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Resumo

Scaffolds séo estruturas tridimensionais amplamente utilizadas na regeneracéo de tecidos,
exigindo materiais biocompativeis e funcionalmente avancados. Neste contexto, materiais
fluorescentes tém se destacado como ferramentas de rastreamento ndo invasivo, permitindo
monitorar a interacdo dos scaffolds com sistemas bioldgicos. Este estudo teve como objetivo
desenvolver tintas fluorescentes baseadas em Han Purple (HP) para aplicagdes em impressao
3D e sensores opticos responsivos a temperatura. Foram preparadas tintas contendo
polietilenoglicol e nanosilicato Laponita (7,5%), combinadas com HP em concentracfes de
0,5% e 2%. As formulacdes foram impressas por extrusdo em 3D e caracterizadas por FTIR,
MEV e andlises Opticas. Os resultados revelaram boa estabilidade quimica, distribuicdo
uniforme das particulas e emisséo fluorescente no intervalo de 850-1000 nm sob excitagdo
entre 475-700 nm. Conclui-se que o HP é um material promissor para o desenvolvimento de
sensores fluorescentes aplicados a impressédo 3D, oferecendo novas perspectivas para a area

biomédica.
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Abstract

Scaffolds are three-dimensional structures widely used in tissue regeneration, requiring
biocompatible and functionally advanced materials. In this context, fluorescent materials have
emerged as non-invasive tracking tools, enabling the monitoring of scaffold interactions with
biological systems. This study aimed to develop fluorescent inks based on Han Purple (HP) for
applications in 3D printing and temperature-responsive optical sensors. Inks containing
polyethylene glycol and Laponite nanosilicate (7.5%) were prepared and combined with HP
at concentrations of 0.5% and 2%. The formulations were 3D-printed using an extrusion-based
technique and characterized by FTIR, SEM, and optical analyses. The results revealed good
chemical stability, uniform particle distribution, and fluorescent emission in the 850-1000 nm
range under excitation between 475-700 nm. It is concluded that HP is a promising material
for developing fluorescent sensors applied to 3D printing, offering new perspectives for

biomedical applications.
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1. Introducao

A busca por materiais com propriedades Unicas é essencial para o avanco da ciéncia e da
tecnologia, especialmente na area biomédica. Um desses materiais promissores é o Han Purple
(HP), um pigmento histérico que tem despertado interesse recente devido as suas notaveis

propriedades fluorescentes e ao seu potencial em aplicagdes biomédicas.

Desenvolvido na China antiga por volta de 700 a.C., o HP é um pigmento de coloragédo
arroxeada, utilizado para decorar vasos, tijolos, paredes, azulejos e outros objetos. Na
antiguidade, apenas a China dominava a fabricacdo desse material, mantendo o processo em
segredo e reservando seu uso para a elite. Ao longo dos séculos, os artesdos chineses
aperfeicoaram a técnica, produzindo tons de purpura cada vez mais vibrantes (Chen et al., 2014;
Santos et al., 2024).

A HP cuja féormula quimica é BaCuSi.Os, destaca-se pela sua complexa sintese e
propriedades fluorescentes sob condi¢fes especificas. Sua producdo envolve a combinagdo
precisa de precursores como carbonato de bario (BaCO:s), didxido de silicio (SiO2) e 6xido de

cobre (CuO), seguida por processos térmicos rigorosamente controlados (Johnson-McDaniel
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& Salguero, 2014a; Loch et al., 2020; Pozza et al., 2000) .Essa composicao Unica confere ao
HP uma fluorescéncia na faixa do espectro visivel, o que tem atraido interesse recente em sua
aplicacdo como sensor biomédico e marcador fluorescente em ensaios bioldgicos. As
propriedades 6pticas do HP também tém sido exploradas para possiveis aplicacbes em
dispositivos de imagem e diagnodstico(Chen et al., 2014; Johnson-McDaniel & Salguero,
20144a).

A fluorescéncia, caracteristica de certos elementos, resulta da excitacdo por radiacéo
especifica, e sua analise pode fornecer informacdes valiosas em diversas areas, desde a fisica
até amedicina (Nicola et al., 2009; Verri et al., 2009). No caso do HP, sua emissao fluorescente
no espectro visivel tem sido alvo de estudos recentes devido ao seu potencial em aplicagdes
biomédicas.

Além do HP, os biomateriais a base de hidrogéis sdo amplamente utilizados devido a sua
capacidade de absorver e reter grandes quantidades de &gua, o que os torna especialmente
atraentes para a engenharia de tecidos. Esses materiais permitem a fabricacdo de Scaffolds
tridimensionais utilizando técnicas aditivas, como a impressdo 3D por extrusdo (Kyle et al.,
2017; Sevcik et al., 2024).

A impressdo 3D por extrusdo € uma técnica popular para a criacao de estruturas complexas,
utilizando tintas viscosas, derivadas de biomateriais, que sdo extrudadas sobre um substrato
com alta preciséo, controlada por sistemas computadorizados (Kyle et al., 2017; Santos et al.,
2022). Um dos polimeros amplamente utilizado nesses processos € o polietilenoglicol (PEG),
conhecido por sua versatilidade, embora sozinho ndo forme hidrogéis. A adicdo de
modificadores reoldgicos, como a Laponita XLG, um nanosilicato, é essencial para formar as

redes tridimensionais necessarias (Santos et al., 2022; Tomas et al., 2018).

Portanto, este estudo tem como objetivo realizar a sintese e caracteriza¢do do HP e sua
incorporacdo em hidrogéis, com o intuito de melhorar as propriedades fluorescentes de
scaffolds baseados na variacdo de temperatura. Este trabalho busca avancar no entendimento
da integracdo de materiais fluorescentes em hidrogéis para aplicagcbes em engenharia de

tecidos, contribuindo para o desenvolvimento de novas abordagens na medicina regenerativa.

2. Materiais e métodos



XXVI Jornada de Iniciagcdo Cientifica do Centro de Tecnologia da Informagéo Renato Archer - JICC 2024

PIBIC/CNPg/CTI - Outubro de 2024 — Campinas — S&o Paulo

2.1 Materiais

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados os seguintes materiais: Polietilenoglicol-
400 (PEG) de MM 380-420 g.mol™* (Dinamica), Laponite XLG da (Colormix), e os reagentes
para a sintese do Han Purple (HP), que incluem carbonato de bario (BaCO:s), dioxido de silicio
(S102) e 6xido de cobre (CuO), adquiridos de (Dinamica).

2.2 Sintese da Han Purple (HP)

Para a obtencdo do pigmento HP, foram misturados carbonato de bario (BaCOs), dioxido
de silicio (Si02) e o6xido de cobre (CuO) nas propor¢des molares de 1:2:1, respectivamente,
conforme reportado anteriormente por McDaniel e Salguero (2014). A homogeneizacédo dos
materiais foi realizada utilizando o equipamento SpeedMixer™ (Hauschild DAC 250,
Alemanha). Apds a homogeneizacdo, a mistura de pds foi submetida a ciclos térmicos de
sinterizagdo. Inicialmente, os pds foram aquecidos a 1000°C com uma taxa de aquecimento de
7°C/min. Apds essa etapa, os pos foram desaglomerados e sujeitos a um segundo ciclo térmico
a 1050°C, com uma taxa de aquecimento de 5°C/min, por 3 horas. Apds o processo de
sinterizacdo, o material foi resfriado até atingir a temperatura ambiente de 25°C (Johnson-
McDaniel & Salguero, 2014b). A equacdo global (Eq. 1), que considera a decomposicédo do
BaCO:s e a subsequente formagao do HP, ¢ utilizada para descrever a reacdo quimica envolvida,

é:

BaCOs3s) + 2Si0zs) + CuOs) — BaCuSi2Og(s) + CO2(g) Eq. (1)

2.3 Preparacao dos hidrogéis dopado com a HP

Para a obtencdo dos hidrogéis de PEG-Laponitaa 7,5% (P7L), o método descrito por Santos
e colaboradores (2022) foi utilizado. Inicialmente, a solugdo de PEG com concentracgdo de 44%
(v/v) foi misturada com Laponita num teor de 7,5% (m/v) utilizando o misturador
SpeedMixer™ (Hauschild) a uma velocidade de 1000-1200 rpm por 2 minutos (Daguano et
al., 2022; Santos et al., 2024). O gel resultante foi entdo mantido em refrigeracéo por 24 a 48
horas a uma temperatura de 4-8°C para seu envelhecimento.

Apos a preparagdo do gel P7L, diferentes concentragdes de Han Purple (HP) foram
incorporadas, com 0,5% e 2% (m/m). As tintas contendo HP foram submetidas a agitagéo

novamente no SpeedMixer™ a 1000-1200 rpm por 2 minutos. Ap6s a mistura, as tintas foram
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condicionadas em refrigeracdo até 0 momento da impresséo, a Figura ilustra o processo desde
obtencdo da HP (Etapa 1) até o processo de impressdo de preparacdo das tintas até a impressao
(Etapa 2):

CuO

=10, BaCO,

1 b

Etapa 1 Homogeneizagio dos pés Han purple (HP)
B .
HE ([T} -
* S5 >
s
~————
Etapa 2

Homogeneizagéo da tinta  Tinta com HP Impresséao 3D

Figura 1 - Esquema ilustrativo de obtencdo da HP (Etapa 1); e processo de preparo das tintas até
impressdo por extrusdo das amostras (Etapa 2).

2.4 Impresséo dos Scaffolds baseada em extruséo

Os Scaffolds foram impressos utilizando o software BioScaffold AV.2, que gerou os dados
de impressdo com dimensdes de 10 mm x 10 mm x 2 mm e compostos por 10 camadas A
velocidade de impressdo foi de 12 mm/s e o bico utilizado tinha um didmetro de 410 um. A
impresséo foi realizada na impressora modelo 593iCAN, equipada com cabecote de extruséo
(Davila et al., 2022)(593iCAN, Brasil).

Para determinar a fidelidade de forma dos scaffolds obtidos, foi calculado o poro
geométrico (Pr) para n = 5, métrica que auxilia na avaliacdo da precisdo das estruturas
produzidas em relagdo ao design projetado (Naghieh & Chen, 2021). O célculo foi realizado
com base na Equacdo (2), apresentada a seguir:

2/16A Eq. (2)

Onde: (A) E a area do poro; (L) é o perimetro do poro; (Pr) poro geométrico.

2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
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A caracterizacdo por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi realizada com o
auxilio do equipamento FEG-MIRA 3 (TESCAN, Republica Tcheca). As amostras

particuladas foram recobertas com uma camada de ouro com espessura de 10 nm.

2.6 Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier com Reflexao
total atenuada (FTIR-ATR)

A composicdo quimica das amostras foram avaliadas utilizando o equipamento Perkin
Elmer (Spectrum 100), no modo de reflexdo atenuada (ATR). Os espectros foram adquiridos
na faixa de 450 a 4500 cm™', com resolugdo de 4 cm™! e varredura de 16 vezes por amostra. Os
dados obtidos dos espectros de absorcao foram coletados e tratados com o auxilio do software
Origin 8.5.

2.7 Espectroscopia de excitagdo e emissao

Foi utilizado o equipamento Fluorimetro (HORIBA Instruments Incorporated) para
realizacdo das medicBes dos espectros de emissdo (800nm a 1000nm) e excitacdo (400 a
700nm). Os p6s de HP foram inseridos em uma cubeta de quartzo com agua deionizada. As
fendas de excitacdo e emissdo foram ajustadas para 5Snm e um tempo de integragéo de 2
segundos foi utilizado. Cada espectro € uma média de 5 aquisi¢cdes por excitacdo. A excitacao
foi variada de 5 em 5 nm, de 400 a 700 nm. Cada espectro foi normalizado pela intensidade da

linha de excitacdo correspondente.
Resultados e Discussao

Esta secdo apresenta uma visdo geral e discussdo dos resultados obtidos na anélise das
amostras de HP sintetizado, bem como sua aplicacéo nas tintas a base de P7L. As tintas foram
formuladas como P7HP-0,5 e P7HP-2, com concentracbes de HP de 0,5% e 2%,

respectivamente, e foram impressas utilizando a técnica de impressdo 3D por extrusdo.
2.8 Analise morfologica do p6 de HP apds sintese

A Figura 1 é apresentada a micrografia do p6 de HP ap0s a sua sintese.
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Figura 2 - Micrografia do p6 de HP apés a sintese e a morfologia de suas particulas. Sendo (a) p6s
sinterizacdo e (b e c¢) correspondem a morfologia do po.

Observa-se na Figura 2(a) que o p6 de HP foi obtido com sucesso e apresentou a coloragao
purpura esperada, devido a sua composi¢do a base de carbonato de bario. A micrografia exibida
nas Figuras 2(b) e 2(c) revela que a morfologia da amostra apresentou uma distribuicdo de
particulas menos homogénea do que o esperado para esse pigmento. As imagens mostram que
as particulas de HP possuem formatos irregulares e, devido a auséncia do tratamento
usualmente aplicado a esse tipo de material, foi observada uma quantidade significativa de
aglomerados (Pozza et al., 2000). Além disso, os tratamentos térmicos realizados resultaram
em particulas com dimensdes aumentadas, indicando que a sinterizagdo favoreceu uma maior
conexdo entre as particulas, conferindo-lhes um aspecto mais alongado (Johnson-McDaniel &
Salguero, 2014a; Pozza et al., 2000). Em trabalhos recentes reportado por Santos et al. (2024)
observaram mesmo fendmeno na obtencdo da HP, que a distribuicdo da HP foi menos
homogénea do que o esperado. Também observaram irregularidades na morfologia e agregados
devido a auséncia de etapas convencionais de tratamento (Santos et al., 2024).

2.9 Andlise composicional das tintas contendo HP por FTIR-ATR
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Figura 3, sdo apresentados os espectros FTIR das tintas obtidas. A tinta P7L, que serve
como controle, ndo contém pigmento, enquanto as tintas HP-0,5% e HP-2% correspondem as

formulacdes preparadas com teores de 0,5% e 2% de HP respectivamente.

——P7L
——HP-0,5
——HP-2

Absorbancia (u.a)

v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 3 - FTIR das tintas de PLHP-0,5 e PLHP-2 contento teor de HP 0,5 e 2% respectivamente. A
Tinta P7L utilizada como controle sem pigmentos presentes.

A curva FTIR do P7L apresenta picos caracteristicos na faixa de 3000-3600 cm™,
atribuidos ao modo de estiramento do grupo O-H, pertencente a solucdo de PEG. Os picos em
1463, 1352 ¢ 1246 cm™! sdo atribuidos aos grupos C-H dos grupos alquila do PEG, enquanto o
pico em 1090 cm™ ¢ associado ao grupo carbonila. A banda em 980 cm™ pode ser atribuida a
ligacdo Si-O-C, possivelmente devido a adsor¢do da Laponita nas cadeias de PEG (Daguano
et al., 2022; Davila & d’Avila, 2019). Para as tintas HP-0,5 e HP-2, observa-se que, de forma
analoga ao P7L, a adsorgdo das particulas de HP também causou um leve deslocamento das
bandas, como mostrado na Figura 2. As bandas caracteristicas do HP (BaCuSi20s) em 800 e
1100 cm™! estdo associadas ao modo de estiramento antissimétrico Si-O, enquanto 0s picos em
725 cm™ e 676 cm™! correspondem ao estiramento simétrico Si-O (Chen et al., 2014). Isso
indica que a tinta obtida ndo formou novas ligagdes quimicas, mas sim houve a adsorcdo das

particulas de HP nas cadeias poliméricas do PEG (Daguano et al., 2022; Santos et al., 2024).
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2.10 Impresséo dos Scaffolds

Na Figura 4 s&o apresentados os Scaffolds impressos utilizando a técnica de impressdo por
extrusdo. Na Figura 4(a), é possivel observar o scaffold contendo 2% de Han Purple (HP),
enquanto a Figura 3(b) exibe o scaffold com 0,5% de HP.

Figura 4 -obtidos ap06s impresséo das tintas contento HP nos teores de 0,5 e 2% em sua composi¢ao

Ainda na Figura 4, durante a impressdo dos Scaffolds, foram observadas dificuldades
significativas ao utilizar amostras com 2% de particulas de HP, em comparacdo com as tintas
contendo 0,5% de HP. Essas dificuldades podem ser atribuidas a alta concentracdo de particulas
e a sua morfologia irregular, que causou maior dificuldade no fluxo de escoamento da tinta
durante o processo de impressdo. No entanto, esse fator pode ser contornado com uso de bicos
com maiores diametros. Apesar desses desafios, como mostrado na Figura 4, os scaffolds
produzido apresentaram boa fidelidade de forma, com valores de Pr ~0,92 indicando que 0s
obtidos sdo semelhantes ao design projetado (Klar et al., 2019; Naghieh & Chen, 2021; Santos
etal., 2024).

2.11 Espectroscopia de excitacdo e emissdo — mapa

Na Figura 5 é apresentado o mapa de intensidade do Scaffolds de P7L dopado com HP-
05%.
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Figura 5 -obtidos ap6s impressdo das tintas contento HP nos teores de 0,5 e 2% em sua composicao.

Podemos observar que no mapa de excitacdo e emissdo da amostra P7L dopada com HP
0,5 % exibe uma fotoluminescéncia maxima de emissdao em 925 nm e excitacdo em 612nm,
valores semelhantes ao que foi reportado na literatura (Chen et al., 2014; Smith et al., 2009).
Possivelmente por causa dos niveis de energia do cobre (Cu?*) com as transi¢oes escolhidas
para esta analise de termometria Optica. Indicando uma possivel aplicacdo desse material na
termometria dptica. No entanto, também observado que a fluorescéncia do material pode ser
afetada por falta de tratamento das particulas, como é realizado com Egyptian Blue (EB)

pigmento similar a HP (Johnson-McDaniel & Salguero, 2014a).

3. Concluséo

Neste estudo, realizamos a sintese do p6 de EB e investigamos sua aplicacdo em Scaffolds
a base de PEG-Laponita nas concentracdes de 0,5% e 2%. Os resultados mostraram que, apos
a sinterizacdo, 0s poOs apresentaram particulas com formato mais alongado e menos
homogéneo. Observou-se tambem que a adi¢do do po a tinta P7L resultou na adsor¢do do
material pelas cadeias do hidrogel, o que foi confirmado por analises FTIR que detectaram
interacGes fisicas. Alem disso, o HP incorporado ao hidrogel revelou fluorescéncia ap0s teste

no fluorimetro, embora com intensidade reduzida. Esses resultados sugerem que o HP possui
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potencial para ser utilizado em hidrogéis, destacando-se como uma inovagdo, uma vez que sua

aplicacdo como sensor de temperatura ainda nao foi relatada na literatura.
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