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Resumo

A utilizagdo das bioimpressoras 3D nas éareas aplicadas a satde tem se mostrado cada vez
mais promissora. Constructos tridimensionais (scaffolds) e filamentos vém sendo cada vez
mais utilizados para regeneragdo Ossea e tecidual. Esta monografia descreve as ideias
principais associadas a impressao 3D e mostra uma aplicagdo realizada com um filamento de

biovidro a partir da utilizagdo de uma bioimpressora de escala laboratorial.



Abstract

The use of 3D bioprinters in health-related areas has been increasingly promising.
Three-dimensional constructs (scaffolds) and filaments have been increasingly used for bone
and tissue regeneration. This monograph describes the main ideas associated with 3D printing
and shows an application made with a bioglass filament from the use of a laboratory-scale

bioprinter.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA
1.1  HISTORIA DA IMPRESSAO 3D E BIOIMPRESSAO 3D

Historicamente as industrias utilizavam o meio de produ¢do de manufatura
subtrativa,este ¢ um meio de manuseio que era de ser esculpido diretamente no material,
contrariamente & manufatura a aditiva, a qual é usada na impressora 3D. Este método ¢
operado pela técnica camada por camada que permite criar modelagens complexas.

Na década de 80, Charles Hull recebeu uma patente para estereolitografia, a qual
descrevia um processo no qual polimeros liquidos que eram endurecidos sob a luz
ultravioleta, formando assim segdes transversais de um modelo 3D. Este processo foi
realizado a partir de dados digitais e um feixe de luz controlado por um computador para criar
uma camada por cima de outra camada, e assim sucessivamente. No final da década de 90, a
industria de impressdo 3D dividiu-se para 2 areas, uma area voltada para impressdes de alto
padrdo e para pecas com certos niveis de complexidade, aplicados nas areas da medicina e
saude, e outra area para impressoes de conceito desenvolvimento prototipagem funcional facil
de usar e de baixo custo.

Tendo avangos na area da saude com a utilizagdo da impressao 3D, tendo uma de suas a
primeira aplicacdo em 2005 quando foi realizada a impressdo de uma estrutura para uma

cirurgia ortopédica e também para planejamento cirargico (SU et al., 2018).

2. TECNICAS UTILIZADAS NA BIOIMPRESSORA.
2.1 BIOIMPRESSAO 3D BASEADA EM JATO DE TINTA.

Esta técnica de impressdo sem contato, a qual a impressdo ira ocorrer de forma
digitalmente. Este método usa o termo "biotinta".

A biotinta tem como objetivo servir como entrega celular durante a formulagdo do
processo.Para se abordar as técnicas de biofabricacdo, bioimpressdo e biotipagem as
composi¢do da biotintas devem incluir células em diferentes ambientes e formas, sendo estas:
células unicas, células agregadas em esferoides, bastonetes celulares, células organizadas em
minitecidos ou organoides, células revestidas por uma fina camada de material, células
semeadas em microtransportadores ou encapsuladas em microambientes coloidais
personalizados (GROLL, Juergen et al,2018).

Este ¢ um biomaterial com propriedades de baixa viscosidade e juntamente com células
vidveis,estas as quais as cé€lulas vivas, enquanto as células nao viaveis se referem as que

foram incapazes de viver . Esta ¢ uma técnica de impressdo que ocorre sem contato, a



impressao ocorre de modo em padrdo controlado digitalmente. A duas maneiras simples de se
ocorrer a impressao basica, uma delas ¢ a de impressdo continua de jato de tinta e a outra ¢
drop-on-demand (DOD) (CHUNG et al.,2020).

A impressao continua de jato de tinta acontece pela a pressao aplicada sobre a biotinta,
o que a forca a sair pelo bucal, tendo um jato continuo de goticulas. Um campo elétrico ¢
aplicado, fazendo com que o jato se desvie para o substrato, as goticulas que nio se formam
no padrao ou se formam em excesso sao redirecionadas para uma calha onde sdo reutilizadas.

A drop-on-demand (DOD), aplica o0 mesmo método do que a impressao continua a jato
(CLl)), com a diferenca de que as goticulas sdo produzidas somente sob demanda. Neste
método, usa-se um pulso de pressdo para se formar as goticulas. Tendo em base esse
mecanismo a impressao DOD pode ser qualificada em impressdo piezoelétrica e térmica a jato

de tinta como mostrado na figura 1.

Figura 1: Bioimpressdo 3D baseada em jato de tinta

\ /4

_Thermal
or Pizoelectric

°
e®®
‘Iﬁ.:l' /

(Fonte:10.1002/adhm.201700939)

2.2 BIOIMPRESSAO 3D ASSISTIDA POR LASER E BIOIMPRESSAO POR
ESTEREOLITOGRAFIA.

O método utilizado na bioimpressdao 3D assistida por laser, ¢ composto por um laser
pulsante no qual ¢ usado nas biompressdes, € este processo fornece uma escrita direta sem
contato com biompressora 3D. Existem elementos importantes para a impressao (LAB): uma
fonte de laser pulsada, uma fita revestida com biotinta e um substrato receptor no qual a

bio-tinta deve ser depositada, um exemplo ¢ mostrado na Figura 2 (CHUNG et al,2020).
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O método de bioimpressao por estereolitografia ¢ dependente da altura do design e nao
da sua complexidade, pois a mesma constréoi o design de forma em camadas pela adicao de
materiais, irradiando luz em uma bio-tinta fotossensivel curdavel como mostrado na Figura 3

(CHUNG et a.1,2020).

Figura 2: Bioimpressdo 3D assistida por laser Figura 3: Bioimpressao por estereolitografia

Laser & UV
- or Visible Light

Donor

Layer
Bubble i Energy

Absorbing
Layer

(Fonte:10.1002/adhm.201700939) (Fonte:10.1002/adhm.201700939)

2.3 BIOIMPRESSAO 3D POR EXTRUSAO

Este método utiliza de um a material, que ¢ expelido por uma extrusora depositando
um filamento em uma base ou plataforma. O material que se utiliza normalmente ¢ um
termoplastico derretido, este material ¢ derretido e tracionado por um mecanismo € extrudado
através de uma matriz (bico). Este processo pode ser usado para aplicagdes em tecidos (Vaz,et
al 2020).Dentre as técnicas citadas, a técnica a base de extrusdo ¢ a mais utilizada devido ao
seu baixo custo, alta simplicidade e capacidade de imprimir multiplos materiais (Daskalakis,et

al., 2022).

A bioimpressdo por extrusao tem a vantagem de imprimir uma série de biomateriais
com viscosidade variavel que inclui hidrogéis, polimeros biocompativeis e esferoides
celulares. Estes esferoides sdo células que ndo se aderem ao plastico e formam estruturas em
trés dimensdes (3D), a qual sdo fisiologicamente mais proximas dos tecidos humanos . Os
materiais de viscosidade mais alta usualmente fornecem suporte estrutural para as constru¢ao
impressa os materiais com uma viscosidade mais baixa fornecem um ambiente adequado para

manter a viabilidade e func¢ao celular (Zhang J, et al 2021).
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Para a extrusdo de um filamento ¢ necessario que o diametro do filamento, seja
controlado, principalmente pela velocidade de escoamento. A composicdo do material e o
modo a qual ¢ extrudado, influenciam diretamente na morfologia, diametro e as propriedades

mecanicas (Schitzlein., et al 2022).

Figura 4: Bioimpressao 3D por extrusao

l Pneumatic,
Piston
or Screw

—

(Fonte:10.1002/adhm.201700939)

2.4. BIOVIDRO

O biovidro foi descoberto em 1969 por Hench e colaboradores, para utilizagdo clinica
que estabeleceu uma base solida por 5 décadas na pesquisa de reconstrucao 6ssea ou tecidual.
Sua composi¢do ¢ 45% de SiO,, 24,5% Na,0, 24,5% CaO e 6% P,0s, composi¢do em peso

mais conhecida como 45S5 (Palivela,2022).Composi¢ao do biovidro mostrado na Figura 5.

Possui propriedades de estimular o crescimento dsseo devido a semelhanca a apatita
natural. Porém, se tem uma desvantagem o 45S5 possui uma fraca exequibilidade

(Ribas,2019).
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Figura 5: Diagrama de Hench e indice de bioatividade no sistema SiO, -Na,0-CaO e

6% P,0s . 4585 refere-se a composi¢ao do biovidro de acordo com a descrigao de Hench.

Si0, (%wt)

e 1.00

1.00

be ” 7 7 r 7 ” ¥ 0.00
CaO (%wt) 0.00 0.25 0.50 075 1.00  Na,O (%wt)
6 % wt P,0,

(Fonte:https://doi.org/10.3390/biomedicines9111553)

A=Bone bonding;B=Non-bonding (reactivity too low);C= Non-bonding(reactivity too
high);D=Non-bonding(non glass forming);S= Soft tissue bonding;E=Bioglass composition

1) 45S5: 45 mol % Si0,, 24.5 mol % CaO, 24.5 mol % Na,O, and 6.0 mol % P,Os.
2) 58S: 60 mol% Si0,, 36 mol% CaO and 4 mol% P,0s.
3) 70S30C: 70 mol% SiO,, 30 mol% CaO.

4) S53P4: 53 mol% Si0,, 23 mol% Na,O, 20 mol% CaO and 4 mol% P,Os.
(S53P4 is the only bacterial growth inhibiting bioactive glass).

Para um material ser um Otimo biomaterial utilizdvel ele deve atender algumas
propriedades, sendo estas: estiver disponivel e em qualquer quantidade; ter um valor
acessivel; ter propriedades inertes para evitar reacdes corporais ou infec¢des quando
implantado; ndo ser toxico; pode ser facilmente moldado se preciso, ndo requer tempo
cirtirgico adicional e ndo interferir em acompanhamentos médicos, como exames; tomografia
computadorizada; entre outros. Nessas condi¢des os biovidros sdo considerados um grupo de
materiais reativos com propriedades atraentes, ndo apenas em termos de biocompatibilidade,

mas também de bioatividade (Cannio, Maria, et al.2021).
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O biovidro tem o maior indice de bioatividade in vivo dentre as bioceramicas, apesar do
biovidro ter uma boa biocompatibilidade e capacidade de ligacdo 0Ossea,(ossos e dentes),o
biovidro tem sua aplicacdes limitadas como material de andaime devido as suas fracas
propriedades mecanicas, um dos desenvolvimentos para o melhoramento mecanico e
biologicos dos scaffolds ¢ a mudanca nos compdsitos de ceramicas e poliméricas para o
melhor desempenho mecanico para aprimoramento para corresponder aos 0Ssos
naturais. Tendo o biovidro como uma plataforma versatil para alguns casos, a incorporacao de
nanomateriais de carbono nanotubos de carbono, grafeno e 6xido de grafeno nanoestruturados

possuem propriedades particularmente atrativas e sdo utilizados como refor¢os (Rizwan

2017).

O biovidro tem aplicagdes tanto em sua forma sélida quanto em sua forma em po, pois
se tem uma estrutura granal e porosas e em sua composi¢ao na forma de p6 para a deposigdo e

revestimentos bioldgicos.

Alguns exemplos de aplicagdes em sua forma solida foi a de substitui¢do de osso em
proteses de uma orelha média. Logo, outras aplicagdes do uso biovidro em forma de po
vieram como o bioativo carregado com antibidticos ou drogas, que como possui uma facil
degradacao, sdo usados para a liberacdo (antibidticos ou drogas) no tratamento de infecgdes

Osseas (Cannio, Maria, et al.2021).

3. OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

A partir dos conceitos propostos anteriormente, este trabalho utilizou uma solugao de

biovidro via rota sol-gel com objetivo de fabricar filamentos por meio da técnica de impressao

3D.
3.2 Objetivos especificos

e Determinar os parametros experimentais para obtencdo de filamentos de
biovidros.

e Determinar as caracteristicas morfoldgicas do filamento obtido.
4. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES UTILIZADOS
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Para a realizacdo desse trabalho foram realizados os seguintes reagentes para a sintese do

biovidro.

e Acido Nitrico (HNO;) (SIGMA, teor 65.0%)

e Ortossilicato de tetraetilo (SIGMA, teor 99.0%)
e Trietilfosfato (TEP) (SIGMA, teor 99.0%)

e Nitrato de Calcio (SIGMA, teor 99.0 - 103.0%)

4.2 SINTESE DO BIOVIDRO

Inicialmente foi preparada uma solucao de 2.8 M de HNO;, para isso 5.8 mL de acido
nitrico foi diluido em 24.2 mL de 4gua deionizada, totalizando um volume de 30 mL. Foi
adicionado 14.3 mL de ortossilicato de tetraetilo (TEOS) em 30 mL de HNO; tendo assim 2.8
M. A solucdo entdo foi deixada sob agitacdo durante 30 minutos. Adicionou-se lentamente
850uL de trietilfosfato (TEP). Apos cinco minutos 7.32 g de nitrato de calcio tetra hidratado
foi adicionado. A solugdo foi deixada sob agitacdo até a gelificacdo, que ocorreu em

aproximadamente 3 horas.

Apo6s este tempo foi obtida uma solugdo altamente viscosa a qual foi armazenada na
geladeira a 8°C graus, para posterior fabricagdo dos filamentos (imagem ilustrativa abaixo de

como ficou a solu¢ao).

Figura 6: solucdo de biovidro apos refrigeracao

Fonte: A autora

4.3 IMPRESSAO DO FILAMENTO

Para a confec¢do do filamento foi utilizado a solugdo resfriada a qual foi colocada na
seringa de 5 mL com uma agulha de 0,6 mm. Posteriormente a seringa foi acoplada ao

grampo, a qual faz parte do conjunto de motor com o parafuso infinito, gerando uma pressao
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no émbolo no qual causa uma expulsdo do material pela agulha da seringa na forma de um
filamento em temperatura ambiente. De acordo com a (figura a). Todo este procedimento foi

realizado pela bioimpressora da marca 3DBS, modelo EDUCACIONAL STARTER™,

Figura 7: Equipamentos da bioimpressora- a) [lustracdo do sistema de intrusdo; b) modelo da

impressora utilizada; c¢)seringa utilizada e d) agulha utilizada.
a) b)

Motor

\“-" —
Syringe — J' p
Plunger—
i =T
Extrusion =
-4 E

Fonte:IUFoST SIB 3D Printing.12.21.pdf) (Fonte:(3d biotechnologies solutions.com)

©) d)

Fonte: A autora

Para a fabricacdo do filamento foi utilizado os seguintes parametros da plataforma
segundo a figura 7, comprimento 3,0 mm; velocidade 40,0 mm/min; velocidade de impressao
100%; fluxo de impressdo 100% dentro do software Pronterface conforme mostrado na

Figura 8. Utilizando um projeto criado no software Slic3r, como ilustrado na Figura 9.
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Figura 8: Imagem do software Pronterface Figura 9: Imagem do software Slic3r

@ Pronterface - C\Users\CITeB\Desktop\Cubo.gcode
File Tools Advanced Settings Help

Port [ COM3 v @] 250000 Connect | Reset
Motors off XY: 3000 2 mm/min Z: 100

7 &
D\ D
(o)
° o
L p Z
Heat: 70.0 (user) Y
Bed: O 50.0 (user) gx
Extrude Reverse 150
Length: Speed: 100
30 S mm@ 400 = :If:' 50
Print speed: ] 100 5 o T KL G
Print flow: ' 100
Fonte: A autora Fonte: A autora
4.4 CARACTERIZACAO.

Para a caracterizacdo do filamento obtido, foram utilizadas as técnicas de difragao
raios X e microscopia confocal, para a difragdo foi utilizado o equipamento RIGAKU (Figura
9) no modo de analise de pd com 40 kV/ 20mA de 5° até 80°. Para a microscopia confocal foi

utilizado o equipamento LEICA (Figura 10), com ampliagao de 100x.

Figura 10:Equipamento de difracdo de raios X Figura 11: Equipamento da microscopia

confocal
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Fonte: A autora

5. RESULTADOS E DISCUSSOES.

O filamento na forma de pd triturado de biovidro ao ser analisado no DRX (Figura
12), mostrou um resultado predominantemente amorfo, resultado esperado para um material
vitreo. Entretanto, ¢ possivel observar alguns picos indicando o inicio de uma cristalizagao.

Os picos observados estdo em torno de 15° e 25°.

Na andlise das caracteristicas de superficie por microscopia confocal na Figura 13a,
foi obtida a imagem do filamento a qual apresentou-se com didmetro uniforme; com aspecto
rugoso e diversas rachaduras como comprovado pela imagem de topografia da Figura 13b. As

quais contribuem para uma rugosidade de 1,816 um.

Os resultados obtidos indicam que pela rota adotada foi possivel obter a fabricagdo de
filamento por pela técnica de bioimpressao por extrusdo, a qual futuramente pode ser aplicada

para a fabricacdo de scaffold.

Figura 12: Difratograma de raios X do biovidro produzido
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(Fonte: A autora)

Figura 13: Anélises confocal:a) Imagem do filamento com ampliagcao 100x; b)

Imagem do filamento com ampliacdo 100x com modo de topografia.

(Fonte: A autora)
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6.CONCLUSOES

Pode-se concluir que foi possivel realizar a bioimpressao de um filamento de biovidro,
através do método sol-gel, obtendo assim um filamento rugoso e com estrutura amorfa

a qual pode ser utilizado futuramente como scaffold em aplicagcdes médicas.
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