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INTRODUCAO

meros hidrofilicos, reticulados ou ndo, 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 ulti-
mos anos. A pectina, que ja era um polimero natural muito usado
na industria alimenticia, se mostrou uma o6tima alternativa para
uso em hidrogéis com foco em medicina regenerativa, ja que é um
material proveniente de plantas. No presente trabalho, hidrogéis
nanocompdsitos de cristais de nanocelulose (CNC) e pectina foram
formulados, estudados quanto seu comportamento reoldgico e
printabilidade em uma impressora tridimensional visando aplicacdo
em engenharia tecidual e medicina regenerativa. Primeiramente,
0s comportamentos reoldgicos das solucdes separadas de pectina
e CNC foram analisados para que se pudesse, posteriormente, ver
as mudancas ocorridas pela combinacdo dos dois materiais como
um hidrogel. Os hidrogéis de CNC com pectina foram preparados
em 4agua com diferentes concentracoes, tanto de pectina quanto
de CNC, caracterizados reolégicamente e, apds andlise do compor-
tamento reoldgico, foram definidas as tintas mais promissoras. Elas
foram submetidas a testes de impressao tridimensional para definir
a printabilidade de cada uma. Os testes reolégicos das tintas mostra-
ram comportamento pseudoplastico (shear thinning)na varredura de
viscosidade e, também, apresentaram comportamento predominan-
temente eldstico (G’ > G”), comportamento desejdvel para impressao
tridimensional. A capacidade da tinta de gerar filamentos foi avaliada
e fotos tiradas com a ajuda de um microscépio acoplado a impres-
sora. As tintas ideais foram testadas a partir da formacao de scaffolds
com 10, 20 e 50 camadas. Ao final a tinta 3:10 wt.% pectina/CNC foi
definida como a tinta ideal, comprovando os valores numéricos obti-
dos experimentalmente. Apds a definicdo da tinta ideal, a reticulacdo
do material foi testada quanto ao tempo de reticulacdo e proprie-
dades reoldgicas usando uma tinta ndo reticulada como controle. O
tempo de reticulacdo ndo mostrou influéncia significativa nos testes
reolégicos. A estrutura impressa da tinta ideal se mostrou com boa
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resolucao, até com 50 camadas, o que confirma a printabilidade da
tinta de pectina/CNC.

METODOLOGIA

Os polimeros utilizados foram a pectina de baixa esterificacdo
(Sigma-Aldrich, Lote SLBS8828, GA 83%, DE 7.7%) e nanocristais de
celulose (CNC) (CelluForce, Lote C1A20003). Além disso, foi usada
uma solucao de CaCl2 2% wt.% para reticulacao pds impressao e uma
solucdo de NaOH 1M para ajuste do pH da solucdo de pectina.

Pectina em diferentes concentracoes, 1, 3 e 5 wt% e nanocristais
de celulose 5, 10 e 15 wt% foram colocados, separadamente, para
agitar usando agitadores magnéticos até completa dissolucdo em
dgua deionizada. No caso da nanocelulose, um vortex foi utilizado
para realizar a completa dissolucao do pé. NaOH 1M é usado para
regular o pH da solucdo de pectina até chegar em aproximadamente
7. Ap6s ambos estarem completamente homogéneos, a solucdo de
pectina é adicionada a de nanocelulose e a mistura é feita por meio
do vortex e, também, manualmente, até completa homogeneizacao.

As caracterizacoes reoldgicas das tintas formuladas foram rea-
lizadas utilizando um Redmetro Compacto Modular Anton-Paar
MCR-102 (Figura 3.2), usando a geometria cone- placa (CP50-1) com
50mm de didametro, angulo de 0.9815 e truncamento de 97 um. Os
ensaios de viscosidade foram realizados com taxas de cisalhamento
variando de 0.1 a 10.000 s’ . Os testes de amplitude foram reali-
zados a uma frequéncia angular de 10 rad.s " com uma tensdo de
cisalhamento de 0.01 a 100% para obtencao da faixa de viscosidade
linear (LVE), tendo um resultado de y, = 1% para todas as amostras.
Avarredura de frequéncia foi realizada com uma faixa de frequéncia
angular de 0.1 a 1.000 rad.s" para amostras sem a reticulacdo, 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
recuperacao 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
" por 50 s e, por fim, de volta a 1rad.s " por 200 s. Todos os ensaios
foram feitos em triplicata para assegurar que os dados obtidos eram
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confidveis. Nao foi necessario pré-cisalhamento para a realizacdo dos
testes mencionados acima.

Os testes de impressao da tinta foram realizados usando a
impressora 3DCloner Lab. Para os parametros de impressao, foi
usado o software Repetier-Host VV2.1.3. Foram feitos filamentos em
diferentes velocidades de impressdo e diferentes fatores de extru-
sao, bem como altura de camadas e tamanho dos scaffolds, para que
assim se pudesse chegar nos parametros ideais para a tinta. A for-
macao de filamentos foi analisada usando um microscépio éptico
acoplado a impressora. Os filamentos foram produzidos através de
uma agulha de precisao cénica 20G com tamanho da ponta da agulha
de 0,61mm, adquiridas pela Nordson EFD, acoplada a uma seringa
descartdvel de 10 mL. Antes de realizar a impressao, a seringa é
centrifugada a 4000 rpm por um periodo de 5 minutos em uma cen-
trifuga Kasvi K14-4000 para eliminar bolhas que possam atrapalhar
durante o percurso da agulha. Apds o acoplamento da seringa ao
cabecote, é feita uma extrusao prévia para garantir a presenca de

material na ponta da agulha. n

REFERENCIAL TEORICO

Atualmente, a manufatura aditiva vem obtendo grande des-
taque devido a sua extensa gama de possibilidades, inclusive na
engenharia de tecidos. Dentre as técnicas de impressao 3D aplicadas
em engenharia de tecidos e bioimpressdo, destaca-se a impressao
por extrusdo. Na bioimpressao por extrusdo, tintas sdo colocadas
em seringas plasticas descartdveis e, entdo, administradas pneuma-
tica ou mecanicamente em substratos estéreis. Ao aplicar pressao,
biotintas viscosas saem como filamentos cilindricos com diame-
tros dependentes da agulha (MATAI et al., 2020). Para que sejam
aptos a impressao por extrusao, os hidrogéis devem ter proprieda-
des reoldgicas especificas para garantir o processo de deposicdo
do material e garantir a integridade do scaffold apds a impressao.
Especificamente, esses devem apresentar comportamento Viscoso
altamente pseudopldstico e caracteristicas viscoelasticas semissoéli-
das, para que possam manter a estrutura tridimensional durante e
ap6s a impressao (MARKSTEDT et al., 2015). Hidrogéis nanocompo-
sitos sdo estruturas poliméricas tridimensionais incorporadas com
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nanoparticulas ou nanoestruturas que ajudam a reforcar a estrutura
do hidrogel e fornecer funcdes bioativas desejaveis (YUAN et al.,
2020). Na impressao por extrusao, a associacao de polimeros com
nanoparticulas permite o desenvolvimento de formulacdes de tintas
com propriedades reolégicas adequadas para impressao.

Em termos gerais, a nanocelulose é definida como material
celulésico que possua pelo menos uma de suas dimensodes (diame-
tro, largura ou comprimento) na escala nanométrica. Nanocristais
de celulose (CNCs) sao considerados materiais em potencial para
solucionar multiplos problemas de materiais ja existentes (ZHOU et
al.,, 2019). Se derivadas de fontes de biomassa, possuem um compri-
mento de 100-200 nm e secoes transversais de 5-10 nm (AZIZI SAMIR;
ALLOIN; DUFRESNE, 2005). O termo pectina engloba um nimero de
polimeros que variam de acordo com as respectivas massas molares,
configuracdes quimicas e teor de aclcares neutros. Ela, juntamente
com a celulose, sdo os principais polissacarideos estruturais que com-
poem células de plantas, sendo que a pectina é o fator determinante
na flexibilidade da parede celular, uma vez que pode ser altamente
hidratada. Além da biodegradabilidade e citocompatibilidade, ela
possui uma capacidade de reticulacdo relativamente facil, a depen-
der do grau de esterificacdo. Hidrogéis de pectinas com baixo grau
de esterificacdo (abaixo de 50%) possuem um mecanismo de reticu-
lacdo similar ao do alginato, formando hidrogéis idnicos na presenca
de cétions bivalentes ou multivalentes quem podem ter aplicacdo na
engenharia de tecidos (BANKS et al., 2017; RADHAKRISHNAN et al.,
2017; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).

Nesse trabalho, hidrogéis compostos de pectina e CNC serao
fabricados, testados reolégicamente, impressos tridimensional-
mente e reticulados para avaliacdo de suas propriedades pré e pds
impressao e reticulacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho foram promissores. As cur-
vas de viscosidade obtidas no redmetro foram modeladas de acordo
com o modelo de viscosidade de Ostwald-de Waele (lei de poténcia)
e, assim, os ajustes numéricos nos deram uma prévia de quais seriam
as tintas ideais para usar na impressdo. Nos testes de frequéncia,
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todas as amostras mostraram comportamento do tipo sélido (G* >
G”). Por fim, o ultimo ensaio reoldgico, a tixotropia em 3 intervalos,
mostrou que ha recuperacao do gel apdés uma alta taxa de cisalha-
mento, mas que essa recuperacdo ndo é de 100%. As impressoes das
tintas afirmou como ideal a tinta contendo 3% de pectina e 10% de
CNC, que ja era esperado pelo calculo da lei de poténcia. Sua impres-
sao se mostrou com uma 6tima definicdo e ndo houve colapso nem
com a impressdo de 50 camadas de tinta. A reticulacdo do material
mostrou melhoria nas propriedades do material e o processo de
reticulacdo se mostrou independente do tempo, tendo o mesmo
resultado com 30s de reticulacdo e com 10 minutos.

CONSIDERAGCOES FINAIS

A partir de todas as andlises reoldgicas e de impressao tridimen-
sional, tanto das solucbes de pectina/CNC separadas quanto das
tintas, permitiu uma andlise interessante sobre como h3a interacao
entre os dois materiais. A pectina sozinha se comporta de um modo
diferente de quando estd junto com o CNC e, na mesma linha, o CNC
junto com a pectina mostra comportamentos um pouco distintos do
que quando estd em solucdo. A pectina em solucdo, quando falamos
em viscosidade, possui, claramente, um plateau Newtoniano consi-
derdvel, 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 impressao tridimensional. Quanto a reticulacdo da tinta, foi
identificada uma independéncia dos resultados obtidos em relacao
ao tempo de reticulacdo, um ponto positivo para o caso de uso de
células na tinta.

No quesito de printabilidade, os testes mostraram que hd a
formacao de filamento nas tintas testadas porém, nem todas conse-
guem ter uma fidelidade de impressao durante todo o procedimento,
sendo assim, a tinta P3C10 foi definida como a tinta ideal, compro-
vando os valores obtidos experimentalmente. Conforme os testes
de impressao foram sendo realizados, as velocidade de impressao
de extrusdo mostraram ter grande influéncia em todo o processo e
na fidelidade de impressao. As estruturas impressas, scaffolds, man-
tiveram sua estrutura, quando imersas em PBS, por mais de 7 dias,
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mesmo com grande nimero de camadas confirmando, portanto, a
printabilidade das tintas de pectina e CNC.

Para trabalhos futuros, recomenda-se a inclusao de células na
tinta, formando uma biotinta para testar os parametros de impres-
sdo e viabilidade celular. Além disso, fazer os estudos com PBS ao
invés de dgua é uma mudanca interessante, uma vez que o PBS é
usado para as células.

Palavras-chave: Hidrogéis nanocompdsitos, biopolimeros,
impressao tridimensional, reologia, nanocristais de celulose, pectina.
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