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RESUMO

A engenharia de tecidos possui aplicacdo em diversos campos de estudo, como curativos,
enxertos e proteses. As diferentes técnicas de producdo destes produtos estdo correlacionadas
com as particularidades de cada material e 0 processo mais adequado para obté-los, sendo a
bioimpressdio 3D uma grande inovagdo aos sistemas pela estabilizacdo de sistemas
tridimensionais a partir de hidrogéis e sistemas reoldgicos complexos. A partir de técnicas de
manufatura aditiva desenvolvidas em areas mais tradicionais, mecanismos de biomanufatura
aditiva surgiram com foco em adaptar técnicas existentes para estruturas biologicas ou de uso
bioldgico. Dentre tais técnicas, destaca-se a bioimpressdo 3D por extrusdo, emulando sistemas
de impressdo 3D tradicional (FDM — Fused deposition modeling) para produzir scaffolds,
curativos e organs-on-a-chip por meio da extrusdo de fios de hidrogéis com viscosidade
adequada para bioimpressdo, em geral com alto custo de matéria-prima. A dificuldade de
obtencdo de hidrogéis com caracteristicas reoldgicas adequadas para bioimpressdo trouxe a
necessidade de adaptacdes ao sistema tradicional, como a bioimpressdo 3D por extrusdo para
que hidrogéis mais simples e de menor custo sejam utilizados nesta técnica. Assim, este trabalho
estudou a adaptacdo de uma bioimpressora 3D de baixo custo para um sistema de bioimpressédo
coaxial a partir de pecas projetadas e fabricadas por impresséo 3D FDM tradicional.
Paralelamente estudou-se o comportamento reoldgico do Poloxamero 407, considerado um
hidrogel “padrao ouro” na bioimpressao ¢ de um hidrogel de baixo custo a base de alginato de
sodio, cujo comportamento reologico € insuficiente para 0 uso em uma bioimpressora
convencional. Os hidrogéis de alginato de sodio e Poloxamero 407 estudados apresentaram
caracteristicas reologicas distintas, com diferencas de viscosidade sob 7 ordens de grandeza. A
bioimpressora projetada apresentou resultados promissores para a producdo de hidrogéis em
funcionamento para bioimpressdo 3D para hidrogeis de baixa viscosidade, otimizando o
funcionamento dos sistemas.

Palavras-chave: Manufatura aditiva, bioimpressdo 3D, hidrogéis, bioimpressdo coaxial,
coextruséo



ABSTRACT

Tissue engineering has applications in several fields of study, such as dressings, grafts and
prosthetics. The different production techniques for these products are correlated with the
particularities of each material and the most appropriate process to obtain them, with 3D
bioprinting being a major innovation in systems for stabilizing three-dimensional systems from
hydrogels and complex rheological systems. Based on additive manufacturing techniques
developed in more traditional areas, additive biomanufacturing mechanisms have emerged with
a focus on adapting existing techniques to biological structures or for biological use. Among
such techniques, 3D extrusion bioprinting stands out, emulating traditional 3D printing systems
(FDM — Fused deposition modeling) to produce scaffolds, curatives, and organs-on-a-chip
through the extrusion of hydrogel threads with adequate viscosity. for bioprinting, generally
with high raw material costs. The difficulty in obtaining hydrogels with rheological
characteristics suitable for bioprinting has brought about the need for adaptations to the
traditional system, such as 3D bioprinting by extrusion so that simpler and lower-cost hydrogels
can be used in this technique. Thus, this work studied the adaptation of a low-cost 3D bioprinter
to a coaxial bioprinting system using parts designed and manufactured by traditional FDM 3D
printing. In parallel, the rheological behavior of Poloxamer 407, considered a “gold standard”
hydrogel in bioprinting, and a low-cost hydrogel based on sodium alginate, whose rheological
behavior is insufficient for use in a conventional bioprinter, was studied. The sodium alginate
and Poloxamer 407 hydrogels studied presented distinct rheological characteristics, with
viscosity differences over 7 orders of magnitude. The designed bioprinter showed promising
results for production of functioning hydrogels for 3D bioprinting for low viscosity hydrogels,
optimizing the functioning of the systems.

Keywords: Additive manufacturing, 3D bioprinting, hydrogel, coaxial bioprinting, coextrusion
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1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos (ET) e a medicina regenerativa (MR) caminham juntas se
aplicando os principios de engenharia e das ciéncias bioldgicas para o desenvolvimento de
estruturas bioldgicas as quais podem restaurar, manter, ou até otimizar as fun¢bes de um
determinado tecido ou de todo um 6rgéo 1.

A manufatura aditiva (MA) redirecionou a engenharia, medicina, biomedicina,
arquitetura etc. 1. Dentro da medicina e da biomedicina, a manufatura aditiva é normalmente
referenciada como a deposicdo de camadas de biotintas com células vivas, focando no
desenvolvimento de 6rgdos funcionais dentro da engenharia de tecidos &1,

A “biomanufatura” aditiva pode ser realizada por extrusdo, inkjet, laser e
estereolitografia, mas a bioimpressdo 3D (3DBP) por extrusdo é a técnica mais empregada 1.
A grande justificativa para o uso da impressdo 3D por extrusdo € a sua simplicidade e
diversidade de producdo de scaffolds de geometrias complexas e personalizaveis. O grande
desafio dessa técnica esta na viabilidade dos materiais usados [,

As técnicas de bioimpressdo 3D variam para cada necessidade, mas o sistema mais
comum dentre as técnicas é o sistema de bioimpressdo 3D por extrusdo. Esse sistema, além do
mecanismo comum utilizado com os hidrogéis otimizados para tal mecanismo, possui variacoes
que permitem alteracdes gerais no sistema, como bioimpressao em mistura, extrusdo coaxial e
outras técnicas.

Apesar da versatilidade dos processos de bioimpressdo por extrusdo, este processo
requer o uso de hidrogéis com caracteristicas reolégicas muito especificas e, geralmente, de
baixo custo. Surge assim a necessidade de adequacdo de sistemas de hidrogéis por processos
isolados ou aliados ao sistema de bioimpresséo,

Assim, este trabalho propde a adaptacdo e estudo de uma bioimpressora 3D de
funcionamento hibrido entre uma seringa, ou duas seringas em extrusao coaxial de polimero e

agente reticulante.
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2 OBJETIVOS

Como objetivo geral, este trabalho foca em desenvolver adaptacbes em uma
bioimpressora convencional de baixo custo para torna-la uma bioimpressora com mecanismo
de extruséo coaxial, variando conforme a necessidade de cada uso. As pecas foram produzidas
por impressdao 3D por FDM em PLA, objetivando um produto mais barato que ndo exija
hidrogéis em materiais focados em bioimpressdo 3D que, em suma maioria, sdo de baixa
disponibilidade e, exponencializado pelo uso médico, de elevado custo.

O objetivo especifico do trabalho é desenvolver o sistema que permita a bioimpressao
convencional com uma seringa ou o sistema de extrusdo dupla, validando a utilidade do sistema
com hidrogéis mais simples, sem a necessidade de complexos sistemas de hidrogéis para acerto
reoldgico.

Outro objetivo especifico é estudar a validacdo do sistema a partir de sistemas de
hidrogeis com diferentes caracteristicas reoldgicas, seja para extrusao simples de uma seringa

ou de coextrusao, diferentes sistemas com diferentes condi¢des de bioimpressao.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Este topico apresenta uma revisao bibliografica que trard os pontos importantes para o
desenvolvimento do trabalho, abordando o processamento por bioimpressdo 3D, hidrogéis e

reologia e reometria dos materiais.

3.1 BIOIMPRESSAO 3D

A manufatura aditiva (MA), popularmente chamada de “impressao 3D”, ¢ um processo
de producéo de pecas tridimensionais a partir de modelos em CAD (Computer Aided Design).
As pecas sao produzidas adicionando material em camadas e as empilhando a fim de formar
uma estrutura cada vez mais semelhante a estrutura projetada. Inicialmente o processo de MA
foi projetado e desenvolvido para materiais poliméricos, ceras e laminados de papel. Com o
desenvolvimento das novas tecnologias, novos materiais comegaram a ser usados na MA.
Atualmente todas as grandes classes de materiais, como metais, polimeros, ceramicos e
compositos ja possuem processos de MA [©1,

Cada processo de MA possui suas respectivas variaveis, sendo que a fisica da MA traz
a espessura de camada como o principal fator de reprodutibilidade: quanto mais fina é a camada,
mais reprodutivo é a peca em relacdo ao projeto. Na aplicacdo real, as camadas possuem
espessura finita, baseada em décimos de milimetros [,

A primeira apari¢cdo de um mecanismo de MA surgiu em 1984 quando Charles Hull
inventou a esterolitografia (SLA) '), Em 1988, o primeiro projeto de bioimpressdo 3D foi
demonstrado por Klebe (1988). Ao usar uma impressora do tipo inkjet da Hewlett-Packard
(HP), o autor realizou o primeiro processo de bioimpressdo 3D por deposicdo de células, usando
a tecnologia “citoescrita” [,

Posteriormente, Odde e Renn, utilizaram um sistema de bioimpresséo assistida por laser
para depositar células vivas em analogos anatdmicos 1. Em 2002, a primeira bioimpressao por
extrusdo (Extrusion Based Bioprinting — EBB) foi reportada, nomeada porteriormente de “3D-
Bioplotter” "1 Wilson e Boland, desenvolveram a primeira bioimpressora do tipo inkjet
focada em bioimpresséo, utilizando uma impressora inkjet padréo da empresa Hewlett-Packard
(HP) 24,
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Figura 1 — Linha do tempo da bioimpressao e alguns dos principais acontecimentos.

980 2000
! = 2002: Primeira
+ 1984: Invengéo da bioimpressora 2019
impresséo por SLA. comercial por
« 1988: Primeira extrusdo. + Primeira estrutura
bioimpresséio por = 2003: Primeira cardiaca impressa na
microposicionamento bioimpressora Universidade de Tel
das células. comercial por inkjet. Aviv.
1990 2010
* 1999: Primeira *2012: Primeira
bioimpressao bioimpressio in situ
auxiliada por laser. usada em animais.

Fonte: Adaptado de Gu [,

Skardal, et al., realizaram a primeira tentativa de bioimpresséo in situ em modelos de
ratos (121, A partir de 2012, as evolucdes no ramo da bioimpress&o geraram diversos produtos
baseados em bioimpressdo. Noor et al., realizaram a impressdo de coragGes humanos
perfusionados em escalas menores [*°],

Dentre os tipos de impressora 3D existentes, as impressoras por estereolitografia (SLA),
bioimpressdo auxiliada por laser, bioimpressdo por jato de tinta (inkjet) e bioimpressédo por

extrusdao (EBB), como mostradas na Figura 2:

Figura 2 — Tipos de bioimpressdo comuns no mercado.

(A) Bioimpressido por jato de

titib. et (B) Bioimpressdo por extrusio.
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‘.....: o / ’
(C) Bioimpressio assistida por laser. (D) Bioimpressao por estereolitografia.
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sofrendo
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Fonte: Adaptado de Foyt et al. [4],




20

Argwal et al., apresentaram em sua revisdo um comparativo entre os tipos de

bioimpressdes, materiais envolvidos e suas vantagens e desvantagens, apresentado na Tabela 1

[15].

Tabela 1 — Comparativos entre 0s tipos de bioimpresséo 3D.

Estratégias de
bioimpressio 3D

Biomateriais envolvidos

Vantagens

Desvantagens

Bioimpresséo por inkjet

Colégeno, trombina, fibrinogénio, poli

(etilenoglicol) dimetacrilado
(PEGDMA)

Acessivel, baixo custo e alta
velocidade de impressio

Baixa precisdo, restricdo de
biotintas de baixa viscosidade

Bioimpressédo por
extrusao

GelMA, alginato, fibras de PLA, acido

hialurémnico, gliceron, fibrinogénio,
poliuretano. colageno

Biotintas de alta viscosidade
podem ser utilizadas com alta
concentragéo celular

A rede celular pode distorcer
pela tensdo aplicada durante a
impresséo

Bioimpressao assistida
por laser

Colageno, nano-hidroxiapatita (nHA).

folhas de células 6sseas humandas

Elevada preciséo e resolucdo

Elevado custo de equipamento e
elevado tempo de preparacio e
producio

Bioimpresséo por
estereolitografia

PEGDA, GelMA, GelMA e nHA

Baixo tempo de fabricacdo e
elevada precisdo

Necessidade de processamento
posterior longo, processamento
complicado

Fonte: Adaptado de Argwal et al. (251,

Assim, para a bioimpressdo 3D, algumas propriedades fisicas, mecénicas e bioldgicas

sd0 necessarias e adaptativas para a bioimpressdo 3D de scaffolds em diversos niveis:

geometria, propriedades superficiais, tamanho de poro, bioaderéncia e biocompatibilidade, taxa

de biodegradacao/bioabsorcéo e propriedades mecénicas. A Tabela 2 apresenta as propriedades

mais importantes para a bioimpresséo de Scaffolds:
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Tabela 2 — Propriedades importantes para scaffolds.

Nivel de propriedade Propriedades

. Micro e macro estrutura,
Geometria Externa

conectividade
. Tensdo superficial, superficie
Superficial L. .,
quimica, carga, topologia, area
. Distribuicdo de poros, geometria,
Porosidade .
volume, rugosidade, rede
. .. Integrina extracelular, proteinas
Bioaderéncia

citoesqueléticas
Dragradacio em fluidos corporais,

Taxa de biodegradacao |buffers, média celular, enzimas, taxa
de degradacio

Nio-(toxicidade, imunogénico,
Biocompatibilidade carginogénico), anti-trombotico,
compativel, vasoativo

Rigidez, propriedades a tracgéo,

. compressio, cisalhamento, torcao,
Mecanicas . .
dobramento, fadiga, propriedades

viscoelasticas

Fonte: Adaptado de Holban e Grumezescu [2€],

Compreender e correlacionar todos estes aspectos em um sistema para aplicacdes
bioldgicas se torna essencial para o funcionamento correto da bioimpressao 3D, assim focando

0S pontos cruciais e necessarios para cada aplicagdo em cada propriedade especifica

3.1.1 Bioimpressao por extrusao

A bioimpressao por extrusdo apresenta algumas técnicas diferentes, como a extrusdo
por deposicdo direta (Direct Ink Writing — DIW), banho coagulante, banho de suporte e
bioimpressdo coaxial 171,

A técnica de bioimpressao por extrusdo (Figura 3), também conhecida como deposicao
direta, € um processo pelo qual o equipamento aplica continuamente o hidrogel ou biotinta
contidos em uma seringa, especial ou ndo. Essa técnica pode ser utilizada para a impressao de
biotintas carregadas com células ou apenas o hidrogel. Conforme a deposi¢éo de material ocorre

a cada camada, a estrutura 3D arquitetada adquire a geometria projetada 51,
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Figura 3 — Esquema de uma bioimpresséo por extrusdo direta.

Mecanismo de agdo: pneumatico,
motor de passo.

Seringa

Pistao
i X o (opcional)
Luz UV para foto-crosslinking
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; crosslinking (opcional).
Material — = P ) :
depositado I Mesa de impressdo.

Opcional: temperatura controlada para
crosslinking térmico.

Fonte: Adaptado de Agarwal et al. 23],

Os hidrogeéis e as biotintas utilizadas para a bioimpressao 3D por extrusdo devem possuir
certas caracteristicas reoldgicas. O material deve ser de caracteristica shear-thinning — ou
pseudoplésticos — para permitir a extrusdao do material pela seringa ou agulha. Durante a
deposicdo, o material deve adquirir rigidez estrutural para que este se mantenha sustentado em
seu préprio peso. Para que o fluido ndo escoe pela acédo do prdprio peso, € necessaria uma tensdo
de escoamento (to) 115181,

Algumas técnicas de solidificacdo, polimerizacdo reticulagdo (formagdo de
crosslinking) séo utilizadas para a versatilidade dos processos de bioimpressao, durante ou
posterior ao processo, como a solidificacdo por UV, impressdo em banho de suporte e a
solidificacdo por mecanismos térmicos %1,

Wei et al., realizaram a anélise de hidrogéis com diversas composi¢des de alginato de
sodio e alcool polivinilico (PVA), com dois tipos de reticulagdo diferentes em um mesmo
hidrogel: o alginato passou por imersao em cloreto de célcio (CaCl,), sendo um processo de
reticulacdo quimico. O mecanismo utilizado no PVA foi por Freezing-Thawing um processo
de reticulacéo por ciclos de resfriamento. Neste trabalho, colocou-se os scaffolds impressos a -
20 °C por 24 horas e completou-se o ciclo a temperatura ambiente por 3 horas, sendo este ciclo

repetido 3 vezes 29,
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Figura 4 — Hidrogéis de Alginato/PVVA impressos por Wei et al.
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Fonte: Adaptado de Wei et al. (19,

Ni et al., estudaram a bioimpressdo de scaffolds de fibroina de seda (SF) com
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) modificada com metacrilato (MAc), gerando um hidrogel
que adquire reticulacdo por acéo de radiacdo UV. Os autores utilizaram uma luz UV anexada
ao processo para realizar a reticulacdo da HPMC-MA durante a impresséo do scaffolds. Assim

os autores fizeram a bioimpress&o presente na Figura 5 [2°:
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Figura 5 — Impressdo de Ni et al. com hidrogéis de SF/HPMC-MA.

Fonte: Ni et al. [2°1,

Um dos conceitos mais comumente utilizados em manufatura aditiva ¢ de “Printability”
(em tradugdo livre: “printability”, adaptado para “capacidade de impressdo”). A “printability”
é a capacidade do material de manter formas reprodutiveis em relagdo ao modelo montado pelos
sistemas de CAD/CAM, sendo fidelidade de forma, dimensdes, estrutura do material, fluxo do
material e acabamento superficial. No processo de bioimpressdo 3D, esse fator se torna mais
crucial, pois a printability afeta diretamente a estrutura e desempenho dos scaffolds 2%,

Dentro da bioimpressdao 3D, alguns calculos matematicos podem ser utilizados para
determinar os fatores de printability de um scaffold. O Fator de Integridade (1) é o fator que
determina a fidelidade de forma do scaffold impresso, definido pela equacdo 1. A Printability

do Poro (Pr) é definida pela equagio 2, conforme Jongprasitkul et al. [?21;

Espessura do Scaf fold Real (1)

Espessura do Scaf fold Tebérica

T L2
Pr = 4.¢C 16.4 (2)

Onde “espessura do scaffold real” sendo a altura final do scaffold real e a tedrica € aquela
definida pelo desenho CAD inicial. Sendo, além, C a circularidade do poro; L sendo o

comprimento do poro; A sendo area do poro 221,
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Quanto maior a printability de um sistema, mais proximo de 1 é o valor “Pr”. Para
valores de “Pr” proximos de 1, o poro do preenchimento em rede (ou grade) se torna mais
proximo do desenho tedrico. Para valores menores que 1, o poro se torna um circulo,
principalmente pelo acimulo de material nas interseccdes de deposicdo de material. Ja para
valores acima de 1, os poros ndo possuem uma geometria definida, onde a deposic¢ao de material

n&o segue as linhas programadas no fatiamento 221,

Figura 6 — Aparéncia dos poros para diferentes valores de printability.

_".—-

Pr<il Pr=1 Pr>1

Preenchimento em rede

Fonte: Adaptado de Jongprasitkul et al. 22,

3.1.2 Mecanismos alternativos de bioimpressdo por extrusao

Diferentes técnicas de bioimpressao por extrusdo séo aplicadas para diferentes tipos de
produtos. A bioimpressdo em banho coagulante consiste em fazer a deposicéo do hidrogel em
um banho com o agente responsavel pela gelificacdo do hidrogel em questdo. J& a bioimpresséo
em banho de suporte consiste em utilizar um banho de material pseudoplastico (shear-thinning)

que sustente o material impresso em sua forma depositada 171,
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Tabela 3 — Andlise dos tipos de bioimpressdo por extrusao.

Tecnica Biotintas utilizadas Vantagens Desvantagens
. . Processo Morte celular pela pressdo de impressdo,
Solucdes com clevada concentracdo. ol densidade do hidroeel pode mpedi
. i . . . simples, ensidade do hidrogel pode impedir
Impressdo direta (DIW) aditivos plastificantes, hidrogéis P . gel pode mmp ~
. . clevata migragéo celular, necessita otimizagéo
parcialmente gelificados o i ;
repetibilidade complexa para comecar o processo
. Turbuléncia local pode diminuir a
. L . Variedade na . . L
_ Biotintas liquidas com transicéo sol- . printabilidade. elevada variacdo da
Banho de coagulacéo .. ; composi¢do da " .
; gel rapida L flutuabilidade, necessita de aditivos que
biotinta L
sofram crosslinking
o . . Variedade na . . .
Biotintas liquidas de diversas . Alta rugosidade superficial. complicagdes
Banho de suporte L . composicio da i
composicdes, suspensio celular N ao remover a peca do banho
biotinta
. . . Variedade na . "
.. N . Biotintas liquidas com répida . Necessidade de aditivos que sofram
Bioimpressio coaxial . composicio da .
transicdo sol-gel N crosslinking
biotinta

Fonte: Adaptado de Costantini et al. [,

As bioimpressdes coaxiais foram surgindo como uma forma de mimetizar a coextruséo
de polimeros comuns industriais, produzindo filamentos com gradientes de composi¢do, ou
estruturas mais complexas como filamentos com nucleo e superficie distintas. A grande variavel

deste processo se déa pelo mecanismo de extrusio coaxial, conforme a Figura 7 71

Figura 7 — Mecanismos de coextrusdo axial. Em (a) o agente reticulante esta no fluxo externo

em relacdo ao filamento de hidrogel. Em (b) o agente de reticulante esta no fluxo interno.

Biotinta Agente de
‘ crosslinking
% Agente de Biotinta
| crosslinking
SOL  yWwl -  SOL  wee-
GBS a
; P4, 7
earr e, A Vista da Vista da
2 secgdo s secgio
/ horizontal horizontal
Hidrogel fibroso

---" Hidrogel oco crosslinkado
crosslinkado

Fonte: Adaptado de Costantini et al. 17,

A diferenca entre os fluxos de deposi¢do mostrados na Figura 7 esta no tipo de hidrogel
formado. Em (a) o crosslinking/reticulagdo se inicia no perimetro da biotinta depositada,
solidificando a estrutura em um gradiente externo-interno, formando um filamento mais rigido,
menos Viscoso e mais coerente. Ja em (b), a reticulacdo ocorre em direcdo oposta, sendo que o

interior da biotinta sofre o processo primeiro do que a camada externa, formando, portanto, uma
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camada externa com vascularizagdo; portanto forma-se um filamento com gradiente de rigidez
e viscosidade 117,

Utilizar dois materiais durante a bioimpressdo é uma pratica comum para ajuste
reoldgico, controle de vascularizacdo, permeabilidade, estrutura, producdo de produtos
finalizados, gradientes de composicao entre outras aplicagdes 2%,

Pode-se realizar a impressdo por sobreposicdo para gerar camadas de materiais
diferentes, ou bioimpressdo adjacente para gerar gradientes em uma mesma camada. A
bioimpressao com pré-mistura é realizada para impressdes de hidrogéis com reticulacdo prévia,
principalmente pela sua reologia mais proxima do ideal para o processo. J& o processo de
bioimpressao estatico é utilizado de forma similar ao processo de pré-mistura, mas este ocorre
com o agente de reticulante em um compartimento e o hidrogel que ira ser reticulado em outro,

com o objetivo de misturéa-los imediatamente antes da deposicdo do material no substrato 221,

Figura 8 — Tipos de bioimpressdo de dois materiais.
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Fonte: Adaptado de Mueller et al. (2022) 31,

Os mecanismos de bioimpressdo por extrusao coaxial com o agente reticulantes no fluxo
externo geram, em forma macroscopica, efeitos similares com hidrogéis praticamente
finalizados, com a reologia destes otimizada para 0 processo.

Hong et al., trabalharam a bioimpressdo coaxial como forma de gerar estruturas

vascularizadas com perfusdo de nutrientes e oxigénio entre as camadas. Os autores utilizaram
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um sistema de bioimpressdo coaxial por seringas e um sistema que unisse as duas vazfes ao
final, sendo que o filamento impresso possuia um ndcleo de Gelatina + H.O2 e uma camada
externa de GPT-50 (Hidrogel de gelatina + poli (etilenoglicol) + tiramina) + HUVEC (uma
estrutura celular). A ideia dos autores era a gelificacdo do sistema GPT-50 a partir da

incorporacéo do H,02, resultando em um sistema quase finalizado 241,

Figura 9 — Estrutura utilizada por Hong et al.

" Seringa interna:
Gelatina + H,0,
Seringa externa: < — Seringa Interna
GPT-50 + HUVEC . Serings '
E Externa
/\:"‘ ~ Estrutura impressa
Sith de :'.;" v """::::.' '." RS 4
Gelificagao Gel de fibroina

Fonte: Adaptado de Hong et al. 4],

Hong et al, produziram modelos funcionais vascularizados de tecidos in vitro para o
estudo farmacéutico de modelamento de drogas e produtos cosméticos. A proposta foi
confirmada pela extrusdo coaxial por sistemas com gradientes de composicao 241,

Li et al., também produziram um sistema vascularizado para estudos in vitro 2% com
um sistema parecido com o sistema utilizado por Hong et al. 4. O uso de duas seringas, sendo
a primeira com a biotinta composta por alginato de sodio (5% w/v) e fibroina de seda (SF — 5%
wi/v), e a segunda com os respectivos agentes reticulantes (CaCl, 5%w/v e 13%w/v), resultou
em scaffolds em estado quase-final, sem a necessidade de processamento posterior para

finalizac&o do scaffold 251,
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Figura 10 — Sistema utilizado por Li et al. Em (a): sistema utilizado para bioimpressdo. Em (b):
sistemas de alginato, fibroina de seda (SF) e Pluronic® F-127 (F-127) com e sem reticulacéo.

Em (c): scaffolds impressos a partir do sistema SF, Alginato, F-127 e CaCls.

a Crosslinkers ..... /ﬂ\
. E bt

Biotinta
b
N
ca®
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Alginato/SF ndo crosslinkados Alginato/SF/F127 crosslinkados Alginato/SF crosslinkados

Fonte: Adaptado de Li et al. ],

O estudo de Li et al. trouxe o sistema de rede dupla (double-networking), onde os dois
materiais presentes na biotinta sofrem a reticulagdo e se estabilizam: o alginato € gelificado pela
presenca de CaCl; e a fibroina de seda pela presenca do Pluronic® F-127 (ou poloxamero 407)
[24].

O trabalho de Freeman e Kelly, estudou diferentes proporcdes de alginato de sédio e
CaCl, em pre-mistura para bioimpressao e analise das amostras bioimpressa. Freeman e Kelly,
estudaram a printability de diferentes relagdes de alginato de sddio e reticulantes a base de sais
de célcio. Os autores produziram sistemas pré-reticulados a partir de solucdes de alginato de
sodio em 3,5% em peso (3,5 g para cada 100 mL). Os sais foram analisados em soluc@es de 80
mM. As proporcdes encontradas por Freeman e Kelly serdo utilizados como analise de vazdes

em todas as propostas deste trabalho [261,
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Figura 11 - Estudo realizado por Freeman e Kelly sobre diferentes relagdes de alginato de
sodio e reticulantes.
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Fonte: Adaptado de Freeman e Kelly [?6],

Freeman e Kelly, concluiram que as amostras de alginato de sddio de baixa massa
molecular s6 seriam possiveis de serem bioimpressos com elevadas taxas de reticulantes.
Segundos os autores, as amostras de alginato de alta massa molecular foram otimizadas ao
serem reticuladas em CaCl> em proporcdo 25:9 (2,777...), enquanto o alginato de baixa massa
molecular obteve melhor resultado com CaCl, em proporcao 4:3 (1,333...) [?61,

Assim, a partir do estudo de Freeman e Kelly, a relacdo de partes de alginato para cada

fon célcio presente em cada possibilidade de mistura é apresentada a seguir 126

Tabela 4 — Estudo sobre a relacdo de gramas de alginato por cada grama de célcio. Células

destacadas sdo aquelas utilizadas pelos autores para bioimpressao.

Relacdo de misturas de Freeman e Kelly (2017) (Assumindo 1
parte como 100 mL) [mAlg/mCa]

Partes da solucéo de Crosslinker

9,722 7,292 3,241

s';ffgzdj‘e 58333 14583 | 6,481
¢ 102,083 11,343
Alginato
25 | 364583 | 121528

Fonte: Autor, Adaptado de Freeman e Kelly [%61,
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3.2 HIDROGEIS

Hidrogéis sdo uma classe de materiais com crosslinking/reticulacao capazes de absorver
e reter elevadas quantidades de agua, sendo eles naturais (agarose, colageno, alginato, fibrina,
quitosana, agar, acido hialurénico, gelatina) ou sintéticos (gelatina metacrilada — GelMA, PEG,
PLA, Pluronic® F-127). Ressalta-se que as propriedades fisicas, mecénicas, térmicas e
reoldgicas dos hidrogéis variam conforme sua concentragéo [1°],

Os hidrogeis, tanto naturais quando sintéticos, oferecem uma gama de aplicacbes para
a engenharia de tecidos, drug delivery, lentes de contato e curativos por suas propriedades
quimicas e fisicas. Hidrogéis podem absorver acima de 1000 vezes seu proprio peso em agua,
sem se dissolver completamente, mantendo a permeabilidade de oxigénio e nutrientes
dissolvidos em agua, componentes essenciais para crescimento celular. Os hidrogéis naturais
normalmente ndo sdo resistentes o suficiente para a bioimpressdo, enquanto os sintéticos sdo
suficientemente resistentes, mas estes ndo possuem moléculas bioativas, resultando em baixa
adesdo celular para aplicagdes como curativos, scaffolds e outros 271,

Os mecanismos de reticulacdo podem ser divididos em reticulagcdo fisica, quimica,
fotopolimerizacao e enzimatica [*6:

A reticulacdo fisica € um tipo de crosslinking que pode ser reversivel ou ndo. Este
mecanismo ocorre com a presenca de ions, pontes de hidrogénio, estereocomplexacéo,
assimilacdo de peptideos e/ou organizacdo micelar das cadeias poliméricas, assim a vantagem
deste processo € que pode ocorrer sem agentes exdgenos, evitando contaminacdo. Agarose,
alginato, matrigel e Pluronic® (poloxamero) sdo os hidrogeéis de crosslinking fisico mais
utilizados na bioimpressio 3D [?81,

A reticulacdo quimica ocorre pelas ligacdes quimicas covalentes entre as
macromoléculas dos polimeros, conferindo melhor estabilidade quimica e mecéanica do que o
mecanismo fisico. Este mecanismo envolve agente exdgenos como glutaraldeido e genipin,
além de fotoinicializadores para reagir por radiacdo. A concentracdo de crosslinks e definida
pela quantidade de agente reticulante utilizado, de forma que concentracdo é proporcional a
resisténcia mecénica e inversamente proporcional a taxa de degradacdo do material. A taxa de
deliberacdo de farmacos, fatores de crescimento e outras propriedades bioldgicas sdo
inversamente proporcionais a concentragdo de crosslinks. Os polimeros mais comuns nesta
classe s&o gelatina, colageno, quitosana e fibrina 16241,

A fotopolimerizagdo é um mecanismo de producgéo de hidrogéis a partir de um agente

fotoinicializador na qual gera espécie excitada por radiacdo luminosa. O material base utilizado
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sdo monodmeros e oligdbmeros de baixa massa molecular que sofrem a cura e geram a rede
polimérica com reticulacdo, podendo controlar as propriedades do hidrogel por meio da
intensidade e tempo de exposicdo a radiacdo. Os hidrogéis normalmente utilizados em
bioimpressdo 3D ndo sdo fotopolimerizaveis sem a acdo de um agente fotoinicializador.
Poli(etilenoglicol) (PEG) e gelatina metacrilada sdo os materiais mais comumente utilizados
em bioimpresséo 161,

A reticulacdo enzimatica se aplica aos hidrogéis compostos por fibrina, onde sao
tratados com trombina. No caso das gelatinas, utiliza-se a transglutaminase, que catalisa a
formagcdo de ligacdes isopeptidicas. Em ambos os casos, as enzimas sdo dependentes de Ca®*

para realizarem esse mecanismo 261,

3.2.1 Hidrogéis naturais

Agarose, alginato, quitosana, celulose, fibrina, gelatina, colageno, acido hialurénico e
matrigel sdo apenas algumas matérias-primas naturais que formam os hidrogéis naturais. Por
serem obtidos de fontes naturais, sdo utilizados por sua biocompatibilidade, biofuncionalidade
e baixa citotoxicidade, criando interacGes celulares especificas, porém as propriedades
mecanicas limitadas reduzem a aplicacdo destes hidrogéis isolados. Em contraponto, 0s
hidrogéis artificais possuem printability e propriedades mecéanicas adequadas para a
bioimpresso, resultando em uma relacéo elevada de eficacia/custo .

Ao aplicar hidrogéis de origem natural em estudos de engenharia de tecidos, a estrutura
formada por tais materiais se assemelha com a estrutura natural de matrizes extracelulares, em
ambientes altamente hidratados, promovendo excelente adesdo celular B°. Algumas técnicas
buscam otimizar os fatores reoldgicos e mecanicos dos hidrogéis naturais, como a incorporacédo
de nanoparticulas, microparticulas ou mesmo a incorporacao de outros hidrogéis para ajuste
reoldgico (0311,

A agarose é¢ um polissacarideo extraido de diversos tipos de macroalgas. Em solucao
aquosa, esse copolimero natural forma gel termorreversivel de carater fisico. Suas propriedades
variam pela concentragéo, pH e o tipo de solvente aplicado 21, A baixa taxa de degradacéo e
baixa adeséo celular limitam o uso geral da agarose como hidrogel para engenharia de tecidos
[33].

Obtida a partir da deacetilacdo da quitina insoltvel proveniente de exoesqueletos de
insetos, crustaceos e fungos, a quitosana pode ser dissolvida em meios acidos, sendo utilizada

para produzir curativos para ferimentos superficiais, principalmente com elevados graus de
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desacetilacdo pela elevada taxa de degradacéo, biocompatibilidade celular e elevada adesdao
celular 1281, A quitosana possui comportamento termorreversivel para gelificagio, sob adicio de
fosfato de s6dio como agente de reticulagio idnico e NaOH para estabilizar o pH em 7,0 341,

A celulose € um polissacarideo formado por unidades de D-glucose. Por possuir
diversos grupos hidroxilas, a formacéo de ligagdes de hidrogénio dificulta a dissolugédo da
celulose em solventes comuns. Seus derivados, como metil-celulose (MC), etil-celulose (EC),
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e carboximetilcelulose sdo obtidos a partir da modificacéo
a celulose comum. O comportamento hidrofobico dos grupos metoxi resultam na gelificacdo
da celulose, com transigio sol-gel devido a perda de agua entre as macromoléculas 21,

A fibroina é obtida a partir da acdo da trombina no fibrogénio, transformando este em
uma estrutura polimerizavel onde os monémeros de fibrina se rearranjam para formar um gel
insoltvel de rede tridimensional com elevado grau de deformacéo. As fibrinas sdo normalmente
utilizadas pela adesdo celular em sua estrutura, além de possuir taxa de degradag&o controlavel.
Ao alterar a concentracdo do precursor e a tensdo ibnica do material, pode-se alterar as
propriedades do material a fim de otimizéa-las para a bioimpress&o 3D [°],

Hidrogéis de gelatina e colageno sdo muito comuns na engenharia de tecidos. A gelatina
é a forma desnaturada do colageno, resultando em propriedades bioldgicas proximas entre 0s
dois materiais. Ambos sdo utilizados com outros materiais, sejam artificiais ou naturais, por
possuirem excelente adesao celular, mas baixas propriedades mecanicas. A transi¢do sol-gel da
gelatina ocorre pela estruturacdo helicoidal das cadeias poliméricas em baixas temperaturas,
sendo um fendmeno termorreversivel. Os métodos mais comuns de gelificacdo da gelatina séo
por método quimico (perdxido de hidrogénio ou glutaraldeido) ou enzimético (transglutaminase
ou peroxidase de rabano) 1261,

3.2.2 Hidrogeéis de alginato

Os alginatos séo polissacarideos lineares anidnicos derivados de algas Kelp ou algas
marrons do tipo Sargassum e diversos tipos de cepas bacterianas, a partir da parede celular e
espacos intracelulares destes organismos [ %1, Os alginatos obtidos a partir de sais de calcio,
magnésio e sodio s&o formados por um grupo M: B-(1-4)-D-Acido manurdnico (Figura 12 - A)

e por um grupo G: B-(1-4)-D-Acido gulurénico (Figura 12 - B) 361,
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Figura 12 — Estruturas basicas do alginato. (A) B-(1-4)-D-Acido manurénico. (B) p-(1-4)-D-Acido

gulurénico.

(A) (B)

Fonte: Axpe e Oyen [36}

Do ponto de vista dos materiais poliméricos, os alginatos sdo copolimeros em bloco de
carater anidnico na qual os grupos M e G sdo combinados regides homopoliméricas (GG e MM)
e regides copoliméricas (MG ou GM). Ressalta-se que elevados teores do grupo M favorecem
a imunogenicida (evita a proliferacdo de microrganismos) do composto 35 % 371 Segundo
Zhang, Cheng e Ao, a flexibilidade em ordem crescente dos grupos ¢ GGKMM<MG ou GM, o
que reforca o grupo GG ser aquele mais rigido estruturalmente em conformac6es mais amplas
[35].

Os alginatos em forma de acido sdo insollveis em agua e solventes organicos, porém
seus sais sao sollveis e estaveis, formando solucdes viscosas e podendo gelificar na presenca
de cétions polivalentes (81,

A viscosidade do alginato é determinada pelo peso molecular, rigidez estrutural das
cadeias, comprimento molecular de cadeia e forca idnica da solucdo. De forma similar aos
polimeros convencionais, 0 aumento da massa molecular, concentragédo do alginato em solucéo
e rigidez estrutural da cadeia resultam em um aumento da viscosidade. Opostamente, aumento
da temperatura resulta em um efeito de reducdo da viscosidade, pois ha a repulsdo eletrénica
dos grupos presentes no alginato 9.

Dentre os sais de alginato comercialmente produzidos, o alginato de s6dio possui uso
majoritario justificado pelo ion monovalente Na* presente em sua estrutura. A adigao de cation
polivalente, normalmente Ca?* resulta na troca destes ions, formando majoritariamente uma

estrutura de “caixa de ovos”, conforme a Figura 13:
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Figura 13 — Estrutura de "caixa de ovos" de alginatos pds-reticulacdo. No exemplo, utilizou-se

Ca2* como agente reticulante.

Fonte: Zhang %,

A gelificacgdo do alginato em estruturas do tipo “caixa de ovos” envolve a coordenagao
e rearranjo do grupo G em zonas de ordenagdo, compostas por duas ou mais cadeias formando
ligacBes de hidrogénio com o cation utilizado para reticulacdo [ 36 3740 Em uma rede
tridimensional, cada cation é ligado a quatro residuos do grupo G. Para a formacao de redes
estruturadas estaveis ao redor de ions Célcio, necessita-se entre 8 e 20 grupos G [,

Com o desenvolvimento de novas tecnologias, descobriu-se que a estrutura de “caixa de
ovos” nao ¢ a Unica estrutura de ordenagdo possivel, gerando uma relagdo entre a estrutura de
“caixa de ovos” e os outros tipos de estruturas. Em relag¢@o 3/1, a formacao helicoidal é mais
propensa a ser formada, se a gelificagdo por Ca* for lenta. No caso de gelificagdo rapida, forma-
se uma estrutura metaestavel em forma de 2/1 em hélice 11,

A formacdo de gel de alginato é determinada pelo tipo e concentracdo de agente de
reticulacdo, peso molecular, tipo de alginato, composicdo, grau de polimerizacdo e
comprimento de cadeias %1,

Harper et al., estudaram o efeito mecénico da reticulacdo do alginato de s6dio com ions
bivalentes de Ba?*, Sr?*, Ca?*, Zn?" e Mg?*. O alginato reticulado com Ba?* se mostrou mais
rigido e mais resistente, seguido por Sr?*, Ca?*, Zn** e Mg?*, suportando a teoria de quanto
maior o raio catidnico, mais resistente o hidrogel se torna (42,

A bioimpressdo por extrusdo requer um processo de gelificacdo rapido. Cada processo
de bioimpressdo 3D requer biotintas com caracteristicas reologicas diferentes, sendo que a

bioimpress&o por extrusdo trabalha com viscosidades entre 30 mPa.s e 6 x 10’ mPa.s [,
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Segundo Axpe e Oyen, ainda que o alginato de sédio € um material que ndo permite
adesdo celular, o uso de alginato em bioimpressdo 3D se justifica pela ndo-toxicidade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, além de ser facilmente adaptavel para bioimpressao e
ser reologicamente caracterizado como shear-thinning ou pseudoplastica =61,

Apo6s a impressdo do biomaterial, este deve degradar apropriadamente para cada
aplicacdo. O alginato possui biodegradacéo lenta, podendo ser otimizada pela incorporacao de
agentes oxidantes (peroxido de sodio, por exemplo) 431,

Aplicacdes do alginato em bioimpressdo 3D se dao em diversos microcampos, como
tecidos vascularizados, bioimpressdo 0ssea e bioimpressdo de cartilagem. Alguns problemas
gerais de bioimpressao do alginato s&o apresentados na Tabela 5:



Tabela 5 — Dificuldades encontradas na bioimpressdo de alginato reticulado com Ca?*.

T
Ipo de Problema encontrado Solugéao
problema
Geral Imunogenicidade Reduzir grupos M
Necessidade de Uso de cations
Geral e i
gelificacdo rapida multivalentes
Cinética lenta de Otimizacdo do peso
Geral «
degradacéo molecular
Cinética lenta de Uso de agentes de
Geral « s
degradacéo oxidagao
Tecidos Uso de bioimpressao

Pouca vascularizagdo

vascularizados coaxial
Baixa resisténcia Uso de
Ossos . ) ) .
mecanica hidroxiapatita
Baixa resisténcia Uso de
Ossos . .
mecanica policaprolactona
. . Uso de peptideos de
Osso0s Baixa adesao celular P p~
adesao
) . Combinacdo com
. Necessidade de matriz ¢
Cartilagem o estruturas de
extracelular biomimética )
policaprolactona
) . Combinacdo com
. Necessidade de matriz ¢
Cartilagem o celulose
extracelular biomimética o
nanofibrilada
. Necessidade de matriz Combinacéo com
Cartilagem C o
extracelular biomimética acrilamida
. Baixa printabilidade do | Combinagéo com
Cartilagem .
sulfato de alginato nanocelulose
Combinacéo com
. Baixa formacéo de matriz fatores de
Cartilagem

extracelular

crescimento (B-TCP,
policaprolactona)

Fonte: Adaptado de Axpe e Oyen 3],

O foco em otimizar as propriedades osteogénicas e mecanicas dos scaffolds trouxe o uso

do alginato para a bioimpressdo como um grande fator, seja utilizado na forma pura ou em
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mistura com outros hidrogéis. Algumas outras estratégias de aditivacdo do alginato passam por
adicdo de nano-hidroxiapatita, biovidros e outras cargas minerais B2,

Bociaga et al., analisaram o uso de hidrogéis de alginato de sodio aditivados com
gelatina bovina, fixando o teor de alginato em 5% w/v, alterando o teor de gelatina (0%, 3%
w/v e 4% w/v) e 0 meio de solugéo. A incorporacao no teor da gelatina resultou no aumento da
viscosidade do hidrogel, taxa de degradacdo do hidrogel e resisténcia mecéanica. A mudanga do
solvente para um meio de cultura celular resultou em um aumento da viabilidade celular 41,

Monavari et al., estudaram a incorporacdo de nanoparticulas de silica-calcia
mesoporosas em solucbes de alginato dialdeido e gelatina para bioimpressdo 3D. O hidrogel
obtido mostrou propriedade osteogénicas, sendo utilizadas como possiveis enxertos 0sseos,
motivados pela atividade, proliferacdo, adesdo e diferenciacdo celular. As particulas
adicionadas aos hidrogéis resultaram no aumento da resisténcia mecanica do hidrogel sob
compressdo, onde 0 aumento no teor de particula gerou um aumento substancial na rigidez do
scaffold, sem prejudicar a printability do hidrogel em aspectos reolégicos e de fidelidade de
forma (451,

Iglesias-Mejuto e Garcia-Gonzalez, adicionaram hidroxiapatita em alginato para
produzir scaffolds bioimpressos com estruturas porosas, com propriedades adequadas para
engenharia de tecido em regeneracdo 0ssea. A estrutura produzida resultou em uma elevada
viabilidade celular e estabilidade por 13 dias, mantendo a printability e poros presentes no
sistema CAD original. O aumento do teor de hidroxiapatita gerou um aumento na area

superficial e densidade dos scaffolds 1.

3.2.3 Poloxamero ou Pluronic®

Os poloxameros sdo uma classe de copolimeros anfifilicos utilizados em diversas
aplicacdes bioldgicas. Por conta de interaces fisicas em suas cadeias, 0s poloxameros formam
hidrogéis gelificados em redes tridimensionais termorreversiveis. O nome Pluronic® parte da
comercializagdo destes materiais pela BASF (Nova Jersey, EUA) na década de 1950 471,

A estrutura do poloxameros consiste em trés meros, com um nucleo hidrofébico
formado de poli-(oxipropileno) (POP) (Figura 14), cercado por dois meros hidrofilicos de poli-
(oxietileno) (POE). Esses hidrogéis gelificam em temperaturas acima da temperatura critica de
micelizacdo, que é a temperatura onde ocorre o fendmeno de micelizagdo pelas propriedades

anfifilicas do polimero 471,
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O comportamento do poloxdmero em solucdo aquosa é altamente influenciado pela
temperatura do meio. Em temperatura ambiente, a solugdo se comporta como um liquido de
baixa viscosidade &, Um dos poloxameros mais utilizados na engenharia de tecidos é o
Pluronic® F-127, ou Poloxamero 407, sendo utilizado como estabilizador em formulacGes e
agente emusilvo n&o-idnico, reconhecido como um “componente inativo” pela FDA,
justificando sua aplicagio em medicina e bioimpressao 491,

O mecanismo envolvido na transicdo termorreversivel sol-gel e gel-sol do F-127 é
baseado nas interac6es hidrofobicas do POP, na qual € soltvel em temperaturas abaixo de 24
°C, mas com o0 aumento de temperatura, as estruturas se agregam, formando micelas para
reduzir a area de superficie do grupo em questéo que esta em contato com a dgua do sisteman

conforme Figura 14 5

Figura 14 — Mecanismo de micelizagdo e gelificagéo do Pluronic® F-127 ou Poloxamero 407
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Fonte: Adaptado de Neves [*],

Grassi et al. (2006) constataram que a interacdo entre alginato de sodio e o Plurénic®
F-127 origina um composto termorreversivel com formacdo de um gel resistente apés
reticulagdo com Ca?*, com uma compatibilizagdo completa entre o alginato de sodio e o F-127.

Os autores evidenciar a transicéo sol-gel do F-127 por ensaios reoldgicos, conforme Figura 15
[51]-
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Figura 15 — Ensaio reoldgico do F-127 em Temperatura versus viscosidade (n) e G’.
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Fonte: Grassi et al. 1,

Grassi et al. (2006) apresentaram dados de viscosidade do F-127 alterando em 7 ordens
de grandeza em temperaturas entre 21 °C e 24 °C, evidenciando que, a partir dessas
temperaturas, os fendmenos de micelizacéo e gelificagdo comegam a ocorrer B,

Hibbert, Voljoen e Plessis (2023) realizaram um estudo sobre as variaveis da
bioimpressao, utilizando hidrogeis de Pluronic® F-127 (ou poloxamer) e alginato de sddio em
solucéo de solucgéo salina de preenchimento (PBS), onde variaram as composi¢des, temperatura
de impressao, diametro das agulhas, velocidade de impresséo e pressao de impresséo, visto que
o0 sistema utilizado por estes era pneumatico. Os autores constataram que ndo houve diferenca
de qualidade de impresséao entre 35 °C e 37 °C. No sistema utilizado, os autores constatam que
as agulhas de 27G (200 um), com velocidade de impressdo de 10 mm/s e presséo de 30 kPa

foram as condicBes otimizadas 81,

3.3 REOLOGIA E REOMETRIA

A reologia € um ramo da fisica que estuda a deformacdo e o fluxo de materiais,
correlacionando tensédo (ou forca), deformacéo e tempo. O estudo de liquidos viscosos ideais e
solidos ideais alcangcou uma limitacdo mdtua na presenca de materiais viscoelasticos. Esses
materiais se caracterizam pela combinacdo de caracteristicas elasticas e viscosas, combinando

modelos de molas e amortecedores 2],
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Os sdlidos ideais (ou Hookeanos) s&o caracterizados pela tensdo e deformacao estarem
em fase, enquanto os liquidos possuem um atraso de fase, podendo ser definido em ensaios de

reometria oscilatdria. Assim, apresenta-se o exemplo de atraso de fase na Figura 16:

Figura 16 — Exemplo do atraso de fase (3) entre tenséo e deformag&o em liquidos.

‘macao

Tensao (MPa)
Defor

Tempo (s)

Fonte: Adaptado de Chandran, Sarathchandran e Thomas %2,

Para sistemas ideais, a tensdo nos solidos é diretamente proporcional a deformacéo,
enguanto, os liquidos Newtonianos se caracterizam pela deformacao é diretamente proporcional
a taxa de deformacdo. Entretanto, hd uma classe de materiais caracterizadas pela combinacao
de propriedades entre sélidos Hookeanos e liquidos viscosos, chamada de Materiais
Viscoelasticos 3,

Para um material viscoelastico, a relacéo de viscosidade (), ao ser utilizada reometria

oscilatoria, se da pela equacdo 3 %I
n(w,t) = G'y.sen(wt) + G"y,.cos(wt) (3)

Onde o € a frequéncia de deformacéo, y é a taxa de cisalhamento aplicada, t € tempo e
os fatores G’ e G’ determinam fatores de fase. G’ é o modulo de armazenamento de energia,
ou seja, ¢ o fator elastico da estrutura viscoelastica. G’> € o modulo de dissipagdo de energia
por deformagc&o viscosa, associado & parcela viscosa da estrutura viscoelastica 21,

Os fluidos ndo-Newtonianos podem ser caracterizados com base na resposta viscosa em

relacdo a magnitude da taxa de cisalhamento aplicada, conforme a Figura 17:
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Figura 17 — Tipos de fluidos caracterizados pela relagdo de tensdo de cisalhamento versus

taxa de cisalhamento. Ensaios realizados por reologia rotacional.

Tensao de cisalhamento

Taxa de cisalhamento

Fonte: Adaptado de Chandran, Sarathchandran e Thomas 52,

Pseudoplasticos (shear-thinning) sdo materiais viscoelasticos que se caracterizam pela
reducdo da viscosidade quando hd o aumento da taxa de cisalhamento. Possuem trés regides
gréficas caracteristicas: uma primeira regido com elevada viscosidade para baixas taxas de
cisalhamento, seguida por uma regido intermediaria onde o aumento da taxa de cisalhamento
resulta na diminuicéo da viscosidade, na qual pode ser definida pela Lei de Poténcias (equagdes
4 e 5). Para altas taxas de cisalnamento, ha um plat6 de viscosidade 21

Os materiais dilatantes (shear-thickening) sdo materiais que, ao contrario dos
pseudoplasticos, se caracterizam pelo acréscimo da viscosidade com o aumento da taxa de
cisalhamento. Assim como no caso dos pseudoplasticos, podem ser definidos por Lei de
Poténcia (equacdes 4 e 5). A propriedade dilatante do material depende da concentracéo,

tamanho e forma das particulas inseridas no sistema 4,

T=10+ K.y" 4
Nap = K. (V)n_l (%)
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Sendo 1 a tensdo de cisalhamento, n viscosidade aparente, y é a taxa de cisalhamento,
K é a constante que depende do tipo de fluido e n é o fator de poténcia, onde n>1 é fluido
dilatante e n<l é fluido pseudopléstico. 1o é a tensdo de escoamento, ndo existente para
pseudoplésticos, fluidos Newtonianos e dilatantes.

Os fluidos plasticos (ou tixotrépicos) sdo similares ao pseudoplasticos, porém estes
possuem uma tensdo inicial para que a deformacao ocorra, chamada de tensdo de escoamento
70. J& 0s fluidos de Bingham possuem relacdo de tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento
linear como liquidos viscosos, mas possuem uma tensdo de escoamento to, resultando na

necessidade de uma tensdo inicial para fluir 2,

Utilizados para o estudo das propriedades reoldgicas de um material, diversas
geometrias de “spindles” sdo utilizadas, como placa-cone, placa-placa (ou placas paralelas, ou
disco-placa), aletas e cilindros concéntricos. Spindles cilindricos sdo utilizados para estudar a
reologia de liquidos, enquanto spindles cilindricos séo utilizados para estudo de tensdo e taxa
de cisalhamento e viscosidade de fluidos ndo-Newtonianos. Spindles em forma de placas
aletadas (ou aletas) sdo normalmente utilizados para estudo de hidrogéis. Algumas geometrias

estdo apresentadas na Figura 18 521,

Figura 18 — Tipos diferentes de spindles usados em reometria. Em (A) spindle placa-cone, em

(B) placa-placa e em (C) cilindros concéntricos.

Fonte: Adaptado de Chandran, Sarathchandran e Thomas 52,
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A reometria oscilatéria se diferencia da reometria rotacional pelo tipo de movimentacéo
do redmetro: enquanto a reometria rotacional possui uma rotacdo continua, a reometria
oscilatdria é realizada com uma oscilacédo de frequéncia definida, podendo ser controlada pela

tensdo aplicada ou pela deformacéo aplicada.

3.3.1 Reologia em hidrogéis

Para hidrogéis, a reologia é utilizada para caracterizar propriedades quimicas e fisicas
de forma répida e simples. Os métodos mais comuns de caracterizacao reoldgica de hidrogéis
se dao por reometria oscilatoria de baixa amplitude (<1 °). Utiliza-se, por exemplo, alteracdes
na frequéncia de oscilacdo para detectar caracteristica do hidrogel, transicdo vitrea, arquitetura
de cadeia e rede do hidrogel 81,

A reologia dos hidrogéis apresentam principios essenciais para as aplicacdes destes
materiais. Propriedades mecéanica obtidas por reologia mostram a viabilidade do hidrogel para
aplicacdes bioldgicas especificas. A rigidez mecanica dos hidrogéis deve ser avaliada, por
exemplo, para que o hidrogel se sustente em seu préprio peso para produzir um scaffold,
mantendo o crescimento celular, adeséo celular e diferenciacio celular I,

Em bioimpressdo, o estudo da reologia dos hidrogéis é fundamental para o controle
preciso da forma tridimensional. O fluxo do hidrogel é crucial para a bioimpresséo,
contabilizando a deformacdo, viscosidade e a recuperacdo elastica deste para poder fluir e
manter a estrutura impressa. Especificando a bioimpressdo para EBB, ha a necessidade dos
hidrogéis serem pseudoplasticos/shear-thinning para que haja o escoamento, mas ao retirar a
tensdo aplicada, o hidrogel ndo escoe e se mantenha naquela geometria bioimpressa 71,

Gorrofiogoitia et al. (2022) realizaram o ensaio reolégico de quatro tipos de alginato de
sodio em concentracdo de 4% w/v, nomeados a partir do peso molecular médio (em kDa) de
cada alginato: L495, L187, L253 e L427. O ensaio esta apresentado na Figura 19 [8l:
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Figura 19 — Ensaio reologico de alginatos de sodio (4% wi/v) a 23 °C, analisando a influéncia

massa molecular na viscosidade.
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Fonte: Adaptado de Gorrofiogoitia et al. %81,

O ensaio conduzido pelo grupo de Gorrofiogoitia et al., evidenciou que quanto maior a
massa molecular de um polimero para hidrogel, maior € a viscosidade apresentada em sua
solucdo aquosa. Os autores, em outro experimento, também verificaram que o aumento da
temperatura reduz na reducdo da viscosidade do material ao permitir que as cadeias poliméricas
possuam mais mobilidade. Para a bioimpressdo, teores de 4% de L187 e L253 foram pouco
Visc0s0s, mas 0s alginatos L495 e 427 obtiveram boa printability, sejam pré ou pds-reticulacéo,
otimizados para um Pr de 1,08 + 0,06 na composic&o de 5% L495 [8],

Como ja citado no topico 3.2.2 “Hidrogéis de alginato”, a baixa estabilidade estrutural
do alginato para bioimpressdo 3D de tecidos 0sseos trouxe a necessidade de alteracfes no
alginato, como a incorporacdo de fibras e particulas, promovendo melhores propriedades
mecanicas e estabilidade estrutural *°1. Biovidros e hidroxiapatita foram também usados como
aditivos bioquimicos, reoldgicos e mecanicos ao alginato 6%,

A alteracdo do alginato com biovidro, hidroxiapatita ou outros hidrogéis resulta em
alteracOes reoldgicas no material. O estudo reoldgico desses compdsitos poliméricos € utilizado
como um guia de agio entre a formulago e as propriedades dos compositos 61,

Adbhikari et al., estudaram hidrogéis de alginato de sddio e quitosana aditivados com

nano-hidroxiapatita (n-HAp) sob a optica da bioimpressédo 3D e printability para aplicacGes em
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engenharia de tecidos 6sseos. Os autores utilizaram os sistemas em situagdes sem reticulacéo e
com reticulacdo + secagem. A nomenclatura presente na Figura 20 apresenta, respectivamente,

%alginato, %quitosana e %hidroxiapatita em peso [©2:

Figura 20 — Ensaio reoldgico realizado por Adhikari et al.
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Fonte: Adaptado de Adhikari et al. 62,
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Figura 21 — Ensaios reoldgicos realizados por Adhikari et al. 2. Em (a) curva de viscosidade
e tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de cisalhamento. Em (b) ensaio de fluéncia do

fluxo em funcédo do tempo.
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Fonte: Adhikari et al. [62],

Por meio do ensaio reoldgico, os autores concluiram que o aumento no teor de quitosana
e n-HAp resultaram em fluidos com resposta shear-thinning pseudoplastica acentuada,
evidenciado pelos menores valores de n (Figura 20). Para materiais com maior carater
pseudoplastico, a recuperacao elastica é mais efetiva, assim como mostrado no ensaio de fluxo
(J) em funcéo do tempo apresentado na Figura 21-B. A Figura 21-A mostra que 0 aumento nos
teores de quitosana e n-HAp trouxeram um aumento na tenséo de escoamento dos materiais (o)
[62].

Toda andlise reoldgica do material foi evidenciada na bioimpressdo dos scaffolds
conforme Figura 22, onde as composi¢des com menores valores de n, maior recuperacdo
elastica e maior tensdo de cisalhamento resultaram em poros definidos, com valores de Pr
visualmente mais proximos de 1. A relacdo entre viscosidade, recuperacéo elastica e tensdo de
cisalhamento é essencial para a bioimpressdo de hidrogéis com estabilidade estrutural. As
imagens em MEV também mostraram que o incremento no teor de n-HAp resultou em
filamentos com maior rugosidade superficial, o que é um fator crucial para adeséo e crescimento

celular em engenharia de tecidos 6sseos 2.
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Figura 22 — Scaffolds bioimpressos por Adhikari et al. Em (a) 5% 1%. Em (b) 5% 2%. Em (c)

Fonte: Adhikari et al. [62],
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4 MATERIAIS E METODOS

Nessa secdo, apresentam-se 0s materiais e metodos utilizados no desenvolvimento do
projeto, bem como as rotinas de projeto e validacdo do sistema. Assim, utilizou-se 0 método

comparativo para analisar os resultados obtidos.

41  MATERIAIS

As matérias-primas utilizadas foram o alginato de s6dio em sal (Dindmica — 9005-38-3,
90% de pureza), Poloxamero 407 em grénulos (BASF — 9003-11-6), CaCl, dihidratado
(CaCl2.2H20) (Dindmica — 10035-04-8, 99% de pureza).

As seringas utilizadas foram seringas de 1 mL, 3 mL, 5 mL e 10 mL da marca SR ®,

bem como tubos de poliuretano e conectores luer-lock obtidos da ePrinters.

4.2  PREPARACAO DE MISTURAS

O alginato foi solubilizado em proporgdes 2% em peso (2 g em 100 mL) e 4% em peso
(5 g em 100 mL) em agua destilada, utilizando misturador mecéanico (150 RPM) em banho-
maria & 60°C.

Os hidrogeis de poloxadmero foram obtidos ao solubilizar o p6 de alginato em proporcées
de 18% em peso e 20% em peso em agua destilada, realizando ciclos de 3,5 minutos ao
congelador para manter a temperatura menor que 20°C, favorecendo a solubilizacéo e evitando
formagéo de micelas. Produziu-se as solugdes de CaCl, com 3% em peso, 5% em peso, 8% em

peso e 10% em peso em misturador mecanico a temperatura ambiente.

4.3 BIOIMPRESSORA

O modelo inicial de bioimpressora utilizado nesse projeto € uma Ender 3 V1 adaptada
para bioimpressdo 3D (Figura 23). No modelo inicial, um motor de passo transfere energia a
uma barra roscada, a qual movimenta verticalmente uma barra transversal utilizada para mover
0 émbolo da seringa. A bioimpressora ndo possui sistema de aquecimento para controle de
temperatura.

O sistema inicial possui quatro eixos de movimentagdo, na qual o eixo “x” é responsavel

(134

pela movimentagao da mesa de impressdo, “y” como movimentagao da barra de impressao e
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“z” sendo o eixo de movimentacao vertical para cada camada, e “ext” € o eixo de movimentacao

para alimentagéo do extrusor ou, nesse caso, movimentagdo do émbolo da seringa.

Figura 23 — Bioimpressora inicial utilizada no projeto, indicando os quatro eixos de

funcionamento do sistema.

Fonte: Autor.

Como apresentado no topico 3.1.2 “Mecanismos alternativos de bioimpressao por
extrusdo”, as diferentes técnicas utilizadas na bioimpressdo 3D geraram um exponencial
aumento de possiveis produtos a partir deste macroprocesso. O uso de sistemas coaxiais de
bioimpressdo 3D, além de produtos perfusionados com elevado grau de reticulacdo, resulta em
filamentos em condi¢des mais proximas ao ideal para bioimpressdo 3D. A partir desta
necessidade, houve a busca por transformar a bioimpressora inicial deste projeto em uma
bioimpressora de extrusdo coaxial, onde inicialmente foi projetada uma seringa de coextrusao
e, posteriormente, o sistema foi adaptado para funcionamentos de uma ou duas seringas para
coextrusao.

A partir do sistema inicial, desenhou-se as novas pecas utilizando o Autodesk Fusion3D
® e impressas em impressoras 3D de FDM tradicionais. A Figura 24 apresenta a bioimpressora

inicial com pecas nomeadas para facilitar o entendimento:
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Figura 24 - Bioimpressora utilizada no sistema com principais pe¢as nomeadas.
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Fonte: Autor.

A acoplagem do sistema todo na impressora foi feita pelo carro de impressdo, nome
adaptado de outras técnicas de manufatura aditiva. No carro de impressao, o suporte de seringas
se acopla por parafusos e porcas. A barra transversal se movimenta por um eixo roscado
conectado por correia a0 motor de passo, com dois eixos guias laterais. Os detalhes dos
desenhos estdo presentes na patente de GRU 20 2024 008885 4 em andamento pelo INPI até a
presente data (05/04/2024).

4.3.1 Estudo da vazao e variaveis de impressao

Como o sistema é adaptado a partir de uma impressora 3D tradicional, algumas func¢des
presentes no sistema foram adaptadas. Assim, o estudo de velocidade de impressao, diametro
do filamento e largura de extrusdo como variaveis de impressao foi necessario para entender o
funcionamento do sistema com cada condic¢do de impressdao. Mesmo que o sistema ndo possua
mais um filamento polimérico para FDM, o software é adaptado de uma impressora do tipo
FDM, e utiliza dados do filamento para calcular a fun¢do do motor de passo. Ressalta-se que a
largura de extrusdo e didametro do filamento estdo correlacionados com um sistema tradicional

de impressdo 3D FDM, mas ainda assim influenciam no sistema de bioimpressé&o.



52

Para estudar o funcionamento do sistema, utilizou-se uma estrutura cilindrica, com 0%
de preenchimento e modo vaso. O modo vaso consiste na impressdo de uma Unica parede do
perimetro de um objeto sem a utilizacdo de camadas de impressdo e preenchimento [31,

A partir do modo vaso, uma seringa com agua foi acoplada ao sistema. O uso da agua
objetivou compreender o sistema com um fluido de referéncia simples. A da barra transversal
a peca de acoplagem do carro de impressao foi medida antes e depois do teste, com o auxilio
de um paquimetro digital. O tempo do teste foi medido, assim como o volume despejado do
sistema para o calculo de vazdo. Assim, comparou-se a velocidade inserida no software

(velocidade prusa), com a velocidade real obtida a partir do seguinte célculo:

Liniciai— Lfinai (6)

Vreal = .

Tém-se Linicia como a distancia da barra transversal inicial, Lsina cOMo a distancia da
barra transversal final e t como o tempo para tal teste. Assim como os célculos de vazéo

calculada e vazdo medida foram calculados por:

4

Qmedida = 7

(")

— r 2
Qcalcutada =V "4 'Dseringa (8)

Sendo V o volume vazado, medido por uma proveta, t o tempo do teste e DZseringa COMO
o diametro interno da seringa, e v como velocidade. Neste ensaio, utilizou-se a velocidade real

da equacdo 6 como velocidade para equacdo 8. Realizou-se 3 ensaios para cada variavel.
4.4  ANALISE REOLOGICA

Para compreender e correlacionar as propriedades viscosas dos polimeros estudados
com as relacGes de bioimpressdo do sistema, realizou-se ensaios reologicos. Ao estudar as
propriedades do poloxamero 407, sendo este o “padrdo ouro” da bioimpressdo, pode-se apontar
um objetivo para os demais materiais serem bioimpressos.

O redmetro utilizado neste trabalho foi o redmetro HAAKE Viscotester iQ Air (Figura
25), com spindles em modelo aleta-copo (Figura 25).



53

Figura 25 — Redmetro HAAKE Viscotester iQ Air e spindle em aleta.

Fonte: Autor

Para analise do comportamento em relacao a temperatura do poloxamero 407, um ensaio
em reometria oscilatéria de deformacdo controlada (CD) sobre viscosidade em funcdo da
temperatura com duas rampas de aquecimento foi realizado com o poloxamero 407 em 18%
em peso e 20% em peso, iniciando em 5 °C, aquecendo a 3°C/min até 60 °C e resfriando
novamente até 5 °C com taxa de -3 °C/min. Neste ensaio, a alimenta¢do ao sistema ocorreu
com a amostra em 5°C, evitando possiveis fadigas térmicas ao material.

Para analise do comportamento do alginato (2% em peso e 4% em peso), um ensaio
similar foi realizado, variando apenas a temperatura de inicio e maxima: iniciou-se em 60 °C,
atingindo uma temperatura minima de 5 °C e reaquecendo para 60 °C. A mudanca para este
ensaio se deu pela elevada viscosidade do alginato em temperaturas abaixo de 20 °C,
dificultando a medicéo de 28,2 mL conforme exigido pelo equipamento. Logo, iniciar o ensaio
com temperaturas mais elevadas, permitiria a alimentacdo e disposi¢do do alginato de forma

mais precisa ao sistema.
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Tabela 6 - Condigdes de ensaio reoldgico para poloxamero 407 e alginato de sodio em

reometria oscilatoria.

Reometria oscilatdria (CD)

Poloxamero 407| Alginato -
Variavel Valor Valor | Unidade

T inicial 5 60 °C
T intermediaria 60 5 °C
T final 5 60 °C
Frequéncia 0,5 0,5 Hz
Deformagdo 0,2 0,2 rad

Taxa de aquecimento 3 3 °C/min

Taxa de resfriamento -3 -3 °C/min

Por fim, o ensaio de viscosidade em funcdo da frequéncia foi realizado para o

poloxamero 407:

Tabela 7 — Condic¢des de ensaio para ensaio de viscosidade em funcdo da frequéncia de

oscilacdo em deformacéo controlada (CD).

Reometria oscilatéria (CD) Poloxamero

Variavel Valor | Unidade
f inicial 1 Hz
f final 10 Hz
T ensaiol 20 °C
T ensaio2 35 °C
Deformacao 0,2 rad
Taxa de resfriamento 3 °C/min

Fonte: Autor.

45  BIOIMPRESSAO 3D

Utilizando o sistema descrito, a bioimpressora foi controlada pelo software Repetier
Host, e as amostras e condicdes de bioimpressdo foram definidas pelo software PrusaSlicer. As
condicBes de bioimpresséo foram definidas conforme estudo do topico 4.3.1 “Estudo da vazéo

e variaveis de impressao”.
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Tabela 8 — Condicdes de impressao.

Condicoes de impressao
Variavel Valor | Unidade
Seringa 1 10 mL
Seringa 2 5 mL
Velocidade de impressao 5 mm/s
Diametro do filamento 1.2 mm
Largura de extrusao 0.4 mm
Agulha interna 21 G
Diametro externo 4 mm
Preenchimento Grade
Densidade de Preenchimento 10 Yo

Fonte: Autor.

As amostras bioimpressas foram cubos de 20 mm de lado, com 10% de preenchimento,
preenchidos em geometria alinhado alternado (grade alternada). A impressao foi realizada com
5 camadas de altura para estudar o funcionamento da impressdo de uma estrutura tridimensional

que suporte o proprio peso e se mantenha estavel.

Este topico apresenta as mudancas, propostas e executadas, considerando as respectivas
evolucdes para a execucao do sistema de bioimpressao 3D por extrusao coaxial.

Em um primeiro momento, evitando mudancas drasticas ao sistema, foi proposto um
sistema de seringa de coextrusdo, mas devido as limitacdes de precisdo dimensional para a
seringa, a ideia foi descontinuada e substituida pelas alteracdes para um sistema de coextrusao
acoplado ao carro de impressdo. A proposta da seringa de coextrusdo estd disponivel no
APENDICE A.
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5 RESULTADOS

Neste topico, apresenta-se 0s resultados sobre o reprojeto da bioimpressora, estudo dos
hidrogéis, andlise reoldgica dos hidrogéis, estudo das variaveis de impressdo e resultado do

reprojeto da bioimpressora.

5.1 REPROJETO DA BIOIMPRESSORA

A proposta do sistema de coextrusdo gerou duas variantes, sendo a montagem no carro
de impressdo ou na viga superior do sistema. O modelo inicial da bioimpressora serviu de base
para o sistema de duas seringas.

O modelo inicial Ender 3 V1 adaptado para bioimpressdo, ao utilizar fluidos de elevada
viscosidade (resisténcia ao escoamento), apresentava flexdo na barra transversal, dispersando a
energia que seria utilizada para movimentacdo do émbolo e escoamento do hidrogel. A
montagem de um sistema de coextrusdo em duas seringas ndo poderia ser montado com duas
seringas dispostas do mesmo lado do sistema, pois poderia reduzir momento e a flexdo na barra
transversal. O projeto, portanto, foi feita a partir de um sistema simétrico, com uma seringa em
cada lado da barra transversal, podendo ser utilizada como sistema de uma Unica seringa ou
duas seringas.

O projeto do sistema de carro de impressao com seringas simétricas necessitou da
alteracdo do carro de impressdo e a extensdo da barra transversal. A primeira alteracdo do
sistema ocorreu pela extensao da barra transversal, para acoplar duas seringas, conforme mostra

a Figura 26:
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Figura 26 — Alteracéo da barra transversal para aplicacéo de duas seringas.

Fonte: Autor.

O projeto da barra transversal se deu em funcdo de estender a peca em funcéo de se
obter a simetria para movimentacdo do émbolo de duas seringas. Assim, a peca foi projetada
com outras otimizacdes, como a produgéo de buchas para os eixos-guias que reduzam a flexao

da peca.

Figura 27 - Barra transversal desmontada

Fonte: Autor.

A extensdo da barra transversal trouxe a necessidade de ajustes em relagdo a pega inicial,
como a redistribuicdo dos parafusos e porcas existentes, redisposi¢éo das buchas para os eixos-
guias e novos parafusos e porcas, principalmente na bucha roscada, fixando-a na barra.
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Assim como a barra transversal, a pecga do carro de impresséo foi reprojetada para a
acoplagem de duas seringas de forma simétrica. A fim de ndo fazer alteragdes disruptivas, a
peca foi reprojetada a partir da peca inicial. A peca inicial demontada esta apresentada na

Figura 28:

Figura 28 - Peca inicial do carro de impressdo desmontada, produzida em PLA.

Fonte: Autor.

A partir da peca inicial, a peca reprojetada esta apresentada na Figura 29:

Figura 29 — Peca do carro de impressao reprojetada para sistema de acoplagem simétrica de

seringas, produzida em PLA.
i o~
£

Fonte: Autor.

A versdo reprojetada do carro de impressdo foi baseada no sistema inicial, com a
incorporagdo de um novo espaco para um segundo suporte de seringas. J& o protétipo com as

novas pecas projetadas e impressas:
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Figura 30 — Sistema de duas seringas montado no carro de impresséo.

v - L

Fonte: Autor

A montagem das seringas ao sistema foi feita utilizando sistemas luer-lock com tubos
de poliuretano com 4 mm de didmetro interno e 6 mm de didametro externo. Para que os tubos
e a agulha de impressdo ndo ficassem em balanco, uma pega com encaixe aos suportes de

seringa e com um furo na geometria dos conectores luer-lock foi projetada:

Figura 31 - Sistema de fixacdo da tubulacéo.

Fonte: Autor.

A proposta inicial de mistura das seringas ocorreu em um sistema de jungdo em T e em

Y, com saida para outro conector luer-lock com agulha, conforme Figura 32:
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Figura 32 — Conectores luer-lockem Y eem T.

= -

Fonte: Autor.

O misturador em T resultou em filamentos inconsistentes, com trechos reticulados em
excesso e trechos sem reticulacdo, além de problemas com entupimento e acumulo de pressao
na agulha. Assim, a tentativa de utilizar um sistema de mistura em Y, reduzindo o angulo de
entrada dos fluidos. A necessidade de um bico de extrusdao mais preciso para o funcionamento
em coextrusdo levou ao desenho final do sistema, conforme Figura 33:

Figura 33 — Bico de extrusdo produzido para coextrusdo, sendo a agulha superior para fluxo
interno, e a agulha lateral para fluxo externo dentro do tubo de silicone. Em (A), o sistema

bipartido desmontado para visualizagdo. Em (B), o sistema montado e fechado para uso.

Fonte: Autor

O bico de coextrusdo foi produzido para otimizar o fluxo de dois materiais, formando

assim um fluxo efetivamente em coextrusao, onde a entrada superior é o fluxo interno em uma
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agulha com diametros menores que 800 um e o fluxo externo (entrada lateral) é realizado a
partir de um tubo de silicone/polietileno de 4 mm de diametro externo e 1 mm de didmetro

interno.
5.2  ESTUDO DOS HIDROGEIS

Para avaliar teoricamente a relagdo de vazdes entre as seringas, utilizando a equacdo 8
e assumindo a velocidade do émbolo genérica de v = 1 mm/s, estudou-se o fluxo teérico de

cada seringa, comparando e obtendo a relacéo entre vazdo da Seringa 1/vazao da Seringa 2:

Tabela 9 - Dados da anélise de relagdo de vazdo teorica das seringas utilizadas.

Relaciio entre vazoes volumetricas (teorico, v=1 u.v.)

Vazdo Seringa 1
10 mL 5 mL 3mL 1 mL

10 mL 1,000 0.548 0,310 0,078

Vazio 5mL 1,824 1,000 0.566 0.141
Seringa 2 3mL 3.224 1,768 1,000 0,250
1 mL 12.895 7.071 4,000 1.000

Fonte: Autor.

Ao utilizar os dados da Tabela 9, pode-se transformar as vazGes volumeétricas para
vazOes massicas do alginato presente em solucdes de 4% em peso e de a&tomos de calcio presente
em solucdes de 5% em peso de CaCl> em cada seringa (10 mL, 5 mL, 3 mL e 1 mL). Ao assumir
solucBes homogéneas, sabe-se que, para cada 100 mL (ou 100 g) de 4gua, ha 4 g de alginato e
59 de CaCl,. Portanto, em um fluxo genérico de 100 mLs, ha 5 g de CaCl, (ou 0,045 mol)

fluindo por segundo e, consequentemente por relagdo molar, 1,8 g de ions calcio em 100 mL/s.

449
Qmalginato = Qseringa * 105 mm?® 9)
1,89
Qme, = Qseringa * 105 mm?3 (10)

Sendo Qseringa como a medida de vazéo tedrica calculada para cada seringa e
respectivos didmetros. Assim, na Tabela 10, apresenta-se a relagdo entre vazao massica de

alginato em relacdo a vazao massica de atomos de célcio:
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Tabela 10 — Estudo de relagfes massicas para solucdes de alginato 4% em peso e CaClz 5%

em peso,

Relacdo entre vazGes massicas [Qm Alg/QOm Ca]

Vazdo massica Ca 5%
10 mL 5mL 3mL

10 mL 2,220 4,048 7,155

Vazéo massica 5mL 1,217 2,220 3,924
alginato 4% 3 mL 0,689 1,256 2,220
1mL 0,172 0,314 0,555

Fonte: Autor.

Ao utilizar os valores da Tabela 4 como vazdo, em transformacao simples para 1 parte
sendo 100 mL/s, tém-se uma vazdo teorica de alginato em relacdo a vazao de ions célcio. Ao
comparar com os dados da Tabela 10 com a tabela 6, a proporcao de ions de célcio para cada
grama de alginato no trabalho de Freeman e Kelly (2017) é menor do que nas relacdes aplicadas

para as seringas presentes.

5.3  ESTUDO DAS VARIAVEIS DE IMPRESAO

O estudo das variaveis de impressao que alteram o funcionamento do sistema em termos
de velocidade foi realizado para avaliar a vazdo e a velocidade real a partir das condigfes
inseridas no software PrusaSlicer.

Ao analisar as velocidades do sistema, h& duas velocidades: a velocidade de
movimentag¢do do eixo “ext”, ou seja, a velocidade de alimentagdo da seringa e a velocidade de
deslocamento do sistema como um todo para tal deposicdo. A relagéo das duas velocidades em
sistemas de impresséo 3D tradicionais sdo proporcionais, onde cada trecho extrudado, deve ser
depositado na mesa de impressdo de forma uniforme, ou seja, para cada milimetro extrudado,
a mesma distancia deve ser movimentada ao bico de impresséo para a deposi¢cdo na mesa de
impressao.

Ao fixar o diametro do filamento como 1,2 mm e a largura de extrusdo em 0,4 mm,
utilizando uma seringa de 10 mL de 15,8 mm de didmetro interno, a velocidade no software foi
alterada em 5 mm/s, 15 mm/s e 30 mm/s (Velocidade Prusa) para analisar a velocidade real de

movimentacdo da barra transversal (Velocidade Real).



63

Figura 34 — Analise de variaveis de impressdo. Diametro do filamento e largura de extrusao
fixos. Velocidade Prusa (velocidade do software) variavel.
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Fonte: Autor.

Para tais condicdes, a velocidade real de extrusdo € cerca de 10 vezes menor do que a
velocidade inserida no software, possuindo um méximo de 1,4 mm/s e tendenciando a uma
estabilidade em assintota. A diferenca em questao possui variaveis correlatas com o sistema de
impressdo 3D FDM original da impressora, antes da adaptacdo, e ao sistema atual.

Ao utilizar o sistema original da impressora FDM, as condicOes aplicadas ao software
calculam o funcionamento do motor de passo para extrusdo de um filamento com diametro
definido e a quantidade de material necessario para deposi¢cdo com uma largura de extrusdo
definida. Assim, a alteracdo das variaveis de impressdo altera o funcionamento da impressora
conforme a extrusdo de um filamento, mesmo que inexistente devido a adaptacdo para
bioimpresséo.

A adaptacdo ao sistema de bioimpressdo possui um sistema de correia para transferir
torque e energia para o eixo roscado. A relacdo de didmetros entre o tensor do motor de passo
e 0 tensor do eixo roscado é de 1 para 3. A adaptacdo do sistema da bioimpressora apresenta
que a entrada do dado de 1 mm de movimentagdo no eixo de extrusdo resulta em
aproximadamente 1 mm de movimentacdo real do extrusor, porém para entrada de dados de 10
mm, por exemplo, 0 a movimentac&o real é de aproximadamente 15 mm.

Ao fixar a velocidade do software (Velocidade Prusa) em 5 mm/s, e a largura de extrusdo

em 0,4 mm e variar o diametro do filamento, tém-se:
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Figura 35 — Analise de variaveis de impressdo. Velocidade Prusa (software) e largura de
extrusdo fixos. Diametro do filamento variavel.
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Fonte: Autor.

Assim como na variacao de velocidade, a variacdo do diametro do filamento gerou uma
de tendéncia para valores menores que 0,1 mm/s. Para didmetros de filamento menores que 1,
a velocidade (e consequentemente a vazdo) aumentam consideravelmente. Sendo um filamento
menor, surge a necessidade de um fluxo maior para complementar uma largura de extruséo de
0,4 mm, no caso de impressao 3D FDM tradicional. Ressalta-se que o didametro tradicional de
um filamento comercial € de 1,75 mm. Nestas condi¢des, o processamento de um filamento
tradicional de 1,75 mm teria velocidade de aproximadamente 0,2 mm/s.

Assim, ao fixar a velocidade do software em 5 mm/s e o didmetro do filamento em 1,2

mm:
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Figura 36 — Analise de variaveis de impressdo. Velocidade Prusa (software) e didmetro do

filamento fixos. Largura de extruséo variavel.
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Fonte: Autor.

As vazBes medidas e calculadas para todos os ensaios foram proximas, confirmando a
hipotese de que o didmetro interno da seringa rege a vazao do sistema junto com a velocidade.
A diferenca entre vazao calculada e vazao medida, provavelmente, estd na irregularidade da
circularidade da seringa.

O aumento da variavel de “largura de extrusdo” resultou no aumento da velocidade de
extrusao e, consequentemente, das vazdes. Ao utilizar o exemplo da impressora 3D tradicional,
0 aumento da largura de extrusdo exige mais material para ser depositado em cada unidade de
comprimento linear, ou seja, maior velocidade para aumentar a vazao.

O estudo das propriedades cercou as varidveis para condi¢bes de bioimpressdo para
funcionamento em torno de 0,5 mm/s de velocidade. Ao realizar uma bioimpresséo teste com
uma seringa, alimentada com poloxamero 407 com 22% em peso e aquecido até 40 °C, o
didametro do filamento de 1,2 mm, largura de extrusdo de 0,4 mm e velocidade do software de

5 mm/s, a deposicao foi consistente, mantendo a estrutura e geometria, conforme a Figura 37:
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Figura 37 — Biompressao teste utilizando poloxamero 407 em 20% em peso.

Fonte: Autor.

O uso das condi¢des de processamento estudadas anteriormente se mostrou ideal para a
bioimpressdo de uma seringa com um hidrogel adequado para bioimpressdo 3D, na qual
reologia sera discutida posteriormente. O teste de bioimpressdo apresentado mostrou
precisamente otimizado, sendo utilizado para discussdo e comparacdo das propriedades de
viscosidade do poloxamero 407 posteriormente no tépico 5.5 “ANALISE REOLOGICA DOS
HIDROGEIS”. Em vias de comparacio, as vazdes de uma seringa, assumindo velocidade

genérica de 1 mm/s:

Tabela 11 — Vazdo calculada para cada seringa utilizando v = 1 mm/s.

Seringa Vazdo Unidade
10 mL 784,267 mm3/s
5mL 430,053 mm3/s
3ImL 243,285 mm3/s
1mL 60,821 mm3/s

Fonte: Autor.

Ao realizar impressdes com duas seringas, a vazao é composta pela vazdo das duas
seringas, como apresentado na Tabela 12 com velocidade genérica de 1 m/s e ignorando

qualquer tipo de reagdo quimica ou fisica:
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Tabela 12 — Anélise de vazdes em sistemas de duas seringas.

Vazao Volumetrica final (Q1 + Q2) [mm?/s]

Vazio Seringa 1
10 mL 5 mL 3mL 1 mL

10 mL 1568.534 1214.320 1027.552 845,088

Vazio 5 mL 1214.320 860.105 673.338 490,874
Seringa 2 3 mL 1027.552 673.338 486,570 304,106
1 mL 845,088 490,874 304,106 121.642

Fonte: Autor.

Assim, ao utilizar o sistema de duas seringas, a vazdo é maior do que o sistema de uma,
mas a velocidade de movimentacdo do sistema da bioimpressora é a mesma, ainda calculada
sobre as funcGes originais da impressora. Ao comparar, por exemplo, o fluxo de uma seringa
de 10 mL isolada e uma composi¢do de uma seringa de 10 mL e uma de 3 mL, o fluxo do
sistema duplo contém 31% mais material, resultando em acimulo de material na ponta da

impressora. As solucGes serdo discutidas posteriormente.

5.4  PROTOTIPAGEM DO SISTEMA DE COEXTRUSAO

A proposta de desenvolver pecas por impressdo 3D FDM tradicional resultou na
limitacdo de projeto da seringa de coextrusdo pela dificuldade de impressédo de paredes finas
em pecas compridas. Assim, a proposta de um sistema de coextrusdo com duas seringas se
tornou viavel para simplificar o sistema, com sistemas adaptativos de fluxos internos e externos

a partir das seringas utilizadas.

55  ANALISE REOLOGICA DOS HIDROGEIS

O estudo do comportamento reoldgico dos componentes dos hidrogéis e das misturas
mostrou a relagdo da capacidade de impressao de cada material e a viscosidade.
Apresenta-se 0 ensaio dos parametros reoldgicos G’, G”’ e viscosidade em fungéo da

temperatura para o alginato 2% em peso:
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Figura 38 — Ensaio em reometria oscilatorio de viscosidade x temperatura 60 °C — 5°C — 60°C
de alginato de sddio 2% em peso.
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Fonte: Autor.

O ensaio de viscosidade do alginato de sodio 2% em peso ressaltou a influéncia da
temperatura na viscosidade, principalmente abaixo de 30 °C. A viscosidade do alginato
utilizado neste estudo possui um pico méaximo de viscosidade a 5 °C de 6,4 Pa.s. A relacdo de
G’ e G’ apresentou um fator viscoso (G’’) mais influente quando comparado ao (G’), sendo
um material com comportamento reolégico predominantemente viscoso, e nao elasticos, em
toda extensdo da temperatura estudada

A Figura 39 apresenta o ensaio de viscosidade em funcao da temperatura para o alginato

4% em peso:
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Figura 39 — Ensaio em reometria oscilatdria de viscosidade x temperatura 60 °C — 5°C — 60°C
de alginato de sddio 4% em peso.
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Fonte: Autor.

Assim como o alginato em 2% em peso, o alginato em 4% em peso apresentou mudanca
de comportamento reolégico em temperaturas abaixo de 30 °C, com ascensdo da viscosidade
de 4,3 Pa.s (60 °C) para 12,6 Pa.s (5 °C). Outra semelhanca ¢ a relacdo superior de efeito viscoso
(G’) em relagdo ao efeito elastico (G’), 0 que demonstra que o material se comporta
essencialmente como um fluido viscoso e ndo como um hidrogel em funcdo da auséncia da
reticulacéo.

O aumento no teor de alginato resultou no aumento da viscosidade para 60°C de 160%
(1,8 Pa.s para 4,3Pa.s), e 97% para 5°C. O fator G’ do alginato 2% em peso em 5 °C foi de 5,5
Pa, enquanto o alginato 4% em peso foi de 12,5 Pa, sendo uma mudanca de 127%, mas ainda
insuficiente para bioimpressdo 3D. As duas concentracdes apresentaram histerese no ciclo de
temperatura, indicando que a reducdo de liberdade de movimentacdo molecular das cadeias
ocasionada pela reducdo da temperatura possui ndo ocorre de forma instantanea e dependente
da troca de calor dentro do proprio fluido.

Adbhikari et al. (2020) estudaram a reologia do alginato de s6dio em 5% em peso com
1% em peso de quitosana, onde a relacdo dos autores apresentou que a solucdo resultava em
fatores elasticos mais influentes do que fatores viscosos. Ao comparar os resultados de Adhikari
et al. (2020) com os resultados obtidos pela reologia, a diferenca de viscosidade e relacdo
G’/G’’ evidencia a dificuldade de bioimpressao encontrada com tipo de alginato utilizado para

este trabalho (resultados apresentados posteriormente) (621,
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Apresenta-se 0 ensaio de viscosidade em fungdo da temperatura para amostra de 18%

em peso de poloxamero 407:

Figura 40 — Ensaio em reometria oscilatoria de viscosidade x temperatura 5 °C — 60°C — 5°C

de poloxamero 407 18% em peso.
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Fonte: Autor.

Ao estudar o poloxamero 407, a propriedades mais influente na viscosidade do material
é a alteracdo de propriedade com a temperatura. Em 32,4 °C, o poloxamero formou micelas e
gelificou com efeito termorreversivel, onde a viscosidade e os fatores G’ ¢ G’ aumentaram em
5 ordens de grandezas. A reversibilidade do sistema possui histerese no resfriamento (23,1 °C),
gerando uma lacuna de trabalhabilidade sobre temperatura para o sistema.

Assim, apesar do sistema da bioimpressora ndo possuir controle de temperatura, as
solucdes de alginato devem ser bioimpressas em temperaturas entre 5 °C e 10 °C. Os hidrogéis
de poloxadmero 407 devem ser bioimpressos em temperaturas acima de 30 °C, visto que estdo
em estado micelizado/gelificado.

Apresenta-se 0 ensaio de viscosidade em fungédo da temperatura para o poloxamero 407

20% em peso:
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Figura 41 — Ensaio em reometria oscilatoria de viscosidade x temperatura 5 °C — 60°C — 5°C
de poloxamero 407 20% em peso.

Poloxamero 20% - 3°C/min - VXT

1000000 100000

100000 f {f 10000
:f
10000 ) A\ e fon | LM
WA 1/ AESmi i B A N l \/ 1000
= Resfriamento +————ha/l Al J‘f‘ 7 W“h‘ \,\,\i\,\l Pl ’*J‘v[ ‘\BL .
£ 1000 LT Yy “
= a . fjr v 100 &,
° 100 J I #
O ' \j ; Aquecimento 10 -
10 [ /
1 e D 1
0,1 0,1
0 10 20 30 40 50 60 70
Temperatura [ °C]
—G' G" Viscosidade

Fonte: Autor.

A flutuacéo de dados dos dois ensaios deve-se as micelas serem quebradas pela tensdo
necessaria para deslocamento de aproximadamente 10° do ensaio, gerando um ciclo de
montagem da estrutura micelar (pela temperatura) e quebra de tais estruturas (pela tenséo do
ensaio). A aproximagao entre a influéncia viscosa (G’”) e a influéncia elastica (G”) dos dois
ensaios mostra que a estruturacdo do sistema possui maior equilibrio entre as propriedades. A
combinagdo entre elevados teores de G’ ¢ G’” (acima de 10.000 Pa) e a viscosidade acima de
1000 Pa.s contribuem para que o poloxamero seja referéncia para a printability de qualquer
hidrogel. A impressdo deste material sera discutida posteriormente.

O poloxamero 407 em 20% em peso apresentou menor temperatura de micelizacéo (29,3
°C), mas ainda com histerese no resfriamento (19,3 °C) ao comparado com o poloxamero com
18% em peso. Callan et al. (2017) apresentaram um estudo concluindo que, para maiores teores
de poloxadmero, menor é a temperatura de micelizacdo, justificado pelo nimero de agregados
para formag&o de micelas em cada teor de poloxamero: quanto mais material, mais nucleos de
aglomeragao e maior efeito & viscosidade, reduzindo a temperatura de transicéo [,

Ao ensaiar 0 poloxamero de 20% em temperatura constante variando a frequéncia, tém-

se o resultado apresentado nas figuras 42 e 43:
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Figura 42 — Ensaio em reometria oscilatdria de viscosidade em funcdo da frequéncia para

Poloxamero 20% em peso, ensaiado a 20°C.
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Fonte: Autor.

Figura 43 — Ensaio em reometria oscilatéria de viscosidade em funcdo da frequéncia para

Poloxamero 20% em peso, ensaiado a 35°C.
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Fonte: Autor.

A diferenca de propriedades nas duas temperaturas em questdo mostra que a

estruturacdo das micelas do poloxdmero estabilizam as propriedades para bioimpressdo 3D,
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com aumento da viscosidade e dos fatores elasticos. A Figura 37 apresentou uma bioimpressao
teste usando o poloxamero 407 em 20% em peso realizada para teste e referéncia.

A estrutura cilindrica de 20 mm de diametro foi bioimpressa como referéncia para as
outras estruturas que serdo discutidas posteriormente. A amostra bioimpressa apresentou
elevada estabilidade em relagdo préprio peso, mantendo a forma conforme o projeto durante
todo o processo de impressdo. Ao estabilizar a temperatura com a temperatura ambiente, a
estrutura bioimpressa se desfez pela desestruturacdo da estrutura micelar do poloxamero. A
fidelidade de forma e a printability do modelo de poloxdmero podem ser observadas com o

contorno das linhas de preenchimento da amostra.

5.6 REPROJETO DA BIOIMPRESSORA 3D

Ao alterar a barra transversal do sistema, a bioimpressdo em uma seringa foi melhorada.
Ao evitar que a resisténcia ao escoamento do fluido da seringa reagisse como momento a barra
transversal, flexionando a barra, a tensdo exercida pelo motor de passo tornou o sistema mais
preciso, dissipando menor energia do motor em forma de flexdo. O carro de impresséo
produzido com encaixe simétrico entre as seringas apresentou um funcionamento similar ao
inicial, mas permitiu a melhor acoplagem das seringas ao sistema.

Ao produzir o sistema de encaixes para duas seringas, 0 sistema simétrico foi
responsavel por otimizar flexdes causadas por dois fluidos, assim equilibrando a barra
transversal com as duas seringas em dois momentos fletores distintos, simétricos e opostos.

Ao utilizar o sistema de seringas com conectores em T com alginato 4% em peso na
seringa de 10 mL e CaCl, em 5% em peso na seringa de 5 mL, realizando de forma manual,

foram produzidos filamentos promissores, conforme Figura 44:
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Figura 44 — Filamento produzido manualmente com sistema de seringas em T.

Fonte: Autor.

Ao utilizar uma agulha ao final do sistema em T, a reticulacdo do alginato de sddio nao
permitiu que o material se conformasse para fluir pela agulha, sejam agulhas mais grossas de
14G (1,8 mm de didametro interno) ou mais finas de 21 G (0,8 mm de didmetro interno) Assim,
0 misturador em T apresentou uso possivel, mas impreciso para as dimensfes do sistema
estudado, onde a espessura dos filamentos necessarios é de 0,4 mma 1 mm.

Anexando o sistema de mistura em T a bioimpressora, sem o uso de agulha para
deposicdo, o sistema apresentou bolhas, com superficie reticulada e interior com alginato
liquido. As bolhas foram causadas pela mistura ndo homogénea dos materiais, possivelmente
causado pela mistura em 180°, onde o alginato é mais viscoso que o CaCl; e, portanto, possui

maior energia ao entrar no sistemaem T.
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Figura 45 — Bolha presente na mistura de alginato/CaClz em tentativa de bioimpresséo 3D.

o T
— —_—S——
—

Fonte: Autor.

Com as dificuldades encontradas no sistema de mistura pela rdpida cinética de
reticulacdo do alginato de sodio em CaCly, o desenvolvimento de um bico de extrusdo coaxial
sanaria a dificuldade do ponto de mistura do sistema, evitando assim entupimentos, bolhas e
falta de vazdo de material. O bico de extrusdo coaxial foi desenvolvido e incorporado a
bioimpressora 3D.

Assim como no misturador em T, o teste do sistema feito com acionamento manual das

seringas apresentou um filamento possivel de ser bioimpresso, como mostra a Figura 46:

Figura 46 — Filamento produzido utilizando o bico de coextrusdo projetado e construido,

acionando as seringas manualmente.

Fonte: Autor.
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O filamento produzido manualmente, tanto pelo misturador em T quanto pelo bico de
extrusao coaxial, mostrou que a composicdo e estruturacdo dos materiais esta de acordo com o
necessario.

Os hidrogéis utilizados geraram filamentos adequados quando produzidos
manualmente. O alginato de sédio (4%) e o CaCl. (5%) mostrou que a necessidade de maior
teor de agente reticulante é necessario para a formacéo do filamento. Porém, a impossibilidade
de bioimpressdo 3D é justificada pelo sistema da bioimpressora e a relacdo de velocidades.

A bioimpressora 3D possui duas velocidades, sendo a velocidade de movimentacdo dos
eixos X e Y e a velocidade de extrusdo de material. Nota-se que, nos testes manuais de mistura
em T e extrusdo coaxial, a deposicdo de um filamento foi adequada controlando a velocidade e
a posicao para gque o filamento fosse continuo e disperso nas placas de petri. Os dois métodos,
ao serem anexados a bioimpressora 3D apresentam problemas para serem bioimpressos,
gerando bolhas, filamentos ndo continuos e deposi¢do inadequada.

Ao utilizar a bioimpressora 3D em sistemas de mistura e extrusdo coaxial, a deposi¢édo
ndo ocorre na velocidade que deve ser realizada, pois a velocidade de extrusdo é maior do que
a velocidade dos eixos X e Y. Ao ser extrudado mais material reticulado do que a velocidade
de movimentacgdo dos eixos X e Y permite o material, ao invés de ser depositado, acumula na
ponta do sistema, sendo arrastado junto ao bico de extruséo.

Para corrigir a relacdo de velocidades, pode-se alterar o tensor do motor de passo para
um de maior diametro, alterando a relacdo de engrenagens e, portanto, reduzindo a velocidade
do extrusor e, tornando-a comparavel com a velocidade dos eixos de movimentacdo da

impressora.
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6 CONCLUSOES

Os sistemas atuais de bioimpressdo 3D possuem limitacGes relacionadas aos hidrogéis
e as bioimpressoras, sendo de elevado custo e baixa disponibilidade. Ao produzir um sistema
de extruséo de duas agulhas com controle de vazéo pela seringa, a complexidade do sistema se
reduz, assim como o custo, visto que a bioimpressora em questdo é uma adaptagcdo de uma
Ender 3 vl de FDM.

A estrutura projetada para impressdo em duas seringas se mostrou promissora, com
controle de vazéo pela velocidade do sistema e didmetro interno da seringa. Assim, as relagoes
de vazédo encontradas permitem que cada hidrogel seja adequado para a bioimpressdo 3D a
partir de cada necessidade.

Os hidrogeéis de poloxamero 407 que obtiveram printability adequada mostram que as
propriedades reoldgicas necessarias para bioimpressdo 3D sdo adequadas quando comparado
ao alginato utilizado, pois os fatores G’ ¢ G’” sdo semelhantes em temperaturas acima de 30 °C,
proporcionando 0 comportamento viscoelastico necessario para 0 processo. Assim, para obter
um alginato que possui comportamento reoldgico adequado ao processo, mecanismos de
reticulacdo podem ser utilizados, visto que a reagdo de reticulacdo é instantanea.

Os materiais utilizados para obtencdo de hidrogéis foram materiais de baixo custo, sem
controle reoldgico focado em bioimpressdo, gerando filamentos promissores nos testes
preliminares. Ao serem utilizados com sistemas de mistura em T, o filamento gerado para
bioimpressdo 3D foi heterogéneo com bolhas de fluido, regides sem reticulacdo e regiées com
reticulacdo acima do necessario, mas possiveis de serem bioimpressos se aperfeicoados. Testes
manuais mostraram que as dificuldades dos sistemas de mistura estdo nas relacdes de
velocidade da impressora, mas os hidrogéis foram adequados.

Assim, conclui-se que as condi¢Bes dos hidrogeis foram satisfeitas para bioimpressédo
3D, podendo-se obter hidrogéis possiveis de serem bioimpressos por meios de mistura e
extrusdo coaxial.

Conclui-se, também, que as alteracdes estruturais da bioimpressora 3D otimizaram o
sistema e corrigiram erros existentes no projeto inicial da impressora, além de permitir a
acoplagem e uso de duas seringas ao sistema. A impossibilidade de bioimpressdo se deu pela
adaptacdo inicial do sistema, onde as relacdes de velocidade e extrusdo, por ser uma impressora
adaptada, ndo foram satisfatoriamente adequadas para uma bioimpressora, a partir do projeto

da impressora FDM tradicional.
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Por fim, aperfeicoamentos sdo necessarios para que a impressora seja utilizada a fim de
permitir a extrusdo coaxial, na qual alteragdes no software e hardware da bioimpressora podem
tornar o projeto viavel e confiavel, objetivando a bioimpressdes para hidrogéis ndo-especificos.
Alguns aperfeicoamentos foram sugeridos, como alteracdo do tensor do motor de passo,
montagem de um sistema independente para as duas seringas e alteracdo da programacéo da

bioimpressora para se adequar as condicGes de coextrusao
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7 SUGESTOES DE APERFEICOAMENTOS E TRABALHOS FUTUROS

Alteracdes do sistema da bioimpressora podem ser realizadas, como a troca do motor de
passo, procurando aumentar o torgque intrinseco maximo do motor atual. Assim, um motor com
maior torque poderia extrudar materiais mais viscosos que o poloxamero 407 gelificado, sendo
possivel utilizar materiais ainda mais proximos daqueles ideais para bioimpresséo 3D.

Por fim, a utilizacdo de dois motores de passo independentes para o fluxo de polimero
e agente reticulante torna o sistema ainda mais preciso para diferentes sistemas, sendo
adaptados para diversos tipos materiais. Ainda, o uso de Peltier ou outros sistemas de
aquecimento permitird maior controle ao processo de bioimpressao, controlando ainda mais as

condicdes de processamento dos materiais.
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APENDICE A - SERINGA DE COEXTRUSAO

Em um primeiro momento, a producdo de uma seringa de coextrusao foi estudada para
0 objetivo do sistema de coextrusdo. A necessidade de uma precisdo dimensional elevada trouxe
dificuldades ao sistema. A proposta inicial se baseava em um escoamento interno de alginato
de sddio e um escoamento externo de CaCly, assim resultando na reticulacdo externa do fluxo
de alginato.

O projeto inicial da seringa de coextrusdo € composta por duas pecas, sendo a seringa

de dois reservatorios e o émbolo duplo, conforme Figura 47:

Figura 47 — Projeto da seringa de coextrusdo. Em (A), vista isométrica noroeste. Em (B) vista

isométrica nordeste. Em (C) vista frontal.
B C —

2 —
|
|
|

\v/ \/

Fonte: Autor, Autodesk Fusion 360.

A Figura 48 apresenta a seringa de dois reservatorios:
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Figura 48 - Desenho da seringa de dois reservatdrios. Em (A), a vista isométrica noroeste. Em
(B), a vista frontal. Em (C) a vista lateral com corte C-C.

A B C

ﬁ\
‘ © hd

Fonte: Autor, Autodesk Fusion 360.

Assim, define-se os fluxos internos e externos a partir da Figura 49:

Figura 49 - Esquema de fluxos internos e externos na seringa de coextrusao

Fluxo

externo

Fluxo
interno

Fonte: Autor, Autodesk Fusion 360.

A Figura 50 apresenta 0 émbolo para a seringa de dois reservatorios:
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Figura 50 — Desenho do émbolo de dois reservatorios. Em (A), a vista isométrica noroeste.

Em (B), a vista frontal com corte B-B. Em (C) a vista frontal com corte C-C. Em (D) a vista

3

Fonte: Autor, Autodesk Fusion 360.

lateral com corte D-D.
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A montagem do sistema de seringa esta apresentada na Figura 51:

Figura 51 - Montagem do sistema de seringa de coextrusdo com émbolo duplo.

A

Fonte: Autor, Autodesk Fusion 360.
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As respectivas dimensdes foram nomeadas para os calculos de vazdes, conforme Figura

52:
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Figura 52 — Nomenclatura das dimensdes da seringa de coextruséo

D2

D1

Dseringa

Fonte: Autor, Autodesk Fusion 360.

A partir das dimensdes genéricas, valores foram assumidos para calcular as vazdes
internas e externas e a relagdo entre tais vazdes. Assumindo que a velocidade de escoamento
interno e externo seja a mesma e genérica de v = 1 mm/s, visto que o mesmo émbolo seria
utilizado para ambos 0s escoamentos, a velocidade seria a mesma, definida pela velocidade do
sistema de impressdo vext (velocidade de extrusdo). Esses valores foram comparados aos
trabalhados por Freeman e Kelly (2017) sobre alginato de sodio de baixa viscosidade em
proporgéo 25:9 (2,777...) 21,

Demonstra-se os calculos a partir das equacfes 9, 10 e 11:

Qinterna = v-% -D12 (9)

Qexterna =V % (DZZ - D12) (10)
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Relagido de vazdes = % (11)

ext

Assim, apresenta-se a tabela com possiveis dimensdes e calculos de vazdes:

Tabela 13 — Anélise de dimensdes e vazdes da seringa de coextrusdo. Valores em destaque
sdo aqueles onde a relacdo é maior que 25:9 (2,777...)

- Dimensoées [mm] Vazdes [mm®/s]
Modelos | Dseringa D2 d2 D1 Qint Qext Qint/Qext
1 20 18 13 10 78,540 121,737 0.645
2 19 17 13 10 78,540 04,248 0.833
3 18 16 13 10 78.540 68,330 1.149
4 17 15 13 10 78,540 43,982 1,786

5 16 14 13 10 78.540 21,206
] 20 18 13 10 78.540 121,737 0.645
7 20 18 14 11 05,033 100,531 0.945
8 20 18 15 12 113,097 77,754 1.455
9 20 18 16 13 132,732 53,407 2.485
10 20 18 17 14 153,938 27,489
11 25 23 18 15 176,715 161,007 1.098
12 25 23 19 16 201.062 131,947 1,524
13 25 23 20 17 226.980 101.316 2.240
14 25 23 21 18 254.469 69,115
15 25 23 22 19 283.529 35,343
16 30 28 23 20 314.159 200,277 1.569
17 29 27 23 20 314,159 157,080 2.000
18 28 26 23 20 314.159 115,454 2,721
19 27 25 23 20 314.159 75,398
20 26 24 23 20 314.159 36,914

Fonte: Autor.

O comprimento total da seringa de coextrusdo, baseada em uma seringa comercial
comum, é de 97 mm, enquanto o comprimento total do émbolo duplo é de 140 mm. As
dificuldades encontradas no processamento limitaram o uso deste projeto para o sistema em
questdo. A impressdo 3D da seringa de coextrusdo é limitada pelo processo de impressdo 3D
por FDM, visto que a impresséo na direcdo longitudinal ndo seria eficiente por ser uma amostra
com a relagdo comprimento/didmetro elevada. A resolucdo de 0,1 mm (e.g. Ender 3 Max Neo)
se torna outra limitag&o para a producéo da seringa [641,

Assim, o projeto da seringa de coextrusao foi descartada e o desenvolvimento se tornou

focado em um sistema de coextrusdo em duas seringas.



