear state)

A Figura 3.6 mostra um gréafico da viscosidade em estado estacionério versus a taxa de
cisalhamento das solucdes de pectina. Solu¢cdes com concentracdo de até 2% apresentaram um
comportamento praticamente Newtoniano. Acima de 2% até 4%, as solugBes exibem um
comportamento pseudoplastico com um plateau Newtoniano em baixas taxas de cisalhamento.
Acima de 4%, o comportamento pseudoplastico torna-se mais nitido.

O modelo de Cross foi utilizado para descrever matematicamente os dados experimentais em

funcdo da taxa de cisalhamento e é dado por:

. No — N
NG = Mo + ———— (3.1)

)

sendo 7, a viscosidade de cisalhamento infinito, n, a viscosidade no cisalhamento zero, y a taxa
de cisalhamento, y, a taxa de cisalhamento critica e n € um pardmetro adimensional que indica o
grau de dependéncia da viscosidade com a taxa de cisalhamento na regido de transicdo entre o
plateau Newtoniano e a regido da lei de poténcia.

Como pode ser observado na Figura 3.6, hd& um aumento significativo na viscosidade de
cisalhamento zero com 0 aumento da concentracdo de pectina. A dependéncia da viscosidade nas

concentracdes poliméricas esta associada aos diferentes estados da solucéo.
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Figura 3.6: Curvas de viscosidade em estado estacionario para as solugGes de pectina (m/m%). As geometrias vazadas
representam aos dados experimentais e as linhas continuas representam o ajuste do modelo de Cross.

Conforme a concentracao de pectina aumenta, ha o aumento de interacfes e entrelagcamento
de cadeias individuais, que ¢ denominado de regime semidiluido emaranhado. A concentracdo
polimérica que marca essa transicdo é chamada de concentracdo micelar critica (c*). Sendo assim,
a concentracdo de 1.5% de pectina foi a concentracdo de transi¢do, como € possivel ver em ambos
os graficos. As curvas de viscosidade vs. taxa de cisalhamento da nanocelulose com concentracfes

variando entre 5 e 10% estdo mostradas na Figura 3.7.
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Figura 3.7: Curvas de viscosidade em estado estacionario para solucbes de CNC (m/m). As geometrias vazadas
representam os dados experimentais e a linha continua representa o ajuste de leis de poténcia.

E possivel observar no grafico que CNC nas concentragBes utilizadas ndo apresenta
comportamento Newtoniano em momento algum, predominando completamente o comportamento
pseudoplastico. Esse comportamento é associado a propor¢do de CNC e a capacidade do material
de se auto-organizar na disperséo e, assim, gerar estados de disperséo e interacéo de fases diferentes
com o0 aumento da concentracdo de CNC no solvente. Além disso, para impressdes 3D por extruséo,
fluidos que se comportam de acordo com a lei das poténcias (modelo de Ostwald-de Waele) séo
desejaveis, uma vez que o modelo est& associado ao comportamento pseudopléstico que permite
que haja uma facil deposicdo do material durante o processo de impressdo. Esse modelo descreve
a viscosidade com uma func¢do que é proporcional a uma poténcia da taxa de cisalhamento; nele ha
dois parametros importantes: m, que esta relacionado com a magnitude da viscosidade e n, que
descreve o tipo de fluido que esta sendo estudado, ou seja, paran = 1, o fluido € Newtoniano, para
n > 1, o fluido é dilatante e, paran < 1, o fluido é pseudoplastico.

A Figura 3.8 mostra a viscosidade em cisalhamento constante em fungdo da taxa de
cisalhamento. Os graficos foram feitos separadamente para melhor visualizacdo, fixando-se a
concentragdo de pectina (1, 3, 4 e 5%) e variando a concentracdo de CNC presente no hidrogel.
Aqui, diferentemente dos graficos de viscosidade apresentados no capitulo anterior, ndo ha o
plateau Newtoniano, significando apenas a existéncia do efeito pseudoplastico durante todo o

ensaio.
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As curvas de viscosidade foram modeladas usando o modelo de viscosidade de Ostwald-de

Waele, também conhecida como relagéo da lei de poténcia, que é dado por:

n(y) =my"!

(3.2)

sendo m o indice de consisténcia e n o indice de power-law; m esta associado com a magnitude da

viscosidade e n descreve o indice de pseudoplasticidade do material. Aqui, quanto maior o0 m,

maior viscosidade o material possui e, inversamente, quanto menor o n, mais pseudoplastico € esse

material.
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Figura 3.8: Curvas de viscosidade obtidas experimentalmente comparadas com o ajuste das leis de poténcia

Em comparagdo com as Figura 3.6 e Figura 3.7, fica claro na Figura 3.8 que a viscosidade,

nesses casos, € mais influenciada pela nanocelulose do que pela pectina e, além disso, os valores

ndo sdo muito superiores aos da viscosidade da solugdo de nanocelulose.

E possivel observar na Figura 3.8 que as curvas se ajustam ao modelo de Ostwald-de Waele.

Além disso, os resultados numéricos sao apresentados na Tabela 2:
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Tabela 2: Valores obtidos a partir do modelo de Ostwald-de Waele para célculo do ajuste

Amostra m (Pa.s™™) n(-) R?
P1C5 12,18 0,255 0,994
P1C10 67,25 0,163 0,998
P3C5 58,57 0,241 0,997
P3C10 283,49 0,137 0,996
P4ACS5 59,47 0, 316 0,989
P4C10 222,89 0,218 0,995
P5C5 63,85 0,387 0,989
P5C10 280,62 0,251 0,991

E notavel que os valores de m aumentam com o aumento das concentracdes tanto de pectina
quanto CNC, enquanto n diminui nas mesmas condi¢es. O decréscimo de n apenas ressalta o
aumento do comportamento pseudopléstico durante o processo em todas as amostras. E importante
ressaltar que esse comportamento é de fundamental importdncia durante a impressao
tridimensional por extrusdo uma vez que, com o aumento da tensdo de cisalhamento, a viscosidade
do material diminui bruscamente, permitindo sua vazao pela agulha. Porém, uma viscosidade baixa
também interfere na capacidade de impressao, ja que aquela possui influéncia direta na fidelidade
e resolugdo da impressdo. Quando a tinta possui uma viscosidade baixa, mesmo sendo extrudada
com mais facilidade pela agulha ha, muitas vezes, formacao de goticulas que podem se acumular
durante o percurso da impressdo, interferindo na geometria final; além disso, um material menos
viscoso tem menos chances de sustentar uma estrutura com varias camadas.

Assim, com os dados obtidos no ajuste das leis de poténcia, as trés formulacgdes de tinta mais
promissoras que terdo maior visibilidade nos proximos testes reologicos e nos de impresséo foram

as P3C10, P4C10 e P5C10, com base em ambos os valores de n e m.
3.2.3 Cisalhamento oscilatorio de pequena amplitude (SAOS)

O comportamento viscoelastico linear dos materiais esta relacionado diretamente ao médulo

de armazenamento (G') e ao modulo de perda (G"). Além disso, o fator de amortecimento

GII , n )
(tan(6) = F) também pode ser usado como um parametro extra para analisar se 0 comportamento
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em questdo € predominantemente viscoso ou eldstico uma vez que, quando tan(§) >1 o
comportamento tipo liquido é predominante e, quando tan(§) < 1, o que predominaé o tipo solido.

A Figura 3.9 mostra a dependéncia dos médulos de armazenamento e perda em relacdo a
frequéncia angular (w) para solugdes aquosas de pectina nas concentragdes de 1,3,4,5 e 6% (m/m).
Para todas as solugdes estudadas, a pectina apresentou um comportamento do tipo liquido, ou seja,
G" > G' em todo o intervalo de frequéncia analisado com excecédo da formulagdo de 1%, que era
uma solucdo extremamente aquosa e, por isso, ndo foi adicionada ao grafico para melhor

visualizagdo dos modulos.
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Figura 3.9: Graficos dos modulos de armazenamento (G” — geometrias cheias), de perda (G” — geometrias vazias) e 0
fator de amortecimento (tan(&)) para a pectina

Em contrapartida, a Figura 3.10 mostra os modulos de armazenamento e perda em relagdo a
frequéncia angular para as solucdes de CNC.

Aqui, é possivel notar que, para os trés casos, G" < G', ou seja, todas as trés amostras
apresentam um comportamento do tipo sélido em qualquer frequéncia estudada. Quanto maior a

concentracdo de CNC na solucdo, maior fica a diferenca entre G"e G'.
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Figura 3.10: Grafico dos médulos de armazenamento (G’ — geometrias cheias) e de perda (G” — geometrias vazias)
para o CNC

Todas as tintas estudadas mostraram um comportamento do tipo sélido (G" < G') para todas
as faixas de frequéncia analisadas, ndo havendo cruzamento dos valores de G" e G' (conhecido
como crossover), indicando que todas elas se comportam, reologicamente, como géis. Além disso,
é possivel notar que a diferenca entre os modulos de armazenamento e perda aumentam com o
aumento da concentracdo de CNC, em 5% ainda é possivel notar dependéncia da frequéncia e, com
10% de CNC, essa relagéo fica praticamente independente da frequéncia. E possivel visualizar na
Figura 3.11, que o mddulo de perda e 0 modulo de armazenamento sao independentes da frequéncia

angular, caracteristica de geis com ligacgdes fisicas.
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Figura 3.11: Gréaficos dos mddulos de armazenamento (G’ — geometrias cheias) e de perda (G” — geometrias vazias)
para as diferentes amostras de tinta

Diferentemente do observado nos ensaios de viscosidade, aqui 0 aumento proporcionado pela
unido da pectina com CNC é notavel principalmente para baixos valores de CNC. Essa conclusédo
mostra que a interacdo entre os dois polimeros ressalta as propriedades viscoelasticas, causando

um aumento tanto em G’ quanto em G”.
3.2.4 Ensaios de tixotropia em trés intervalos (31TT)

Para estudar as propriedades reolégicas dependentes do tempo, tanto de pectina quanto de
CNC, as amostras foram submetidas ao teste de tixotropia em trés intervalos (31TT), como mostra
a Figura 3.12, para a pectina e Figura 3.13, para 0 CNC. Esse teste foi realizado para determinar a
regeneracdo estrutural das amostras ap6s um cisalhamento e, também, quanto tempo demora para

(ue essa regeneracgao aconteca.
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Figura 3.12: Grafico do ensaio 3ITT para as diferentes concentracdes de pectina
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Figura 3.13: Grafico do ensaio 3ITT para as diferentes concentracdes de CNC

E possivel notar que, com excecao da solugéo de 0,5% de pectina, uma solucio extremamente
aquosa que, possivelmente, causa falha de leitura no redmetro, todas as outras se mantiveram
estaveis no intervalo inicial, primeiro plateau, que tem a taxa de cisalhamento ¥ = 1s~. Logo

apos esse periodo, cai para um valor menor durante a etapa de alto cisalhamento, na qual a amostra
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é submetida a uma taxa de cisalhamento de y = 100s~* por um periodo de 50s, voltando, depois,
a taxa de cisalhamento inicial para que a regeneracdo do material possa ser avaliada.

Na Figura 3.12, representando as solucGes de pectina, nota-se uma recuperacdo quase
completa da estrutura ap6s a aplicagdo de alto cisalhamento, o que n&o se pode dizer das solugdes
de CNC, que ndo possuem uma regeneracdo completa. A regeneracdo do CNC aumenta com a
concentracdo do material. Como as solucbes de pectina em baixas concentracdes (até 2%) séo
aquosas, ha falha na leitura apds o periodo de alto cisalhamento. Os ensaios de 3ITT para 0s geis,
Figura 3.14, foram realizados em todas as oito formulagdes de tinta, para avaliar a recuperagéo de

cada uma delas apds um periodo em alto cisalhamento e seu tempo de recuperacéo.
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Figura 3.14: Gréafico do ensaio de 3ITT para as diferentes amostras de tinta

Esse teste € importante para o processo como um todo, uma vez que é ele quem vai dar uma
ideia de como a tinta vai se comportar apés o cisalhnamento sofrido quando passa pela agulha e é
depositado. Assim, é possivel saber quais formulacfes vdo conseguir manter a estrutura das
camadas ap0s a impressao.

As trés formulagbes mais promissoras segundo a Tabela 2, Figura 3.8 e Figura 3.11, ou seja,
P3C10; P4C10 e P5C10, mostraram indices de recuperacdo satisfatorios, todos acima dos 83% e,
por estudos anteriores, sabe-se que uma recuperacdo inicial de viscosidade acima de 80% é

interessante para manufatura aditiva (PEAK et al., 2018) sendo que, para as trés formulagdes, a
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recuperacao inicial chega a 85% ou mais, caindo para 83% nos primeiros 40 segundos, como

mostrado na Figura 3.15. A recuperacao foi calculada usando a Equacéo 2.4.
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Figura 3.15: Recuperagdo da tinta P3C10, definida como a tinta mais promissora

Sendo assim, com base nos ensaios reoldgicos, ja é possivel imaginar quais formulacdes
serdo as que terdo melhor desempenho durante a impressao, proxima etapa de testes que serdo
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4. IMPRESSAO 3D POR EXTRUSAO DE HIDROGEIS
NANOCOMPOSITOS A BASE DE CELULOSE

Nesse capitulo, a capacidade de impressdo dos géis foi analisada com ensaios de extrusao
na impressora 3D. Os géis com concentracdes médias de pectina e CNC se mostraram com melhor
formacgdo de filamentos e camadas e, finalmente, a concentracdo 3%:10% (m/m) Pect/CNC foi
definida como a tinta 6tima com base nos ensaios reoldgicos e nos resultados da impressao 3D.
Apobs a definicdo da tinta 6tima, foram definidos os parametros de impressdo que melhor se

adequavam ao modelo e scaffolds com diferentes camadas foram impressos.
4.1 Metodologia Experimental

411 Impressdo Tridimensional

Os testes de impressao da tinta foram realizados usando a impressora 3DCloner Lab com um

cabecote de seringa conforme detalhado por DAVILA et al. (2022) (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Impressora 3DCloner Lab com seringa acoplada

Para os parametros de impressao, foi usado o software Repetier-Host VV2.1.3. Foram feitos
filamentos em diferentes velocidades de impresséo e diferentes fatores de extrusdo, bem como
altura de camadas e tamanho dos construtos, para que assim se pudesse chegar nos melhores
parametros para a tinta. A formacdo de filamentos foi analisada usando um microscéopio déptico
acoplado a impressora. Os filamentos foram produzidos através de uma agulha de precisao conica
20G com tamanho da ponta da agulha de 0,58mm, adquiridas pela Nordson EFD, acoplada a uma
seringa descartavel de 10 mL.

Ao final dos testes, os melhores pardmetros para a impressao da tinta foram uma velocidade
de impressdo de 5 mm.s ™1, altura de camada de 0.2mm, distancia de 3mm entre os centros dos
filamentos e fatores de extruséo de 100, 125 e 150. O fator de extruséo representa um ajuste fino

da vazéo de extrusdo, ou seja, um fator de extrusdo de 125 significa que a impressora ird extrudar
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com uma taxa 25% maior do que a configuracdo padrao do software instalado nela. A velocidade
de extrusdo foi calculada com base na vazdo massica e na vazdo volumétrica do gel durante o
processo de impressdo. A massa foi coletada durante um intervalo de tempo determinado e, em
seguida, pesada para que a equacao 4.1, da vazdo maéssica, pudesse ser utilizada:

mh = (4.1)

m
t
Em seguida, conhecendo a densidade do gel (0,9611 g - mL™1) e o fluxo de massa (Equacéo

4.1), foi possivel calcular a vazdo como mostrado na equacgéo 4.2:
m
Q=— (4.2)

Com o valor da vazdo calculado, é possivel, entdo, calcular a velocidade de extrusdo do gel,

seguindo a equagéo 4.3:

4
Ve = T[_DQZ (43)

Assim, foram obtidos trés valores de velocidade de extrusdo para os fatores de extrusao de
100, 125 e 150, sendo eles v,199 = 2,33 mm s~ 1, v,155 = 2,96 mm - s~ e v,y50 = 3,56 Mmm -
s7L,

O software BioScaffolds PG V 2.0 (DAVILA et al., 2022) foi, entfo, utilizado para gerar a
estrutura 3D dos scaffolds e o caminho a ser percorrido pelo cabecote durante todo o processo de
impressao através de um G-code. Antes de realizar a impressao, a seringa é centrifugada a 2000
rpm por um periodo de 2 minutos em uma centrifuga Kasvi K14-4000 para eliminar bolhas que
possam atrapalhar durante o percurso da agulha. Apds o acoplamento da seringa ao cabecote, é

feita uma extruséo prévia para garantir a presenca de material na ponta da agulha.
4.1.2 Medidas e caracterizagdo dos testes de impressao

Foram feitos quatro testes diferentes para avaliacdo das tintas: formacgdo de filamento;

difusdo, uniformidade do filamento e uniformidade dos poros nos construtos impressos. No teste
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de formacéo de filamento (Figura 4.5), todas as formulac6es de tinta sdo submetidas as mesmas
condi¢des de impressao para analisar se formardo um filamento constante ou se formarao goticulas
ou filamentos quebradigcos conforme o gel é extrudado. Em seguida, levando em conta apenas as
formulagdes que formaram filamentos, foram feitos os testes de difusdo (Figura 4.2), para avaliar a
difusdo do filamento apos a impressdo e o teste de uniformidade do filamento (Figura 4.3), para
avaliar a alteracdo no didmetro do mesmo durante o processo de impresséo. Por fim, os construtos
foram impressos e as medicGes dos poros feitas para avaliar a uniformidade dos poros formados
(Figura 4.4). As medicOes nos testes de difusdo, uniformidade de filamento e uniformidade dos
poros foram feitas com base nas anélises propostas por (NAGHIEH; CHEN, 2021) e o software
Image] (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM, 2004) foi usado para auxiliar nas medigdes.

No teste de difusdo da tinta (Figura 4.2), foram usadas as trés diferentes velocidades de
extrusdo, mostradas no topico 4.1.1, para cada formulacdo de tinta. Dessa forma, é possivel calcular
a area formada experimentalmente (4,) para comparacao com a area tedrica (4;) e, assim, verificar

qual delas mantém a geometria proposta no desenho do software de acordo com a Equacéo 4.4:

_ At - Ae
Df = x 100 (4.4)
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Figura 4.2: Esquema representando a estrutura formada no teste de difusdo e as areas medidas
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Em seguida, a uniformidade Uy do filamento durante sua trajetéria em linha reta (l.) foi

analisada e, assim, comparada com a tedrica (l;), de acordo com a Equagdo 4.5:

lt - le
Uy = X 100 (4.5)

Para isso, foram tomadas medi¢des de véarios pontos ao longo da reta formada durante a impressédo
(Figura 4.3) e, com a média deles, foi feito o calculo da variacdo do didmetro do filamento, em

porcentagem, para cada uma das velocidades propostas.

Figura 4.3: Esquema representando o filamento formado para avaliacdo da uniformidade do filamento

Apods a impressdo, a uniformidade dos poros (U,) formados foi analisada e as areas e
perimetros dos poros calculados, também com a ajuda do software ImageJ, seguindo a Equacédo
4.6.

_ (perimetro do poro)?
=

4.
16 X (4rea do poro) (4.6)

Assim, e possivel obter um valor entre 0 e 1, sendo 1 o poro mais uniforme e 0 a auséncia de
formacdo de poros, ou seja, a tinta difunde apds a impressdo a ponto de fechar os poros. As
medic¢des dos poros foram feitas nos trés poros marcados em cinza e indicados pelo quadrado

vermelho pontilhado na Figura 4.4.
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Figura 4.4: Esquema representando a estrutura formada no teste de impressao e as areas medidas

4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Impressao 3D por extrusao

As propriedades reoldgicas do material sdo de extrema importancia para o estudo e para
entender quais formulacdes sdo mais propensas a impressao, porém, 0s parametros de impressao
também séo diferenciais para que a impressao seja a mais precisa possivel. E crucial que parametros
como velocidade de extrusdo (v,), velocidade de impresséo (v, ), altura da camada, quantidade de
camadas estejam com valores bem definidos ap6s os testes iniciais.

As velocidades de impresséo e extrusdo influenciam diretamente o diametro do filamento
impresso. Uma combinacdo de alta velocidade de extrusdo e baixa velocidade de impresséo resulta
em um filamento mais grosso, ja que hd uma maior deposi¢cdo de material. O contrario também é
verdadeiro: uma baixa velocidade de extrusdo e alta velocidade de impressdo resultam em
filamentos extremamente finos e, em alguns casos, ndo ha nem tempo héabil para que o filamento
se deposite, causando uma falha durante o processo de impressao e possivel acimulo de material
que sera depositado de uma sé vez. Portanto, esses dois parametros devem ser definidos em
conjunto, ja que um depende diretamente do outro para que, dessa forma, o material seja depositado
sem interrupgéo, conferindo a maior fidelidade de impresséo ao filamento. O programa utilizado
para codificar a impresséo no formato desejado ja atribui certos valores com calculos pré-definidos,

mas a velocidade de extrusdo e de impresséo sdo varidveis. Todas as formulacfes de tinta passaram
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por testes de formacao de filamento, para poder confirmar os resultados preliminares obtidos nos
ensaios reoldgicos, resultando na Figura 4.5.

|
“
Figura 4.5: Formacéo de filamentos nas formulagGes de tintas propostas. As formulagdes com concentragdo crescende

de pectina e 5% de CNC (a,b,c,d) e 10% (e,f,g,h). O traco branco ao lado do filamento da figura h corresponde a
0,58mm

E possivel observar na Figura 4.5 que todas as formulacdes contendo apenas 5% de CNC
(Figura 4.53, b, c, d) ndo conseguem formar um filamento continuo e, na formulacdo de 1% de
pectina com 10% de CNC (Figura 4.5e), o filamento comeca a se formar, mas se rompe ap6s um
curto espaco de tempo, também nédo se mostrando capaz de formar um filamento continuo. Nas trés
tintas que formaram filamentos (f,g,h), foi impressa uma estrutura de duas camadas variando suas
dimensdes internas gradualmente com o intuito de avaliar a difusdo do filamento formado (Figura

46).
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Figura 4.6: Testes de difusdo nas tintas P3C10 (a,b,c), P4C10 (d,e,f) e P5C10 (g,h,i) nas velocidades: 2,33 (a,d,qg),

2,96 (b,e,h) € 3,56 (c.f,i)

Assim, é possivel saber quais formulacGes e quais velocidades causam maior difusdo do

filamento impresso e, também, qual possui maior constancia na formagéo dos diferentes tamanhos

de poro, como visto na Figura 4.7. Nela, quanto mais proximo o ponto estiver do zero, menor

difusdo ha e mais o tamanho do poro estid de acordo com o tamanho teorico. Pelos resultados

obtidos, é possivel observar que as tintas P3C10 com velocidades 2,37 e 2,96 sdo as que menos

difundem e as que mantém maior consténcia a partir dos poros de 2x2.
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Figura 4.7: Gréficos para cada tinta mostrando a difusdo nos diferentes tamanhos de poro
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Apos o teste de fusdo, foi feito um teste para avaliar a uniformidade de um filamento impresso

em linha reta (Figura 4.8), para todas as formulagBes de tinta e as trés velocidades de extrusdo

- =
I \
4 w
"
'
' . I
) :
5

propostas.

Figura 4.8: Filamentos formados nas tintas P3C10 (a,b,c), P4C10 (d,e,f) e P5C10 (g,h,i) nas velocidades: 2,33
(a,d,g), 2,96 (b,e,h) e 3,56 (c,f,i)

Pelas fotos obtidas e, apds os calculos mostrados no tdpico 4.1.2, é possivel notar que a
tendéncia da tinta é formar um filamento maior com o aumento da velocidade de extrusdo devido
ao efeito dilatante da prépria tinta. Isso € visivel nas formulagdes contendo 3 e 5% de pectina, como

mostra o grafico da Figura 4.9.
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Figura 4.9: Gréafico com a variagdo do diametro do filamento, em porcentagem, em funcéo da velocidade de extrusao

Porém, indo contra a tendencia, a tinta com 4% de pectina apresenta um comportamento
completamente oposto, mostrando uma maior consisténcia no didmetro do filamento ao longo da

linha impressa. Apds os testes de definicdo de parametros de impresséo, as tintas foram impressas

B
i

Figura 4.10: Construtos formados nas tintas P3C10 (a,b,c), P4C10 (d,e,f) e P5C10 (g,h,i) nas velocidades: 2,33 (a,d,q),
2,96 (b,e,h) e 3,56 (c,f,i)

com 10 camadas (Figura 4.10).




65

Pela Figura 4.10, é possivel ver a tendéncia mostrada nos testes de uniformidade de filamento
e, além do mais, comprovar a inversdo gque acontece na tinta com 4% de pectina, uma vez que 0
constructo dela na maior velocidade foi o que teve uma maior uniformidade dos poros na estrutura
impressa, também visto na Figura 4.11, que mostra um grafico com a uniformidade dos poros para
cada formulac&o de tinta, nas trés velocidades utilizadas para impressdo. E notavel a tendéncia das
tinhas de 3 e 5% de pectina de diminuir a uniformidade dos poros com o aumento da velocidade

de extrusdo e a de 4% de pectina, na qual a uniformidade aumenta com o aumento da velocidade.

0.901
D) 0.87-
ge)
S
g 8_0.84-
o w
= 0
S T 0.81- - P3c10

—m— P4C10
0.789 o psci0
T T T
2.37 2.96 3.55

Velocidade de extrusao (mm.s'l)

Figura 4.11: Grafico mostrando a uniformidade dos poros, sendo 1 o mais uniforme possivel

Ap0s todos os testes e andlises dos parametros utilizados, o melhor resultado para as tintas
P3C10 e P5C10 foi v, = 5mm-s™' ev, = 2,37 mm-s™', e para PAC10 foi v, = 5mm-s~'e
v, = 3,55 mm-s~! que garantiram um constructo com menor difusdo e que manteve mais o
formato p6s impressao.

Com base nos ensaios reoldgicos e nos testes de impressdo tridimensional, a tinta P3C10 foi
definida como a mais promissora e, por isso, foi a que passou pelos testes de reticulagdo para
analisar o comportamento da mesma em diferentes concentraces do agente reticulante ao longo

do tempo.
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4.2.2 Reticulacdo da tinta
Apds os testes de impressao, e a final escolha da tinta P3C10 como mais promissora, foram
realizados alguns testes de reticulagdo, uma vez que a pectina, assim como o alginato, reticula de

acordo com 0 modelo da caixa de ovo (do inglés egg-box model) na presenca de ions bivalentes,

como € o caso do calcio, como mostra a Figura 4.12.

A SIS RIS 2 5%

COO0

Ca2+ Ca Ca**
oC OOC 00C
£ AN o°\°/ SN 0750 ToNon o \/O(
%c00°0" o OH G000 oo OH" 660"0" HO>

Figura 4.12: O modelo da “caixa de ovo” com a presenga do célcio, para a pectina, baseado em (GAWKOWSKA,;
CYBULSKA,; ZDUNEK, 2018)

Os testes foram feitos com CaCl, nas concentracgdes de 0,5%, 1%, 1,5% e 2% (m/m) por um
periodo fixo de tempo de 1200s. Para os ensaios, as amostras foram colocadas no rebmetro e
imersas nas respectivas solugdes de CaCl, em excesso para impedir que sequem ou que falte agente
reticulante no periodo do teste. Testes de frequéncia foram realizados com uma frequéncia fixa de
10 rad - s 1.

Para os testes, as estruturas foram fabricadas na impressora, porém, com um formato menor
para que a geometria PP10 do redmetro pudesse ser usada. A Figura 4.13 mostra a estrutura da
amostra antes do processo de reticulacdo (esquerda) e como ficou a estrutura da amostra apds o

processo de reticulagdo (direita).
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10mm

Figura 4.13: Amostra P3C10 no processo de reticulagdo. A figura da esquerda representa 0 processo antecessor a
reticulacdo e, da direita, o posterior.

Como é possivel observar na Figura 4.14, houve um aumento tanto em G’ quanto em G",
indicando que a reticulacdo auxilia nas propriedades mecanicas do material. Também é possivel
notar que, a partir da concentracao de 1% os valores de G’ parecem se sobrepor um ao outro, mas,

como o gréafico se encontra em escala log, foi feito outro em escala normal para que a comparacéo
fosse mais precisa, resultando na Figura 4.15.
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Figura 4.14: Gréfico dos médulos de armazenamento (G’) e perda (G’’) para os diferentes tempos de reticulagdo da
tinta P3C10, em comparacdo com o controle ndo reticulado
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Como dito anteriormente, na Figura 4.15 foi colocado o mesmo gréfico da Figura 4.14, porém
sem a escala logaritmica, para uma melhor analise sobre a influéncia do tempo de reticulacdo nas
amostras. Como visto no gréfico, apos a reticulagdo de 0,5%, ndo ha diferenca significativa nos
modulos de armazenamento e perda. Além disso, levando-se em conta o desvio padrdo das

amostras, pode-se dizer que a diferenca esta dentro da incerteza da medicao.

20000
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Figura 4.15: Gréfico (sem escala log) dos mddulos de armazenamento (G”) e perda (G’’) para os diferentes tempos de
reticulacdo da tinta P3C10, em comparagdo com o controle néo reticulado

Essa informacdo se mostra Util quando células e biotinta entram em cena, j& que quanto
menor o periodo do material com células imerso em solucdo de CaCl,, melhor. O mesmo se aplica
para a concentracdo, quanto menor, melhor para as células. Sendo assim, com base nos testes
preliminares de reticulacdo, € possivel conhecer a tendéncia da reticulacdo e do tempo que a
amostra ficou imersa na solucdo reticulante, mostrando a partir de 1%, os modulos de
armazenamento e perda ja ndo mais possuem uma alteracdo que seja experimentalmente
significativa, o que ja ndo pode se dizer das amostras imersas na solugdo de 0,5%, essas possuem
uma diferenca visivel em comparacdo com as amostras imersas em solucdes com maiores

concentragdes de CaCl,.
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5. CONCLUSAO

Com base nas analises reoldgicas foi possivel observar o comportamento dos materiais em
solucdo (pectina) e suspensdo (CNC), bem como da mistura (Pect/CNC) e, na manufatura aditiva,
foi possivel observar a influéncia das diferentes concentraces de pectina no CNC. A pectina
sozinha se comporta de um modo diferente de quando esta junto com o CNC e, na mesma linha, o
CNC junto com a pectina mostra comportamentos um pouco distintos do que quando esta em
solugdo. A pectina em solucdo, quando falamos em viscosidade, possui, claramente, um plateau
Newtoniano consideravel, o que ndo é visto nas analises reoldgicas das tintas. Além disso, nas
varreduras de frequéncia, a tinta se mostra totalmente no aspecto de comportamento tipo sélido
(G' > G"), resultado desejado para a impressdo tridimensional. Quanto a reticulacdo da tinta, foi
identificado que acima de 0,5% de CaCl,, ndo hd uma diferenca significativa no modulo de
armazenamento das amostras, um ponto positivo para o caso de uso de células na tinta.

No quesito da capacidade de impressao, os testes mostraram que ha a formacéo de filamento
nas tintas testadas, porém, nem todas conseguem ter uma fidelidade de impressao durante todo o
procedimento, sendo assim, a tinta P3C10 foi definida como a tinta mais promissora, comprovando
os valores obtidos experimentalmente. Conforme os testes de impressdo foram sendo realizados,
as velocidades de impresséo de extrusdo mostraram ter grande influéncia em todo o processo e na
fidelidade de impressdo. A velocidade de impressdo de 5mm-s~1 e velocidade de extrusdo
2,33mm - s~! foram definidas como as que garantem uma melhor impressdo da tinta mais
promissora. Os construtos impressas mantiveram sua estrutura, quando imersas em PBS, por mais
de 7 dias, mesmo com grandes nimeros de camadas.

Por fim, é possivel afirmar que foi obtida uma tinta de biomaterial de CNC e pectina promissora

para 0 uso na impresséo tridimensional por extrusao.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudos complementares sobre a interagcéo da pectina com o CNC;

e Maiores estudos referentes a reticulacao das tintas;

e Inoculacéo de células direta e indiretamente;

e Estudos do comportamento reolégico e de impressdo das tintas quando houver
inoculagéo de células;

e Avaliar a possibilidade de uso em aplicagdes para engenharia de tecidos.
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