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RESUMO

Ha décadas, a engenharia de tecidos passou a ser considerada em diversas aplicagfes,
um tratamento médico adequado, devido suas excelentes vantagens, além da escassez
de ¢6rgdos e disponibilidade de tecidos para serem transplantados. Conhecida como
regeneracdo de novos tecidos, esse ramo da engenharia biomédica fundamentada nos
conhecimentos de Biologia, Quimica e Fisica, torna-se uma grande alternativa quando
tratamentos farmacéuticos convencionais ndo sao mais aplicaveis, utilizando-se de trés
tipos basicos de ferramentas: célula, scaffolds e fator de crescimento. Dessa forma, esse
trabalho tem como propésito principal a manufatura de scaffolds, utilizando a tecnologia de
impresséo 3D a partir de polimeros termopléasticos biodegradaveis e fosfatos de céalcio (em
escala micrométrica), com o objetivo de se obter estruturas 3D complexas e porosas que
apresentem propriedades mecanicas adequadas (em relacdo a 0Ss0s) e
interconectividade estruturada entre os poros. Com o0s modelos 3D dos scaffolds
projetados, e a selecdo e preparacdo dos materiais envolvidos, foram realizados ajustes
de parametros para o processamento dos scaffolds e posterior fabricagdo dos mesmos,
mediante o0 uso da tecnologia de manufatura aditiva com bioimpressora de microextrusao
gue utiliza sistema de distribuicdo pneumatico para extrusdo continua do material. Por fim
os scaffolds foram caracterizados por técnica de analise de propriedade mecanica por
ensaio de compressao e as amostras avaliadas pelo método de Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV).

Palavras-chave: Scaffolds. Impresséo 3D. Bioimpressora. Estrutura porosa. Engenharia

tecidual.



ABSTRACT

For decades, tissue engineering has come to be considered in several applications, an
adequate medical treatment, due to its excellent advantages, in addition to the scarcity of
organs and the availability of tissues to be transplanted. Known as regenerating of new
tissues, this branch of biomedical engineering grounded in the knowledge of biology,
chemistry and physics, becomes a great alternative when conventional pharmaceutical
treatments are no longer applicable, using three basic types of tools: cell, scaffolds and
growth factor. Thus, the main purpose of this work is the manufacture of scaffolds, using
the technology of 3D printing from biodegradable thermoplastic polymers and calcium
phosphates (in micrometric scale), with the objective of obtaining complex and porous 3D
structures that present properties mechanical (in relation to bones) and structured
interconnectivity between the pores. With the 3D models of the scaffolds designed, and the
selection and preparation of the materials involved, adjustments were made to the
processing parameters of the scaffolds and their subsequent manufacture, using the
technology of additive manufacturing with microextrusion bioprinter that uses pneumatic
distribution system for continuous extrusion of the material. Finally, the scaffolds were
characterized by technique of mechanical property analysis by compression test and the

samples evaluated by Scanning Electron Microscopy (SEM) method.

Key Words: Scaffolds. 3D printing. Bioprinting. Porous structure. Tissue engineering.
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1. INTRODUCAO

Muitas aplicagfes surgiram como resultado dos recentes avancgos nas técnicas de
manufatura aditiva. Como exemplo, as pecas impressas sdo usadas na fabricacdo de
instrumentacdo de equipamentos na area aeroespacial, tanto para prototipos quanto para
pecas aplicadas em produto final, para fabricar pecas de baixo custo na industria esportiva
ou para desenvolver novas estruturas de protecdo para veiculos na industria
automobilistica. A Manufatura Aditiva (MA), também conhecida como impresséo 3D, tem a
possibilidade de diferentes aplicacdes na area médica e na engenharia de tecidos, tais
como, bio-impressdo 3D de tecidos e 0Orgaos, construcdo de oOrgdos vascularizados,
fabricacdo de implantes personalizados, préteses e modelos para preparo cirlrgico, entre
outros (VENTOLA, 2014).

Devido as excelentes vantagens e a escassez de 6rgaos e tecidos disponiveis para
serem transplantados, ha décadas a engenharia de tecidos passou a ser considerada em
diversas aplicagbes como um tratamento médico ideal. Regenerando novos tecidos, esse
ramo da engenharia biomédica fundamentada nos conhecimentos de Biologia, Quimica e
Fisica, torna-se uma grande alternativa quando tratamentos farmacéuticos convencionais
nao sao mais aplicaveis. Esse ramo da engenharia biomédica utiliza trés tipos basicos de
ferramentas: célula, scaffolds e fator de crescimento (IKADA, 2006).

Segundo Oliveira & Lopes (2016), os scaffolds sdo matrizes extracelulares descritas
por uma rede estrutural complexa ndo celular, que além de auxiliar na ligacéo das células
para a formacdo dos tecidos, essa matriz tem um papel importante no controle do
crescimento e na diferenciacdo celular, com isso, scaffolds impressos em 3D podem ser
empregados como modelos para fixacdo inicial de células e formacdo de tecido, por
exemplo, em engenharia de tecido 6sseo (LEUKERS et al., 2005). Eles também podem
ser usados para fixacdo de préteses por meios da osseointegracdo. Os scaffolds podem
ser impressos em diferentes materiais, como titanio, polimeros e ceramicas
biodegradaveis (HOLLISTER et al., 2005), (KLAMMERT et al., 2010).

Com os avancos da impressdo 3D, a biofabricacdo tem sido empregada na
impressao de scaffolds para posterior celularizagcdo e formacdo de um novo tecido e
regeneracéo (BILLSTROM, 2013, REZENDE, 2012).
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Em relacdo ao design poroso dos scaffolds impressos que simulam tecidos,
algumas propriedades sdo essenciais e necessitam de controle tais como: area de
superficie e interconectividade entre os poros, que estdo relacionadas ao crescimento
celular; permeabilidade, que possibilita o transporte de nutrientes e proliferacdo de tecido;
resisténcia mecanica, que garante suporte e protecdo, entre outras propriedades (BUJ-
CORRAL, 2018).

1.1 Objetivos

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho cientifico € realizar a bioimpressao de
scaffolds projetados com interconectividade estruturada entre poros, utilizando a
impressdo 3D, como técnica, a partir de polimeros biocompativeis que apresentem
propriedades mecéanicas adequadas e fosfatos de calcio (escala micrométrica).

Segundo Guastaldi & Aparecida (2010), os fosfatos de calcio se mostram
atualmente como o0s principais materiais estudados como biomaterial para a restauracao
de tecidos 0Osseos, apresentando caracteristicas semelhantes com a fase mineral de

0Ss0s, dentes e tecidos calcificados.

1.1.1 Objetivos especificos

e Projetar os modelos 3D dos scaffolds a serem biofabricados com a técnica de
manufatura aditiva,;

e Definir o biomaterial (e suas propriedades) a ser utilizado;

e Definir os parametros de processo ideais para a bioimpressao a serem utilizados na
bioimpressora 3D, com base nas propriedades do biomaterial a ser utilizado;

¢ Realizar a bioimpressédo dos modelos 3D, a fim de se obter os corpos-de-prova,

e Realizar os ensaios mecanicos de compressao, coleta de dados do ensaio e
analise dos resultados;

e Avaliacdo dos corpos-de-prova pelo meéetodo de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV).
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1.2 Relevancia

A biofabricacdo é a integracdo de diversas disciplinas, especialmente das
engenharias multidisciplinares e das ciéncias da vida, que interagem para desenvolver
biomateriais e bioprocessos funcionais, que serdo Uteis e capazes para sanar grandes
problemas de saude dos seres humanos e animais.

O material de impresséo € usado para fabricar scaffolds constituidos de materiais
naturais e/ou sintéticos como hidrogel, polimeros, calcio sinterizado, fosfatos ceramicos e
materiais inertes, estes poderdo ser semeados com células vivas e testados in vivo.

A proposta da biofabricacdo de tecidos com células-tronco semeadas nos poros
destes tecidos € um desafio que tem tomado corpo nesta tecnologia, mesmo que esta
tecnologia ainda se encontra em desenvolvimento, mas que apresenta uma boa
perspectiva quanto a transplantes de oOrgaos, tecidos, impressdo de enxertos 0sseos

(scaffolds), etc.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Engenharia Tecidual

O envelhecimento populacional, o aumento na expectativa e qualidade de vida e as
altas taxas de acidentes, levam a um aumento significativo de doencas degenerativas
musculoesqueléticas, e apesar do rapido progresso no campo da medicina regenerativa
O0ssea ao longo dos anos, ainda ha muitas limitacdes nas terapias de enxerto 0sseo
atualmente (NAVARRO et al., 2010).

No “Workshop da National Science Fundation” dos EUA em 1988, foi aceito por
cientistas e pesquisadores que a definicdo de engenharia tecidual é “a caracterizacdo dos
métodos de diversas engenharias e das ciéncias biolégicas em funcdo do
desenvolvimento fundamental para entender as relacdes estruturais e funcionais em
diferentes tecidos e patologias de seres vivos, visando desenvolver possiveis tecidos
biologicamente para recuperar, manter ou melhorar determinada funcédo”. Segundo Langer
& Vacanti (1993), a engenharia de tecidos deve ser classificada como uma disciplina
alocada no campo de ciéncias biomédicas, que enfatiza a medicina regenerativa.

As técnicas de cultivo e crescimento celular foram utilizadas por anos e com
limitagcdes, uma vez que a possibilidade de se utilizar estruturas tridimensionais complexas
para o desenvolvimento de tecidos funcionas € uma das vertentes da pesquisa moderna, a
qual apresenta o conceito de medicina regenerativa envolvendo um campo de pesquisa
multidisciplinar, devido a diversidade das disciplinas envolvidas e de grupos com
diferentes especializacbes com o0 objetivo de estudar determinados problemas
relacionados com a criacdo de tecidos vivos e funcionais, para assim reparar diferentes
tecidos danificados pela longevidade, com esforcos anormais ou irregulares com funcées
limitas.

Esse campo da medicina utiliza a autorregeneracdo dos corpos ou a cultura de
células, quando o corpo possui limitacbes para regenerar-se. Com isso, sdo utilizadas
diversas técnicas e terapias juntamente com a engenharia tecidual, para reproduzir o
tecido danificado.

Comprovando o carater multidisciplinar, a engenharia tecidual utiliza procedimentos

para estimular o crescimento e desenvolvimento de células, manipulando os diversos tipos
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de biomateriais, os quais fornecem o0s suportes temporarios para o desenvolvimento
controlado em determinados tecidos. Estas estruturas (modelos impressos em 3D)
passaram a ser denominados por scaffolds, que possui requisitos como: propriedades
fisicas, mecanicas e quimicas vinculadas a adeséo de células e ao crescimento tecidual.

O osso, por exemplo, € bem conhecido por sua capacidade de autoregeneracao,
mas defeitos 6sseos extensos ndo podem ser completamente regenerados pelo corpo e,
na maioria dos casos, intervencdes externas sdo necessarias para restaurar e ajudar na
reparacdo O0ssea (COOPER et al.,, 2011; SEITZ et al., 2005; NAVARRO et al., 2008).
Nestas limitacBes, a ciéncia da engenharia de tecidos tem concentrado esforcos no
desenvolvimento de scaffolds 6sseos, que devem cumprir requisitos especificos, tais como
biocompatibilidade, osteoconducéo, tamanho de poro entre 1 e 300 um, capacidade de
osteointegracdo, biodegradabilidade e capacidade de biorresor¢cdo. Além disso, devem ter
compatibilidade de propriedades mecéanicas (semelhantes as dos 0ssos) e simples
processamento (REZWAN et al., 2006; HUTMACHER, 2001; LEONG et al., 2003).

As estruturas dos scaffolds s@o constituidas por biomateriais que possuem
propriedades com o objetivo de viabilizar o crescimento celular, ou seja, sdo materiais n&o
toxicos, biodegradaveis, biorreabsorviveis, bioativos e biocompativeis com as condicdes
do organismo hospedeiro (BELLANI et al., 2013).

A Figura 01 apresenta o conceito de regeneracao do tecido perdido a partir de um

suporte 0sseo fabricado por impresséao 3D.
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(1) Defeito no tecido 6sseo

(2) Impressao 3D do scaffold

(3) Acréscimo 6sseo com o scaffold impresso

(4) Regeneragio 6ssea

(5) Colocacao de implante dentario

|

Figura 01: Aumento do rebordo alveolar utilizando um scaffold de tecido ésseo fabricado
por manufatura aditiva. (1) um defeito ésseo se formou no rebordo alveolar; (2) um scaffold de
0sso é projetado e depois impresso usando tecnologia de manufatura aditiva; (3) o scaffold
impresso do 0sso é colocado no espaco do defeito para suportar a regeneracao 6ssea; (4) novo
0sso se infiltra no scaffold, eventualmente degradando ou reabsorvendo a estrutura; e, (5) um

implante dentario posicionado no osso regenerado. (RIDER et al., 2018)
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2.2 Biomateriais

A definicdo de biomaterial pode ser considerada como: um material designado a
atuar com os diversos sistemas biolégicos para, tratar, aumentar ou substituir
temporariamente um tecido com determinada funcédo” (WILLIAMS et al., 1992).

Os biomateriais séo destinados a estabelecer contato direto com os tecidos,
obedecendo a varios critérios necessarios para a manutencdo de caracteristicas
intrinsecas, tais como: a biocompatibilidade, esterilidade para evitar o surgimento de
infec¢des, bioatividade, biodegradabilidade, propriedades mecénicas apropriadas a
funcionalidade, dentre outros (HENCH; POLAK, 2002). Quando utilizados em
determinadas areas, devem ser consideradas as funcées de biocompatibilidade, esforcos
mecanicos, custo e geometria (LEONG et al., 2003; ADACHI et al., 2006).

Nesse contexto, os biomateriais sdo fundamentais para a engenharia de tecidos,
pois sdo 0s materiais estruturais dos scaffolds. Apesar de haver registros da existéncia
desses materiais a séculos, o desenvolvimento de procedimentos para aplicacdo efetiva
em reconstrucao de tecidos é algo recente (WILLIAMS, 1999).

Uma diversidade de biomateriais tanto sintéticos quanto naturais, podem ser
utilizados na manufatura de scaffolds para a regeneracdo de tecidos, considerando sua
biocompatibilidade, propriedades mecanicas e biodegradacdo. O biomaterial utilizado tem
a funcéo de regenerar o tecido danificado.

Segundo Carvalho (2007), os biomateriais podem ser classificados segundo seu
principio, podendo ser: os materiais biolégicos e os artificiais.

A Figura 2 ilustra a classificagdo para os biomateriais utilizados na engenharia de

tecidos.
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Figura 2 — Classificacdo de biomateriais para implante. Fonte: Camilo (2006)
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Segundo Guastaldi & Aparecida (2010), pelo fato de a hidroxiapatita ser um fosfato

de célcio natural como um dos principais componentes minerais de tecidos 0sseos, as
suas ceramicas [HA, Caio(PO4)s(OH)2] tém sido consideradas altamente aplicavel a

enxertos para tratar diversos tecidos arruinados. A sua cristalinidade garante uma alta taxa
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de decomposicao extensiva quando empregada na construcdo de scaffolds, assegurando
sua forma geométrica durante o periodo da autorregeneracéo tecidual.

A partir do reconhecimento das limitagbes da utilizacdo da fase HA, outras fases de
fosfatos de célcio, como ACP, OCP, TCP e HA carbonatada de baixa cristalinidade,
comecaram a serem utilizadas como biomateriais (AOKI, 1991; KAWACHI, 2000;
CAMPBELL, 2003; GUASTALDI & APARECIDA, 2010).

Os materiais compositos sdo formados pela mistura de dois ou mais biomateriais,
no qual um deles sera a base e os outros serdo componentes de apoio, que tem por
objetivo alcancar propriedades especificas para diversas aplicacfes (KALITA et al, 2003),
(GROSS & LORENZO, 2004). A mistura de fosfatos de calcio com polimeros, tonifica as
suas propriedades mecéanicas com a biocompatibilidade dos scaffolds. Quando utilizados
para a regeneracdo de tecidos 6sseos, os compdsitos de PCL-HA e PGA-HA e o
colageno-quitosana. Outra vantagem no uso de compdsitos € a propriedade de poder ser

utilizado em MA, principalmente em impressoras 3D.

2.3 Manufatura de Scaffolds

Conforme a definicdo da ISBF em 2016, a biofabricacdo pode ser denominada
como uma habilitadora de produtos biolégicos funcionais com uma estrutural organizada a
partir de células, moléculas, biomateriais, como: microtecidos de materiais e células, por
meio de bioimpressdo ou outros processos subsequentes automatizados para
desenvolvimento de novos tecidos (GROLL et al., 2016).

A American Society for Testing and Materials (ASTM, 2013) utiliza-se da expressao
“Manufatura Aditiva” para conceituar processos onde ha a combinacdo de materiais a
partir de modelos 3D computacionais, geralmente camada por camada. A manufatura
aditiva, anteriormente uma técnica de alto custo e de dificili acesso, evoluiu
tecnologicamente ao longo dos anos e passou a ser disponivel para aplicacdo em
diferentes areas de pesquisa, como a bioengenharia (CANESSA et al., 2013).

A manufatura aditiva € um processo proveitoso para a fabricacdo de scaffolds por

apresentar vantagens como a precisao na deposi¢cao de material e repetibilidade, podendo
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obter estruturas complexas que estdo dentro das especificacbes para a aplicacdo em
engenharia tecidual (RAYMOND, 2010).

Para se utilizar a manufatura aditiva, o primeiro passo € a obtencdo de uma
representacéo tridimensional do objeto a ser gerado a partir de um software de CAD,
gerando um modelo em 3D e, a partir dele sera gerado um arquivo, geralmente no formato
STL (CARVALHO, 2012). Posteriormente, o desenho 3D ¢é fatiado com auxilio do software
da prépria maquina, definindo-se as trajetérias do cabecote nas camadas que serédo
depositadas em sequéncia, uma sobre a outra, pela maquina de manufatura aditiva, na
espessura programada (MARTINS, J. R., 2005).

A manufatura aditiva (MA) foi desenvolvida em 1980 e desde entdo tem sido
aplicada a engenharia de tecidos 6sseos. Para controlar a precisdo da arquitetura porosa
de um scaffold, varias técnicas de MA foram desenvolvidas. Avanc¢os no design 3D das
estruturas trouxeram um rapido progresso para fabricar scaffolds projetados sob medida
diretamente a partir de dados de computador.

Na manufatura aditiva, a arquitetura dos scaffolds s&o fabricados pelo
processamento de materiais liquidos ou em pd, de acordo com desenhos projetados.
Diferentes técnicas de MA tém vantagens significativas sobre as técnicas convencionais
de fabricacdo para produzir scaffolds complexos com arquitetura com perfil externo
preciso, morfologia interna 3D e reproduzivel (PATI et al. 2015). Segundo DABABNEH
(2014), as tecnologias mais promissoras em bioimpressdo sdo: a jato de tinta, a laser e
por extrusao.

Dentre as diferentes técnicas de MA, a impressdo baseada em laser, como a
Estereolitografia (SLA - Stereolithography) e Sinterizacdo Seletiva a Laser (SLS -
Selective Laser Sintering), Impresséo baseada em Extrus@o e Impresséo a Jato de Tinta,
séo os métodos de impressédo 3D amplamente utilizados para a fabricacdo de scaffolds de
tecido (RIDER et al., 2018).

2.3.1 Principios de processamento das Tecnologias de MA

Uma forma de classificar os processos de MA é pelo estado ou forma inicial da
matéria-prima utilizada na fabricagdo. Com isso, 0s processos sao classificados como

sendo os baseados em Liquido, Sdélido e P6 (CHUA et al., 2010). No entanto, esta forma
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de agrupar ndo fornece nenhuma informacdo sobre o principio de processamento do
material em camadas das diferentes tecnologias, ou seja, informacédo dos mecanismos de
adicéo, adesdao, etc., envolvidos (VOLPATO et al. 2017). Visando utilizar os diferentes
principios de processamento como método de classificagdo das tecnologias de MA, a
norma ISO/ASTM 52900-15, prop0e essa classificacdo em 7 categorias ou grupos,

conforme descritos no Quadro 1.

Quadro 1 - Classificagcdo das tecnologias MA de acordo com o principio de processamento das
camadas (ISO/ASTM 52900-15).

Classificagdo das
Tecnologias MA

Descricdo dos Principios

Algumas Tecnologias na Categoria

Fotopolimerizagéo em
Cuba

Polimero fotossensivel liquido
€ curado seletivamente em
uma cuba por polimerizagéo
ativada por luz.

Estereolitografia (StereoLithography —
SL), Continua Producéo de Interface
Liguida (Continuous Liquid Interface
Production - CLIP).

Extrusdo de Material

Material é seletivamente
distribuido (depositado)
através de um bico ou orificio.

Modelagem por Fuséo e Deposicdo
(Fused Deposition Modeling — FDM).

Jateamento de Material

O material de construgéo é
depositado em pequenas
gotas.

PolyJet, Impresséao por Mdltiplos
Jatos (MultiJet Printing - MJP).

Jateamento de
Aglutinante

Um agente aglutinante liquido
€ seletivamente depositado
para unir materiais em po.

Impressao Colorida por Jato (ColorJet
Printing — CJP).

Fusao de Leito de P6

Energia térmica funde
seletivamente regides de um
leito de po.

Sinterizag&o Seletiva a Laser
(Selective Laser Sintering — SLS),
Sinterizag&o Direta de Metal a Laser
(Direct Metal Laser Sintering —
DMLS), Fuséo Seletiva a Laser
(Selective Laser Melting — SLM),
LaserCUSING, Fuséo por Feixe de
Elétrons (Electron Beam Melting -
EBM), outros.

Adicao de Laminas

Laminas de material sdo
unidas (coladas) para formar
um objeto.

Manufatura Laminar de Objetos
(Laminated Object Manufacturing —
LOM), Tecnologia da Solido,
Selective Deposition Lamination
(SDL), outros.
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Deposi¢cdo com Energia térmica é usada para | Forma Final Obtida com Laser (Laser
Energia Direcionada fundir materiais @ medida que | Engineered Net Shaping — LENS),
estes séo depositados. Deposicao Direta de Metal (Direct

Metal Deposition - DMD),
Revestimento a Laser Tridimensional
(3D Laser Cladding), outros.

Fonte: Adaptado de (VOLPATO et al., 2017).

2.3.2 Impressé&o por Extrusao

A impresséao por extrusdo pode ser dividida em duas técnicas principais: a extrusao
de material fundido, como Modelagem por Deposicdo de Material Fundido (FDM) e a
extrusdo de material liquido gelificante. A extrusdo de materiais fundidos requer o uso de
um termoplastico, que é normalmente alimentado ao cabecote de impressédo na forma de
um longo filamento. Dentro desse cabecote de impressao, o filamento € fundido a uma
temperatura predeterminada e é extrudado através do bico. Como este método requer o
uso de um termoplastico, sua aplicacdo geralmente é limitada aos materiais PCL
(Policaprolactona) e PLA (poliacido lactico) para a pesquisa de scaffolds 6sseos
biodegradaveis. A precisao e forma da estrutura final € dependente da velocidade em que
o filamento extrudado fundido arrefece e endurece depois de ter sido dispensado.

Outra forma de impressdo por extrusdo é baseada em torno da distribuicdo e
gelificacdo do material liquido. A extrusdo é controlada por mecanismos baseados na
pressdo, por meio de uma seringa ou pressao pneumatica. Esta técnica de impressao por
extrusdo pode usar hidrogéis de alta viscosidade (30 a 6 x 108 mPa.s) extrudados através
de bicos micro dimensionados (OZBOLAT & HOSPODIUK, 2016), (SUNTORNNOND et
al.,, 2016). Devido a sua rapida velocidade de processamento e baixos custos de
inicializacdo, a aplicacdo dessa tecnologia na fabricagdo de scaffolds aumentou muito
(SULTANA et al., 2015).

As desvantagens da impresséo por extrusdo incluem baixa resolucéo (em torno de
200um (PATI et al. 2015)) e a exigéncia de tintas de alta viscosidade. O sistema da
impressao por extrusdo pode ser baseado em sistema pneumatico ou mecéanico, como
demonstrado na Figura 3. Uma grande variedade de biomateriais podem ser usados para

esta técnica, incluindo polimeros sintéticos e ceramicas (RIDER et al., 2018).
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LJ— Material liquido

<—— Filamento extrudado

s Scaffold

~ Base

Figura 3 - Processo de manufatura aditiva por extrusdo de material. Fonte: Adaptado de (RIDER et
al., 2018).

2.3.3 Impresséao por jato de tinta

Na impressdo por jato de tinta, gotas de solu¢cbes diluidas ou biomateriais sédo
dispensadas, impulsionado por processos térmicos ou piezoelétricos em um reservatorio
de pob. A tinta dispensada funciona como uma solucdo aglutinante para um material a
granel posicionado dentro do reservatorio em po (SHIRAZI et al., 2015), (BUDDING et al.,
2013), como mostrado na Figura 4 abaixo. O processo de impressao cria uma temperatura
localizada entre 100 e 300°C para nuclear uma bolha e ejetar goticulas (GUO et al., 2017),
(JAMMALAMADAKA; TAPPA, 2018). As desvantagens de usar a impressao por jato de
tinta incluem o efeito de cisalhamento e tensdes térmicas em tintas poliméricas naturais,
bem como um volume inconsistente de goticulas (SHUAI et al., 2013), (ESHRAGHI, S;
DAS, S. 2010). No processo utilizando piezoelétrica, as gotas sado geradas por ondas de
pressdo ou acusticas que séo produzidas via um atuador piezoelétrico (PATI et al. 2015),
(GUO et al., 2017). As vantagens da impressao a jato de tinta piezoelétrica incluem seu
baixo custo e a capacidade para imprimir uma grande variedade de materiais com a

escolha de solventes polares e ndo polares. A principal desvantagem é uma exigéncia de
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tintas de baixa concentracdo, e com altas viscosidades, pois as tintas concentradas
causam dissipacdo das ondas acusticas e de pressdo antes que uma gota possa ser
ejetada (DERBY, B. 2010).

Piezoelétrico Térmico

<> \/ \/ Gotas de aglutinante
Rolo de nivelamento O /

—_— Camara de po
Scaffold
Pistao de T i P Pistdo de
abastecimento do fabricacao

material
Figura 4 - Processo de manufatura aditiva por jato de tinta. Fonte: Adaptado de (RIDER et al.,
2018).
2.4 Requisitos dos Scaffolds

Segundo a norma ASTM F2150-13, os scaffolds sdo matrizes de materiais
biocompativeis e biodegradaveis que permitem com que as células sejam cultivadas,
tendo como propésito a construcdo do tecido in vitro e in vivo. Trata-se de um suporte que
fornece sustentacdo mecanica ao desenvolvimento celular, assim como garante a
migracdo de nutrientes, fatores de crescimento, metabdlitos e outras moléculas
reguladoras bioativas (LANGER & VACANTI, 1993).

Os scaffolds devem ser projetados com caracteristicas similares a de uma matriz
extracelular, ou seja, uma rede estrutural que envolve e fornece suporte para células do
tecido conjuntivo (SEYEDNEJAD et al., 2011). Trata-se de uma matriz que além de
auxiliar nos processos de ligacdes entre as células para a organizacdo do tecido, também
controla o crescimento e a diferenciacdo celular (OLIVEIRA & LOPES, 2016). Desse
modo, a arquitetura tridimensional dos scaffolds deve garantir apoio com propriedades
mecanicas adequadas inicial até as células produzirem uma nova matriz extracelular

apropriada.
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Na formacdo e criacAdo da matriz extracelular recém-gerada, espera-se que O
scaffold va se degradando e sendo metabolizado, deixando com que o tecido ou 6rgdo
seja reestabelecido com uma estrutura correspondente ao tecido hospedeiro (STOCK;
VACANTI, 2001). Com isso, os scaffolds atuam como uma matriz temporéria que se
degrada a medida com que a regeneracdo do tecido é estabelecida. A Figura 5 ilustra o

conceito de matriz temporaria.

% Vol
(v____//"' Novo
! Tecido
f Scaffold
L 3
Tempo

Figura 5 - Conceito de matriz tempordria do scaffold. Fonte: Autoria prépria

O conceito de tempo mostrado na Figura 5 é relativo a aplicacao particular do tecido
em questdo, depende diretamente do tecido a ser restaurado, o local e o tamanho da
regeneracao, além disso a taxa de degradacdo deve poder ser controlada com os
requisitos dos diferentes tipos de tecidos e ser correspondente a taxa de crescimento
celular e formacéao do novo tecido.

Os requisitos do biomaterial a ser utilizado em aplicagbes na engenharia tecidual,
sdo complexos, ndo existe um senso comum entre o grande agrupamento cientifico sobre
as particularidades indivuduais que os mesmos devem possuir para cada aplicagéo. Essas
particularidades essenciais dependem principalmente do local e do tecido a ser restaurado
e principalmente da dimensdo do tecido a ser restaurado. Contudo, algumas
caracteristicas que o scaffolds devem possuir sdo: as propriedades mecanicas e
bioldgicas. Essas propriedades deverdo estar diretamente vinculadas ao biomaterial que

constitui o scaffold. O estudo aprofundado com relacdo a escolha do biomaterial é de
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extrema importancia para obtencdo de estruturas capazes de desempenhar as diferentes
funcdes na regeneracao do tecido (HUTMACHER et al., 2007).

Propriedades como a n&do toxidade, biocompatibilidade biodegradabilidade,
biorreabsorcdo e bioatividade, assim como caracteristicas inerentes as propriedades
mecanicas e morfologicas sao fundamentais para a aplicacdo dos scaffolds na engenharia
de tecidos (CUNHA, D. 2017).

2.4.1 Propriedades bioldgicas

Os materiais biodegradaveis sdo aqueles que permitem a remocéo fisiolégica do
substrato no organismo do hospedeiro. Trata-se de um mecanismo de extrema
importancia para a engenharia tecidual, pois evita a necessidade de operacdes cirargicas
para a retirada do material implantado (VENUGOPAL et al., 2012).

A biocompatibilidade é a caracteristica de um determinado material em ser
adaptavel a tecidos vivos e em geral, com o organismo em questdo. Materiais com essa
caracteristica devem ser desenvolvidos exclusivamente em funcéo da aplicacdo particular
e tém de cumprir a uma ampla gama de requisitos de qualidade e principalmente
seguranca. Esses materiais devem se integrar ao tecido hospedeiro provocando minimas
respostas imunoldgicas (BRAGHIROLLI, 2012; SALGADO; COUTINHO; REIS, 2004).
Com relacdo aos scaffolds, € certo que a biocompatibilidade € um fator determinante, nédo
somente para selecdo do tipo de biomaterial que sera empregado, mas também quanto
aos produtos de degradac&o resultantes do processo (BIBANDA; BARTOLO, 2008).

A bioatividade é a capacidade do material em constituir uma conex@o quimica com
o tecido G6sseo, o que também pode ser chamado de osseointegracdo. A partir desta
relacdo direta entre o tecido 0sseo vivo e a estrutura implantada, espera-se que haja a
deposicdo de componentes importantes como 0 coldgeno e minerais 0sseos, para que

n&o haja reacdes adversas ao sistema biologico (PERTILE, 2007).

2.4.2 Propriedades mecanicas

A propriedade mecéanica do scaffold se torna um importante fator de escolha na

selecdo do biomaterial para a aplicacdo a ser utilizada. Cada tecido exige diferentes
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propriedades mecanicas do biomaterial para ser regenerados (PERTILE, 2007). Segundo
a ASTM F 2150-13, propriedades mecanicas sao aquelas que compreendem a relacao
entre o stress e a tensdo ou que provocam uma reacao diante a uma forca fisica. Os
scaffolds devem possuir resisténcia mecanica suficiente para suportar as tensdes
existentes durante o processo de implantacdo da estrutura, bem como as subsequentes
solicitacdes de carga fisiologica normal no ambiente do implante (THOMSON et al., 1995).

A compatibilidade das propriedades mecéanicas dos scaffolds com as condi¢des
ideais para o crescimento das células, é fundamental para o progresso do processo de
reconstrucdo do tecido danificado. Por isso, os scaffolds precisam atender as
especificacoes e exigéncias mecanicas do local do implante, de modo que a sua
resisténcia mecanica ndo comprometa a estrutura e consequentemente o processo de
proliferacao celular (ADACHI et al.,2003).

2.4.3 Propriedades morfologicas

O scaffold obrigatoriamente deve dispor de microestruturas porosas que sejam
capazes de expandir a fixacdo e conduzir a distribuicdo constante das células dos tecidos.
Mais importante que essa estrutura, a interconectividade provocada entre 0S poros
propicia um ambiente facilitador para a inser¢cdo de células e vasos de sangue, e
propriamente a propagacao de nutrientes e do oxigénio essenciais para 0 crescimento de
novos tecidos (TAKAHASHI et al., 2005). A existéncia de poros interligados favorece a
conexao entre as células do tecido novo em desenvolvimento.

Os osteoblastos humanos podem penetrar em interconexdes com um diametro
superior a 20 um, mas quanto maior for esse didmetro, melhor serd a distribuicdo celular.
Interconexfes com diametro superior a 50 Um mostraram-se favoraveis ao novo
crescimento 0sseo dentro dos poros (KONG et al., 2007). Em outro estudo, foi
demonstrado que 0s vasos sanguineos podem penetrar um scaffold com um tamanho
minimo dos poros de 45 a 100 um, mas nao tédo eficaz como nos scaffolds com poros de
100 a 150 pm, resultando em um suprimento de sangue mais rico. O tamanho minimo dos
poros para uma perfeita osteoconducdo demostrou ser de 80 a 100 um (GAUTHIER et al.,

1998). Um aumento na porosidade e no tamanho dos poros, favorece tanto o crescimento
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0sseo quanto o suprimento nutricional. No entanto, um aumento de porosidade provocada
e na dimensdo dos poros diminui a resisténcia mecanica, uma propriedade que é
importante para a funcionalidade dos enxertos 6sseos (LU et al., 1999). E dificil obter uma
estrutura porosa com um tamanho de poro grande e resisténcia mecanica adequada
(KONG et al., 2007).

A arquitetura de construcao do scaffold, os espacos vazios (porosidade provocada),
a estratégia de entrelacamento entre as camadas, e a disposi¢cdo das mesmas, exerce
influéncia sobre a rigidez do scaffold e consequentemente sobre suas propriedades
mecanicas (SZOJKA et al., 2017). A Figura 6 ilustra estratégias para arquitetura de
scaffolds 3D.

A llustragdo do Scaffold
Layer (L) 1 bioimpresso

L1
L1

Sem offsets
- """
LN B N ]
- ="
- """

Com offsets

Padréo circular com offsets

Figura 6 - Estratégias para arquitetura de scaffolds 3D. a) sem offsets com padrao repetido
a cada 2 camadas, b) com offsets com padréo repetido a cada 2 camadas, c) com offsets com

padrdo circular repetido a cada 8 camadas. Fonte: SZOKJA, 2017
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Policaprolactona — PCL

A Policaprolactona (PCL - CsH1002) é um polimero termoplastico biodegradavel
usado em uma variedade de aplicagbes médicas, no projeto foi utilizado a PCL distribuido
em graos pela empresa ALLEVI, especificamente desenvolvido e otimizado para
bioimpressdo de estruturas 3D, que oferece um controle aprimorado sobre as
propriedades mecanicas das estruturas. A Tabela 1 mostra as propriedades quimicas e
fisicas do PCL utilizado.

Tabela 1 - Informag6es PCL (CeH1002)

Nome do produto BioPCL
Nome quimico Policaprolactona
Férmula (CeH1002)n
Massa molecular (média) 50.000 g/mol
Temperatura de fusao 58-60°C

indice do fluxo de derretimento 11.3-5.2 (g/10 min)

Maximo teor de agua 0,35%
Elongacéao de ruptura 800%
Parametros de solubilidade 9.34-9.43 (callcm®)

Fonte: Disponivel em: < https://allevi3d.com/shop/polycaprolactone>. Acesso: 20 dez. 2018.

3.1.2 Fosfato de Calcio Amorfo — ACP

Essa fase do fosfato de célcio amorfo, nomeada ACP, (Cas3(PQOa4)2.nH20, razéo
Ca/P: 1,5) acontece na fase medial durante a formacgéo da fase HA no meio biolégico e em

sistemas aquosos. Utilizado em p6 com granulometria menor que 74 pum.
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Segundo Guastaldi & Aparecida (2010), dentre as caracteristicas principais do ACP
as propriedades com maior destaque sdo: Possibilidade de substituicbes catidnicas e

anibnicas, habilidade de transformacédo a outros fosfatos de célcio e a solubilidade.

3.1.3 Biomaterial utilizado

Uma membrana de PCL e fosfato de calcio (ACP) foi preparada na proporcao
90:10. Para isso, pesa-se uma quantidade necesséaria de PCL e dissolve-se em 30 ml de
cloroférmio (CHCIs). Uma vez dissolvido, o fosfato de célcio (granulometria com menos de
74 um) é adicionado, agitado e a solucéo € colocada numa Placa de Petri de vidro. Deixa-
se secar a temperatura ambiente. A membrana obtida é posteriormente usada diretamente

na bioimpressora. A Figura 7 ilustra a membrana obtida.

Figura 7 - Membrana PCL + ACP. Fonte: Autoria prépria

Para ser utilizada na impressora, a membrana foi enrolada e dobrada, de maneira a
ser introduzida na seringa de inox para posteriormente ser aquecida na impressora, a

Figura 8 ilustra esse procedimento.
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Figura 8 — Procedimento para utilizar a membrana obtida na impressora. Fonte: Autoria propria

3.1.4 Bioimpressora ALLEVI 2

Foi utilizado a bioimpressora modelo ALLEVI 2, dispositivo de bioimpressédo 3D que
constréi tecidos, utilizando a tecnologia de extrusdo de material liquido gelificante, a
extrusdo € controlada por um mecanismo de pressao pneumatica por meio de uma
seringa, utilizando trilhos lineares sobre um sistema de correias, atende uma preciséo de
até 10um, com sistema duplo de extrusor aquecidos com temperaturas variando de
temperatura ambiente até 160°C. O cabecote de impressdao contém 2 seringas
descartaveis, com setup rapido facilitando a troca de materiais e garantindo a esterilidade,
funciona com um sistema pneumatico de ar comprimido que impulsiona a deposi¢cdo com
rigido controle, a variacdo de pressao é de 0 a 120 PSI para acomodar uma ampla gama
de materiais viscosos. Possui envelope de impressao de 13 x 9 x 6 cm. A Figura 9 ilustra a

Bioimpressora ALLEVI 2.
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ALLEV |

Figura 9 - Bioimpressora ALLEVI 2. Fonte: Disponivel em: <https://biobots.io/biobot-1/>. Acesso:
26 nov. 2018.

3.1.5 Maquina de Ensaio Universal
Para realizar o ensaio mecanico de compressao, a fim de caracterizar e validar a

resisténcia do scaffold impresso, foi utilizado a maquina modelo EMIC DL 2000. A Figura
10 ilustra a maquina EMIC DL 2000.

Figura 10 - Maquina EMIC DL 2000. Fonte: Disponivel em: <http://www.emic.com.br/>. Acesso: 26
jun. 2019.
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3.1.6 Arquitetura 3D do scaffold

Para realizar o modelamento da arquitetura 3D dos scaffolds impressos, foi utilizado
0 seguinte software CAD:

- Mastercam 2019 da empresa CNC Software, Inc.

Dois modelos de scaffolds foram projetados, com parametros estruturais e
interconectividades entre poros diferentes e dimensdes externas iguais 20 x 20 x 8 mm.

- Modelo 01: Esse modelo foi projetado com 2 tipos e tamanhos de poros

diferentes, é composto por furos cilindricos de didametro de 300 um e furos hexagonais

com didametro de 1700 um. Sua porosidade € de 46%. A Figura 11 ilustra o Modelo 1

projetado.

Figura 11 — Modelo 1. A) Vista de topo; B) Vista isométrica; C) Vista frontal. Fonte: Autoria propria.

- Modelo 02: Esse modelo foi projetado com 1 tipo e tamanho de poros, é

composto por furos com dimensfes de 500 um. Sua porosidade é de 40%. A Figura 12

ilustra o Modelo 2 projetado.
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Figura 12 — Modelo 2. A) Vista de topo; B) Vista isométrica; C) Vista frontal. Fonte: Autoria prépria.

3.2 Métodos

O presente trabalho foi elaborado em trés etapas basicas: 1) Preparacdo do
biomaterial PCL + ACP para a formacéo das membranas; 2) Definicdo dos parametros de
impressdo através de testes iniciais e fabricacdo dos scaffolds; 3) Caracterizacdo das
propriedades mecanicas (compressao) para a viabilidade dos scaffolds produzidos.

A Figura 13 apresenta o fluxograma das etapas macros deste projeto.
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Figura 13 - Fluxograma etapas macros.
(Fonte: ROQUE & BARBOSA, 2019)

3.2.1 Parametros de processamento da impressao

Como as definicdes sobre os parametros de processamento dependem diretamente
do tipo de material, suas caracteristicas e das condicbes do sistema, foram realizados
testes preliminares de fluxo do material extrudado, necessarios para a determinacdo das
propriedades do processo.

Os parametros de processamento sdo aqueles que envolvem todo o funcionamento
do bioimpressora, altura da camada, velocidade do cabecote, a temperatura do sistema e
a pressao de extrusdo. Os dois primeiros parametros sdo controlados pelo software
Repetier-Host, que é um aplicativo de impressdo 3D desenvolvido pela empresa Hot-
World GmbH & Co. KG, enquanto a temperatura e a pressao devem ser definidas e
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controladas por um sistema de controle diretamente na interface web do proprio fabricante
da bioimpressora.
Foram realizados testes com bicos de extrusdo de diferentes diametros. No Quadro

2 seguem os valores das dimensdes dos bicos utilizados.

Quadro 2 - Informacbes dos bicos de extrusao.

Bico de extruséo | Didmetro (mm)
19 Gauge 0,912
25 Gauge 0,455
27 Gauge 0,360
30 Gauge 0,255

Fonte: Autoria propria

A definicdo da velocidade do cabecote, ou velocidade de impressao ideal, depende
do tempo de solidificacdo do material quando extrudado. Ou seja, ao formar uma camada
sobre a outra, a camada inferior precisa estar praticamente solidificada para garantir
sustentacdo na formacdo da camada superior. A auséncia de controle na velocidade de
impressao pode causar o colapso geométrico na fabricacdo do scaffold (PEREIRA, 2014).

Conforme orientacbes do préprio fabricante da bioimpressora, no manual de
usuério, recomenda-se velocidade de impressado de 2 a 6 mm/s para um design pequeno e
preciso (exemplo: trelica). De 8 a 16 mm/s para um design grande (exemplo: orelha).

Ao realizar a variacdo de pressdo no cabecote de extrusdo, aumenta-se a vazao
volumétrica e consequentemente a deposi¢cdo de material, modificando a morfologia do
scaffold. A porosidade da estrutura, por exemplo, pode ser prejudicada com o aumento da

quantidade de material depositado camada por camada (DAVILA et al., 2015).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nessa sessdo sdo apresentados e discutidos os resultados que se ajustam as
exigéncias das potenciais aplicacbes na engenharia de tecidos, com isso, podem ser
citados a metodologia aplicada, as variacdes das configuracbes de processamento da
impressao (temperatura e presséo), as variacdes dos parametros de fatiamento dos
modelos (altura da camada, velocidade do cabecote), a impressdo dos modelos
projetados e as caracterizacdes realizadas (ensaio mecanico de compressédo, analise

estatica linear e MEV).
4.1 Parametros de impressao utilizados

Foram testadas variacbes de pressdes de 50 a 130 PSI, juntamente com as
variacoes de velocidade de impresséo do cabecote de 1 a 15 mm/s. A altura da camada é
diretamente proporcional ao diametro do bico de extrusdo, o Quadro 3 ilustra as alturas

das camadas conforme o bico de extrusao utilizado.

Quadro 3 - Altura das camadas conforme bico de extrusao.

Bico de extrusio Diametro Altura da Camada
(mm) (mm)
19 Gauge 0,912 0,9
25 Gauge 0,455 0,4
27 Gauge 0,360 0,3
30 Gauge 0,255 0,2

Fonte: Autoria propria

As variacdes na preparacao do biomaterial também foi um desafio, diferentes tipos
de polimeros foram testados, como: PCL, Alginato, PLGA, Pluronic® F127 e PEG-PCL; e
algumas bioceramicas como: ACP, OCP, Hidroxiapatita e B-TCP. A viscosidade do
biomaterial preparado é diretamente vinculada as configuracbes de processamento do
scaffolds, com isso, os testes para definir o processo de mistura ideal e obter o biomaterial
com viscosidade aceitavel e possivel a ser bioimpresso foram extensos e meticulosos. A

Figura 14 ilustra diversos testes realizados com diferentes biomateriais preparados.
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Figura 14 — Testes realizados com diferentes biomateriais. A) Alginato + HA; B) Pluronic® F127

Fonte: Autoria prépria

O biomaterial que apresentou as melhores caracteristicas em relacéo a viscosidade
para ser utilizado na bioimpressora foi o PCL + ACP. Apés essa definigdo, iniciou-se a
validacdo dos parametros de processamento. Foram testadas variacdes de pressfes de
100 a 130 PSI, juntamente com as varia¢des de velocidade de impressédo do cabecote de

1 a5 mm/s. A Figura 15 ilustra os testes realizados para a validagdo dos parametros.



38

Figura 15 — Scaffolds impressos para a validagdo dos parametros. Fonte: Autoria propria

A pressdo de 125 PSI e a velocidade de impressdo de 2 mm/s mostrou ser

adequada para o modelo 02 projetado. A Figura 16 ilustra o modelo 02 impresso.

Figura 16 — Modelo 02 impresso. Fonte: Autoria propria
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Os parametros ideais encontrados que permitiram realizar a impressao do modelo 2

utilizando o biomaterial e a bioimpressora mencionados no Quadro 4, sao:

Quadro 4 - Parametros ideais de impresséo.

Parametros de fatiamento do modelo

Altura das camadas 0,7 mm

Altura da 12 camada 0,6 mm
Diametro do bico 19 Gauge

Velocidade de impressao 2 mm/s
Velocidade da 12 camada 1,5 mm/s

Parametros de processamento da impressao

Temperatura 110 °C
Pressao 125 PSI

Fonte: Autoria propria

4.2 Ensaio Mecanico de Compressao

A caracterizacao realizada através do ensaio de compressédo, consiste na execucao
de uma carga axial em um corpo de ensaio. A retorno esperado para esse tipo de
caracterizacdo, é a deformacdo linear obtida pela diferenca entre as placas que
comprimem o mesmo corpo de ensaio no estado inicial e final, em fungdo da forga de
compressado executada (GARCIA et al., 2000).

O ensaio foi realizado utilizando a maquina universal conforme descrito o topico
3.1.5, e de acordo com a norma ASTM F2150-13. A célula de carga e velocidade de
compresséo utilizadas foram, respectivamente, 5 kN e 1,3 + 0,3 mm/min. O software
utilizado para conduzir o ensaio foi o Tesc (Test Script) Emic versdo 3.04 do mesmo
fabricante da maquina utilizada. A Figura 17 ilustra o esquema utilizado para realizar o

ensaio mecanico de compressao.
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— Ponta metalica

—» Scaffold

— Placa metalica

— Apoio rigido

Figura 17 — Esquema ilustrativo do ensaio de compressao.

Fonte: Autoria propria

No decorrer do ensaio foi realizado a medicdo das dimensdes de cada scaffolds
utilizando um paquimetro digital, para alimentar o software com a informacao da area de

cada amostra. Foram ensaiados 5 scaffolds no total e os resultados dos ensaios podem
ser vistos conforme Figura 18.

Curva Tensao x Deformacao

Tensao (MPa)
e el
onNn A

oON B~ O

0 1 2 3 4 5
Deformacao (mm)

CDP 01 CDP 02 CDP 03 CDP 04 ——CDP 05

Figura 18 — Curva Tenséo x Deformacéo para os scaffolds impressos.

Fonte: Autoria propria



41

Todas as curvas de Tensdo x Deformacéo correspondentes aos CDP’s ensaiados,
apresentam tipicamente dois pontos de inflexdo, como € representado na Figura 18. O
primeiro ponto de inflexdo corresponde a transicdo entre a deformacdo elastica e
deformacdo plastica, que é o maximo da curva derivativa. Esse comportamento foi
observado em literatura para compadsitos PCL + HA porosos em (WIRIA et al., 2007).

Apos a deformacéo elastica inicial, isso devido a capacidade do scaffold poroso em
absorver a energia elastica, h4 um rendimento resultante com a deformacéo plastica. Nos
estagios posteriores da zona de deformacéo plastica, ha um aumento na tensdo com o
esforco compressivo, correspondente ao segundo ponto de inflexdo, isso devido
provavelmente ao colapso de material e entupimento dos poros do scaffold, levando a
uma densificagéo do scaffold (DORJ et al., 2013).

Como forma de validar o modelo projetado sobre as propriedades mecanicas do
scaffold, a tenséo relacionada a deformacéo no primeiro ponto de inflexdo na curva, pode
ser considerada a resisténcia a compressdo, ou a capacidade de carga do material
composto (ESWARAIAH et al., 2011).

Figura 19 — Ensaio mecéanico de compressao realizado. Fonte: Autoria prépria
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4.3 Simulacdo computacional de Analise Estéatica Linear (AEL)

A simulacdo computacional de AEL analisa deslocamentos, tensdes, deformacgdes e
forcas de reacdo sob o esforco de uma carga aplicada. Quando essa carga € aplicada em
um modelo 3D projetado, o mesmo € deformado e o esfor¢co dessa carga € transmitido
para toda a sua extensdo, cargas externas podem induzir forcas e reagdes internas, que
permitem o modelo retomar um estado de equilibrio diferente do inicial.

Quando se utiliza essa simulacdo duas condicdes devem ser consideradas:
Condicao Estatica e Condicao de Linearidade.

Para considerar a Condicdo Estatica, todas as cargas sdo aplicadas lentas e
gradativamente, até atingir o limite configurado, apds esse estagio, permanecem
constantes, com isso, sdo ignoradas as forcas de inércia e amortecimento.

A Condicdo de Linearidade prevé que as cargas aplicadas e as repostas sejam
lineares, ou seja, se a carga for duplicada, a resposta do modelo como deformacgéo e
deslocamento também deve ser duplicada. Para realizar a simulagdo computacional, foi
utilizado o software Altair Inspire™ da empresa Altair Engineering, Inc.

Foram simulados os dois modelos projetados e o0s parametros utilizados no

software podem ser vistos conforme Quadro 5.

Quadro 5 - Parametros de simulacao utilizados.

Carga T|p0~de Tamanho do

i conexao do

Aplicada ADoi Elemento
poio

4500 N Rigido 0,25 mm

Fonte: Autoria propria
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- Simulacdo Modelo 01:

Estado Inicial Estado Final

10 mm

Figura 20 — Simulacdo Modelo 1. Fonte: Autoria propria

Pode-se observar na simulacdo do Modelo 1 conforme Figura 20, que a carga de
compressao provoca uma deformacao lateral consideravel (formato de barril) e prossegue
sem que ocorra a ruptura, caracteristica correlacionada a materiais ducteis. Dentre os
resultados obtidos através do software utilizado podemos dar énfase nos seguintes:

- Tenséo de Cisalhamento Maxima: 32,363 MPa;

- Tensdo Maxima de Compressao: 57,167 MPa;

- Escoamento Maximo: 118,896 %.
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- Simulacdo Modelo 02:

Estado Inicial Estado Final

10 mm

Figura 21 — Simulac@o Modelo 2. Fonte: Autoria prépria

Observa-se na simulagdo do Modelo 2 conforme Figura 21, o mesmo resultado em
relacdo a compresséo lateral do Modelo 1 (formato de barril), demostrando a caracteristica
de ductibilidade do material.

Dentre os resultados obtidos através do software utilizado podemos dar énfase nos
seguintes relacionados ao Modelo 2:

- Tensédo de Cisalhamento Méaxima: 77,524 MPa,;

- Tensao Maxima de Compressao: 96,856 MPa;

- Escoamento Maximo: 330,501 %.
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Em relacdo as configuracdes no software dedicadas as propriedades do material
simulado, foram consideradas propriedades similares a polimeros biodegradaveis

encontrados na literatura, essas propriedades podem ser analisadas conforme Quadro 6.

Quadro 6 - Propriedades do material simulado.

Moédulo de| Coeficiente . Tenséo de Coef|C|ent~e
. Densidade de Expanséo
Young de Poisson Escoamento Térmica

Polimero | 2.00 MPa 0.350 1,06 g/cm3| 45.00 MPa | 63.00E-06/C

Fonte: Autoria prépria

Realizando a comparacao entre as duas simulacfes realizadas dos dois modelos
projetados, podemos destacar a diferenca entre os valores de escoamento entre 0s
modelos, o0 Modelo 2 apresenta uma taxa de escoamento de aproximadamente 3 vezes
maior que o Modelo 1, ou seja, a estrutura do Modelo 2 permite um deslocamento entre as
camadas com maior facilidade que o Modelo 1.

Em relacdo aos valores de Tensdo de Compressao e Cisalhamento, os valores do
Modelo 2 apresentam aproximadamente 2 vezes maior que os valores do Modelo 1, esse
fato pode ser explicado provavelmente pelo colapso das camadas superiores do Modelo 2
com maior facilidade que o Modelo 1, com isso, pode ocorrer 0 entupimento dos poros
ocasionando a densificacdo do scaffold. A Figura 22 ilustra a diferenca entre o

escoamento das camadas superiores dos dois modelos.

| Diferenca

Figura 22 — Diferenca entre camadas superiores. Fonte: Autoria propria

4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

7

O principal objetivo da realizacdo da MEV € observar nas micrografias a
comprovacéo das caracteristicas morfologicas do scaffold projetado. O primeiro ponto de
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analise observado consiste em avaliar a qualidade da impressao correlacionando com o
modelo projetado. Na Figura 23(a) é possivel analisar a estrutura 0°/90°, proposta para a
estruturacdo do modelo 2, isso foi obtido, sabe-se também que essa arquitetura garante a
interconectividade entre 0s poros.

O conceito de repetibilidade, que consiste no quanto o processo produtivo utilizado
pode promover a fabricacdo dos scaffolds com conformidades semelhantes, isso pode ser
observado na Figura 23(b), fica claro e evidenciado que as estruturas sdo homogéneas e

uniformes, com as dimensdes dos poros e do fio extrudado semelhantes.

k
gr

-— 100pm IQ-UNESP  6/12/
WV SET 1M WD 14.0mm 3:

| 8
|

100pm IQ-UNESP 6/
I WD 14 . Omm

Figura 23 — Micrografias MEV da vista superior. Fonte: Autoria propria

O segundo ponto de andlise observado consiste em avaliar o grau de adeséao entre
as camadas do scaffold. Vale ressaltar que, quanto maior a altura da camada, menor € a
adesao, com isso um fator de alta importancia é a determinacéo da altura da camada de

fatiamento, um valor de altura ndo condizente com o diametro do bico (fio extrudado),
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pode causar o deslocamento entre os camadas e niveis da estrutura projetada. A
micrografia presente na Figura 24 mostra a secao transversal do scaffold evidenciando a

adesao entre as camadas.

adesao

/

lmm  IQ-UNESP 6/12/2019 - 100pm IQ-UNESP 6/12/2019
2.00kV SEI M WD 14.0mm 2:44:03 x 2,00kV SET ™ WD 14.0mm 2:39:53

Figura 24 — Micrografias MEV secao transversal. Fonte: Autoria propria

Como destacado na Figura 25, pode-se visualizar a presenca de microfuros na
superficie das camadas, possivelmente causados pela deposi¢cdo do fio extrudado em
uma temperatura elevada. Tanto as consequéncias anteriormente expostas, quanto essa
podem ser explicadas por erros na definicdo dos parametros de processamento para a
fabricacdo desses tipos de scaffolds utilizando esse material composto. Variaveis como a
temperatura do processo e velocidade da impressdo podem ser novamente estudados e
redefinidos para se obter scaffolds com estrutura de melhor qualidade.

— 100um IQ-UNESP 6/12/2019 100um IQ-UNESP 6/12/2019
2.00kV SEI M WD 14.0mm 2:42:16 X 2 2.00kV SET M WD 14.0mm 2:46:23

Figura 25 — Micrografias MEV microfuros. Fonte: Autoria Propria
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5. CONCLUSOES

5.1 Conclusoes

Como conclusdes finais desse trabalho pode-se citar:

As propriedades observadas a partir do ensaio mecanico, das analises de
micrografia e simulagcdo computacionais, evidenciam que 0s modelos projetados
apresentam propriedades morfolégicas compativeis com possiveis aplicagcbes conforme
literatura.

A impressao dos modelos projetados ficou limitada a impresséo apenas do Modelo
2, visto que as dificuldades enfrentadas na caracterizacao e preparacdo do material a ser
utilizado (considerando a homogeneidade e viscosidade), bem como a limitacdo do
principio de processamento do material utilizada pela bioimpressora e a complexidade da
estrutura do Modelo 1, ndo possibilitou realizar a impressao desse modelo, visto que a
estrutura possui conexdes e poros menores que 350 um (Limitante para esse principio de
processamento). Todas essas dificuldades podem ser superadas com estudos e
redefinicAo dos equipamentos e de algumas propriedades de processamento, como
temperatura e velocidade de impressao, parametros de fatiamento do modelo e a prépria
estrutura dos modelos.

A variacdo na preparagdo do biomaterial também foi um desafio, conforme visto, a
viscosidade do biomaterial preparado € diretamente vinculada as configuracbes de
processamento de manufatura dos scaffolds, com isso, a viscosidade aceitavel e possivel
de ser bioimpressa encontrada para esse trabalho na composicédo PCL e fosfato de calcio
(ACP) na respectiva proporcao de 90:10 também pode ser estuda e redefinida conforme
requisitos de aplicabilidade do projeto em questéao.

Com a simulagdo computacional realizada (Analise Estatica Linear), permite
concluir que, todos os scaffolds impressos atenderam as especificacbes exigidas em
literatura para a rigidez especifica 20 a 141 MPa (DAVILA, 2014; FONTES, 2010;
SENEDESE, 2011; WHITE et al.,, 2007). A curva Tensado X Deformacdo mostra que 0s

valores de resisténcia a compressdo do biomaterial composto utilizado, esta dentro
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daqueles encontrados na literatura para a aplicacdo de osso trabecular, encontrando-se
na faixa de 2 a 12 MPa (DAVILA, 2014; FONTES, 2010).

Ademais, os tamanhos dos poros comprovados através das micrografias estdo na
faixa de aplicacdo na engenharia de tecidos, mencionados em literatura 50 a 710 ym
(KYRIAKIDOU et al., 2008), um aumento na porosidade e no tamanho dos poros, favorece
tanto o crescimento 6sseo quanto o suprimento nutricional, porém deve ser considera a
resisténcia mecéanica, e, devido a trajetéria e processamento de impressao, a

interconectividade estruturada entre os poros foi verificada.

5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

— Realizar estudos para definicAo de outra tecnologia existente para que seja
possivel realizar a impressdo do Modelo 1 descrito nesse trabalho;

— Desenvolvimento e criagdo de um processo para aplicacdo de Elementos Finitos
em estruturas dedicadas para scaffolds, para analisar em detalhes essas estruturas;

— Realizar pesquisas para obtencdo das propriedades do biomaterial composto
utilizado como: Moédulo de Young, Coeficiente de Poisson, Densidade, Tensdo de
Escoamento e Coeficiente de Expansdo Térmica,

— Realizar pesquisas para desenvolver um biomaterial com uma proporcao diferente
da utilizada nesse trabalho que apresente as caracteristicas necessarias para ser utilizado

na bioimpressora.
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