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Abstract: Hydrogels have been gaining some importance within the field of
tissues engineering because of 3D bioprintings, especially because of its
capacity of forming tridimensional structures, also known as scaffolds. They
mimetize the natural cellular microenvironment, turning fundamental the
making of the compositions that combine good mechanical stability and
response to physiological stimulus. This research aims the development and
evaluation of ceramic pastes containing PEG, Laponite and Bioglass 45S5.

Resumo. Hidrogéis véem ganhando destaque na bioimpressao 3D voltada para
a engenharia de tecidos, principalmente por sua capacidade de formar
estruturas tridimensionais conhecidas como scaffolds. Esses mimetizam o
microambiente celular natural, tornando-se fundamental desenvolver
composigoes que combinem boa estabilidade mecanica e responsividade a
estimulos fisiologicos. Este trabalho tem como foco o desenvolvimento e a
avaliagdo de tintas ceramicas preparadas com PEG, Laponita e biovidro 4555.
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1. Introducio

No campo da bioengenharia e engenharia de tecidos, a bioimpressao tem se destacado
como uma 4area promissora, impulsionada pela versatilidade do processo de impressao
3D. Concomitantemente a engenharia de bioprocessos, atua no estudo de técnicas
voltadas a reconstru¢do de novos tecidos e orgdos. Entre os materiais utilizados nos

processos de bioimpressao, os hidrogéis ocupam um lugar de destaque [1].

Estes sdao compostos por moléculas hidrofilicas com grande potencial para encapsular
células, formando as chamadas biotintas, que possibilitam a producdo de estruturas
tridimensionais semi-so6lidas e estaveis, nas quais as cé¢lulas podem aderir, diferenciar-se
e proliferar. Essas estruturas tridimensionais sdo baseadas na deposi¢ao de materiais
camada por camada, para que sejam depositadas células, buscando reproduzir estruturas
biologicas com alta fidelidade e biocompatibilidade. Para o sucesso dessa técnica, ¢
essencial que as biotintas utilizadas sejam capazes de formar filamentos continuos e
uniformes durante a impressao 3D, garantindo precisdo estrutural e estabilidade [2].
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Dentre os hidrogéis utilizados para a bioimpressdo, o uso do poli(etilenoglicol) (PEG)
tem atraido atencao por suas diversas propriedades, principalmente por ser biocompativel,
de degradagdo controldvel, imunogénico, por apresentar capacidade adsorvente e ser
altamente hidrofilico. Por sua vez, o biovidro 45S5 ¢ um dos biomateriais importantes
para o reparo de defeitos 6sseos, sendo um vidro de silicato degradavel com alto teor de
calcio e capaz de formar uma ligagdo com tecidos moles e duros. Assim, quando o vidro
bioativo interage com fluidos bioldgicos, pode formar uma camada de hidroxiapatita
carbonatada semelhante ao mineral 6sseo em sua superficie [3].

Portanto, ¢ fundamental estudar a capacidade de impressdo dessas tintas visando
viabilizar a produgdo de scaffolds com elevada precisdo geométrica, robustez mecanica e
estabilidade estrutural, estabelecendo fundamentos para futuras aplicacdes em
regeneracao ossea.

2. Objetivo

O presente trabalho tem como objetivo principal desenvolver e caracterizar hidrogeis a
base de poli(etilenoglicol) (PEG), nanosilicato Laponita e biovidro 45S5, com a
finalidade de uso como tintas cerdmica para impressdao 3D por extrusdo, por meio da
avaliacdo da estabilidade estrutural e da extrudabilidade.

3. Metodologia
3.1) Método de preparo da pasta ceramica com 45S5

O gel utilizado para o preparo das tintas de 40 e 60% de biovidro 45S5 foram preparados
dispersando 7,5% em massa de Laponita XLG (BYK/Colormix Ltda., Brasil) em uma
solugdo aquosa contendo 44% v/v de (PEG). A mistura foi mantida em repouso a 8 °C
por 48 horas para formacao do gel. Em seguida, os p6s ceramicos foram incorporados ao
hidrogel utilizando um SpeedMixer. Apdés homogeneizagdo, foram adicionados PEG
(400 g mol ™) e dibutilftalato (DBP, 278,35 g mol™; Synth, Brasil) como dispersantes, e a
mistura foi novamente homogeneizada por 4 minutos. Esta formula¢do segue o método
descrito por [4]. As tintas ceramicas produzidas seguiram as proporgoes de acordo com a
Tabela 1.

Tabela 1. Formulacio da pasta ceramica com 45SS5.
Componente Gel 4585 DBP PEG (400)

60% 5,25¢g 9,57g 0,25 ml 12 gotas

40% 5,245¢ 4,85g 0,25 ml 12 gotas
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3.2) Caracterizac¢ao do biovidro 45S5

O p6 do biovidro 4585 foi analisado por difragdo de raios X com equipamento XDR 600
da Shimadzu com radia¢do Cu-Ka (A = 1,5406 A) e 20 na faixa entre 10° e 80°. O objetivo
era identificar as fases cristalinas e amorfas.

O estudo da distribui¢ao do tamanho de particulas de material foi realizado por meio da
técnica de granulometria a laser, sendo essa, uma técnica amplamente utilizada como
forma de determinar a distribuicdo do tamanho de particulas em p6 e suspensao, com o
objetivo de avaliar a distribui¢do de tamanho das particulas e sua adequagao ao processo
de extrusao. Portanto, foi utilizado um analisador de distribui¢do de tamanho de particulas
com sistema de difracdo de raios laser (HORIBA, modelo PARTICA LA-950-V2), com
bomba interna para dispersantes aquosos, utilizando dispersao umida em alcool
isopropilico.

As caracteristicas morfologicas das particulas foram analisadas por meio da microscopia
eletronica de varredura, equipamento da marca Tescan MIRA 3. O p6 do biovidro 4555
foi disperso em alcool isopropilico e, posteriormente depositado diretamente na fita de
carbono, sendo subsequencialmente recoberto com ouro, em um sputtering de
pulverizagao catédica (BALTEC modelo BALZERS SCD 050). As amostras foram
escaneadas no MEV, utilizando uma distancia de trabalho (WD) de 15 mm e tensdo de
aceleracao de 15 kV.

3.3) Teste de filamento

Para o teste de filamento, cada formulacdo foi carregada em seringas de 10ml, a mesma
usada na bioimpressora. As tintas ceramicas foram extrudadas sobre uma estrutura em
formato de ponte [Figura 1], contendo lacunas de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 € 2,5 cm, utilizando a
ponteira de 20G (didmetro interno de 0,60 + 0,02 mm) para que fosse analisada a fluidez,
rompimento do filamento e colapso lateral das tintas de 40 e 60%.

Figura 1. Exemplo de estrutura usada para a realizacio do teste de filamento.

3.4) FTIR - Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

A caracterizacdo das amostras foi realizada por meio de espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), Figura 2, no espectrometro de Infravermelho -
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Spectrum 100 - Perkin Elmer, com o objetivo de identificar os grupos funcionais
presentes nos hidrogéis formulados. As amostras analisadas correspondem a formulagao
em gel composta por PEG, Laponita e DBP, e com a adi¢do de 60% de biovidro 45S5.
Os espectros foram adquiridos em condi¢des controladas, utilizando nimero de
varreduras igual a 32 e resolugdo de 4 cm™, cobrindo a faixa de 4000 a 400 cm™, a fim
de garantir boa resolucao e reprodutibilidade dos dados. As medigdes foram realizadas
em temperatura ambiente, cobrindo a faixa espectral de interesse para os constituintes da
formulacgao.

Peg/laponita

4585

Pasta ceramica
Peg/laponita

+ Caractenizagio

Speedmixer

Figura 2. fluxograma do processo de formulacio das pastas, caracterizadas por
espectroscopia no infravermelho com transformador de Fourier (FTIR).

3.5) Analise reologica

As composi¢des foram caracterizadas no redmetro a fim de obter informagdes sobre sua
imprimibilidade, utilizando um equipamento compacto modular Anton Paar MCR-102.
Os testes foram conduzidos a 25 °C, usando uma geometria placa-placa com 50 mm de
diametro em um espago de 1 mm. Para determinagdo de viscosidade, foram realizadas
medidas na faixa de taxa de cisalhamento de 1 a 1000 s-'.
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4 Resultados

O padrao de difragdo de raios X (Figura 3) mostra um perfil de material amorfo, com a
presenca de um grande halo, mas sem a presenca de picos de cristalizagdo bem definidos.
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Figura 3. Difratograma de raios X da amostra de biovidro 45S5.

Devido ao fato de que a formulacao de pastas ceramicas para impressao 3D por extrusao
¢ altamente influenciada pela carga adicionada, faz-se extremamente necessario
caracterizar o tamanho de particula do biovidro 45S5 utilizado nesse estudo, uma vez que
o excesso de carga cerdmica pode comprometer a reologia e a estabilidade das
suspensoes. Ainda, altas fracdes solidas muitas vezes dificultam a dispersdo do
aglutinante, promovendo a formag¢do de aglomerados que prejudicam a fidelidade da
extrusao e a resolugao estrutural.

A Figura 4 apresenta em (a) distribuicdo do tamanho de particula de 45S5 por analise de
granulometria a laser e (b) imagens obtidas por STEM-MEYV dessas particulas. A analise
da distribui¢do do tamanho e das imagens das particulas mostram um material com
tendéncia a aglomeragdo e tamanho médio maior do que 15um.
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Figura 4. (a) Distribui¢io do tamanho de particula do biovidro 45S5 por analise de
granulometria a laser, (b) Imagens obtidas por STEM-MEYV das particulas do biovidro
458SS.

Para uma compreensdo mais aprofundada dos componentes presentes nas formulagdes
estudadas, foram obtidos espectros FTIR das amostras de gel base (PEG/Laponita) e das
tintas ceramicas com 45S5 na concentracdo de 60%. Observou-se que o gel de
PEG/Laponita apresentou bandas caracteristicas em torno de 3430 cm™, atribuidas ao
estiramento O—H da 4gua adsorvida e dos grupos hidroxila do polimero, além de picos na
regido de 29202850 cm™! referentes aos estiramentos C—H alifaticos. A banda intensa
proxima a 1630 cm™ corresponde ao modo de deformacdo da dgua ligada, enquanto a
regido de 1000—1100 cm™ evidenciou o estiramento assimétrico Si—O—Si da Laponita.
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Para a tinta ceramica contendo 60% de biovidro 45S5, verificou-se a presenca das
mesmas bandas do gel base, porém com intensificagdo na regido de 900—1100 cm™
devido a contribuicdo das ligagdes Si—O—Si e Si—O do biovidro. Adicionalmente, um
ombro discreto proximo a 1450 cm™ foi atribuido a presenca de grupos carbonato (COs*),
possivelmente provenientes da interagdo com o CO: atmosférico durante o preparo. Esses
resultados confirmam a incorporagao efetiva da carga ceramica a matriz polimérica.
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Figura 5. Espectro FTIR comparativo entre gel PEG/Laponita e a tinta 45SS5.

A analise FTIR comparativa permitiu identificar diferengas sutis, mas relevantes, entre o
gel base e a tinta 4555 60%. Enquanto o gel apresentou perfil tipico de PEG e Laponita,
a formula¢ao ceramica exibiu aumento na intensidade das bandas de Si—O-Si, indicando
maior densidade de ligagdes siloxano resultante da adi¢do do 45S5.

Outro aspecto observado foi o deslocamento leve da banda associada ao estiramento O—
H (de 3430 cm™ para ~3415 cm™), o que pode sugerir interagdes de hidrogénio mais
fortes entre a matriz polimérica e os grupos funcionais do biovidro. Esse fendomeno ¢
coerente com a literatura que descreve a capacidade do 45S5 de formar ligagdes quimicas
superficiais com matrizes poliméricas hidrofilicas, favorecendo a estabilidade estrutural.

Os espectros também ndo mostraram bandas adicionais que indicassem degradagao
quimica significativa durante o preparo, corroborando a preservacdo dos componentes
originais. Essa estabilidade ¢ fundamental para assegurar que as propriedades mecanicas
e bioativas sejam mantidas ao longo da impressao 3D e aplicacdo in vitro.

O teste de colapso do filamento das pastas cerdmicas de 45S5 40% e 45S5 60% foi
conduzido para avaliar a capacidade de extrusdo continua e a manutenc¢ao da integridade
estrutural dos filamentos impressos sem suporte externo. Conforme apresentado nas
Figuras 6 (a) e 6 (b), as pastas ceramicas foram depositadas sobre uma matriz linear
composta por seis pilares, espacados progressivamente em incrementos de 0,5 cm.
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Nos ensaios realizados com a ponteira de 20G, observou-se que apenas a formulacao
45S5 40% sofreu ruptura apds 1,0 cm de extensao (Figura 6 (a)). Enquanto a formulacdo
45S5 60% sofreu ruptura apos 1,5 cm de extensdo. O rompimento dos filamentos da pasta
45S5 40% esta diretamente relacionado a carga ceramica, que nao foi o suficiente para a
formag¢ao de um filamento encorpado, dessa forma, sofrendo maior influéncia da forca
gravitacional. Além disso, sua menor viscosidade, resultante da reduzida fracao de carga
ceramica em comparagdo a tinta 45S5 60%, indica comportamento reoldgico menos
pseudoplastico e baixa tixotropia. Essas caracteristicas comprometem a estabilidade
estrutural e dificultam a manutencao dos filamentos sem colapso.

a) b)

0.5 cm 0.5 em
—

Figura 6. Teste de colapso de filamento: a) 45S5 40% e b) 45S5 60%.

As pastas foram analisadas em reometria, conforme mostra a Figura 7.
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Figura 7. Analise de reologia das tintas de concentracio de a) 40% e b) 60% de biovidro
4585.

A Figura 7 mostra as curvas de viscosidade, onde pode ser observado um ligeiro aumento
nessa propriedade devido a maior adi¢do do biovidro 45S5. As duas concentragdes de
tinta ceramica avaliadas possuem comportamento pseudoplastico. Esse comportamento ¢
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associado a formagdo da estrutura de “castelo de cartas” proporcionado pela presenca do
nanosilicato no gel de PEG/Laponita, quando o mesmo nao esta submetido a uma tensao
de cisalhamento. Quando ¢ aplicado a tensdo, a estrutura ¢ destruida progressivamente
em func¢ao da taxa de cisalhamento. Como resultado, a viscosidade diminui de maneira
significativa, o que ¢ de grande importancia durante o processo de impressdo. Como ja
reportado por Daguano et al., O comportamento pseudoplastico permite depositar o gel
na plataforma da impressora 3D de uma maneira controlada e sem a necessidade de
aplicar uma alta pressdo no cabecote, inclusive em géis com altos teores de sélidos.
Durante a extrusdo sdo geradas altas taxas de cisalhamento nas paredes do bico da
impressora, nesse momento, a viscosidade diminui permitindo o facil escoamento do
material. No entanto, a viscosidade deve ser recuperada quando o material esta depositado
na plataforma de construgdo, para manter a estruturacao durante o processo.

5. Conclusoes gerais

O presente estudo aponta que, para mimetizar a eficacia do microambiente celular, sdo
necessarias formulagdes com uma porcentagem balanceada de compostos. O biovidro
4585 foi adicionado na base de PEG-Laponita, como fase ceramica nas tintas, devido sua
alta capacidade de promover ligacdes diretas com o tecido 0sseo. Apos a realizagdo da
analise por FTIR, pdde-se confirmar sua integridade quimica, devido as bandas
caracteristicas das ligagdes Si—O—-Si e Si-O.

Porém, apos a realizagdo dos testes de filamento, € possivel notar que had diferenca
significativa entre as concentragdes de carga ceramica, sendo que a tinta com
concentracdo de 60% de 45S5 apresenta maior estabilidade estrutural e resisténcia a
ruptura, como constatado também pelo desempenho reologico das pastas com essa fra¢ao
volumétrica de carga. Por outro lado, a tinta de formulagdo com 40% de 45S5 apresentou
escoamento excessivo e baixa coesdo, comprometendo a fidelidade geométrica durante a
impressao.

Portanto, as tintas ceramicas oferecem caminhos promissores para o desenvolvimento de
scaffolds impressos tridimensionalmente, potencializando sua aplica¢do na biomedicina.
Desde que, sejam cuidadosamente formulados para que supram suas demandas, com
balanceamento mais cuidadoso de suas naturezas poliméricas, cargas inorganicas e
estabilidade dimensional.
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