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RESUMO

A crescente demanda por transplantes de tecidos e 6rgaos, os desafios e riscos relaci-
onados aos transplantes autélogos, bem como a necessidade de alternativas para ob-
tencado de carne, gordura, couro e tecidos sem animais, tém impulsionado o interesse
cientifico e industrial por técnicas de biofabricagdo. Nos ultimos anos, a bioimpressao
3D baseada em extrusdo tem emergido como uma das abordagens mais populares
para biofabricagcdo. No entanto, equipamentos e materiais para o processo de bioim-
pressao 3D ainda apresentam um custo elevado, o que representa uma limitacédo para
aplicagbes em pesquisas. Para superar esse problema, este trabalho apresenta o
projeto, fabricagéo e teste de uma bioimpressora 3D baseada em extrusdo adaptada
a partir de uma impressora 3D convencional ja existente. Para transforma-la em uma
bioimpressora, o sistema extrusor de filamentos plasticos com o bloco aquecedor foi
substituido por um extrusor mecanico de hidrogéis e biotintas, composto por um pistao
movido por fuso. Para validagdo do protétipo, utilizou-se a formulagcdo CELLINK®
Bioink carregada de células musculares da linhagem C2C12 para procedimento de
bioimpressao 3D. Os testes experimentais confirmaram a viabilidade do processo uti-
lizando a biocimpressora desenvolvida e fornecem importantes informacdes quanto a
morfologia e proliferacdo de células musculares C2C12 em biotintas compostas por
nanocelulose e alginato, com evidente aumento na proliferagao celular 14 dias apés a
bioimpressao. Além disso, foram realizadas simula¢gdes computacionais para analisar
0 escoamento das tintas e biotintas através do bico extrusor da bioimpressora e avaliar
se a tensao gerada compromete a viabilidade celular das construgdes impressas.

Palavras-chave: maquinas e acessorios; bioimpressédo 3D; biotinta; alginato; celu-
lose; fluidodinAmica computacional; tensédo de cisalhamento; viabilidade celular; célu-
las musculares.



ABSTRACT

The increasing demand for tissue and organ transplants, the challenges and risks asso-
ciated with autologous transplants, as well as the need for alternatives to obtain meat,
fat, leather, and animal-free tissues, have driven significant scientific and industrial
interest in biofabrication techniques. In recent years, extrusion-based 3D bioprinting
has emerged as one of the most popular approaches for biofabrication. However,
equipment and materials for the process still come at a high cost, which is a limitation
for research applications. To overcome this issue, this work introduces an extrusion-
based 3D bioprinter adapted from an existing conventional 3D printer. To transform
it into a bioprinter, the plastic filament extruder system with the heating block was
replaced by a mechanical extruder for hydrogels and bioinks, consisting of a piston
driven by a screw. For prototype validation, CELLINK® Bioink loaded with C2C12
muscle cells was tested in a 3D bioprinting procedure. Experimental tests confirmed the
viability of the process using the developed bioprinter and provided important insights
into the morphology and proliferation of C2C12 muscle cells in bioinks composed of
nanocellulose and alginate, with a noticeable increase in cell proliferation 14 days after
bioprinting. Additionally, computational simulations were conducted to analyze the flow
of inks and bioinks through the bioprinter’s extrusion nozzle and assess whether the
generated shear stress compromises cell viability of the printed constructs.

Keywords: machines and accessories; 3D bioprinting; bioink; alginate; cellulose; com-
putational fluid dynamics; shear stress; cell viability; muscle cells.
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1 INTRODUGAO

O Brasil é referéncia na area de transplantes de 6rgéos e tecidos e o Sistema Unico de
Saude (SUS) é responsavel pelo financiamento de mais de 90% dos procedimentos
realizados no pais (Ministério da Saude, 2022). Nos ultimos anos, registrou-se um
crescimento no numero de doadores de érgaos e, consequentemente, de procedimen-
tos realizados. Segundo a Associacao Brasileira de Transplante de Orgaos, a taxa de
doadores efetivos cresceu 82% no periodo entre 2010 e 2019 (ABTO, 2017; ABTO,
2021).

Entretanto, a demanda por doa¢gdes mantém-se expressivamente maior e, atualmente,
ha mais de 40 mil pessoas na fila de espera para transplantes no Brasil (Ministério da
Saude, 2023). Além disso, situagdes extraordinarias, como a pandemia da COVID-19,
podem impactar tanto as doagcdes como o risco dos transplantes realizados e tendem a
intensificar a crise de escassez de 6rgaos. No Brasil, o numero de doadores diminuiu
de 18,1 por milhdo de habitantes em 2019 para 15,1 em 2021, representando uma
queda de 16,6% (ABTO, 2021).

Os transplantes de 6rgaos sao, em muitos casos, o unico tratamento possivel para
pacientes que sofrem de doencas irreversiveis, mas podem exigir cuidados médicos
constantes e o uso de medicamentos imunossupressores pelo resto da vida (Murphy;
Atala, 2013; Poley, 2020). Orgéos, tecidos e células podem ser obtidos de forma
autdloga do préprio paciente ou de forma alogénica de um doador humano, que nao
€ imunogenicamente idéntico ao paciente (Murphy; Atala, 2013). Em transplantes
alogénicos, os pacientes enfrentam também a possibilidade de rejei¢des imunologicas
(Huang et al., 2017; Murphy; Atala, 2014).

Nesse sentido, a Engenharia de Tecidos compreende um importante campo da ciéncia
que pode aliviar a crise de escassez de orgaos (Huang et al., 2017; Chandra; Soker;
Atala, 2020). Trata-se de uma area multidisciplinar que tem como objetivo a recu-
peragao, regeneragao e criagao de tecidos e 6rgaos (Groll et al., 2016). Aplicada a
Engenharia de Tecidos, a bioimpressao 3D é uma técnica de manufatura aditiva que
se destaca como uma tecnologia promissora para a fabricagdo de 6rgaos funcionais
e livres de rejeicao (Huang et al., 2017; Poley, 2020). Além tecidos e 6rgaos para
transplante, a bioimpressao 3D pode ser utilizada para biofabricagéo de carne, gordura,
couro e tecidos sem animais (Ben-Arye; Levenberg, 2019; Sakaguchi et al., 2021).
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Utilizando sistemas CAD/CAM e modelagem matematica, a bioimpressao pode produ-
zir estruturas 3D complexas de nano a microescala, alocar com precisao biomateriais
carregados de células e fatores de crescimento (Huang et al., 2017; Zhang; Wang,
2019). A bioimpressao 3D baseada em extrusao permite a deposigéo de biotintas com
altas densidades celulares e tem compatibilidade com diferentes tipos de materiais e
uma ampla gama de viscosidades (Murphy; Atala, 2014; Paxton et al., 2017).

No entanto, os equipamentos e materiais para o processo de bioimpressao 3D pos-
suem um custo elevado. Nos ultimos anos, as bioimpressoras 3D disponiveis comer-
cialmente tem custado entre US$5.000,00 e US$1.000.000,00 (Tashman; Shiwarski;
Feinberg, 2022), o que representa uma limitagdo para aplicagbes em pesquisas, es-
pecialmente em paises em desenvolvimento e que possuem or¢amento limitado para
esse tipo de investimento.

Em vista disso, neste trabalho investigou-se o desenvolvimento e validagdo de uma
bioimpressora 3D construida a partir de uma impressora 3D convencional que empre-
gava a técnica de Fabricagdo com Filamento Fundido (FFF).

Durante a bioimpresséo por extrusdo, altas tensdes de cisalhamento podem ser ge-
radas e infligidas as células em biotintas viscosas, devido ao gradiente de velocidade
do fluido na passagem pela agulha (Li et al., 2015). Se as tensdes forem excessivas,
as membranas das células podem ficar sobrecarregadas e se romperem, comprome-
tendo a viabilidade celular do processo (Li et al., 2010; Blaeser et al., 2016). Por
isso, na etapa de pré-processamento, simulacdes numéricas foram conduzidas para
analisar o escoamento de diferentes composi¢des de tintas através do bocal extrusor
da bioimpressora 3D, utilizando fluidodinamica computacional (CFD).

Além de testes mecanicos realizados com um material de referéncia, Nivea Creme,
uma bioimpresséo 3D utilizando uma biotinta comercial carregada de células muscu-
lares foi realizada para validagao do protétipo.

1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho consistiu em adaptar e validar o protétipo de uma
Bioimpressora 3D baseada em extrusao a partir de impressora 3D ja existente fabricada
pela empresa parceira 3DLopes® sediada em Belo Horizonte.
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1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:
(i) Caracterizar o comportamento reologico e modelar matematicamente tinta para
impresséao 3D;

(i) Analisar o escoamento das tintas e biotintas através do bico extrusor da bioimpressora
por meio de simulagdes de fluidodindmica computacional;

(iii) Validar experimentalmente os resultados das simulagées numeéricas;
(iv) Produzir adaptag¢des de uma impressora 3D para o processo de bioimpresséo 3D;

(v) Analisar a viabilidade celular apés a bioimpressao 3D e validar o funcionamento
do equipamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Engenharia de Tecidos

A Engenharia de Tecidos é um campo interdisciplinar que aplica aspectos da biologia,
quimica, ciéncias dos materiais e engenharia para desenvolver substitutos biolégicos
que restauram, mantém ou melhoram a fungédo de um tecido ou 6rgao (Murphy; Atala,
2013; Khademhosseini; Langer, 2016; Groll et al., 2016).

Essa area do conhecimento investiga a criagao de tecidos celulares externamente ao
organismo vivo e também como gerenciar melhor o reparo de tecidos dentro do corpo
(McClelland et al., 2005). O objetivo principal € ir além do tratamento e alcangar a cura,
buscando a recuperacgao, regeneracao ou criagao de tecidos ou 6rgaos que falharam
devido a acidentes, doengas ou anomalias congénitas (Bove et al., 2021).

Resultados clinicos de sucesso foram alcangados na ultima década. Menasché et al.
(2015) reportaram o primeiro adesivo cardiaco de fibrina carregado com células-tronco
embrionarias humanas, modificado por engenharia de tecidos, implantado em huma-
nos. Em um estudo clinico com 11 individuos, Gjerdeet et al. (2018) utilizaram fosfato
de calcio e células da medula 6ssea, expandidas in vitro, para induzir a formacao 6ssea
em tratamento ortodontico.

Com o grande avango nas duas ultimas décadas, o conceito e o escopo da Engenharia
de Tecidos expandiram-se (Zhang et al., 2021). A principal aplicagao deste campo ¢é a
construcao dos substitutos para transplante in vivo, mas crescem também novas apli-
cagoOes de tecidos biomiméticos in vitro e modelos de 6rgaos para criar bioatuadores
e para o estudo farmacocinético e da patogénese das doengas (Chang; Nam; Sun,
2008a; Mdller et al., 2017; Ahadian; Khademhosseini, 2018). Além de reproduzir a
estrutura e fisiologia do tecido in vivo, melhorando a previsdo de respostas a drogas
humanas, essa abordagem pode propor novas terapias e reduzir o numero de animais
usados para testes e pesquisas (Chandra; Soker; Atala, 2020).

Os conhecimentos da Engenharia de Tecidos também tem sido amplamente emprega-
dos na industria da carne cultivada, produzida a partir do cultivo de células do tecido
muscular. O aumento populacional, a preocupagcdo com o bem-estar animal, bem
como o0s riscos associados aos danos ambientais associados a pecuaria extensiva
geraram a necessidade de alternativas para obter carne, gordura e couro e tecidos sem
animais (Mironov et al., 2009; Ben-Arye; Levenberg, 2019; Sakaguchi et al., 2021).
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Figura 1 — Representagao esquematica dos avangos nas duas ultimas décadas que impulsionaram o
desenvolvimento da Engenharia de Tecidos.

A2 6?
\\} Fontes .ce.lulares Novos quimicos 9@

()
O iPSCs ([ y\) /)’5{9
\, o

i;@'
@
§ Ce\t;lglsﬂgntiq‘_‘ () Fatores de crescimento ©
L

Ferramentas genéticas . s
Componentes da Biomecanica

Engenharia de Tecidos —
C —~N .

CRISPR-Cas9

siepee\N

Orgéos

Auto-montagem e A descelularizados
oo /‘\,

o A o 4

Q W @ 0O {

g o g ¥ N\

%, 2 Sa

o = 2

.O_/d WL

Sopiosy op @’

Fonte: adaptado de Khademhosseini et al. (2016).

Dentre os avangos que beneficiaram o desenvolvimento da Engenharia de Tecidos,
apresentados na Figura 1, destacam-se os métodos para gerar células-tronco pluri-
potentes induzidas (iPSCs), o desenvolvimento da mecanobiologia e a descoberta de
que a rigidez do substrato pode modular a diferenciacéo de células-tronco, a conju-
gacao de biomateriais eficientes e versateis, e as novas tecnologias de biofabricagao
(Khademhosseini; Langer, 2016; Chandra; Soker; Atala, 2020). Caracterizada pelo
uso de procedimentos automatizados para criar arranjos 3D de células (Groll et al.,
2019), a biofabricagdo, em especial a bioimpressao 3D, foi o objeto deste estudo e
sera abordada a seguir.

2.2 Biofabricagao

Mironov et al. (2009) definiram a Biofabricagdo como “a produgéo de produtos biolo-
gicos complexos, vivos e ndo vivos, a partir de matérias-primas como células vivas,
moléculas, matrizes extracelulares e biomateriais projetados”. Dentro da Engenharia
de Tecidos, o termo Biofabricagao refere-se ao uso de estratégias de fabricagdo 3D
incorporando a manipulagao e posicionamento de componentes celulares para mime-
tizar a composicao e funcionalidade do tecido humano (Groll et al., 2016; Huang et al.,
2017).
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Biologia Celular, Ciéncia dos Materiais e Engenharia Mecanica formam os principais
pilares componentes da Biofabricacdo. A engenharia mecanica é fundamental para os
processos e tecnologias de fabricagao, em particular, para a fabricagao aditiva camada
por camada auxiliada por computador (Mironov et al., 2009).

A abordagem convencional de Biofabricagdo é baseada no uso de scaffolds como
matrizes para carregar células. Naturais ou sintéticos, os scaffolds sao estruturas
tridimensionais, solidas e pré-fabricadas que servem como suportes temporarios para
as células se anexarem, migrarem, proliferarem, diferenciarem e secretarem uma ma-
triz extracelular (Mironov et al., 2009; Zhang et al., 2021). Além de biocompativeis e
seguros, os scaffolds devem ser porosos com poros interconectados (Gao; Cui, 2016).

As tecnologias utilizadas pela Engenharia de Tecidos para a biofabricagao de scaffolds
incluem eletrofiagcdo, evaporagao de solvente, lixiviagdo salina, liofilizagdo e a impres-
sdo 3D (Seol et al., 2014; Chandra; Soker; Atala, 2020). No entanto, as abordagens
convencionais baseadas em scaffolds sao limitadas pela dificuldade de distribuicao
homogénea de células, biomateriais e moléculas bioativas dentro do sélido fabricado,
comprometendo a precisa mimetizagdo das microestruturas dos tecidos biologicos.
Nesse sentido, a Bioimpressédo 3D se destaca pela capacidade de controlar a distri-
buicdo e deposigao de biotintas carregadas de células em locais definidos (Seol et al.,
2014; Colosi et al., 2016; Zhang et al., 2021).

A biofabricagao emprega tecnologias e processos automatizados para gerar produtos
biolégicos funcionais e para os subsequentes processos de maturagéo (Groll et al.,
2016). Um biorreator é geralmente utilizado para a maturagéo in vitro das estruturas
tridimensionais fabricadas e carregadas de células. O biorreator simula o ambiente e a
estimulagao in vivo antes da implantacao, controlando e modificando fatores como pH,
temperatura, oxigenacgéao e perfusdo das células, bem como estimulos externos como
tensao de cisalhamento e forgcas mecanicas (Gao; Cui, 2016; Zhang et al., 2021).

Os recentes avangos na Biofabricacdo tém mostrado resultados promissores, mas as
aplicagdes clinicas ainda encontram desafios e limitagbes quanto a fontes renovaveis
de células funcionais imunologicamente compativeis; a biomateriais apropriados com
propriedades mecanicas, quimicas e bioldgicas desejadas; e a tecidos grandes, vas-
cularizados e inervados, que possam se integrar facilmente ao sistema circulatério do
hospedeiro com a complexidade arquitetdnica dos tecidos nativos (Khademhosseini;
Langer, 2016; Chandra; Soker; Atala, 2020).
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2.3 Bioimpressao 3D

A impressado 3D é uma técnica de manufatura aditiva que esta impulsionando ino-
vacdes em diversas areas, como arte, educacao, engenharia e medicina (Murphy;
Atala, 2014; Ahadian; Khademhosseini, 2018). Como abordagem de biofabricagao,
a bioimpressao 3D permite que biomateriais ou biomateriais carregados com células e
fatores bioquimicos sejam depositados em padrdes predefinidos, camada por camada,
com preciso controle espacial, reproduzindo a estrutura e microarquitetura de tecidos
nativos (Khademhosseini; Langer, 2016; Huang et al., 2017; Chandra; Soker; Atala,
2020).

Figura 2 — Representagéo das etapas do processo de Bioimpressao 3D.
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Fonte: adaptado de Zhang et al. (2021).

O procedimento de bioimpressao pode ser dividido nas fases de pré-processamento,
processamento e pos-processamento, como ilustra a Figura 2. O pré-processamento
envolve a criagdo do modelo digital da estrutura 3D para bioimpressao, a selegao de
materiais adequados e o isolamento, cultivo e a expansao celular (Huang et al., 2017,
Angelopoulos et al., 2020; Zhang et al., 2021).
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Imagens de tecidos e 6rgados podem ser obtidas por ressonancia magnética (MRI) ou
tomografia computadorizada (TC) e armazenadas em um arquivo de imagem digital e
comunicagdes em medicina (DICOM) (Seol et al., 2014; Zhang; Zhang, 2015). Fer-
ramentas CAD-CAM séao entado utilizadas para criar o modelo 3D renderizado e com
medidas especificas das dimensdes (Murphy; Atala, 2014; Huang et al., 2017). O
modelo 3D é convertido em um arquivo STL, fatiado em finas camadas planas, com
tamanho e orientacéo ajustaveis, e depois salvo como um cdodigo de fabricagédo que a
impressora pode reconhecer e direcionar as deposi¢ées camada por camada, como o
G-code (Murphy; Atala, 2014; Seol et al., 2014; Zhang et al., 2021).

Figura 3 — Representacédo esquematica das principais técnicas adaptadas para bioimpresséo 3D: (A)
impressao a jato de tinta, (B) impresséao a laser, (C) impressao baseada em extrusao, e (D)
estereolitografia.
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Fonte: adaptado de Huang et al. (2017)

Na etapa de processamento, a impressora carregada com biomateriais e células exe-
cuta o cédigo gerado para fabricar o tecido ou 6rgdo. A impressao a jato de tinta, im-
pressao por extrusdo, impressao assistida por laser e a estereolitografia, ilustradas na
Figura 3, sdo as principais técnicas adaptadas para bioimpressao 3D (Murphy; Atala,
2014; Gao; Cui, 2016; Huang et al., 2017; Zhang; Wang, 2019) e serao apresentados
com mais detalhes nas subse¢des a seguir, com especial enfoque dado a bioimpresséo
baseada em extrusdo. A escolha do tipo de bioimpressdo depende das necessidades
especificas do projeto, das caracteristicas dos biomateriais e do tipo de tecido que esta
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sendo desenvolvido. Cada uma dessas técnicas possui suas vantagens e desvanta-
gens em termos de densidade e viabilidade celular, compatibilidade de biomateriais,
resolugao e custo (Murphy; Atala, 2014; Huang et al., 2017).

As etapas de pos-impresséo incluem a manutencao das construgdes carregadas de
células em estufas para analises in vitro e/ou a maturagdo em biorreatores até um
potencial transplante in vivo ou uso em aplicacbes alimenticias de carne cultivada
(Murphy; Atala, 2014; Huang et al., 2017; Angelopoulos et al., 2020; Zhang et al.,
2021).

Em comparagao com outras técnicas de biofabricacéo, a bioimpressao 3D tem vanta-
gens como alta precisao e rapida velocidade de constru¢ao, capacidade de deposigao
simultanea de varios tipos celulares e diferentes biomateriais em localizagdes definidas
(Zhang; Zhang, 2015; Zhang; Wang, 2019). Além disso, os modelos bioimpressos em
3D podem substituir a cultura celular 2D convencional, fornecendo profundidade espa-
cial e melhorando as dinamicas interagdes célula-célula e célula-matriz da fisiologia in
vivo (Matai et al., 2020).

Apesar do rapido avango da bioimpressdo 3D nos ultimos anos, a sua aplicagéo cli-
nica ainda é significativamente limitada devido a desafios que ainda persistem. Na
etapa de pré-processamento, os desafios incluem a selecédo ou preparacdo adequada
e padronizada de biomateriais, a incorporagao celular as biotintas, a esterilizacdo e
garantia de ambientes assépticos (Zhang; Wang, 2019; Angelopoulos et al., 2020).
Na etapa de processamento, ha desafios tecnoldgicos, que incluem a necessidade de
maior resolugdo, com obtengdo de uma maior precisdo em relagdo ao modelo CAD,
maior velocidade para fabricar construgdes de dimensdes clinicamente relevantes e a
comutacgao precisa de diferentes tipos de células e biomateriais para criar estruturas
3D multicelulares (Murphy; Atala, 2014; Colosi et al., 2016; Emmermacher et al., 2020).
Quanto a viabilidade do construto a longo prazo, umas das principais dificuldades
consiste na necessidade de criar inervacdes e redes vasculares interconectadas para
garantir o suprimento de sangue e nutrientes nos tecidos impressos, bem como remo-
ver produtos residuais (Gao; Cui, 2016; Jia et al., 2016; Matai et al., 2020).
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2.3.1 Bioimpressao a jato de tinta

Muito semelhante a impressao a jato de tinta 2D convencional, a bioimpresséao a jato
de tinta € uma técnica sem contato na qual goticulas de biotintas sdo depositadas em
volumes bem definidos sobre um substrato, em posi¢des determinadas previamente
por um sistema CAD/CAM (Murphy; Atala, 2014; Zhang; Zhang, 2015; Gao; Cui, 2016;
Matai et al., 2020). Essa técnica pode ser categorizada pelo mecanismo usado para
gerar a gota e os métodos mais amplamente utilizados s&o térmicos e piezoelétricos
(Huang et al., 2017; Matai et al., 2020).

Bioimpressoras a jato de tinta térmicas utilizam o aquecimento localizado de até 300°C
para gerar e colapsar pequenas bolhas de ar, que formam pulsos de pressao e ejetam
goticulas de biotinta (Gao; Cui, 2016; Huang et al., 2017). Em sistemas piezoelétricos,
o pulso de pressao é gerado pela atuagao de cristais piezoelétricos, que mudam de
forma ao serem submetidos a variagdes de tensdo e produzem uma onda acustica
capaz de pressionar as goticulas biotinta para fora do bocal (Murphy; Atala, 2014;
Matai et al., 2020).

Figura 4 — Sistema de impresséo a jato de tinta criado por Cooper et al. (2010).
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Fonte: Cooper et al. (2010).
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A bioimpressao a jato permite alterar o tamanho e a densidade da gota, tendo a ca-
pacidade de introduzir gradientes de concentragao, e oferece vantagens como alta
resolucao e velocidade de impressao, e baixo custo. Os desafios dessa técnica estao
relacionados ao entupimento do bocal, a dificuldade de direcionar as goticulas e alcan-
car altas densidades celulares e, principalmente, a selecdo de biotintas compativeis,
limitada a materiais no estado liquido e de baixas viscosidades (Murphy; Atala, 2014;
Zhang; Zhang, 2015; Huang et al., 2017).

Grupos de pesquisa tém tentado desenvolver bioimpressoras 3D baseadas nesta téc-
nica para diversos tecidos. Cooper et al. (2010) utilizaram uma impressora a jato
de tinta piezoelétrico customizada, mostrada na Figura 4, para depositar fatores de
crescimento dentro de scaffolds a serem semeados com células musculares. Para
impressao de tecido cartilaginoso, Cui et al. (2012) desenvolveram uma plataforma de
bioimpressao adaptada a partir de uma impressora de jato térmico convencional (HP
Deskjet 500) e adicionaram uma lampada ultravioleta para fotopolimerizagdo simulta-
nea. Projetando microvasos, Hewes et al. (2017) utilizaram um bocal piezoelétrico
para imprimir goticulas de alginato/fibrinogénio carregadas com células endoteliais.

2.3.2 Bioimpressao a laser

Baseada nos principios da transferéncia direta induzida por laser, a bioimpressao 3D
a laser (LAB) emprega um feixe de luz pulsada focado em uma camada de filme
absorvente, formando uma bolha de alta pressdo que impulsiona a biotinta em forma
de goticulas na dire¢cao do substrato (Murphy; Atala, 2014; Zhang; Zhang, 2015; Huang
et al., 2017).

A resolucao desta técnica é influenciada por fatores como a densidade de energia do
laser, a molhabilidade do substrato, a tenséo superficial e viscosidade da biotinta. Por
nao utilizar bocal, com LAB é possivel depositar biotintas com alta densidade celular,
nao ha problemas de entupimento, permitindo o uso de uma variedade de materiais,
como hidrogéis e materiais ceramicos, e evita o desgaste celular por cisalhamento,
oferecendo alta viabilidade celular (Murphy; Atala, 2014; Gao; Cui, 2016; Zhang et al.,
2021). Entretanto, a baixa vazéo e a preparagéo do filme metalico tornam a bioim-
pressao a laser demorada (Murphy; Atala, 2014; Huang et al., 2017), o alto custo do
equipamento é uma limitacao para pesquisas e a influéncia da exposi¢ao ao laser nas
células nao foi totalmente investigada (Gao; Cui, 2016; Zhang et al., 2021).
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Figura 5 — Esquema 3D do sistema de impresséao a laser utilizado por Wang et al. (2018).
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Fonte: adaptado de Wang et al. (2018).

A bioimpresséao a laser esta sendo cada vez mais utilizada e desenvolvida. Keriquel
et al. (2017) empregaram essa técnica para a bioimpresséo in situ, isto €, diretamente
sobre o defeito in vivo na calvaria de camundongos, a fim de compreender como
diferentes geometrias e distribuigdes celulares impactam na regeneragédo do tecido
0sseo desses animais. Zhang et al. (2017) investigaram os efeitos na capacidade de
impressao de uma biotinta viscoelastica carregada de células durante a bioimpressao
a laser, enquanto Wang et al. (2018) propuseram, em pesquisas sobre cancer, o
uso da bioimpressao direta a laser, combinando um fotoiniciador altamente reativo
e biocompativel com um laser de onda continua, mostrado na Figura 5.

2.3.3 Estereolitografia

A estereolitografia (SLA) foi o primeiro método de impresséo 3D desenvolvido e tam-
bém encontrou aplicagdes na bioimpressao, principalmente para a fabricacéo de scaf-
folds. Para solidificar seletivamente materiais fotossensiveis camada por camada,
essa técnica emprega um projetor de luz ultravioleta (UV) e microespelhos digitais
que controlam a intensidade da luz (Murphy; Atala, 2014; Wang et al., 2015; Huang et
al., 2017).

Destaca-se pela alta resolugao e precisao, permitindo a utilizacdo de uma ampla va-
riedade de materiais de engenharia junto a componentes bioativos e biomiméticos,
mas sua aplicagdo com biotintas carregadas de células ainda é restrita, por implicar
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em baixa resolugdo quando se utiliza luz visivel ou possiveis efeitos mutagénicos e
carcinogénicos quando se utiliza luz UV (Huang et al., 2017; Wang et al., 2018).

Figura 6 — Representacao esquematica do processo de impressao 3D baseado em estereolitografia de
luz visivel.
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Fonte: adaptado de Wang et al. (2015).

Sistemas de bioimpresséo de baixo custo baseados em estereolitografia também vém
sendo desenvolvidos nos ultimos anos. Wang et al. (2015) utilizaram um projetor
comercial com um filtro de agua para evitar a radiagao infravermelha prejudicial do
projetor, mostrado na Figura 6, e imprimiram biotintas de PEGDA e GelMA carregadas
com fibroblastos para demonstrar a viabilidade desse sistema. Zhou et al. (2016)
usaram um equipamento de estereolitografia de mesa para a bioimpressao de matrizes
Osseas e investigaram a interagdo entre células de cancer de mama e células do
estroma dsseo.

2.3.4 Bioimpressao por extrusao

A bioimpressao por extrusdo € a abordagem mais popular e tem as melhores perspec-
tivas para a bioimpressao in situ (Zhang; Zhang, 2015; Matai et al., 2020; Wang et al.,
2021). As biotintas sao colocadas em seringas plasticas e podem ser dispensadas em
substratos estéreis como filamentos cilindricos continuos por sistemas de acionamento
pneumatico ou mecéanico (Murphy; Atala, 2014; Matai et al., 2020; Zhang et al., 2021).

Os métodos mais comuns para extrusao de biotintas sao sistemas de distribuicao pneu-
maticos, que utilizam gas pressurizado para aplicar uma forga continua sobre um pistao
ou diretamente sobre a biotinta, ou mecanicos, baseados no movimento de um pistao
ou na rotagao de um parafuso. Os sistemas de distribuicdo mecanica baseados em
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parafuso oferecem maior controle espacial e s&o vantajosos na deposi¢ao de biotintas
altamente viscosas. As impressoras acionadas pneumaticamente tém a vantagem de
ter componentes de mecanismo de acionamento mais simples, com a forca limitada
apenas pelas capacidades de pressao de ar do sistema, mas podem sofrer com atraso
do volume de gas comprimido. (Murphy; Atala, 2014; Matai et al., 2020).

Ao aplicar uma forga continua, filamentos ininterruptos sdo depositados em duas di-
mensdes, conforme orientagdo definida pelo sistema CAD-CAM, enquanto a mesa
ou o cabecote de extrusdo € movido ao longo do eixo z, com a camada depositada
servindo de base para a camada seguinte (Murphy; Atala, 2014; Zhang; Zhang, 2015).
Apos a bioimpressao, as construgcdes podem ser reticuladas por luz, calor, enzimas ou
agentes quimicos para formar estruturas 3D mecanicamente estaveis (Zhang; Zhang,
2015; Matai et al., 2020; Wang et al., 2021).

A bioimpresséo baseada em extrusao permite deposi¢cao de biotintas com altas densi-
dades celulares em velocidades de deposi¢ao médias a rapidas e tem compatibilidade
com diferentes tipos de materiais, com uma ampla gama de viscosidades (Murphy;
Atala, 2014; Zhang; Zhang, 2015; Gomez-Blanco et al., 2020; Wang et al., 2021).
Essa abordagem também se destaca pela facilidade de operacédo e capacidade de
alto rendimento (Liu et al., 2017b; Ahadian; Khademhosseini, 2018). No entanto, a
resolucédo da bioimpresséo por extrusao € baixa, o entupimento do bocal ainda é um
problema frequente e as células encapsuladas sdo expostas a tensdes cisalhantes que
podem reduzir a viabilidade celular (Zhang et al., 2021; Wang et al., 2021).

Figura 7 — A impressora 3D antes da conversao equipada com um extruso com bloco aquecedor e a
bioimpressora 3D modificada por loannidis et al. (2020).
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As vantagens apresentadas por esta abordagem contribuem para que ela seja a tecno-
logia de impress&o 3D comercial mais utilizada nos ultimos anos (Huang et al., 2017,
Godémez-Blanco et al., 2020). Atualmente, uma variedade de bioimpressoras estao
disponiveis comercialmente, como a Cellink BioX® 3D printer, Gesim Bioscaffolder® ,
Allevi 3D e a Corning® Matribot® Bioprinter. Apesar disso, muitos grupos de pesquisa
optam por criar seus proprios dispositivos (Tarassoli et al., 2021).

Ainda que o custo da bioimpressao baseada em extrusdo seja baixo em comparagao
com as demais abordagens (Liu et al., 2017a; Wang et al., 2021), os equipamentos
comercializados atualmente ainda possuem prego elevado para as aplicagoes em pes-
quisa. Buscando superar este problema, loannidis et al. (2020) converteram uma
impressora 3D convencional (DIY Anet A8 Prusa i3), baseada em deposi¢ao fundida,
em uma bioimpressora 3D, mostrada na Figura 7. Os autores demonstraram a funcio-
nalidade do equipamento imprimindo biotintas de alginato e gelatina carregadas com
células-tronco. Apesar do sucesso utilizando agulhas com didametro de 0,26 mm, a
bioimpressora nao foi capaz de fornecer a pressao necessaria para a extrusdo com
didmetros menores (loannidis et al., 2020).

Figura 8 — Representagédo esquematica e foto do sistema multicabegote construido por Lee et al.
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e e —————————————
I I
o) Ij [)
Controlador do Controlador de
motor de passo pressio
TTTT
jassy — =
TR
A B [ -] ] E F

2
EEE]
W e
Ef-.',‘-‘.'é

-0: Dispensador de hidroge!
-F: Dispensador de material sintético

=/

Controlador de
temperatura

Fonte: adaptado de Lee et al. (2014).

Bioimpressoras de extrusio tém sido equipadas com multiplos cabecgotes de impressao
que permitem a deposicao de diferentes biotintas com minima contaminacéo cruzada,
facilitando a distribuicdo em série de varios materiais sem necessidade de remonta-
gens ou reprogramacgdes e aumentando a complexidade das construgdes (Murphy;
Atala, 2014; Frost et al., 2019; Matai et al., 2020). Nesse sentido, utilizando um sis-
tema multicabecote de construgao de tecidos/érgaos (MtoBS) com pistdo pneumatico
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e capacidade para seis seringas montadas e controladas individualmente, mostrado
na Figura 8, Lee ef al. (2014) imprimiram hidrogéis carregados com diferentes células
derivadas do tecido adiposo para formar uma estrutura em formato de orelha e ainda
puderam incluir uma tinta de biomaterial sacrificial para estruturar a geometria.

Figura 9 — Representacéo da bioimpressora de extrusdo multimaterial continua sintonizavel
digitalmente com sete canais conectado a reservatorios acionados individualmente por valvulas
pneumaticas programaveis.

B Opan/Closs — [Vavua T}

MEm

L I §
i
Vg
B

L I-

e Cor: valvulaaber « » Branco: valrulafechada

1]l

T

— 00

Fonte: adaptada de Liu et al. (2017b).

Apesar do potencial de expansao desta abordagem utilizando um numero maior de
cabecotes, a velocidade do processo € inevitavelmente reduzida em fungao da comu-
tacdo mecanica entre os bicos fisicamente separados. Por isso, Liu et al. (2017b)
propuseram uma plataforma de bioimpressao por extrusdo multimaterial capaz de eje-
tar continuamente diferentes tipos de biotintas individual ou simultaneamente, como
mostrado na Figura 9. Com um unico cabecote de impressao contendo sete canais de
tamanhos iguais conectados a reservatorios, os autores ajustaram a pressiao pneuma-
tica e da duracao do disparo das valvulas de controle para obter biotintas com diferen-
tes viscosidades e comandar padrdes de distribuicdo com mais rapida alternancia (Liu
et al., 2017b).
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2.4 Biotintas

Biotintas sao formulacdes contendo células e adequadas para processamento utili-
zando uma tecnologia automatizada de biofabricagdo. Essas formulagdes podem ou
nao incluir biomateriais e componentes biologicamente ativos, como fatores de cres-
cimento, DNA, miRNA, citocinas e exossomos (Groll et al., 2019). Por outro lado, o
termo tinta de biomateriais € utilizado para se referir a precursores de hidrogéis que,
apo6s o procedimento de fabricacdo, podem ser utilizados para semeadura celular ou
estudos in vivo (Groll et al., 2019; Matai et al., 2020).

O uso de biotintas carregadas de células possibilita a impressédo do tecido em uma
unica etapa, bem como a distribuicdo homogénea dessas células dentro da estrutura
(Gohl et al., 2018). As células podem ser incluidas nas biotintas em diferentes ambi-
entes e formas, como células unicas, agregadas em esferoides, organizadas em mini-
tecidos ou organoides (Groll et al., 2019). Derivadas de fontes eticamente aceitaveis e
com o potencial de serem mantidas em cultura indefinidamente, as células usadas nas
biotintas podem ser células-tronco, primarias ou células ja especializadas, com base
no tecido ou 6rgao de interesse (Murphy; Atala, 2013; Matai et al., 2020).

As células-tronco sao promissoras para aplicagdes em engenharia de tecidos devido
a sua capacidade de diferenciagao e autorrenovacgao, gerando multiplos fenétipos ce-
lulares funcionais especificos, mas essas células sdo mais propensas aos estimulos
ambientais (Murphy; Atala, 2013; Frost et al., 2019; Matai et al., 2020). S&o varios os
tipos de células-tronco para engenharia de tecidos humanos usados em processos de
bioimpressao 3D baseados em extrusao, como ceélulas-tronco derivadas do tecido adi-
poso humano (hASCs) (Pati et al., 2014); células-tronco derivadas de liquido amnidtico
humano (Kang et al., 2016); e principalmente células-tronco mesenquimais derivadas
da medula 6ssea (MSCs) (Jia et al., 2016; Daly et al., 2016; loannidis et al., 2020).
As células primarias representam uma boa escolha para a bioimpressao baseada em
extrusado de tecidos unicos, mas essas células ndo sao resistentes a grandes periodos
de tempo em cultura (Gongalves, 2020; Matai et al., 2020).

A formacéo do tecido € influenciada pela densidade celular da biotinta. O processo de
bioextrusao aplicara algumas forgas as células que podem comprometer a sua viabili-
dade e, nesse sentido, espera-se que a alta densidade inicial de células na construgao
bioimpressa leve a uma formacgao de tecido mais rapida, mas esse parametro pode
afetar significativamente as propriedades da biotinta (Holzl et al., 2016; Matai et al.,
2020).
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2.4.1 Biomateriais para Biotintas

A selecao adequada de materiais para biotintas € um fator-chave para a fabricagao de
tecidos funcionais através da bioimpressao 3D. Os biomateriais aplicados a bioimpres-
sdo devem replicar as fungdes bioldgica e mecanica da matriz extracelular e fornecer
as células o ambiente certo para proliferar, migrar, diferenciar e formar tecidos (Murphy;
Atala, 2013; Ahadian; Khademhosseini, 2018; Chandra; Soker; Atala, 2020). Os
materiais adotados devem, entdo, ser compativeis com sistemas bioldgicos, proteger
as células contra estresses mecanico e térmico durante a impressédo e considerar
possiveis alteragdes a longo prazo devido a interagdo com o material (Murphy; Atala,
2014; Holzl et al., 2016; Wang et al., 2021). Outra propriedade importante € a bio-
degradabilidade do material, uma vez que as células ancoradas tridimensionalmente
dentro do biotinta comegam a secretar a propria matriz e formar o tecido (Kang et al.,
2016; Zhang; Wang, 2019).

Além das propriedades bioldgicas, a funcionalidade dos tecidos e 6rgaos impressos
depende das propriedades reoldgicas e mecanicas da biotinta, como viscosidade, ten-
séo superficial e capacidade de reticulacéo (Zhang; Wang, 2019; Matai et al., 2020).
Cada tecido e abordagem de bioimpressao tém seus requisitos ideais em relagao as
propriedades da biotinta e podem exigir parametros especificos (Holzl et al., 2016; Gohl
et al., 2018). No caso da bioimpressédo baseada em extruséo, a biotinta deve possuir
propriedades reoldgicas adequadas para suportar o processo com baixas forgcas de
cisalhamento impostas as células e ao mesmo tempo manter a fidelidade da forma
pés-impressao e com rigidez suficiente para manuseio e implantagdo (Huang et al.,
2017; Tarassoli et al., 2021).

Apds a bioimpressao, o material deve ter estabilidade a curto prazo para garantir que
estruturas como poros, canais e redes ndo entrem em colapso (Murphy; Atala, 2014).
Nesse sentido, as biotintas aplicam frequentemente biomateriais reticulaveis por luz
UV ou ionicamente para reforgar mecanicamente as estruturas impressas (Ahadian;
Khademhosseini, 2018; Jongprasitkul et al., 2022).

As biotintas baseadas em polimeros naturais apresentam boa biocompatibilidade e se
assemelham mais ao microambiente da matriz extracelular, favorecendo a fixagao e
proliferacao celular e secrecdo de matriz prépria. (Murphy; Atala, 2014; Tarassoli et
al., 2021; Wang et al., 2021). Por outro lado, os polimeros sintéticos podem ter as
propriedades fisico-quimicas adaptadas e controladas para atender os requisitos da
bioimpressao por extrusao e conter proteinas bioativas que respondem a estimulos
externos (Murphy; Atala, 2014; Chandra; Soker; Atala, 2020; Tarassoli et al., 2021).
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As biotintas utilizadas em bioimpressdes baseadas em extrusao incluem biomateriais
baseados em polimeros naturais, como alginato (Lee et al., 2014; Paxton et al., 2017;
Poley, 2020), agarose (Daly et al., 2016) e acido hialurénico (Ngo et al., 2020); polime-
ros sintéticos, como polietilenoglicol diacrilato (PEGDA) (Joas et al., 2018; Frost et al.,
2019) e policaprolactona (PCL) (Lee et al., 2014; Poley, 2020); e matrizes de tecidos
descelularizadas (Pati et al., 2014). Em uma revisao sistematica, Tarassoli et al. (2021)
identificaram que as composi¢coes a base de alginato e PCL s&o as biotintas mais
utilizadas na bioimpressao por extrusao, seguidas de gelatina e gelatina metacrilatada
(GelMA), e que o uso combinado de materiais sintéticos e naturais tem crescido.

Com o grande progresso recente, uma variedade de tintas comerciais para bioim-
pressao 3D estdo disponiveis no mercado, como a Gel4Cell® Osteolnk® Lifeink®
200, HumaTein™ Peptilnks® e CELLINK® Bioink. Projetada para imprimir modelos
de tecido humano com qualquer sistema de bioimpressdo 3D, a CELLINK® Bioink
€ composta por polissacarideos ndo derivados de animais e contém 0,5% (p/p) algi-
nato e 2% (p/p) de nanofibras de celulose altamente hidratadas (Avila et al., 2016).
Essa composicao foi patenteada pela UPM-Kymmene Corporation e CELLINK AB,
tem reticulacdo quimica rapida e € adequada para a engenharia de tecidos moles,
cartilaginosos, enxertos 6sseos € modelos de cancer de figado (Holzl et al., 2016;
CELLINK, 2023b).

Utilizando bocais com diferentes geometrias e diametros, Bahrd (2017) avaliou a via-
bilidade celular em estruturas bioimpressas com a CELLINK™ Bioink carregadas com
células-tronco humanas da papila apical (SCAP) e encontrou de 37 a 53% de sobrevi-
véncia apods o bioimpressdo. No entanto, do primeiro ao sétimo dia pos-impressao, as
células mantiveram formato esférico e propriedades aderentes nao foram evidenciadas
(Bahrd, 2017).

Boularaoui et al. (2022) avaliaram o efeito da bioimpressao na viabilidade de células
musculares da linhagem C2C12 encapsuladas em CELLINK™ Bioink a uma densidade
de 5 x 10° células/ml. Os autores relataram que as estruturas impressas apresentaram
viabilidade celular entre 77% e 82% apds 4h da bioimpressao. Em relagdo a morfolo-
gia, as células C2C12 tinham forma esférica 2 dias apds a bioimpressao, mas algumas
células comegaram a se espalhar e apresentar morfologia fusiforme, como mostra a
Figura 10, em analises feitas 7 e 14 dias depois (Boularaoui et al., 2022).
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Figura 10 — Alteragbes morfologicas de células C2C12 ao longo do tempo em construto impresso com
CELLINK™ Bioink.

Fonte: Boularaoui et al. (2021).

2.4.2 Comportamento reolégico de biotintas

As formulagdes de biotintas com propriedades mecanicas e reolégicas adequadas para
formar impressdes estaveis geralmente apresentam ambiente desfavoravel a migragao
e proliferagao celular (Holzl et al., 2016; Matai et al., 2020). Materiais altamente visco-
sos podem fornecer suporte estrutural para o construto, mas o aumento associado da
tensdo cisalhante pode causar danos as células e entupir o bocal. Materiais de baixa
viscosidade fornecem ambiente adequado para manter a viabilidade celular, mas os
filamentos tendem a se espalhar e colapsar apés deposigéo (Holzl et al., 2016; Moore
et al., 2018).

Determinada pela temperatura, tipo, concentracédo e peso molecular do polimero, a
viscosidade € uma medida da resisténcia de um fluido ao escoamento e determina
qual a taxa de deformacao gerada ao aplicar uma dada tensao de cisalhamento (White,
2011; Zhang et al., 2021). As biotintas precisam ter valores de viscosidade suficientes
para permitir o escoamento através dos bicos de impressao e manter a capacidade de
formar filamentos retendo a geometria apés a deposicao (Holzl et al., 2016; Muller et
al., 2017; Poley, 2020).

Biomateriais como alginato, como mostra a Figura 11, sdo bastante utilizados em
composigdes de biotintas, mas geralmente exibem baixa viscosidade e comportamento
newtoniano em baixas taxas de cisalhamento (Colosi et al., 2016; Mlller et al., 2017).
Para aumentar a viscosidade e a capacidade de impressdo de hidrogéis contendo
alginato, nanofibras de celulose vém sendo combinadas as solugdes e, como mostra a
Figura 12, dominam o comportamento reolégico (Muller et al., 2017; Frost et al., 2019).



38

Figura 11 — Comparacéo da viscosidade de Figura 12 — Combinagao de alginato com
alginato e GelMA e a combinagdo de ambos.  nanocelulose e uma solugao de sulfato de alginato.
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Fonte: adaptado de Colosi et al. (2016). Fonte: adaptado de Miller et al. (2017).

O tipo e a densidade celular sao fatores importantes que podem afetar as propriedades
das biotintas, principalmente em formulagdes poucas viscosas. Guillotin et al. (2010)
estudaram o efeito da viscosidade de biotintas compostas de meios de cultura suple-
mentados com alginato e células de carcinoma de coelho, B16, em uma concentragao
de 4x107 células/ml, e encontraram que essa densidade celular aumentou em 20% a
viscosidade da solugao de alginato a 1% (p/v). Por outro lado, ensaios de reometria
com biotintas de acido hialurénico com e sem células PC-12 nao resultaram em uma
diferenga significativa na viscosidade para uma densidade de 106 células/ml (Ngo et
al., 2020).

Emmermacher et al. (2020) ndo encontraram diferengas reoldgicas para uma biotinta
composta alginato, metilcelulose e agarose carregada com células-tronco mesenqui-
mais humanas imortalizadas a uma densidade de 2x107 cell/ml. Por outro lado, para
as células de manjericao, que sdo maiores e agregadas, em concentragdes de 0,1 a
0,4 g de biomassa por grama de biotinta, tiveram um efeito consideravel nos valores
de viscosidade da biotinta composta dos mesmos biomateriais (Emmermacher et al.,
2020). Esses resultados indicam que a densidade celular pode influenciar o compor-
tamento reoldgico a depender do tipo de célula e biomateriais escolhidos.

2.4.2.1 Pseudoplasticidade

Na bioimpressao por extrusao, a biotinta € armazenada em uma seringa com diametro
relativamente grande, entdo a camada limite onde atuam as forgcas cortantes nao tem
espessura relevante, uma vez que a grande maioria das células ndo estara nessa
regido. Porém, ha uma grande redugédo do diametro ao passar pela agulha e a for-



39

mulagdo sofrera cisalhamento em uma extensao expressiva. Nesse sentido, muitos
autores destacam a importancia da propriedade de pseudoplasticidade, caracterizada
pela diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa de deformacao ou da tensao
aplicada (Holzl et al., 2016; Paxton et al., 2017; Joas et al., 2018; Groll et al., 2019;
Poley, 2020; Ngo et al., 2020; Gomez-Blanco et al., 2020; Tarassoli et al., 2021).

Figura 13 — Propriedades reoldgicas das tintas preparadas a partir de dECM de cartilagem (cdECM),
dECM de coragéo (hdECM) e dECM adiposo (adECM).
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Fonte: adaptado de Pati et al. (2014).

Esse comportamento desejado para materiais submetidos a extrusao ja foi observado
em microambientes similares ao celular, como mostra a Figura 13. Ensaios reoldgicos
indicaram que tintas baseadas em matrizes extracelulares descelularizadas (dECM)
apresentam pseudoplasticidade na faixa de taxa de cisalhamento de 1 a 1000 s-1 (Pati
et al., 2014).

Utilizado como tinta de demonstragdo em procedimentos de impress&o 3D por extru-
sao, o Nivea® Creme também apresentou comportamento pseudoplastico em analises
reoldgicas apresentadas por Paxton et al. (2017) e Tu et al. (2022). Esse creme
corporal € capaz de formar filamentos consistentes e manter a estrutura da geometria
impressa sem colapsar, e suas propriedades foram usadas como referéncia para a
producao tintas projetadas para ter a mesma capacidade de impressao (Paxton et al.,
2017; Tu et al., 2022).
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Figura 14 — Comparagao da formacao de (a) filamentos e (b) camadas para amostras de Nivea Creme
e diferentes composicao de poloxamer 407.
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Fonte: adaptado de Paxton et al. (2017).

Ap0s a deposicao, as forgas cisalhantes desaparecem e a viscosidade do material deve
aumentar rapidamente para manter a estabilidade e fidelidade a forma da estrutura
impressa (Joas et al., 2018; Groll et al., 2019). Assim, a cinética de recuperacéo da
viscosidade da biotinta apos o cisalhamento e a tensdo de escoamento também sao
importantes para garantir a sustentacao (Joas et al., 2018).

2.4.2.2 Ensaios mecanicos e reolégicos

As propriedades das biotintas podem ser mensuradas por meio de ensaios de reome-
tria. Para medir a tensdo de escoamento do fluido, isto €, a tensdo de cisalhamento
inicial necessaria para o fluido comegar a escoar, um método comum € a extrapolagao
da curva de escoamento. Nesse caso, aplica-se uma rampa de taxa de deformacéao
para obter a tensido de cisalhamento, assim o ponto de escoamento é calculado, por
meio de uma regresséo linear, tomando a interse¢c&o da curva com o eixo da ordenada
(Nguyen; Boger, 1992; Nascimento, 2007).

A tensdo de escoamento também pode ser medida aplicando uma rampa de tensao
de cisalhamento. Analisando em escala logaritmica a curva da taxa de deformacéao
em fungao da tensdo de cisalhamento, o ponto de escoamento é definido pelo ponto
de inflexdo da curva, associado a um aumento repentino da taxa de deformacao (Nas-
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cimento, 2007; Emmermacher et al., 2020). Alguns autores indicam também a analise
do diagrama de viscosidade em fungado da tensdo de cisalhamento, utilizada neste
trabalho. Nesse caso, a tensao de escoamento € definida como o ponto de interseg¢ao
entre duas regressodes lineares na regiao de platd e regides de queda de viscosidade,
que indicam quando o material comecou a escoar (Paxton et al., 2017; Tu et al., 2022).

Para verificar as propriedades de pseudoplasticidade, o teste mais amplamente em-
pregado consiste na medi¢ao da viscosidade em fungao de taxas de deformagao con-
troladas em cisalhamento rotacional (Pati et al., 2014; Jia et al., 2016; Paxton et al.,
2017; Joas et al., 2018; Frost et al., 2019).

Para a cinética de recuperagao da viscosidade, medi¢cdes da viscosidade da biotinta
sao feitas em trés situagdes: sob uma baixa taxa de deformagao por um por periodo
de tempo, seguida de uma alta taxa aplicada por um segundo periodo e, por fim, uma
taxa de cisalhamento reduzida € aplicada durante mais um intervalo de tempo (Paxton
et al., 2017; Poley, 2020; Jongprasitkul et al., 2022).

A dependéncia da viscosidade em relagao ao tempo e a temperatura também podem
ser investigadas. Pode-se manter a biotinta em uma dada tensdo de cisalhamento
ou taxa de deformagao durante um periodo de tempo, com temperatura constante,
para avaliar a ocorréncia de tixotropia ou reopexia (NASCIMENTO, 2007). Da mesma
forma, rampas ou degraus de temperaturas podem ser utilizados para avaliar biotintas
termorresponsivas (Poley, 2020).

Alguns autores também caracterizam a tensao superficial do material, para avaliar se
ha formacgao de gotas ou filamentos (Gémez-Blanco et al., 2020; Tu et al., 2022). E,
apo6s a bioimpressao e reticulacéo, as propriedades do material também podem ser
avaliadas. Tarassoli ef al. (2021) apontam a variabilidade nos tipos de testes biome-
canicos utilizados para caracterizar biotintas apresentadas na literatura. Para tecidos
Osseos e cartilaginosos, testes de compressao sao os mais aplicados, enquanto o
modulo elastico é mais investigado em bioimpressdes de tecidos moles, como tecidos
musculares e vasculares (Tarassoli et al., 2021).
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2.4.2.3 Modelos constitutivos

Durante o escoamento de um fluido, como ocorre no processo de extrusao, a visco-
sidade estabelece a relagao entre a tensao de cisalhamento e a taxa de deformagao
do fluido. Se essa relagao ¢€ linear e independente do tempo, dependendo apenas do
material e sua temperatura e pressao, o valor da viscosidade é constante e o fluido
€ denominado Newtoniano. Se essa relacdo ndo é constante, o fluido é dito nao-
Newtoniano. Os fluidos ndo-Newtonianos podem ser classificados em dependentes e
independentes do tempo e viscoelasticos.

Também chamados "puramente viscosos” ou “inelasticos”, os materiais independentes
do tempo sao indiferentes a duragdo e ao historico da cinematica do cisalhamento e
nao apresentam recuperacgao elastica parcial apos deformacgao (Chhabra; Richardson,
2008). A representacao da curva de escoamento para fluidos newtoniano e ndo new-
tonianos de propriedades independentes do tempo de cisalhamento esta apresenta na
Figura 15.

Figura 15 — Curvas de escoamento de fluidos newtoniano e ndo newtonianos de propriedades
independentes do tempo de cisalhamento.
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Fonte: adaptado de White et al. (2011).
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Modelos matematicos desenvolvidos para fluidos ndo-newtonianos independentes do
tempo sdo amplamente empregados na literatura para caracterizar biotintas e tintas de
biomateriais utilizadas em processos de bioimpresséo por extrusao.

O modelo de Ostwald-de-Waele ou Lei de Poténcia, apresentado na Equacao 1, vem
sendo bastante utilizado para descrever a viscosidade de biotintas com comportamento
pseudoplastico (Dharmadasa, 2016; Mduller et al., 2017; Frost et al., 2019; Gomez-
Blanco et al., 2020; Jongprasitkul et al., 2022).

du ™Y
p=K <5> = K(y)"Y (1)

onde p é a viscosidade aparente, § € a taxa de cisalhamento, K € o indice de consis-
téncia da Lei de Poténcia e n é o expoente da Lei de Poténcia, que consiste no indice
de comportamento e indica o quanto o fluido se desvia do modelo newtoniano.

Para calcular a tens&o de cisalhamento na parede de bocais retos e estreitos gerada
pelo escoamento de diferentes biotintas, alguns autores utilizaram o modelo da Lei de
Poténcia combinado com a Lei de Hagen-Poisseuille e obtiveram a relagao apresen-
tada Equacao 2 (Blaeser et al., 2016; Suntornnond et al., 2016; Paxton et al., 2017;
Distler et al., 2020; Trucco et al., 2021).

o = K (W) @

onde 7,4 € a tensao de cisalhamento na parede do bocal, Q € a vazao volumétrica, R
€ o raio do bocal e K e n sdo os indices da Lei de Poténcia.

Paxton et al. (2017) aplicaram o modelo da Lei de Poténcia a curva de escoamento do
Nivea Creme para estimar seu grau de pseudoplasticidade, como mostra a Figura 16
e calcularam a tenséo de cisalhamento considerando indices iguais an = 0,552 e K =
26,1 Pa.s™.



44

Figura 16 — Viscosidade do Nivea Creme e formulagdes de alginato e gelatina: (a) Rampa de tenséo
de cisalhamento e (b) Rampa de taxa de deformacao.
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Fonte: adaptado de Paxton et al. (2017)

Composta por alginato e nanofibras de celulose, a CELLINK® Bioink apresenta pro-
priedades pseudoplasticas consistentes (CELLINK, 2023b). O primeiro modelo mate-
matico para o comportamento reolégico de formulagdes similares a CELLINK Bioink
foi apresentado por Mller et al. (2017) que modelou uma solugdo com 1% de sulfato
de alginato e 1,36% de nanocelulose como um fluido n&do-newtoniano em escoamento
incompressivel e que segue a Lei de Poténcia, com indices n = 0,0863 e K = 56,503
Pa.s™.

Para avaliar por meio de simulagdo computacional como a temperatura influencia a
tensao de cisalhamento e os parametros de impressao da CELLINK® Bioink, Gémez-
Blanco et al. (2020) ajustaram a Lei de Poténcia as curvas de escoamento da tinta a
15, 25 e 37°C e obtiveram os indices mostrados na Figura 17. Os autores declararam
que os dados das curvas de escoamento foram fornecidas pela empresa.

O modelo Herschel-Bulkley, também chamado Bingham Generalizado, foi empregado
para biotintas que demonstraram precisar de uma tensao inicial para comecar a escoar
e esta apresentado na Equagao 3 (Sarker; Chen, 2017; Joas et al., 2018; Emmerma-
cher et al., 2020).

T:TO—FK(Z—:) (3)

onde 7 é a tensado de cisalhamento, 7, € a tensdo de escoamento, K é o indice de
consisténcia Herschel-Bulkley e n € o indice de comportamento Herschel-Bulkley.
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Figura 17 — Viscosidade da CELLINK® Bioink em fungéo da taxa de deformagéo sob diferentes

temperaturas.
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Fonte: adaptado de Gémez-Blanco et al. (2020).

Apesar de nao ter empregado o modelo Herschel-Bulkley, Paxton et al. (2017) rela-
taram uma tensao de escoamento, , = 72,1 Pa, para o Nivea Creme. Em um dos
primeiros trabalhos abordando as propriedades reoldgicas desse creme, Schulz et al.
(2008) propuseram uma adaptagao a um redmetro rotacional buscando medir tensbées
de escoamento para valores muito baixos de taxa de deformacao. Por considera-lo
um material complexo com comportamento n&o-linear e/ou tensao de escoamento, os
autores utilizaram Nivea Creme para testar o protétipo e realizar a adaptacéo, incor-
porando suas propriedades reoldgicas na malha do circuito de controle do motor. Nos
testes com diferentes velocidades angulares, foram encontrados valores de tenséo de
escoamento entre 200 e 350 Pa (Schulz; Sierro; Nijman, 2008).
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Figura 18 — Viscosidade do Nivea Creme: (a) Rampa de tens&o de cisalhamento e (b) Rampa de taxa
de deformacgéo.

(a) 10’ (b) 10° : . -
| | —@—Dados
| | — — -Tangente PE —— DAdos
— — -Tangente VDR —@— Ajuste de curva
O Ponto de interseccéo
= 108 F 1 Z 10
) o
& 0% 1 T 10%F
2 i
o
2 S
L 4 ]
= 10'F i 5 10%
Regido de platé | Regifo de queda de
(PE) |V\scoswdade(VDR) N
10° & k) ! " o Lo iad 10
300 400 500 600 700 800 9001000

Tens3o de cisalhamento (Pa)

107" 10° 10’ 102
Taxa de deformagdio (s~ )

Fonte: adaptado de Tu et al. (2022).

Tu et al. (2022) utilizaram o modelo Herschel-Bulkley para descrever o comportamento
do Nivea Creme e avaliar numericamente a fidelidade dos filamentos formados. A
partir das curvas mostradas na Figura 18, os autores encontraram expressiva tensao
de escoamento, 1, = 563 Pa, e indices iguais a n = 0,045 e K = 867,02 Pa.s".

2.5 Parametros de impressao

2.5.1 Viabilidade Celular

Durante o escoamento da biotinta, devido ao gradiente de velocidade préximo a parede
do bocal, as células podem ser submetidas a elevadas tensdes de cisalhamento e
sofrer deformagdes (Li et al., 2015). Se essas tensdes forem excessivas, como ilus-
trado na Figura 19, as membranas das células ficam sobrecarregadas e danificadas a
ponto ndo sobreviverem ao processo, impactando a viabilidade celular da construgao
bioimpressa (Li et al., 2010; Blaeser et al., 2016).

Além da magnitude da tensdo de cisalhamento, estudos que utilizaram redbmetros
para submeter biotintas carregadas com células animais ou vegetais ao cisalhamento
diferentes periodos revelaram que a duragdo da exposicdo a tensdo também €& um
parametro critico (Li et al., 2010; Emmermacher et al., 2020).
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Figura 19 — Tensdes que incidem sobre as células dentro dos bocais de impressao.
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Fonte: adaptado de Blaeser et al. (2016).

A sensibilidade ao cisalhamento durante o processo de extrusao é afetada pelo ta-
manho e pela forma das células utilizadas na biotinta. Em geral, células maiores,
dependendo da espécie e do tipo, tendem a ser mais sensiveis ao cisalhamento,
enquanto células mais esféricas mostram menor sensibilidade, devido as diferencas
em seus citoesqueletos e membranas (Emmermacher et al., 2020).

Emmermacher et al. (2020) testaram a viabilidade de células-tronco mesenquimais
humanas imortalizadas e células vegetais de manjericdo, apds bioimpresséao e cisa-
Ihamento no préprio redbmetro, como mostra a Figura 20. Os autores concluiram que a
tensao de cisalhamento maxima na impressao nao deve exceder 1,3 kPa. Para células
animais, valores de tensdo maiores tém sido reportados na literatura.
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Figura 20 — Viabilidade da cultura de células de manjericdo em biotinta composta por alginato,
metilcelulose e agarose apds impresséo por extrusao e cisalhamento no redmetro sob diferentes
valores de tensao e tempo de exposigao.

b)
printed bioink
D [mm] 0.84 0.84 0.25 0.25
Ap [kPa] 150 300 150 300
m [mg/s] 25 263 9 190
tres [S] 5.5 0.5 15.2 0.7
Txymax [F8] 3050 4950 5400 9070
c)
bioink sheared in rheometer
Y [s1] 10 10 800 800
t [s] 10 300 10 300
Txy [Pa] 1312 1312 3068 3068

Fonte: adaptado de Emmermacher et al. (2020).

Blaeser et al. (2016) avaliaram a viabilidade de fibroblastos de camundongo (L929)
e células-tronco mesenquimais humanas (hMSC), separadamente misturadas com
alginato a densidade de 1 x 106 células/ml, e concluiram que tensées abaixo de 5kPa
tiveram um impacto minimo na viabilidade celular. Os autores observaram ainda que,
apesar da diminuicdo imediata da viabilidade apos a impressdo sob tensdes mais
elevadas, houve um aumento para 95-97% apés 7 dias, como mostra a Figura 21a.
Quanto ao potencial de proliferagdo, como mostra a Figura 21b, observaram a redugéo
significativa quando as células foram submetidas a tensdes acima de 10 kPa (Blaeser
et al., 2016).
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Figura 21 — Impacto de curto e longo prazo de diferentes niveis de tensao de cisalhamento na
viabilidade e proliferagao de células-tronco mesenquimais humanas.
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Fonte: adaptado de Blaeser et al. (2016).

A tensao de cisalhamento depende da viscosidade da biotinta e é diretamente influen-
ciada por parametros de impressdo como vazéao e didmetro do bocal (Blaeser et al.,
2016; Daly et al., 2016; Paxton et al., 2017). O aumento da pressao de extruséo sobre
biotintas de alginato, que provoca um aumento da vazao, esta associado a diminui¢cao
da viabilidade celular em medicdes feitas imediatamente apds a bioimpresséo (Chang;
Nam; Sun, 2008b; Nair et al., 2009; Li et al., 2010).

Figura 22 — Viabilidade celular em fung¢édo da vazao volumétrica para biotinta composta de quitosana e
gelatina com 1 x 107 células/ml.
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Fonte: adaptado de Cheng et al. (2008).

Cheng et al. (2008) utilizaram biotintas de gelatina e quitosana carregadas com hepa-
tocitos a uma densidade 1 x 107 células/ml para avaliar a influéncia sobre a viabilidade
celular da vazao volumétrica, que variou entre 0,2 e 20 mm?/s. Os autores encontraram
que houve um aumento da viabilidade celular a medida que a vazao aumentava ate 0,5
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mm?/s, quando atingiu seu maximo (97%) e, entdo, comegou a diminuir gradualmente
(Cheng et al., 2008), como mostrado na Figura 22.

A velocidade de movimento do conjunto extrusor no plano também pode induzir forgas
adicionais de compresséao ou de tracdo sobre os filamentos depositados no substrato.
Altas velocidades podem levar a uma forca de tragdo mais elevada sobre a biotinta
entre o bocal e o substrato, enquanto velocidades baixas demais podem ser compres-
sivas (Chang; Nam; Sun, 2008b).

Em relac&o ao diametro do bocal extrusor, para agulhas retas, a diminuigao do didametro
estd associada a uma significativa diminuigdo da viabilidade celular imediatamente
apos a bioimpressao (Chang; Nam; Sun, 2008b; Nair et al., 2009; Li et al., 2010). Por
outro lado, sob as mesmas condi¢gdes de impressao, o uso de agulhas conicas reduz
o dano infligido as células (Li et al., 2011; Liu et al., 2017a).

Figura 23 — Pressbes de ar necessarias para obter as mesmas vazdes em bocais com pontas
cilindricas e cénicas.
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Fonte: adaptado de Li et al. (2011).

Li ef al. (2011) investigaram o impacto da geometria da agulha (25G) na vaz&o e no
dano de células Schwann e fibroblastos 3T3 em processos de bioimpressao baseados
em extrusdo. O uso de agulhas cbnicas levou a vazbes muito mais altas sob as
mesmas condigdes de pressado do que as agulhas retas e, para vazdes equivalentes,
provocou menor dano celular, como mostrado na Figura 23.
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Liu et al. (2017a) avaliaram a influéncia da geometria do bocal de impressao sobre a
viabilidade celular, utilizando biotintas compostas por géis fisicos de gelatina metacriloil
(GelMA) e células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs), com densidade de
4 x 105 células/ml. Quando uma agulha reta de calibre 27 foi usada para bioimpressao,
a viabilidade no primeiro dia foi de 69 a 75%, enquanto para o bocal cdnico a viabilidade
foi de 85 a 88%, corroborando a hip6tese de que o uso de geometrias cdnicas é mais
adequado para o processo de bioimpressao baseado em extrusao, como mostrado na
Figura 24.

Figura 24 — O efeito do processo de bioimpressao na viabilidade celular para diferentes composi¢des
de géis fisicos de GelMA e diferentes pontas de bocais extrusores.
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Fonte: adaptado de Liu et al. (2017a).

Em cultura estatica, o transporte de oxigénio e nutrientes e a remogao de residuos
ocorrem principalmente por difusdo (Angelopoulos et al., 2020) e a distancia maxima
estabelecida na literatura para as células sobreviverem sem vascularizagao é de apro-
ximadamente 100-200 ym (Kang et al., 2016). Assim, a manutencgdo da viabilidade
celular apos o processo de bioimpressao também é influenciada pelo diametro de
saida da agulha, uma vez que esse parametro impacta a espessura e a porosidade da
estrutura e, consequentemente, sobre a distancia de transporte por difusao (Matai et
al., 2020). O diametro do filamento extrudado ndo deve exceder 400 ym e estruturas
com poros e microcanais vem sendo impressas para a biofabricagao de tecidos (Gao;
Cui, 2016; Williams et al., 2018).

2.5.2 Printabilidade

Diferente da tipica precisao observada em impressdes que utilizam tintas sélidas, como
metais e plasticos, a impressao de biotintas enfrenta desafios para reproduzir e man-
ter a arquitetura da estrutura projetada (Gohl et al.,, 2018). O termo printabilidade
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vem sendo utilizado para se referir a capacidade de depositar biotintas com precisao
espacial e fidelidade a geometria do modelo CAD, produzindo filamentos tubulares,
continuos e com tamanho proximo ao didametro de saida do bocal, conservando-se
assim apés a impressao sem colapsar (Murphy; Atala, 2014; Zhang et al., 2021; Tu et
al., 2022).

Figura 25 — (A) Comparagao da printabilidade usando (i) Alginato, (ii) Agarose (iii) PEGMA (BioINKTM)
e (iv) GelMA, (B) Taxa de espalhamento pés-impresséao (didmetro do filamento/didametro da agulha).
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Fonte: adaptado de Daly et al. (2016).

A printabilidade é determinada pelas propriedades reolégicas dos materiais, como
tensao superficial, viscosidade, cinética de gelificagao ou reticulagao (Paxton et al.,
2017; Tarassoli et al., 2021; Zhang et al., 2021). Para diferentes biomateriais utilizados
em impressao, Daly et al. (2016) mediram a taxa de espalhamento do filamento,
definida como a largura do filamento impresso dividida pelo didmetro da agulha, e
relataram que a composicao baseada em GelMA teve a menor taxa de espalhamento
(1,43 £ 0,36), enquanto alginato (3,35 + 0,93) e agarose (2,58 £+ 1,06) apresentaram
maiores taxas e maior variabilidade entre os filamentos.

Os parametros de impressao, como didmetro do bocal, vazao, velocidade de movimen-
tacao do cabecote de extrusao, altura de camada e a distancia entre a mesa receptora
e o bocal também afetam diretamente a printabilidade e a resolugado da construgao
(Matai et al., 2020; Zhang et al., 2021). Como mostra a Figura 26, o didmetro dos
filamentos depositados diminui quando a velocidade de movimentagao do bocal é
elevada e, alternativamente, mantendo a velocidade constante, o didmetro aumenta
com o aumento na vazao (Liu et al., 2017a).
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Figura 26 — Mapeamento da printabilidade mostrando o efeito da velocidade de movimento do bocal e
da vazao no desempenho de impressao de uma biotinta composta por géis fisicos de GelMA.
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Fonte: adaptado de Liu et al. (2017a).

2.6 Fluidodinamica Computacional

Além de oneroso, o0 preciso comportamento da biotinta fluindo dentro de estreitos
bocais extrusores ¢é dificil de ser alcangado por testes experimentais (Gémez-Blanco
et al., 2020). Em complemento aos métodos analiticos e experimentais, os métodos
de simulagdo numérica podem fornecer diversas informagdes sobre o escoamento da
biotinta, a viabilidade celular e a formacao de filamentos (Tu et al., 2022; Huang et
al., 2017). Métodos numéricos resolvem as equagdes que governam um problema
por meio de um sistema de equacdes algeébricas discretizadas no espago e no tempo,
sendo os mais comuns o Método dos Volumes Finitos (MVF), o Método dos Elementos
Finitos (MEF) e o Método das Diferencas Finitas.

O uso da Dinadmica de Fluidos Computacional (CFD, do inglés Computational Fluid
Dynamics) como parte do processo de bioimpresséo otimiza a selegao de biotintas
e parametros de impressao adequados, minimizando iteragcbes e custos (Gohl et al.,
2018; Gomez-Blanco et al., 2020). De acordo com as propriedades da biotinta, simula-
¢des numéricas podem ajudar a identificar os parametros 6timos para uma impressao
rapida, com alta vazao e dentro dos limites de tensao de cisalhamento suportados
pelas células.

Liu et al. (2017a) utilizaram o Ansys Fluent® baseado no método dos volumes finitos,
para analisar as tensdes de cisalhamento geradas pelo escoamento de biotintas com-
postas por géis fisicos de gelatina metacriloil (GelMA) para diferentes geometrias do
bocal de impressao. Os autores mostraram que o uso de um bocal conico resultou em
altas tensdes de cisalhamento apenas na saida da agulha, como mostra a Figura 27,
diminuindo a exposicao das células as tensoes (Liu et al., 2017a).
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Figura 27 — Distribuigdo de tenséo de cisalhamento durante o processo de bioimpressao com vazéo de
100 pL min—! usando um bico reto 27G e um bico coénico para solugbes de GelMA 3%, 4%, e 5%.
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Fonte: adaptado de Liu et al. (2017a).

Além de propor um modelo analitico para solucionar o escoamento da biotinta pelo
bocal de impressdao, Emmermacher et al. (2020) utilizaram o Ansys Fluent® para
estabelecer as relacdes entre os parametros do escoamento, o didametro do bocal e as
propriedades de uma tinta composta por alginato, metilcelulose e agarose. Os autores
validaram experimentalmente o modelo utilizando como tinta uma solucéo apenas com
metilcelulose.

Utilizando o COMSOL® Multiphysics, software baseado no método dos elementos
finitos, Gomez-Blanco et al. (2020) analisaram a estabilidade do filamento formado
no ar, apresentada na Figura 28, e a dinamica em regime transiente do escoamento
da CELLINK™ Bioink através de trés pontas cdnicas com diferentes diametros, sob
trés temperaturas. Joas et al. (2018) aplicaram o método dos volumes finitos no
OpenFOAM® para determinar o campo de escoamento de hidrogéis contendo PEGDA
no interior de bocais cilindricos.
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Figura 28 — Formagao do filamento de CELLINK™ Bioink: (A) 20G a 25 “C durante um pico de baixa
presséo, (B) 20G a 37 “C durante um pico de baixa pressao, (C) 22G a 25 °C ao final da simulagéo, e
(D) 22G a 37 "C durante um pico de baixa pressao.
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Fonte: adaptado de Gémez-Blanco et al. (2020).

Outra abordagem, o método de simulagao de volume de fluido (VOF) é utilizado para
capturar a ocupacéao das fronteiras em escoamentos multifasicos (Silva; Filho, 2018).
Utilizando o software OpenFOAM, Tu et al. (2022) aplicaram o método de simulagao
VOF para capturar a interface entre o ar e filamentos de Nivea Creme e de uma tinta
de celulose, extrudados de forma livre, e analisar a estabilidade e o didmetro formado.

Os modelos computacionais também podem ajudar a prever propriedades mecanicas
dos produtos impressos. Investigando os modulos elastico e de cisalhamento de cons-
trutos bioimpressos com células, Holzl et al. (2016) utilizaram o ABAQUS para resolver
um modelo de elementos finitos n&o-linear de um hidrogel com diferentes densidades
e distribuicdo dos agregados celulares dentro do fluido.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho, uma impressora 3D convencional que empregava a técnica de Fabri-
cagao com Filamento Fundido (FFF) foi customizada para construgéo de um protétipo
de bioimpressora 3D baseada em extrusao, em parceria com a empresa 3DLopes® .
O protétipo foi utilizado para validagao experimental da simulagdo numérica do esco-
amento da tinta e para os testes de bioimpressao com células do tecido muscular. A
extrusdo de uma biotinta através do bico de uma bioimpressora 3D foi modelada como
um problema de escoamento viscoso de fluido ndo-newtoniano que, devido a pressao
exercida pelo pistao, flui através da seringa e da agulha cbénica. A seguir sdo descritos
os procedimentos experimentais relacionados a validacdo do modelo fluidodinamico
computacional e a bioimpressao e as etapas para analise por simulacdo numérica do
escoamento.

3.1 Customizagao da impressora 3D

Para o desenvolvimento de uma Bioimpressora 3D, uma impressora 3D convencional
foi customizada para extrusdo de biotintas e tintas de biomateriais, em parceria com
a empresa 3DLopes® . A impressora modelo 3D Tower Pro utilizava originalmente
a tecnologia de manufatura aditiva por extrusao FFF. Conforme definido em trabalhos
anteriores (Silveira, 2019; Poley, 2020), o sistema extrusor de filamentos plasticos com
o bloco aquecedor foi substituido por um extrusor mecanico de hidrogéis e biotintas,
Cujo mecanismo é composto por um pistdo movido por fuso excéntrico a seringa. Um
anel roscado foi encaixado no fuso e o pistao foi conectado em um pequeno flange a
frente deste anel, como mostram as Figuras 29 e 30. O pistdo empurra o biomaterial
pelo bocal e o deposita na superficie de impressao.

Um motor de passo do tipo Nema® 17, VDC 12V, 1,7 A (42BYGHWG609) é responsavel
pela movimentacédo do fuso e, consequentemente, do pistdo. A movimentacao do
carro no plano XY e da mesa em Z é feita por motores do mesmo tipo. Os motores
sao controlados por uma placa de processamento e a impressora € comandada pelo
G-code, que contém todas as instrugées que o equipamento deve executar, como a
trajetoria que o cabecgote da impressora deve percorrer e a velocidade de impressao e
extrusdo do material.
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Figura 29 — Foto frontal da bioimpressora 3D, com Figura 30 — Cabecote extrusor com pistao
cabegote extrusor, interface de usuario, mesa de  acionado por um fuso excéntrico a seringa, que
impressao e os eixos de movimentacao. fica dentro do aquecedor e fixada.

A partir do G-code, é possivel controlar a velocidade do pistdo para deposicédo de
material e quanto ele se desloca, bem como o movimento dos carros em X e Y e da
mesa em Z. Para a impressao de modelos 3D, o fatiamento e codigo G-code customi-
zado foram feitos utilizando o PrusaSlicer 2.6.0 (Prusa Research, Republica Checa). A
placa RAMBo (RepRap Arduino-compatible Mother Board) foi utilizada como hardware
e o firmware original da impressora, Marlin 2.0, foi adaptado pela 3DLopes® para
possibilitar o movimento do pistdo e 0 movimento do conjunto extrusor no plano.

O sistema extrusor foi encaixado no cabegote de impressao e adaptado para funcionar
inicialmente com uma seringa de 10 mL. Ao longo do trabalho, o suporte foi alterado
para uma seringa de 3 mL. No bico da seringa, foram rosqueadas agulhas de precisao
com diferentes didmetros. As fixagdes do suporte também foram alteradas para ape-
nas duas travas (superior e inferior) ao invés de um molde completamente fechado.
Assim, permitiu-se a utilizacdo da seringa adaptada com uma tomada de presséo e foi
possivel visualizar o corpo da seringa durante o processo.
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O protdtipo possui um sistema aquecedor para biotintas que precisam ser impressas
a uma temperatura superior a temperatura ambiente. Além do aquecedor da mesa de
impressao, a seringa pode ser encaixada em um tubo de aluminio, que foi envolvido
por um fio condutor e dissipa calor pelo efeito Joule.

3.2 Materiais para impressao

3.2.1 Creme Nivea

Uma vez que a realizacao de testes mecanicos para configuragao de parametros de
impressédo e a validagao do modelo computacional utilizando uma biotinta ou tinta
de biomaterial exigiria uma quantidade de material muito onerosa ao projeto, para a
primeira etapa experimental, optou-se por utilizar outro fluido, que fosse acessivel e
apresentasse comportamento reoldgico semelhante ao de biotintas. O Nivea® Creme
(Beiersdorf Global AG, Alemanha) foi o material escolhido, inclusive por se dispor de
testes similares na literatura para comparacao (Paxton et al., 2017; Tu et al., 2022).

3.2.1.1 Determinacao da massa especifica

A massa do Nivea Creme foi medida a temperatura de 25°C utilizando uma balanca
de precisao classe Il, modelo KN 2000 da marca Digimed® (Digicrom Analitica Ltda,
Brasil), que tem capacidade de 2000 g, valor de diviséo (resolugéo) de 0,01 g e valor
de divisdo de verificagdo de 0,1 g.

Para calcular a massa especifica, Nivea Creme foi inserido em uma seringa BD® com
escala de graduacéo até 10 ml e resolugédo 0,2 ml. Foram feitas 10 medi¢cbées das
massas da seringa vazia e preenchida com Nivea Creme até a sua graduagao maxima.
Apds cada medigao, a seringa foi esvaziada antes de repetir o procedimento. A massa
especifica (p) foi entdo calculada conforme a Equagéao 4.

(4)

onde m; € a média da massa total da seringa preenchida com Nivea Creme, m, € a
meédia da massa da seringa vazia e V; € o volume da seringa.
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3.2.1.2 Ensaio reologico

Os ensaios de reometria foram realizados em ftriplicatas utilizando-se um reémetro
modular compacto modelo MCR 302 (Anton Paar, Austria), equipado com placa Peltier
e localizado em laboratorio do Centro de Tecnologia em Nanomateriais e Grafeno
(CTNano/UFMG). O equipamento mostrado na Figura 31 operou no modo rotacional
com um sistema de medicdo com geometria de placas paralelas (J 25 mm) e uma
distancia de 0,5 mm entre as placas e os ensaios foram conduzidos a temperatura
de 25°C. Baseando-se em ensaios com Nivea Creme realizados por Paxton et al.
2017 e Tu et al. 2022, foram feitas medi¢gdes para definir a tensdo de escoamento
e caracterizar o comportamento viscoso do fluido.

Figura 31 — Rebmetro modular compacto modelo MCR 302.
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Uma rampa de tensdo de cisalhamento variando de 1 a 1000 Pa foi aplicada ao Nivea
Creme e o ponto de escoamento foi definido pela interse¢do entre uma regressao
linear na regidao de platd e, paralela ao eixo, uma reta que representa a queda de
viscosidade do diagrama de tensao de cisalhamento-viscosidade. Esse ponto indicou
que o material comecgou a fluir. Medidas da viscosidade absoluta foram realizadas
variando a taxa de deformacgao de 0,01 a 1000 s-1 ou até a taxa de deformacao mais
alta alcancavel antes que o material saisse do sistema placa-placa. Os dados foram
obtidos em triplicatas, tratados através do Jupyter© Notebook.

3.2.2 Biotinta

Para que uma tinta seja considerada adequada para bioimpressao, ela deve ter boa
printabilidade e manter a viabilidade celular. Entédo, na fase final deste trabalho para
validacdo da bioimpressora, uma biotinta ja estudada na literatura e estabelecida no
mercado foi escolhida. A biotinta composta de nanofibras de celulose (NFC) e algi-
nato, CELLINK® Bioink (CELLINK AB, Gothenburg, Sweden), foi carregada de células
musculares da linhagem C2C12 para procedimento de bioimpresséo.

3.2.2.1 Cultura celular

Mioblastos de camundongo imortalizados (C2C12) foram obtidos através do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ). No Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do
ICB (Instituto de Ciéncias Bioldgicas) da UFMG, foram mantidos em frascos de cultura
de tecidos em meio de crescimento (MC) [MC: DMEM-high glucose (Gibco), suplemen-
tado com 10% v/v de soro fetal bovino (Gibco) e 1% v/v de penicilina/estreptomicina
(Gibco)]. As células foram utilizadas entre a terceira e sexta passagem e cultivadas
em estufa a 5% de CO, e 37°C.

Os construtos bioimpressos foram mantidos em meio de cultura contendo DMEM su-
plementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina.

3.2.2.2 Preparacgao da biotinta

A biotinta utilizada neste trabalho foi preparada baseada no método proposto pelo
Protocolo de Bioimpressao (CELLINK, 2023c; CELLINK, 2023a).
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Com um adaptador Luer Lock do tipo fémea-fémea, 1 mL de CELLINK® Bioink foi
transferido para uma seringa BD® de 3 mL. Para homogeneizar a composicao antes
de combina-la com as células, outra seringa foi conectada ao adaptador e utilizada para
misturar a biotinta, empurrando os émbolos para frente e para tras, tomando cuidado
para evitar a entrada de ar. A biotinta foi manipulada e mantida a temperatura ambiente
(aprox. 25°C).

Figura 32 — Processo de mistura da biotinta carregada de células utilizando duas seringas conectadas
com adaptadores fémea-fémea Luer Lock.

Conforme sugerido pelo protocolo da CELLINK® Bioink, 1,1 milhdo de células foram
suspendidas em 100 uL de meio de cultura. A suspensao de células foi transferida
para uma seringa BD de 3 mL utilizando uma micropipeta Eppendorf. As duas serin-
gas foram conectadas com o adaptador Luer Lock e as solugdes foram misturadas
empurrando suavemente os émbolos para frente e para tras até obter uma mistura
homogénea, como mostrado na Figura 32. A mistura foi movida para uma das seringas
e dispensada no cartucho-seringa (Optimum® Nordson EFD, EUA) da impressora, que
foi tampado.
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3.3 Testes de extrusao e impressao 3D

Para validagao experimental das simulagdes numéricas, 0 mecanismo de extrusao
da bioimpressora 3D foi testado com diferentes velocidades e agulhas de preciséo
utilizando apenas Nivea Creme. Ja a segunda etapa experimental foi conduzida com
0 objetivo de testar o equipamento com biotintas carregadas com células e analisar
a printabilidade e a viabilidade celular, demonstrando a funcionalidade do protétipo
desenvolvido.

3.3.1 Testes mecanicos para modelo fluidodinamico

Para calcular a vazdo massica, parametro de entrada da simulagao numérica, Nivea
Creme foi inserido em seringas-cartuchos de 3 ml (Optimum® Nordson EFD, EUA)
conectadas a agulhas de ponta conica (SmoothFlow™ Nordson EFD, EUA). Foram
escolhidas 3 velocidades de extrusdo, configuradas no software Repetier-Host (Hot-
World GmbH & Co. KG, Alemanha) como G1 E50 F0.25, G1 E50 F2.5 e G1 E50
F25. Para cada velocidade, foram feitos testes com agulhas de calibre 25G, 20G e
16G (0,25; 0,58 e 1,19 mm). O creme foi dispensado sobre uma placa de Petri, como
mostra a Figura 33, e a distancia entre a ponta da agulha e a placa foi de cerca de
100 mm, para evitar acumulo de fluido na saida do bocal. Cada teste foi conduzido 5
vezes a temperatura de 25°C.

Figura 33 — Formagéao livre de filamentos de Nivea Creme sobre a placa de Petri.
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A massa de creme dispensada através de diferentes agulhas e velocidades foi medida
utilizando uma balanga analitica classe |, modelo ATX224 da marca Shimadzu® (Shi-
madzu Corporation, Japao), que tem capacidade de 220 g, valor de divisao (resolugao)
de 0,0001 g e valor de divisdo de verificagado de 0,001 g. Um cronédmetro com resolugéo
de 0,01 s foi utilizado para medir o tempo. A vazdo massica (1) foi entdo calculada
conforme a Equacao 5.

my — My

o=t (5)

onde m; € a média da massa total do prato da placa de Petri com Nivea Creme, m, €
a média da massa do prato vazio e t € o tempo entre o inicio e o fim do escoamento
do creme através da saida da agulha.

Uma vez estabelecida a relacdo entre os comandos de velocidade e a vazao massica,
foram feitas medidas de presséao utilizando uma seringa adaptada. O parametro de
saida, isto é, o resultado da simulagdo numérica validado experimentalmente foi a
variacdo da pressédo (Ap) entre a entrada e a saida do dominio dos modelos dos
bocais extrusores. A variacdo da pressdo é a diferenca entre a pressao exercida
sobre o fluido na entrada da seringa e a pressdo no ambiente (saida da agulha).
Um mandmetro diferencial digital portatii modelo MPD-79 (Instrutherm Instrumentos
de Medicao, Brasil) foi utilizado para medir a diferenga pressao entre esses pontos. O
instrumento tem capacidade para medir pressdes de até 2000 mBar, com resolugao
de 1 mBar.

Para o prototipo desenvolvido, uma velocidade de deslocamento do pistado deve ser
configurada e a pressao exercida sobre o fluido ndo pode ser obtida diretamente.
Sendo assim, foi necessario desenvolver um mecanismo para medi¢do da pressao
e validagdo do modelo computacional. Resultados numéricos presentes na literatura
(Emmermacher et al., 2020) sugerem que a queda de pressdo ao longo do corpo
cilindrico da seringa é desprezivel em relagao ao valor da pressao total exercida sobre
o fluido. Assim, optou-se por inserir uma tomada de pressdo no corpo da seringa
proximo ao bico, para ter maior estabilidade da medig¢ao e ser coerente com a entrada
do dominio do modelo utilizado nas simulagées numéricas. A outra tomada do mané-
metro diferencial foi deixada livre a pressdo atmosférica do ambiente do laboratorio,
conforme mostrado na Figura 34.
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Figura 34 — Sistema desenvolvido para medi¢do da presséo na seringa de impresséo utilizando
mandémetro.

Para criar o ponto de tomada de presséo no cartucho, um anel de nylon foi colocado
como suporte sobre o corpo da seringa e foi feito um furo lateral permitindo a passagem
do fluido. Nesse ponto, um tubo de latdo (didmetro interno de 3 mm e didmetro externo
de 4,2 mm) foi conectado através de uma rosca métrica ISO 60° de 5x0,80, que foi feita
internamente no furo lateral do anel e externamente em uma das extremidades do tubo.
A outra extremidade foi conectada a uma mangueira transparente de PVC, acoplada
ao mandémetro. Empregando-se a mesma configuragcdo de velocidade de extruséo
utilizada para medir as diferentes vazdes massicas, valores de pressao foram entao
aferidos.

3.3.1.1 Calibragdo do manémetro

O manémetro diferencial digital foi calibrado no Laboratério de Bioengenharia (LABBI-
O/UFMG), utilizando um tubo em U contendo mercurio com uma extremidade aberta
para a atmosfera do ambiente e outra conectada em uma das entradas do manémetro
diferencial. Uma trena com resolug¢ao de 0,5 mm foi empregada para medir a diferenca
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de altura das colunas de mercurio dentro tubo em U. O manémetro digital, modelo
MPD-79, permite a visualizagdo da medida convertida para outras unidades, como
mmHg, e este recurso foi conferido e utilizado.

Medigbes foram feitas em 10 pontos diferentes entre 30 e 600 mmHg, valores dentro
da faixa de medicao operada durante os testes de extrusdo com Nivea Creme. Para
cada ponto, foram feitas 5 medi¢des da altura da coluna de mercurio, possibilitando o
calculo da incerteza de calibragéo.

3.3.2 Printabilidade

Para avaliar a printabilidade da CELLINK® Bioink contendo células C2C12, um padrao
com uma unica camada foi impresso e fotografo de cima e as imagens foram usadas
para medir a largura dos filamentos impressos pelo software ImageJ.

A printabilidade foi medida em relagao a taxa de espalhamento, definida como a largura
do filamento impresso dividida pela espessura de extrusdo. Além de comparar os
filamentos formados pela biotinta com os filamentos de Nivea Creme para as mesmas
configuracdes de impressao, a influéncia do didmetro de saida do bocal e a vaz&o de
extrusao foi analisada.

Foram escolhidos as agulhas calibre 22G, recomendada pela fabricante CELLINK, e
calibre 25G, que confere maior precisao na deposi¢cdo do material. Ambas as agulhas
sao do tipo SmoothFlow™ (Nordson EFD, EUA). A vazao massica foi medida para as
impressdes de Nivea Creme utilizando uma balanga analitica classe | e um cronédmetro.
Com a densidade calculada para o Nivea Creme, a vazao foi convertida para volumé-
trica para comparagao com a biotinta e com os valores estabelecidos nos modelos de
simulagao numeérica.

A geometria foi definida no PrusaSlicer como um cilindro de uma cada com 11 mm
didmetro. Para o bocal 22G, foi configurada uma altura de 0,41 mm para a camada,
formando um padréo de preenchimento retilineo com densidade de 30% e espessura
de extrusao de 0,45 mm, conforme mostrado na Figura 35. Com essas configuragoes,
a velocidade de impressao, que é o movimento do cabecgote da impressora nas dire-
¢oes X e Y, foi configurada para 5 e 15 mm/s.
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Figura 35 — Padrao retilineo formado por uma camada para medi¢do da taxa de espalhamento dos
filamentos impressos.

Para o bocal 25G, definiu-se uma altura de 0,25 mm, formando padrao de preenchi-
mento retilineo e densidade de 25%, espessura de extrusdo de 0,30 mm e velocidade
de 10 mm/s. A velocidade de extrusao n&o pode ser ajustada diretamente no software,
sendo definida internamente de acordo com parametros como o diametro do filamento
e a velocidade de impressao, e por isso foi medida.

A avaliagcao estatistica foi realizada pela Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias,
seguida pelos testes Turkey de comparagao multipla feita em python usando Jupyter©
Notebook. Para cada amostra, foi tomada uma medida da largura de todos os filamen-
tos (n =9 para 22G e n = 11 para 25G). Diferencgas significativas foram assumidas para
valores abaixo de p = 0,05.

3.3.3 Bioimpressao 3D

A desinfeccao da bioimpressora 3D e da cabine de seguranca biolégica classe Il foi
realizada primeiramente com alcool 70% e os equipamentos foram irradiados com luz
U.V. por 20 minutos antes de iniciar a bioimpressdo. A agulha de bico cbnico, com
protecao UV, foi esterilizada em banho de alcool por 20 minutos e secada naturalmente
em fluxo laminar estéril.

O cartucho de biotinta foi preparado conforme descrito no item 3.2.2. Uma agulha
de bico cdnico com protecao UV de calibre 22G (SmoothFlow™ Nordson EFD, EUA)
foi conectada ao cartucho e a biotinta foi extrudada sobre laminulas circulares de 13
mm de didmetro. A geometria foi definida no PrusaSlicer como um cilindro so6lido com
11 mm didmetro e altura de 0,8 mm, formado com padrao de preenchimento retilineo
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e densidade de 30%, conforme mostrado na Figura 36 e detalhado no G-code apre-
sentado no Apéndice A. As amostras foram formadas por duas camadas com altura
definida em 0,40 e 0,30 mm. A espessura de extrusao foi de 0,45 mm. A velocidade
de impresséo foi configurada para 5 mm/s, representando uma vazao volumétrica de
aproximadamente 40 pL/min. As impressodes foram realizadas a temperatura de 25°C.

Figura 36 — Padrao de impress&o com duas camadas para formar os construtos bioimpressos com
CELLINK® Bioink carregada de células.

Uma vez que a bioimpressao foi finalizada, as laminulas foram transferidas com auxilio
de uma pinga estéril para placas de 24 poc¢os de poliestireno tratado e os construtos
submergidos na solugao de reticulagao (crosslinking) contendo CaCl, 50 mM (CEL-
LINK AB, Gothenburg, Suécia). Apds 5 minutos, a solugao foi removida e os construtos
foram lavados uma vez com phospahe buffer solution (PBS) e foi adicionado meio de
cultura. A placa foi, entdo, colocada dentro de uma incubadora para retornar as células
ao ambiente fisioldgico, a 37°C, 5% de CO,.

3.4 Calculo da incerteza de medigao

Para determinar a incerteza das medig¢oes, utilizou-se a metodologia proposta pelo
Guia para a Expressao de Incerteza de Medigédo (INMETRO, 2012). Primeiramente,
calculou-se as incertezas combinadas para cada grandeza que foi obtida de forma
direta (tempo, massa, volume e o pressao diferencial), conforme a Equacéo 6.

0 =3 () e - iu?@) ©

i=1

onde u. € a incerteza combinada associada a cada medic¢ao direta e u; € a incerteza
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associada a cada fonte de erro. Foram considerados os erros associados a resolugao
dos instrumentos e a repetitividade das medi¢cées. Para a medi¢éo da presséo, foi
estimada a incerteza de calibragdo. Para a medigao do tempo, foi considerado ainda
um erro associado ao tempo de reacdo de 1 s em que operador pode atrasar ou
adiantar ao parar o cronémetro.

No caso de instrumentos digitais, foi considerado que os erros associados a resolugao
limitada dos instrumentos seguem uma distribuicdo uniforme de probabilidade e a
incerteza pode ser calculada pela equagao 7.

a

Uyniforme (IZ) = ﬁ (7)

onde u, € igual a metade da resolugdo do instrumento. No caso de instrumentos
analdgicos, uma distribuigao triangular foi considerada e a incerteza foi calculada pela
Equacao 8.

a

Utriangular(%) = % (8)

Ja a repetitividade das medic¢des foi definida pela incerteza tipo A, com distribuicao de
probabilidade t-student, calculada conforme a Equacgéo 9.

u(r;) = 7 9)

onde s € o desvio-padrao experimental da média e n € o numero de observacgoes.

As grandezas de interesse s&o a densidade e vazdo massica, obtidas por meio de
medi¢des indiretas, e a pressao, obtida diretamente. No caso da densidade e da
vazao massica, as incertezas associadas a medi¢cao de cada variavel (massa, volume
e tempo) foram combinadas através da Equacéo 10.

() = [Z - u(:m] (10)
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onde f € a fungdo matematica continua e derivavel que relaciona y com as grandezas
de entrada, z; corresponde as variaveis de entrada obtidas por medigéo direta e u(z;) é
a incerteza-padrao associada a cada fonte de erro. No caso do calculo da densidade,
f € a massa dividida pelo volume, enquanto a vazao corresponde a massa dividida
pelo tempo.

Apds o calculo da incerteza combinada, o grau de liberdade efetivo para as grandezas
obtidas por medic¢ao indireta foi determinado pela equagado de Welch-Satterthwaite,
Equacao 11.

ully) _ iuz*(y) (1)

c
(Y V;
€ i=1 1

onde v.s;y € 0 numero de graus de liberdade efetivos e v; € o numero de graus de
liberdade associado a cada fonte de erro.

Por fim, a incerteza combinada expandida foi entdo obtida, conforme a Equagéao 12,
multiplicando-se a incerteza combinada pelo coeficiente de abrangéncia t-student, k,
considerando 95% de probabilidade.

U = ku.(y) (12)

3.5 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi qualitativamente determinada por meio de marcacgao fluores-
cente LIVE/DEAD (Invitrogen) nos construtos bioimpressos apds o processo de im-
pressao (2h) e cultivados por 3, 6 e 14 dias. Os construtos carregados de células
foram incubados por 30 minutos com 2 yM de calceina e 2 yM de homodimero de
etideo-1 diluidos em meio de cultura completo para corar as células vivas. Apos esse
tempo, foram lavados com PBS. Imagens de microscopia de fluorescéncia (FM) foram
obtidas usando um microscépio de fluorescéncia AxioVertA.1 (Carl Zeiss, Alemanha),
visualizando células vivas (verdes) e mortas (vermelhas). As analises de viabilidade
celular para validagao do protétipo foram feitas em duplicatas técnicas.

Como mostrado na Figura 37, além das estruturas 3D bioimpressas, foram utilizados
grupos controle em culturas 2D e 3D. O grupo de controle 2D consistiu em uma cultura
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celular convencional com a mesma concentragao de células que foi misturada a bio-
tinta. O grupo de controle 3D foi feito apds o encapsulamento das células na biotinta,
mas antes do processo de impressao, ou seja, as células foram misturadas com a
biotinta e as amostras coletadas através da seringa 3D sem agulha.

Figura 37 — Placa de cultura com as amostras dos grupos controle 2D e 3D em meio de cultura, bem
como os construtos impressos, imersos em meio (rosa) ou reticulagéo (translucido).

4

A morfologia celular também foi acessada pela marcagédo com actina. Para isso, as
construgdes bioimpressas contendo as células foram lavadas duas vezes com PBS
e depois fixadas com formaldeido 3,7% a temperatura ambiente por 20 minutos. As
amostras foram entao lavadas com PBS, permeabilizadas com Triton-X100 0,5% por
15 minutos em temperatura ambiente, lavadas novamente com PBS e incubadas com
Alexa Fluor 546 faloidina 1:100 em PBS por 30 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida, as células foram lavadas com PBS e os nucleos celulares foram corados
com DAPI (diluido a 1: 1.000 em PBS) durante 1 min a temperatura ambiente. As
amostras foram visualizadas em placas Fluorodish® em microscoépio de fluorescéncia
Zeiss Axiovert.A1.
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3.6 Modelagem matematica e simulagao numérica

3.6.1 Modelo geométrico

As geometrias dos bocais extrusores foram obtidas de arquivos 3D-CAD fornecidos
pela fabricante (Nordson Corporation, Westlake, EUA) através do site 3D Content-
Central’. Os modelos foram feitos nos softwares SolidWorks® 2020 SP3.0 (Dassault
Systéemes S.A, FR) e Rhinoceros® 7 (Robert McNeel & Associates, EUA), conectando
uma seringa (Optimum® Nordson EFD, EUA) a agulhas de ponta conica (Smooth-
Flow™ Nordson EFD, EUA), comoilustra a Figura 38. Uma seringa de 3 ml foi utilizada
para o modelo junto com agulhas de didmetro interno de saida de 1,19 mm (16G), 0,58
mm (20G), 0,41 mm (22G) e de 0,25 mm (25G).

Figura 38 — Combinagdo geométrica dos modelos 3D da seringa e com o bocal 25G.

Y

p =

Uma vez que a geometria apresenta simetria em relagéo ao eixo, o modelo foi simplifi-
cado para o espaco bidimensional. Foi extraida a superficie interna na se¢ao meridiana
de cada combinagao, a partir do eixo de revolugao. A secao de entrada do dominio foi
reduzida, mas fixada a um comprimento de 15 mm para o corpo da seringa, conforme
proposto por Emmermacher et al. (2020), buscando garantir que o escoamento esteja
desenvolvido antes da regido critica, onde ha acentuada redugéao do diametro.

https://www.3dcontentcentral.com/parts/supplier/EFD,-Inc.aspx Ultimo acesso em 1 de junho de
2022.



72

Figura 39 — Modelo geométrico 2D axissimétrico do conjunto seringa 3 ml e bocal 25G para
simulagdes CFD, com todas as dimensdes em mm.
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Para gerar uma malha estruturada quadrilatera homogénea permitindo a reducéo do
tamanho do elemento em diregdo a parede, substituiu-se a o recuo entre a agulha e a
seringa por uma borda de 45°. Modelos com os vértices entre a seringa, a borda e a
agulha arredondados foram utilizados para suavizar a geometria e obter uma solugéo
estavel, eliminando pontos de singularidade numérica. Mais detalhes geométricos do
modelo 2D do conjunto seringa 3 ml e bocal 25G podem ser vistos na Figura 39.

3.6.2 Equacgodes governantes

As equacgdes governantes representam matematicamente os principios fisicos associ-
ados ao problema e, no processo de simulagdo computacional, elas s&do discretizadas
e resolvidas numericamente. O escoamento de uma biotinta através do bocal de
impressao é governado pela equagéo de conservagado da quantidade de movimento
(momentum), descrita pela Equacgao 13.

) _ B
“(pil) + V - (piiil) = ~Vp+V -T+ pj+ F (13)

ot
onde p é a massa especifica do fluido, # € o campo de velocidade, p € a presséao
estatica, 7 € o tensor de tenséo, e pg e F' sdo a forga gravitacional do corpo e as forgas
externas do corpo, respectivamente.

Para um fluido ndo-newtoniano com densidade constante escoando sob pressao atra-
vés de um bocal axissimétrico em regime permanente, e desprezando as forgas de
campo, a relagao simplificada mostrada na Equacéao 14 foi obtida.
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V- (piiil) = —Vp+V -7 (14)

O tensor de tensodes sera definido pela equacéao constitutiva que melhor representar o
comportamento reologico do fluido. No caso dos fluidos n&o-newtonianos, a tensao de
cisalhamento aplicada nao é diretamente proporcional a taxa de deformacao sofrida
por um elemento de fluido.

A equacéao de conservagao da massa, apresentada na Equacgéao 15, é utilizada como
uma restricdo que deve ser respeitada pelo campo de velocidade.

dp o
a—i—V{pu)—O (15)

Considerando um fluido incompressivel, a equacao de conservagdo da massa pode
ser simplificada como indicado na Equacgao 16.

V.i=0 (16)

3.6.3 Condicoes de contorno

A linha reta central do modelo corresponde ao eixo de simetria do dominio e as bor-
das radiais formam a parede estacionaria, em que foi aplicada a condicdo de nao-
deslizamento. Como condigcado de contorno na entrada do dominio foi definida pressao
nula e, na secdo de saida, configurou-se a vazdo massica, por ser considerada o
principal fator de influéncia sobre a tensao de cisalhamento, que é critica nessa regiao.
As condigbes de contorno adotadas estado representadas na Figura 40.

Figura 40 — Representagao esquematica das condi¢des de contorno utilizadas nas simulag¢des
numeéricas.

entrada
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Para as simulacdes do escoamento de Nivea Creme, foram utilizados os diferentes
valores de vaz&do massica calculados a partir das medi¢cbes experimentais. Para a
analise do escoamento da tinta comercial CELLINK® Bioink, vazdes volumétricas de
1, 50 e 100 uL/min foram usadas como referéncias, estabelecidas com base em valores
semelhantes relatados na literatura (Colosi et al., 2016; Distler et al., 2020; Gohl et al.,
2018; Jia et al., 2016; Zhao et al., 2015).

3.6.4 Simulagdes numéricas

As simulagdes de fluidodindmica computacional foram conduzidas utilizando o soft-
ware ANSYS Fluent® 2022 R1 (ANSYS Inc., Canonsburg, PA), em unidade de pro-
cessamento (CPU) com configuracao Intel(R) Core(TM) i7-7700K 4.20 GHz, memoria
RAM de 16 GB e placa de video SSD LITEON L8H-256V2G-11 M.2 2280 256GB.

A analise foi feita no dominio bidimensional com condi¢cdo de axissimetria e o solver
utilizado foi do tipo pressure-based, em que a restricdo de conservagao de massa para
o campo de velocidade € alcancada resolvendo uma equacéao de corre¢ao da pressao.
O calculo foi realizado aplicando o algoritmo SIMPLE para o acoplamento presséo-
velocidade. Para discretizagao espacial, adotou-se a fungao de interpolagdo UpWind
(UDS) para o momento e os esquemas de segunda ordem e PRESTO! para a pressao.
Priorizou-se o esquema de segunda ordem, padréo da Ansys para esses casos, mas foi
utilizado o esquema PRESTO! para as simulagdes cuja curva de residuos nao indicava
convergéncia dentro das 100 primeiras iteragdes. Adotou-se o valor de 10-¢ como
critério de convergéncia para o residuo das equagdes de conservagao.

Foram simulados numericamente os escoamentos da tinta comercial CELLINK® Bioink
e, para fins de validagao do modelo numérico, de Nivea Creme. Os modelos Herschel-
Bulkley e Lei de Poténcia foram testados para modelar o comportamento viscoso do
Nivea Creme com os dados obtidos experimentalmente. Dois modelos relatados na
literatura para o Nivea Creme também foram simulados e comparados: o modelo de
Paxton et al. (2017), que empregaram a Lei de Poténcia com K = 26,1 Pa.s” e n =
0,552, e o modelo de Tu et al. (2022), que propuseram o uso do modelo Hershel-
Bulkley com 7, = 563 Pa, K = 867,02 Pa.s e n = 0,045.

Para a CELLINK® Bioink, os dados apresentados por Gomez-Blanco et al. (2020)
foram utilizados. Os autores modelaram essa biotinta segundo a Lei de Poténcia, com
K=102,53 Pa.s” e n=0,170 para a temperatura de 25°C. A densidade foi considerada
1000 kg/m? (CELLINK, 2023b).
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Na configuragdo do Ansys Fluent, foi utilizado o modelo Herschel-Bulkley para definir
a viscosidade de todos os fluidos simulados. Ao selecionar este modelo, o algoritmo
calcula a viscosidade (n) a partir das Equagdes 17 e 18, conforme o valor da taxa de
deformacéo critica 4. (ANSYS, 2022).

Para 4 > 4.:

n=—+ Ky (17)

Para % < 7.:

7'0(2 — l)

772.—%—!-/6%“1 ((2—n)+(n—1)%> (18)

onde 7, é a tensao limite de escoamento (Pa), K é o indice de consisténcia de fluxo
(Pa.s™) e n é o expoente da lei de poténcia.

Com a tenséo limite de escoamento igual a zero, fluidos representados pela Lei de Po-
téncia foram considerados um caso particular do modelo Herschel-Bulkley. A taxa de
deformacéo critica, a partir da qual o modelo selecionado ¢é valido, foi definida como o
limite minimo da taxa de deformacao adotada no ensaio reoldgico para caracterizagao
do fluido. Paxton et al. (2017) relataram medi¢cdes com taxa de deformagao minima
igual @ 0,01 s~!; Tu et al. (2022) o valor de 0,0125 s—!; e Gémez-Blanco et al. (2020)
apresentaram grafico com dados reoldgicos entre 0,01 e 100 s .

Uma vez que a bioimpressao por extrusao foi operada em uma condi¢ao de baixa va-
zao e sem alteracdes térmicas, o escoamento foi modelado como laminar e isotérmico
e o fluido assumido como incompressivel, em consonancia com a literatura (Gohl et
al., 2018; Gémez-Blanco et al., 2020; Muller et al., 2017).

Verificou-se o regime de escoamento calculando-se o numero de Reynolds generali-
zado (Re), conforme proposto por Metzner e Reed (1955) e posteriormente por Chha-
bra e Richardson (2008). Para fluidos que seguem a Lei de Poténcia ou o modelo de
Herschel-Bulkley, o numero de Reynolds foi obtido através da Equagéo 19.

pv2—nDn
Y e 5%

an

(19)
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onde p é a densidade (kg/m?), V é a velocidade média de escoamento (m/s), D é
o diametro, n € o indice de comportamento da lei de poténcia e K € o indice de
consisténcia. A velocidade média foi calculada em fungdo do diametro e da vazao
volumétrica.

Para avaliar a transicdo de escoamento laminar para turbulento, adotou-se o critério
de Ryan e Johnson (1959), em que se a desigualdade apresentada na Equacéao 20 for
satisfeita, o escoamento pode ser considerado laminar.

6464n 24n
e < m (2 4+ n)tn (20)

3.6.5 Validagao dos resultados numéricos e experimentais

3.6.5.1 Comparagao com a literatura

A comparacgao com resultados ja publicados na literatura foi inicialmente utilizada para
analisar a qualidade da solugao numérica e os estudos de independéncia de malha. O
trabalho de Emermmacher et al. (2020) foi utilizado como referéncia, uma vez que es-
tes autores apresentaram de forma detalhada os dados e a metodologia adotada para
a simulagdo numérica, bem como os resultados obtidos em validagéo experimental,
permitindo a comparagéo com o modelo feito no presente trabalho.

Para validar seu modelo numérico, Emermmacher et al. (2020) utilizaram uma mis-
tura a base apenas de metilcelulose, denominada M-30, e a descreveram através do
modelo Power-Law, como mostra a Equacgao 21.

TM—-30 — 71.01/}/0'419 (21)

Nessas simulagdes, as condigdes de contorno empregadas foram pressao zero na
entrada do dominio e vazao massica na saida, variando conforme o calibre da agulha
de ponta cdnica, como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1 — Vaz&o massica e bocais utilizados por Emmermacher et al. (2020).

Bocal Vazao massica [mg/s]
10cc20GA 27,43
10cc22GA 14,60
10cc25GA 3,777

3.6.5.2 Teste de independéncia de malha

Malhas estruturadas uniformes com elementos quadrilateros foram geradas para cada
dominio geométrico utilizado nas simulagdes, com o mesmo tamanho (element size).
Uma vez que a regiao da camada-limite junto a parede € a de maior interesse, adotou-
se um fator de transigdo geométrica suave (smooth transition), reduzindo a altura do
elemento em diregdo a parede ao longo de toda a geometria. Na ultima parte da ponta
cbnica, para evitar elevada razao de aspecto, também foi aplicado um fator de transigao
para reduzir a largura do elemento na diregao da saida. A Figura 41 apresenta a malha
4, mais grosseira, na regido da saida da agulha 25G, onde € possivel ver a redugéo
do tamanho do elemento nas duas diregdes.

Figura 41 — Malha 4 na regido de saida do bocal para o bocal 25G.

a %MIS %m )
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Para avaliar a independéncia dos resultados, foram geradas 4 malhas diferentes e
realizados os testes de refinamento de malha H, em que se altera o tamanho do
elemento. A cada refinamento, o tamanho do elemento foi reduzido pela metade e
foi verificada a diferenca entre as solugoes.
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Para cada uma das malhas, o comprimento de elemento de malha representativo, h, foi
calculado conforme a Equacéo 22, como sugerido pela norma ASME V&YV 20 (2009),

e definiu-se h; < hy < hs.

n 1/2

1
- [N >_(Ad)

i=1

(22)

onde A; é aarea doi-ésimo elemento e N é o numero total de elementos usadas para os
calculos. O fator de refinamento r foi mantido maior que 1,3, como mostra a Equagao
23.

hcoarse
= ~ 2

(23)

hfine

As principais caracteristicas das 4 malhas utilizadas para o maior € o menor diametro

de saida dos bocais estdo apresentadas nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Caracterizagao das malhas geradas utilizando o bocal 16G.

Caracteristicas Malha 4 | Malha 3 | Malha 2 | Malha 1

Tamanho médio representativo [mm] | 0,1423 | 0,0713 | 0,0357 | 0,0179
N° de elementos 6600 26304 | 104832 | 418944

N° de ndés 6900 26901 | 106021 | 421319

Fator de reducéo (Bias Factor) 1,0300 | 1,0150 | 1,0080 | 1,0040
Qualidade ortogonal média 0,98926 | 0,9895 | 0,9896 | 0,9897
Qualidade ortogonal minima 0,66960 | 0,6860 | 0,6910 | 0,6906
Razao de aspecto média 3,0616 | 3,0737 | 3,1069 | 3,1105
Razao de aspecto maxima 11,0110 | 11,2290 | 12,2510 | 12,3140
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Tabela 3 — Caracterizagdo das malhas geradas utilizando o bocal 25G.

Caracteristicas Malha 4 | Malha 3 | Malha 2 | Malha 1

Tamanho médio representativo [mm] | 0,1401 0,0702 | 0,0352 | 0,0176
N° de elementos 6600 26304 | 104832 | 418944

N° de nos 6900 26901 | 106021 | 421319

Fator de reducéo (Bias Factor) 1,0300 1,0150 1,0080 1,0040
Qualidade ortogonal média 0,9884 | 0,9891 0,9893 | 0,9895
Qualidade ortogonal minima 0,6696 | 0,6860 | 0,6910 | 0,6906
Razao de aspecto média 41542 | 41712 | 4,2153 | 4,2202
Razao de aspecto maxima 11,5380 | 11,6980 | 12,3070 | 12,3630

Para verificar se as solugdes numéricas com diferentes resolugcées de malha estdo no
regime de convergéncia assintética, trés pontos na parede dominio foram escolhidos
para comparar os valores de pressao e tensado de cisalhamento. Como mostrado na
Figura 42, o primeiro ponto foi definido sobre o corpo da seringa, enquanto segundo
foi escolhido na regidao do bico, onde ha redugéo do seu didmetro; ja o terceiro ponto
foi definido na regiao mais critica do dominio, préximo ao final da agulha conica.

Figura 42 — Pontos utilizados nos testes de malha para verificar a convergéncia dos resultados.
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3.6.5.3 Estimativa da incerteza numérica

Conforme definido pela norma ASME V&V 20 (2009), a validagdo do modelo numérico
deve ser precedida da verificagao, para avaliar sua qualidade e estabilidade. Antes
de verificar a solugédo, a norma orienta a verificagdo do cddigo. Software comercial
amplamente utilizado e difundido, o Ansys possui testes formais de verificagdo bem
documentadas. O documento Fluid Dynamics Verification Manual inclui o escoamento
em um tubo circular de um fluido n&do-newtoniano, cuja viscosidade é especificada pela
lei de poténcia. Por isso, nao foi feita a verificagdo do codigo.

A verificacdo de calculo é aplicada ao modelo computacional destinado a prever os
resultados experimentais de validacao, neste caso, o escoamento de Nivea Creme.
Uma vez que a solugao exata para este escoamento ndao € conhecida, a verifica-
céo foi realizada a partir do erro estimado ou incerteza da solu¢do numérica (u,um).
Empregou-se entado o indice de convergéncia da malha (Grid Convergence Index -
GCl), uma estimativa da incerteza com 95% de confiabilidade, multiplicando o valor da
incerteza combinada pelo fator de seguranga (FS) (ASME, 2009).

Para calcular o GCI, primeiro calculou-se a ordem de convergéncia (p), conforme a
Equacao 24.

€32

€21

_ In
pP= |n7"21

; q<p>] (24)

onde £33 = ¢35 — o, €91 = G2 — 1, ¢ denota o valor da variavel de interesse na simulagao
e q(p) = 0, uma vez que o fator de refinamento, r, é constante. Neste trabalho, foram
utilizados para os calculos e comparados os valores da presséo no ponto 3. Calculou-
se, entdo, os valores extrapolados (¢ext), cOnforme a Equagéao 25.

p _
2= Tt (25)

p

Na proxima etapa, calculou-se o erro relativo aproximado (e,), Equagéo 26, e o erro
relativo extrapolado (eey), Equagao 27.

ezl = |1 — ¢o (26)
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21
2 = | fe 1 (27)
ext
Por fim, calculou-se o GCI, de acordo com a Equacéo 28.
91 621
GCIrefinado =FS (Tp a_ 1) (28)
21

onde FS = 1,25 para um intervalo de confianga de 95% em estudos envolvendo trés
malhas estruturadas, conforme sugerido pela norma (ASME, 2009). Associou-se entao
a incerteza numeérica expandida com GCI, considerando uma distribuicado normal, com
95% de confianga e grau de liberdade efetivo infinito (ts,=2), conforme a Equacao 29.

" Uwm GCI
Unum = tor = T (29)

3.6.5.4 Diferenga entre valores numéricos e experimentais

Combinagao de todos os erros no resultado da simulagao e no resultado experimental,
o erro de comparagao da validagao (E) é definido pela Equagao 30.

E=S-D=ds—0dp (30)

onde S € o valor simulado, D é o valor experimental, 5 € o erro da solugao numeérica e
dp € o erro do valor experimental. O valor obtido através da simulagao (S) e comparado
com a medida experimental (D) foi a variagdo da presséo.

Os erros da simulagao (d5) podem ser atribuidos aos erros oriundos das hipéteses e

simplificacbes do modelo (dmoger), da solugdo numérica (dnum), ou dos parametros de
entrada da simulagdo (dinput), conforme a Equagédo 31.

55 = 5mode| + 6num + 5input (31)

Assim, tem-se que o erro do modelo pode ser obtido conforme a Equacéo 32, onde
Uyq € a incerteza padrao da validacéo.
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5mode| =F - (5num + 5input - 5D) = (E + Uval) (32)

Para determinar a incerteza padrao combinada, utilizou-se as incertezas associadas a
estes parametros, que sao independentes, como mostra a Equacao 33.

Uyal = \/ur%um + ui2nput + U’ZD (33)

A incerteza numérica foi obtida conforme procedimento apresentado no item 3.6.5.3
deste trabalho, a incerteza experimental relagéo ao resultado (presséo) e a incerteza
relacionada ao input (vazdo massica e densidade) foram calculadas conforme apre-
sentado no item 3.4.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Simulagdes de Fluidodinamica Computacional

4.1.1 Caracterizagao do Nivea Creme

A densidade do Nivea Creme foi determinada em p = (972,20 + 10,60) kg/m? a 25°C
e pressao ambiente, onde o numero apds o simbolo £ € o valor numérico da incer-
teza expandida, estimado para ter um nivel da confianga de 95%, conforme calculo
apresentado no Apéndice B.

Ao ser submetido a rampa de taxa de deformacao para caracterizacdo de seu com-
portamento viscoso em ensaio reoldgico, Nivea Creme demostrou pseudoplasticidade.
Como mostrado na Figura 43 e em consonancia com a literatura (Paxton et al., 2017; Tu
et al., 2022), a viscosidade diminuiu com o0 aumento da taxa de deformagao. Destaca-
se que o desvio-padrao foi muito menor que o valor das variaveis medidas e as barras
de erro se tornaram muito pequenas para serem perceptiveis no grafico.

Figura 43 — Resultados experimentais da viscosidade do Nivea Creme em fungédo da rampa de taxa de

deformacao.
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A ordem de grandeza da viscosidade foi coerente com os valores apresentados por
Tu et al. (2022) em todo o intervalo de taxa de deformacéo analisado neste trabalho.
Por outro lado, a viscosidade obtida foi significativamente diferente dos resultados de
Paxton et al. (2017). Além de reportarem dificuldades e inconsisténcias na medigéo
da amostra de Nivea Creme para taxas de deformagao mais altas, Paxton et al. (2017)
encontraram valores de viscosidade com aproximadamente duas ordens de grandeza
menores dentro do intervalo de 102 a 100 s~ 1.

Figura 44 — Resultados experimentais da viscosidade do Nivea Creme em fungéo da rampa de tensao
de cisalhamento. A linha vermelha representa a regressao linear na regido de platd da viscosidade,
enquanto a linha verde representa a queda da viscosidade.
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Quanto ao ensaio da viscosidade em fungao tensao de cisalhamento, os dados foram
apresentados entre 300 e 1000 Pa para destacar a regiao de queda da viscosidade. A
tensdo de escoamento do Nivea Creme, 7, = 400 Pa, foi estimada no ponto de inter-
secgao entre uma regressao linear na regiao de platé (vermelha) e uma reta, paralela
ao eixo y, que representa a queda de viscosidade (verde), conforme apresentado na
Figura 44. Observou-se um desvio-padrao muito grande neste ponto, da mesma ordem
de grandeza que a variavel viscosidade. Isso pode ser explicado pela instabilidade da
medi¢cao associada ao ponto de escoamento, onde subitamente ha uma variagdo muito
grande da viscosidade.
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O valor encontrado para a tensdo de escoamento esta dentro da ampla faixa relatada
na literatura para o Nivea Creme, entre 72 e 563 Pa (Schulz; Sierro; Nijman, 2008;
Paxton et al., 2017; Tu et al., 2022). A tensao de escoamento € influenciada por
diversos fatores, como a composicdo do creme, a temperatura e as condi¢cbes do
experimento. A diferenga entre a temperatura que os testes foram conduzidos nesses
trabalhos foi insignificante (1°C), mas variagées nos métodos de medigao, dispositivos
utilizados, procedimentos experimentais, diferentes lotes de Nivea Creme ou mesmo a
variagdo na composigao do produto ao longo do tempo devido a possiveis mudangas
na formulagdo podem contribuir para essa diversidade de valores.

Uma vez que o Nivea Creme apresentou comportamento pseudoplastico, mas também
tensdo de escoamento, ambos os modelos Lei de Poténcia e Herschel Bulkley foram
testados para ajustar a curva de escoamento. Os modelos estdo apresentados na
Figura 45 junto com os dados obtidos no ensaio de rampa de taxa de deformacéao.

Figura 45 — Curva de escoamento experimental do Nivea Creme, juntamente com as curvas de ajuste
conforme os modelos Lei de Poténcia e Herschel-Bulkley.
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Os dados experimentais foram ajustados ao modelo de Lei de Poténcia transformando
a equacao em uma forma linear para facilitar a determinacdo dos coeficientes por
meio de técnicas tradicionais de regressao linear. Dessa forma, foi obtida a relagao
representada pela Equacéao 34.

T = 522,517 (34)

Para uma estimativa mais precisa dos coeficientes, foi utilizada também a fungao
"curve fit”, em Python, que utiliza o método dos minimos quadrados nao-lineares para
ajustar os parametros do modelo de Lei de Poténcia aos dados experimentais. A
relagdo obtida através dessa abordagem esta apresentada na Equacgao 35, que possui
maior o coeficiente de determinagao (R?), como indicado na Figura 45.

T = 537,971 (35)

O modelo Herschel Bulkley, apresentado na Equagao 36, foi obtido por regresséo linear
utilizando os dados experimentais com tens&o de cisalhamento superior a 400 Pa e,
nessa regiao, mostrou excelente ajuste. O coeficiente de determinagéao calculado para
toda a curva de escoamento foi igual a 0,704 e indicou que o ajuste global a curva né&o
foi tdo preciso, mas para a regido especifica onde 7 > 400 Pa foi calculado em R? igual
a 0,978.

T = 400 + 225, 14%2% (36)

4.1.2 Teste de malha e validagao

A vazao massica de Nivea Creme foi calculada para cada configuragéo de extrusao
(G-code) como a média dos valores obtidos experimentalmente utilizando bocais com
diferentes diametros de saida e os resultados estao apresentados na Tabela 4. O
numero apos o simbolo + é o valor numérico da incerteza expandida, estimado para
ter um nivel da confianga de 95%, conforme calculo apresentado no Apéndice C.



Tabela 4 — Relagao entre os comandos de extrusao utilizados e a vazao massica.

Comando Vazao massica [kg/s]
G1 E50 F25 (2,87 £0,15) x 10~°
G1E50F25 | (2,85+0,10)x10°¢

G1E50F0.25 | (2,85+0,43)x 1077
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A relacao entre a vazao massica e a pressao diferencial medida com mandmetro para
cada configuragao de extrusédo e bocal esta apresentada na Figura 46, acompanhada
da incerteza expandida, estimada para ter um nivel da confianca de 95%, conforme
calculo apresentado no Apéndice D. Durante os experimentos, observou-se que a
pressao indicada pelo manémetro comecou a subir antes que o fluido comecgasse a
escoar através da saida da agulha, indicando que ha uma tensdo de escoamento,
como previsto no ensaio reoldgico.

Figura 46 — Presséo diferencial (Ap) medida experimentalmente em processo de extrusao livre de
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filamentos de Nivea Creme em relagdo a vazdo massica medida.
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As linhas de tendéncia dos dados foram ajustadas em fungdes de poténcia com bons
coeficientes de determinacao (R?). Observou-se o aumento significativo tanto da cons-
tante, quanto do expoente da fungao poténcia, principalmente em relagdo a geometria
com a ponta 16G.

O numero de Reynolds generalizado (Re) foi calculado para cada valor de vazao
massica e diametro do bocal e foi encontrado um valor maximo de 1,01 para o modelo
Lei de Poténcia e 1,14 para o modelo Herschel Bulkley. Para o modelo de Lei de
Poténcia obtido por regressao nao-linear, tem-se n = 0,153 e 0 escoamento pode ser
considerado laminar para Re < 1945, conforme o critério de Ryan e Johnson (1959).
Para o modelo Herschel Bulkley, n = 0,229 e Re < 2225. Portanto, a suposigao inicial
de escoamento laminar esta correta.

Uma vez que as condi¢gdes de contorno do modelo numérico do escoamento de Nivea
Creme foram definidas como pressao nula na entrada e vazao massica na saida, o
ponto mais representativo para o calculo da incerteza numérica foi localizado proximo
a saida (ponto 3, conforme mostrado item 3.6.5.2). A incerteza numérica dos resul-
tados para pressao neste ponto foi calculada para as malhas 1 (418.944 elementos),
2 (104.832 elementos) e 3 (26.304 elementos). Em alguns casos, a ordem de con-
vergéncia (p) calculada resultou em um valor menor que 1, como mostra a Tabela 5,
sugerindo que os resultados ndo estdo em convergéncia. Entao, os valores de presséo
no ponto 3, incluindo também a malha 4 (6600 elementos), foram tragados em fungao
do numero de elementos, para verificar se havia regime de convergéncia assintética e
por que o valor de p foi diferente do esperado.

Tabela 5 — Calculo da incerteza numérica do resultado da variagao da presséo (Ap) para a geometria
com bocal 16G e vazao igual a 28,7 mg/s.

Modelo| Malha [ﬁg} £ p boxt e Cont [?,2; ?,/f]' o
3 6,80x10*
LP 2 6,47x10* | 3,30 x 10° | —0,54| 7,53x10* | 3,30x10° | 14,13% | —1,33x10* | —20,57%| —6,65x10°
1 6,95x10* | —4,78x103 5,40x10* | 4,78x10% | 28,55% | —1,93x10* | —27,76%| —9,64x103
3 6,51 x10%
HB 2 6,71x10* | —2,07x10% | 0,35 | 7,46x10* | 2,07x10% | 10,07% | 9,40 x 10> | 14,00% | 4,70 x 103
1 6,55x10% | 1,62 x 103 5,96x10% | 1,62x10% | 9,90% | 7,37 x 10® | 11,26% | 3,69 x 103

Nota: Modelo LP significa Lei de Poténcia e HB significa Herschel Bulkley. Resultados para presséo
no ponto 3 (Ap), e21 = ¢ — ¢1, ordem de convergéncia (p), valores extrapolados (¢ext), €rro relativo
aproximado (e, ), erro relativo extrapolado (eext), indice de convergéncia da malha (Grid Convergence
Index - GCI) e incerteza numérica expandida com 95% de confianca (unym).
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Todos os resultados obtidos para a geometria com bocal 25G estdo dentro da curva
de convergéncia assintética, mas para o bocal 16G foram observados valores fora da
curva de convergéncia. Comparando-se os dois modelos testados, os resultados obti-
dos utilizando o modelo Lei de Poténcia, em geral, apresentaram maior convergéncia
do que para o modelo Herschel Bulkley.

Com o modelo Lei de Poténcia, foram obtidos valores de p menor que 1 ao simular
0 escoamento com maior vazao (28,7 mg/s) utilizando os bocais 16G e 20G. Como
mostrado na Figura 47, para o bocal 16G, o resultado da malha 2 (104.832 elementos)
esta fora da curva de convergéncia, ajustada com tendéncia exponencial. Para o bocal

20G, apesar do valor de p inesperado, foi verificada a convergéncia, como mostra a
Figura 48.

Figura 47 — Teste de convergéncia de malha para Figura 48 — Teste de convergéncia de malha para
a geometria com bocal 16G e vazao igual a 28,7 a geometria com bocal 20G e vazdo igual a 28,7
mg/s utilizando o modelo Lei de Poténcia. mg/s utilizando o modelo Lei de Poténcia.
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Comportamento similar foi observado ao avaliar a convergéncia dos resultados obtidos
utilizando o modelo Herschel Bulkley, porém, com esse modelo, a ordem de conver-
géncia foi menor que 1 para todas as vazodes utilizando a seringa 16G. Como mostram
as Figuras 49 e 50, para vazdes elevadas o resultado da malha 2 esta fora da curva
de convergéncia, mas para a vazdes baixas todos os valores estavam dentro da curva
convergéncia, ainda que o valor de p fosse menor que 1.
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Figura 49 — Teste de convergéncia de malha para Figura 50 — Teste de convergéncia de malha para
a geometria com bocal 16G e vazo igual a 28,7 a geometria com bocal 16G e vaz&o igual a 0,285

mg/s utilizando o modelo Herschel Bulkley. mg/s utilizando o modelo Herschel Bulkley.
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De uma forma geral, o erro em relagéo a linha de tendéncia da convergéncia assintotica
foi menor que 5%, por isso a ordem de convergéncia (p) foi assumida igual a 1,0
quando o calculo resultou em valor inferior, conforme sugerido pela norma ASME V&V
20. Os calculos da incerteza numérica expandida para os bocais 16G e 25G estao
apresentados nas Tabelas 6 e 7. Para as demais vazdes e bocais, o procedimento foi
0 mesmo e esta apresentado no Apéndice E.

Tabela 6 — Calculo da incerteza numérica do resultado da variagdo da pressao (Ap) para a geometria
com bocal 16G e vazao igual a 28,7 mg/s para as malhas 3 (26.304 elementos), 2 (104.832
elementos) e 1 (418.944 elementos), detalhadas na metodologia.

woosd wave| %y [« e e [ [ [ ESTE ]
3 6,80 % 10*

LP 2 6,47x10% | 3,30 x 103 | 1,00 6,14x10* | 3,30x10% | 5,40% | 4,14x10% | 6,40% | 2,07x 103
1 6,95x10* | —4,78x 103 7,43%x10% | 4,78x10% | 6,46% | 6,00x10% | 8,64% | 3,00x10?
3 6,51 x10%

HB 2 6,71x10* | —2,07x10% | 1,00| 6,92x10* | 2,07x10% | 3,00% | 2,59x10% | 3,86% | 1,30x103

1] 6,55x10* | 1,62 x 10 6,39x10% | 1,62x10% | 2,55% | 2,03x10% | 3,10% | 1,02x103
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Tabela 7 — Célculo da incerteza numérica do resultado da variagéo da pressao (Ap) para a geometria
com bocal 25G e vazdo igual a 0,285 mg/s.

Modelo| Malha| o5 : P e « |ew | bl | g | wd
3 | 5.8 x10

LP 2 | 5,04x10% | —5,45%102 | 1,47| 5,97x10* | 5,45x102 | 0,52% | 3,87x10% | 0,65% | 1,93 x 102
1 ]6,00x10% | —1,50% 103 6,18x10% | 1,50x10% | 1,38% | 1,07x 103 | 1,75% | 5,34x 102
3 | 6,79x10

HB 2 | 6,83x10% | —9,06%102 | 1,00| 6,97x10* | 9,06x102 | 1,30% | 1,13x10° | 1,65% | 5,66 x 102
1| 7,06x10* | —1,81x 103 7,24x10% | 1,81x10° | 2,50% | 2,26x103 | 3,21% | 1,13x10°

Apesar dos resultados excepcionais encontrados utilizando o bocal 16G e vazao de
28,5 mg/s, a malha 2 tem resultados préximos a curva de convergéncia e incerteza de

medigdo semelhante a malha 1. Entdo, a malha 2 foi escolhida por ndo ter tomado
tanto tempo computacional, exigindo menos iteragdes para alcangar a solugéao.

Os resultados para a pressao no ponto 3 obtidos para os modelos da Lei de Poténcia e
Herschel Bulkley em todas as condi¢cdes analisadas estao apresentados na Tabela 8,
onde o numero apds o simbolo £ € a incerteza numérica expandida para um intervalo
de confianga de 95%.

Tabela 8 — Resultados numéricos da pressao segundo os modelos Lei de Poténcia e Herschel Bulkley
seguidos da incerteza numérica expandida com 95% de confianga, considerando os diferentes bocais
utilizados (16G, 20G e 25G) e vazdes massicas medidas.

Bocal Vazio Massica Pressao Ponto 3 [kPa]
[kg/s] Lei de Poténcia | Herschel Bulkley

2,87 x 107° 64,69 + 2,07 67,12+ 1,30
16G 2,85 x 1076 46,05 + 0, 02 53,43 £ 1,20
2,85 x 1077 30,34 +0,23 39,31 40,64
2,87 x 1079 87,19 +1,12 87,68 £ 1,47
20G 2,85 x 1076 60,85 + 0, 29 67,32+ 0,58
2,85 x 1077 41,23 4+ 0,08 51,36 4+ 0,41
2,87 x 107 122,56 £ 0,38 121,78 £0, 10
25G 2,85 x 1076 86,64 + 0,41 92,24 + 1,33
2,85 x 1077 59,40 + 0,19 68,79+ 0,57




92

A relacao entre a vazao massica e a pressao no ponto 3 obtidos para os modelos da Lei
de Poténcia e Herschel Bulkley em todas as condi¢gdes analisadas foram comparadas
com os resultados experimentais.

Figura 51 — Resultados numéricos e experimentais para variagao da pressao durante o processo de
extrusdo usando bocal 16G, em funcdo da vazdo massica.
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Os resultados para os modelos Lei de Poténcia e Herschel Bulkley ao utilizar o bocal
16G, mostrados na Figura 51, mostraram uma diferenga de apenas 4% para vazdes
altas, mas divergiram em cerca de 30% com a diminuicdo desse parametro. Em
relagcdo aos resultados experimentais, os modelos nhuméricos mostraram um desvio
significativo chegando a ser mais de 3 vezes maior.

Comportamento similar foi observado ao analisar os resultados das simulagdes nu-
méricas para a geometria com ponta 20G, apresentados na Figura 52. As diferencas
entre os resultados numéricos e experimentais diminuiram em relagao a discrepancia
observada anteriormente para o didmetro maior, mas ainda sao significativas.



93

Figura 52 — Resultados numéricos e experimentais para variagao da pressao durante o processo de
extrusao usando bocal 20G, em fungao da vazao massica.
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Os melhores resultados de convergéncia do modelo numérico foram obtidos ao utilizar
o bocal 25G, com menor didmetro de saida, como mostra a Figura 53. Como para
os outros bocais, diferengas irrelevantes foram observadas entre os modelos Lei de
Poténcia e Herschel Bulkley para altas vazdes e, com a diminuigdo da vazao, um
aumento dessa diferenca.

Em geral, os resultados numéricos superestimaram os valores de presséao e, ao di-
minuir o diametro do bocal, tiveram um aumento da constante da fungao poténcia
ajustada as curvas, enquanto os expoentes apresentaram uma diferenca entre si de,
no maximo, 9% para o modelo Herschel Bulkley e 4% para o modelo Lei de Poténcia.
Os expoentes encontrados tém valores proximos ao indice de poténcia usado para
o modelo de viscosidade. Por outro lado, observou-se que as curvas experimentais
tiveram fungdes de poténcia significativamente diferentes.
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Figura 53 — Resultados numéricos e experimentais para variagao da pressao durante o processo de
extrusao usando bocal 25G, em fungao da vazao massica.
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Para melhor compreensao do erro de comparagao da validagao (E), os resultados do
erro relativo ao resultado experimental (%) foram organizados no grafico mostrado
na Figura 54. O modelo de viscosidade Lei de Poténcia apresentou menor erro que o
modelo Herschel Bulkley para todas as condigdes analisadas. Por outro lado, as linhas
de tendéncia indicam que, para vazdes maiores que as utilizadas neste trabalho, o
modelo Herschel Bulkley apresentara erros menores.

Para o bocal 16G, os resultados numéricos apresentam erros expressivos e nao permi-
tem a validacdo dos modelos e, para o bocal 20G, apesar de esses erros diminuirem,
eles também sao significativos. A melhor condi¢ao foi encontrada para a simulagao do
escoamento utilizando bocal 25G a uma vazao igual a 28,5 mg/s, que teve erro relativo
de validacao de apenas 6%
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Figura 54 — Erro de validagao relativo ao resultado experimental para os modelos viscosos e bocais

utilizados.
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Erros de simulagbes numéricas podem ser oriundos das hipoteses e simplificacdes
adotadas para o modelo, da solugdao numérica e/ou aos parametros de entrada da
simulagdo. O modelo foi, entdo, analisado com mais detalhes buscando possiveis
singularidades ou erros que justificassem os erros de validagdo encontrados.

Como detalhado anteriormente, para gerar uma malha estruturada quadrilateral homo-
génea e obter uma solucao estavel, substituiu-se a o recuo entre a agulha e a seringa
por uma borda de 45° e os vértices entre a seringa, a borda e a agulha arredondados. A
funcao de interpolagéo upwind para o termo convectivo pode suavizar grandes gradien-
tes que podem provocar difusdo numérica. Entretanto, mesmo com esses ajustes, as
regides de arredondamento da seringa e, principalmente, de transi¢ao entre a seringa
e a agulha mostraram-se criticas ao se analisar a tensao de cisalhamento em fungao
da posigao ao longo da parede do dominio, principalmente para a geometria do bocal
16G e vazao igual a 28 mg/s, como mostra a Figura 55.
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Figura 55 — Resultados numéricos para a distribuicdo da tenséo de cisalhamento ao longo da parede
da geometria com bocal 16G, considerando a malha mais refinada e mais grosseira utilizadas.
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Nota-se nesse caso que o refinamento da malha ajudou a amenizar a singularidade na
regido de transi¢ao seringa-agulha, que se trata de uma regido de variagao repentina
da presséo causada pelo aumento do diametro entre a seringa e a agulha de preciséo.

Ao analisar os resultados para a geometria com bocal 25G com a mesma vazao,
apresentados na Figura 56, observa-se que esse pico de tensao de cisalhamento nao
parece afetar a regido critica e se torna irrelevante em relagdo ao ponto de tensao
maxima, na extremidade da agulha. Além disso, a convergéncia foi verificada nos
testes de malha e diferentes vazdes foram testadas como dado de entrada. Portanto,
os resultados sugerem que o modelo constitutivo escolhido para caracterizar o com-
portamento do Nivea Creme n&o foi inadequado e, por isso, ndo foi possivel validar
experimentalmente o modelo numérico proposto.



97

Figura 56 — Resultados numéricos para a distribuicdo da tens&o de cisalhamento ao longo da parede
da geometria com bocal 25G, considerando a malha mais refinada e mais grosseira utilizadas.
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Resultados semelhantes foram relatados por Emmermacher et al. (2020) ao analisa-
rem numeérica e experimentalmente uma biotinta composta por alginato, metilcelulose
e agarose. Os autores sugeriram que os efeitos elasticos séo significativos no caso
desse fluido e porisso os modelos puramente viscosos adotados ndo foram capazes de
relacionar corretamente os parametros do escoamento, pressao e vazao, analisados
na validagao experimental.

Materiais viscoelasticos exibem simultaneamente caracteristicas tanto de fluidos vis-
cosos quanto de solidos elasticos e, quando submetidos a tensao, exibem uma defor-
macao viscosa, que permanece apos a retirada da tenséo, e uma deformacao elastica,
ou seja, uma recuperagdo parcial a sua posigao inicial (Nascimento, 2007; Chha-
bra; Richardson, 2008). Esse comportamento foi observado durante as medicdes
de pressao de Nivea Creme, principalmente para os testes sob vazdes mais altas,
como mostrado na Figura 57, quando parte do creme retornou para seringa apos a
passagem do émbolo pela tomada de pressédo e consequente retirada da tensao no
ponto de medicéo.



98

Figura 57 — Conteudo de Nivea Creme na tomada de pressao retornando para a seringa, apos a
retirada da tenséo pela passagem do émbolo.

A natureza viscoelastica do Nivea Creme poderia, entdo, explicar a divergéncia entre
as medigdes realizadas pelo manémetro e os valores previstos na simulagdo numérica,
visto que antes de manifestar um aumento de pressao detectavel pelo instrumento, o
material absorve parte da energia como deformacgdes elasticas. Além disso, fenbme-
nos de fluéncia e relaxagao sdo observados em fluidos viscoelasticos, que tém como
caracteristica essencial a variavel tempo. Nesse sentido, ao analisar o escoamento
do Nivea Creme para diferentes vazdes, o erro de validagao varia consideravelmente,
indicando relagdo com o tempo de atuagao da forga feita pelo émbolo.

O Nivea Creme pode ser um considerado um material viscoelastico que exibe propri-
edades de pseudoplasticidade. Para melhor caracterizagdo desse material, além dos
ensaios reoldgicos aplicados neste trabalho, os ensaios oscilatorios s&do necessarios
para a determinagao das propriedades viscoelasticas, como os ensaios de fluéncia,
de varredura oscilatoria de amplitude de tensbes, para a determinagao da faixa de
viscoelasticidade linear, e de varredura de frequéncia, para medir os modulos de ar-
mazenamento e perda.
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4.1.3 Comparagao com a literatura

Modelos puramente viscosos ja foram adotados anteriormente na literatura para des-
crever o comportamento reologico do Nivea Creme, conforme ja discutido na subsegéo
Modelos Constitutivos. O modelo Lei de Poténcia proposto por Paxton et al. (2017)
e o modelo Herschel Bulkley encontrado por Tu et al. (2022) foram testados nas
simulagdes numéricas para as condigbes de vazdo e geometria analisadas. Como
mostrado na Figura 58, as pressdes obtidas para o bocal 25G divergiram ainda mais
dos dados experimentais nos dois modelos. Resultados ainda mais discrepantes foram
encontrados para os bocais 16G e 20G.

Figura 58 — Diferenga de pressao em fungao da vazdo massica do escoamento de Nivea Creme
considerando os modelos propostos na literatura.

102 .
©
o
X
o
AT
()]
(2]
g
(a1

101 1 N

| 5 25G - Modelo TU (2022)
/,f’ —— 25G - Experimental
*” === 25G - Modelo PAXTON (2017)
100 101!

Vazdo mdéssica [mg/s]

Em todos as condi¢des, o modelo proposto por Paxton et al. (2017) subestimou os
resultados para presséo, enquanto o modelo de Tu et al. (2022) superestimou, assim
como os modelos propostos neste trabalho. Com base em uma série de simplificagcdes
e aplicando a Lei da Poténcia combinada com a Lei Hagen-Poiseuille, Paxton et al.
(2017) utilizaram um método analitico para calcular a velocidade de extruséo e as ten-
sdes de cisalhamento geradas pelo escoamento. Os autores apontaram que os testes
de validagao sugeriram que o modelo superestimou a velocidade de extrusao. Porém,
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os dados de velocidade experimental foram baseados na velocidade de deslocamento
da mesa e nao no controle ou medigao direta da velocidade de extrusao, que pode ser
influenciada por diversos parametros de configuragao dos softwares de impresséao 3D.

Tu et al. (2022) propuseram o uso do modelo Herschel-Bulkley para descrever o
comportamento do Nivea Creme em uma modelagem do filamento extrudado de forma
livre, baseada em método de simulagdo computacional. Os autores afirmaram que o
modelo de volume de fluido (VOF) que propuseram para o creme foi validado experi-
mentalmente com erro maximo de 10% quanto a preciséo da forma e do didmetro dos
perfis extrudados, porém os autores nao analisaram a dindmica do escoamento dentro
dos bocais, ndo sendo possivel comparar com as simulagdées numéricas realizadas
neste trabalho.

A validagédo da simulagdo numérica utilizando Nivea Creme nao foi possivel com os
modelos puramente viscosos propostos neste trabalho ou antes pela literatura. Con-
tudo, em vistas de utilizar o modelo de simulagdo computacional desenvolvido para
analisar o escoamento de tintas de biomateriais, a sua verificagao foi realizada por meio
da comparag&o com resultados da literatura ja validados experimentalmente. Optou-
se por simular o escoamento da tinta de metilcelulose dissolvida em agua testada
por Emmermacher et al. (2020), uma vez que esses autores apresentam de forma
detalhada os dados e a metodologia adotada para a simulagdo numeérica, bem como
os resultados obtidos em validagc&do experimental, permitindo a comparagao como mos-
trado na Tabela 9 para as malhas 1 e 2.

Tabela 9 — Comparacéao dos resultados obtidos com o modelo numérico utilizado neste trabalho,
considerando o fluido testado experimentalmente por Emmermacher et al. (2020).

. Malha 2 Malha 1
Bocal | Pressao [kPa]
Pressao [kPa] | Erro | Pressao [kPa] | Erro
20G 40 35,44 12,9% 35,76 11,8%
22G 40 39,59 1,0% 39,92 0,2%
25G 40 37,75 6,0% 38,11 5,0%

Em geral, o modelo desenvolvido neste trabalho apresentou boa convergéncia com os
dados disponibilizados por Emmermacher et al. (2020), com erros inferiores a 10%
para as geometrias com bocais 22G e 25G. Nos testes de validagcao experimental
e simulagbes numéricas, Emmermacher et al. (2020) utilizaram um bocal extrusor
composto por uma seringa de 10 ml e diferentes agulhas cénicas da marca Globaco
GmbH. O didmetro de saida 22G (410 ym) e 25G (250 ym) dos bocais utilizados no
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presente trabalho sdo idénticos aos empregados por esses autores, mas o bocal 20G
esta associado a um diametro de saida igual a 580 um, enquanto eles usaram um
bocal com 610 um, o que poderia explicar o erro ligeiramente superior encontrado
nesse caso.

4.1.4 Resultados para a biotinta CELLINK

Trés vazdes volumétricas foram escolhidas dentro da faixa de valores relatada na
literatura para analisar a influéncia desse parametro nas tensdes geradas durante o es-
coamento. Como mostrado na Tabela 10, o escoamento da tinta comercial CELLINK®
Bioink simulado numericamente através de diferentes bocais com ponta conica gerou
tensdes de cisalhamento menores que 400 Pa para todas as condi¢gbes analisadas.
Dessa confirmou-se que a CELLINK® Bioink é adequada para o procedimento com
células.

Tabela 10 — Resultados numéricos da variagao da pressao e da tensao de cisalhamento maxima para
cada pressao e vazao testada com CELLINK® Bioink.

Bocal | Vazao [pl/min] | AP [kPa] | 7,... [Pa]
1 4,24 114,52
20G 50 9,61 222,42
100 10,87 250,15
1 5,17 138,91
22G 50 11,31 267,85
100 12,78 301,27
1 6,43 175,14
25G 50 14,05 340,43
100 15,88 382,93

A tensdo de cisalhamento gerada durante o escoamento da CELLINK® Bioink apre-
sentou um aumento constante de 20% com a diminuigao o didmetro de saida do bocal
de 580 ym para 410 um, e um aumento de 27% ao reduzir o didametro de 410 um para
250 uym. A variagao da pressao de extrusdo seguiu a mesma relagao.

O valor maximo de tensao foi encontrado apenas na extremidade da agulha para todos
as condigdes analisadas com CELLINK® Bioink, conforme ilustra a Figura 59 para o
bocal 22G e vazao 50 pl/min. Esse resultado esta em concordancia com outros tra-
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balhos de anélise do escoamento de biotintas utilizando fluidodindmica computacional
(Liu et al., 2017a; Emmermacher et al., 2020).

Figura 59 — Distribui¢cdo da tens&o de cisalhamento ao longo da parede para o modelo formado por
uma seringa de 3cc e um bocal de 22G a uma vazao de 50 pl/min de CELLINK® Bioink.
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Observou-se que o perfil de escoamento na saida da agulha apresenta velocidade
quase constante ao longo de grande parte do raio, diminuindo rapidamente somente ao
se aproximar da parede, como mostrado na Figura 60 para o bocal 22G. Dessa forma,
valores muito elevados de taxa de cisalhamento ocorrem em uma area pequena, muito
perto da parede da agulha, e a maior parte das células contidas na biotinta ndo enfren-
tariam tensbdes de cisalhamento durante o processo de extrusdo. Joas et al. (2018)
e Emmermacher et al. (2020) relataram anteriormente que a pseudoplasticidade das
formulagdes de biotintas tem um impacto direto no perfil da taxa de cisalhamento no
bocal de impressao 3D e descreveram esse escoamento como tipo plug.
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Figura 60 — Perfil de velocidade do escoamento de CELLINK® Bioink através do bocal 22G sob vazao
de 50 e 100 pl/min.
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Os valores de tensdo maxima encontrados para a CELLINK® Bioink neste trabalho
divergem daqueles encontrados por Gémez-Blanco et al. (2020). Para simulagdes
com a geometria do bocal 25G a temperatura de 25°C, vazao de 1,35 mm?/s (81 pl/min)
e variagao de pressao de 13,3 kPa, esses autores encontraram tensao de cisalhamento
maxima igual a 202 Pa, ao menos 70% menor. Para os bocais 20G e 22G, os autores
relataram vazdes elevadas demais para a comparacao.

Neste trabalho, a solugdo numérica foi baseada no método dos volumes finitos e
priorizou-se malhas estruturadas com elementos quadrilateros na diregdo do escoa-
mento para evitar erros de difusdo numérica, enquanto Gémez-Blanco et al. (2020) uti-
lizaram elementos triangulares em software baseado no método dos elementos finitos.
Além disso, as simulagdes numeéricas desenvolvidas por esses autores envolveram
apenas a agulha do bocal de impressé&o e n&ao o cartucho completo, contendo a seringa.
Em consonancia com os resultados encontrados por Emmermacher et al. (2020) na
regiao de reducdo do didametro da seringa, ja ha uma queda de pressao de quase
20%da pressao total, como mostra a Figura 61 para o bocal 25G e vazao de 50 ul/min.
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Figura 61 — Resultados numéricos da queda de pressao ao longo do eixo para o modelo formado por
seringa de 3 ml e bocal 25G a uma vazao de 50 pl/min.
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Nesse sentido, para uma variagao de pressao de 6 kPa, Mdlller et al. (2017) encontra-
ram tensdes de cisalhamento iguais a 151,88 Pa e 150,09 Pa com os bocais cbnicos
22G e 25G, respectivamente, sendo apenas 17% menor. Apesar de esses autores
terem utilizado elementos triangulares em software baseado no método dos elementos
finitos, todo o conjunto seringa-agulha foi considerado na criagdo do modelo, refor-
¢ando a importancia de uma geometria mais realista.

4.2 Bioimpressao 3D

4.2.1 Printabilidade

Apods os testes de extrusdo com Nivea Creme, foram feitos testes de impressao ana-
lisando o movimento no plano XY e a printabilidade da CELLINK® Bioink carregada
de células. O protétipo de bioimpressora desenvolvido em parceria com a empresa
3DLopes® nomeada 3D BioTower Pro, tem resolugao de 0,30 mm para todos os eixos
de movimentagdo. A printabilidade foi avaliada em relagdo a taxa de espalhamento
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do material. Taxas de espalhamento mais baixas séo desejaveis para permitir a bioim-
pressao de estruturas com alta precisao.

Além de comparar a printabilidade da biotinta com um material de referéncia, como Ni-
vea Creme, foi analisada a influéncia dos parametros de impresséo, vazao e diametro
do bocal, como mostra a Figura 62. Para as configuragcées de impressao utilizando
bocal 22G e velocidade de impressao de 5 mm/s, foi calculada uma vazao volumétrica
de aproximadamente 40 uL/min, enquanto para 15 mm/s foi encontrada vazao de cerca
de 80 pL/min. Para o bocal 25G com velocidade de 10 mm/s, calculou-se uma vazao
de 25 pyL/min.

Figura 62 — Comparagao da capacidade de impressdo em padrées gerados para diferentes medidores
de ponta e vazdes volumétricas usando a) Bioink CELLINK™ carregado com mioblastos de
camundongo e b) Nivea Creme.
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Em comparacao com Nivea Creme, a biotinta CELLINK formou filamentos mais irregu-
lares, apresentando maior dispersédo das medidas, e apresentou regides com excesso
de deposicao, que impossibilitaram a medi¢gao da espessura daqueles filamentos.

Excesso de material nas regides inicial e final da camada impressa foi encontrado e
atribuido ao curto intervalo de tempo que o bocal fica parado nesses pontos e o fluido
nao haver sido adequadamente tracionado de volta. Para lidar com esse problema, foi
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configurado um movimento de retragédo ao final do processo, visando minimizar esse
excesso produto. No entanto, ao iniciar a impressao, a retracdo nao foi viavel, por
comprometer a formagao inicial da estrutura, sendo necessario garantir a presencga de
tinta na saida da agulha antes do inicio do processo para evitar falhas na deposigéo
inicial.

Figura 63 — Taxa de espalhamento pds-impresséo (didmetro do filamento/espessura de extruséo),

(ANOVA, p < 0,05, Média = DP). Em azul esta representada a biotinta CELLINK carregada de células,
enquanto Nivea Creme esta em laranja.
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Conforme mostra a Figura 63, a taxa de espalhamento da CELLINK® Bioink carregada
de células foi maior que de Nivea Creme para todas as condigdes analisadas, com
diferengas significativas nas médias conforme ANOVA de duas vias. As analises post-
hoc de Tukey indicam que a mudanga de didmetro de saida do bocal proporcionou
diferengas significativas na taxa de espalhamento para a biotinta, enquanto o aumento
da vazao para um mesmo bocal ndo gerou aumento significativo. Por outro lado, para o
Nivea Creme 0 aumento da vazao de 40 para 80 uL/min provocou aumento significativo
da taxa de espalhamento.

Além dos paréametros analisados, observou-se durante os experimentos que o ajuste
da distancia do bocal a mesa no pré-processamento também interfere na taxa de
espalhamento e deve ser sempre calibrado cuidadosamente ao trocar os bocais.
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Figura 64 — Filamentos formados por uma Figura 65 — Filamentos formados por duas
camada impressa de CELLINK® Bioink carregada camadas impressas de CELLINK® Bioink
de células ndo mantém forma estavel em meio de carregada de células mantém forma estavel em

cultura. meio de cultura.

Buscando analisar a manuten¢ao da printabilidade da biotinta, as laminulas com a
camada bioimpressa foram submersas em meio de cultura. Entretanto, os filamentos
se desmancharam dentro da solugao, impossibilitando a analise da taxa de espalha-
mento ou viabilidade celular, como mostra a Figura 64. Para que a estrutura mantenha
uma rigidez minima é necessario ao menos duas camadas e a atuacdo de agente
reticulante, como mostra a Figura 65.

4.2.2 Viabilidade celular

A capacidade de imprimir células vivas preservando a viabilidade e estrutura celular
€ uma caracteristica crucial na avaliacdo de qualquer plataforma ou sistema de bi-
oimpressao 3D. Nesse sentido, para demonstrar a funcionalidade e validar o prototipo
desenvolvido em parceria com a empresa 3DLopes® a bioimpressao de construcdes
de CELLINK® Bioink carregada de células musculares de camundongos da linhagem
C2C12 foi avaliada em ensaios de viabilidade apds o procedimento.

No grupo controle 2D, onde as células foram cultivadas em placas de vidro, as célu-
las C2C12 utilizadas no presente trabalho apresentaram as propriedades de adesao
caracteristicas, alongadas e com morfologia fusiforme que permite a fusao de células,
como mostra a Figura 66. Observou-se a presenca de algumas células mortas, marca-
das em vermelho, mas a quantidade de células vivas, em verde, foi bastante superior
e a cultura estava adequada para o processo de bioimpressao 3D.
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Figura 66 — Viabilidade de células C2C12 no grupo controle 2D, onde as células foram cultivadas em
placas de vidro e apresentam propriedades aderentes e morfologia fusiforme.

No grupo controle 3D nao-impresso, mas com as células ja misturadas a CELLINK®
Bioink, observou-se uma diminuicdo da densidade celular devido a diluigdo da cultura
inicial em 3 mL de biotinta. Conforme indicado em verde na Figura 67, verificou-se que
a maioria das células se mantiveram vivas. Portanto, o processo de encapsulamento
nao comprometeu a viabilidade celular.

Figura 67 — Viabilidade de células C2C12 no grupo controle 3D, onde as células ja estavam
encapsuladas e diluidas na biotinta.
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Pelo modelo de simulagdo numérica, os parametros de impressao adotados geraram
baixas tensdes de cisalhamento e ndo causaram danos significativos as células. E,
conforme indicado em verde nas Figuras 68 e 69, observou-se através da fluorescéncia
que a maioria das células nas constru¢cdes 3D estavam vivas imediatamente apés
a bioimpressdo. Sendo assim, € notavel que a bioimpressora ndo comprometeu a
viabilidade do processo em nenhuma etapa.

Figura 68 — Viabilidade de células C2C12 no Figura 69 — Viabilidade de células C2C12 no
grupo impresso 2h apds bioimpressao. grupo impresso 2h apés bioimpressao.

Apesar da manutencio da viabilidade, observou-se que os processos de encapsula-
mento das células na biotinta e extrusdo afetaram a morfologia celular. Ao analisar as
imagens de fluorescéncia das estruturas encapsuladas e bioimpressas 3 dias apos a
impressédo, como mostram as Figuras 70 e 71 respectivamente, a maioria das células
C2C12 ainda nao havia se espalhado e manteve formato esférico, indicando que nao
aderiu ao meio proporcionado pela biotinta.

Figura 70 — Viabilidade de células C2C12 no Figura 71 — Viabilidade de células C2C12 no
grupo encapsulado, 3 dias apés bioimpresséao. grupo impresso, 3 dias apds bioimpressao.
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No entanto, 6 dias apds o processo de bioimpressao, ainda que a maioria ainda esti-
vesse em formato esférico, algumas células na estrutura impressa comegaram a an-
corar e se espalhar, apresentando morfologia prolongada e fusiforme similar a cultura
2D, como mostra a Figura 72. Destaca-se na Figura 73 que esse comportamento foi
encontrado nitidamente dentro da biotinta impressa, cuja estrutura se manteve estavel.

Figura 72 — Viabilidade de células C2C12 no Figura 73 — Viabilidade de células C2C12 no
grupo impresso 6 dias apds bioimpressao. grupo impresso 6 dias apos bioimpressao.

No dia 14, além de serem observadas mais células C2C12 com morfologia fusiforme,
elas comegaram a formas aglomerados e houve um consideravel aumento da densi-
dade celular, como mostram as Figuras 74 e 75, indicando proliferagao celular.

Figura 74 — Viabilidade de células C2C12 no Figura 75 — Viabilidade de células C2C12 no
grupo impresso, 14 dias apds bioimpressao. grupo impresso, 14 dias apds bioimpressao.

Em algumas regides da estrutura impressa, foi possivel observar a formagao de imen-
sos aglomerados celulares, como mostram as Figuras 76 e 77, sugerindo expressivo
aumento das conexdes célula-célula em 3D apds 14 dias da bioimpressao.
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Figura 76 — Aglomeracgao celular formada no dia  Figura 77 — Aglomeracgao celular formada no dia
14 apds a bioimpressao. 14 apods a bioimpressao.

Analisando a morfologia celular 14 dias apds o processo de bioimpressao, foi confir-
mada proliferacao celular significativa, e figuras de mitose foram evidentes em varios
campos, como mostrado nas Figuras 78 e 79. Além disso, os mioblastos C2C12 exi-
biram uma morfologia alinhada em uma dire¢ao uniforme nas amostras bioimpressas.
Este resultado é consistente com o comportamento das células musculares esqueléti-
cas, uma vez que o alinhamento é essencial para o processo de miogénese.

Figura 78 — Células de morfologia C2C12 14 apds Figura 79 — Células de morfologia C2C12 14 apos
bioimpress&o exibiram alinhamento e mitose. As  bioimpressao exibiram alinhamento e mitose. As
setas brancas indicam figuras de mitose. setas brancas indicam figuras de mitose.

Portanto, em concordancia com as descobertas de Boularaoui et al. (2020), que tam-
bém avaliaram o efeito da bioimpressao na viabilidade de células musculares da linha-
gem C2C12 encapsuladas em CELLINK® Bioink, constatou-se que essa formulagao
suporta a adesao e disseminagao de células C2C12 a longo prazo. Além disso, a
bioimpressora 3D desenvolvida em parceria com a empresa 3DLopes® mostrou-se
adequada para o0 uso em pesquisas na area de biofabricacao.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, uma impressora 3D de filamento fundido foi adaptada e transformada
em uma bioimpressora 3D com sucesso. As pecas da unidade extrusora e do suporte
da seringa no eixo movel foram todas produzidas a partir da prépria impressora 3D
convencional. Por meio dessa abordagem, essa tecnologia se torna mais acessivel
aos grupos de pesquisa, uma vez que o custo de customizagao € significativamente
menor que de uma bioimpressora 3D disponivel comercialmente.

Os testes experimentais confirmaram a viabilidade do processo utilizando a bioim-
pressora desenvolvida e forneceram importantes informagbes quanto a morfologia e
proliferacéo de células musculares C2C12 em biotintas compostas por nanocelulose e
alginato. Apds o encapsulamento, as células ficaram como em suspensao, em formato
esférico, mas a partir do 6° dia apds o processo de bioimpressdo algumas células
comegaram a apresentar prolongamentos e morfologia fusiforme, consistente com o
comportamento das células musculares esqueléticas. No 14° dia, grandes aglomera-
dos celulares foram encontrados nas estruturas bioimpressas com CELLINK® Bioink
e, ao analisar a morfologia das células C2C12 pela marcagdo com actina, confirmou-se
uma proliferagao significativa.

As simulagbes numéricas computacionais do escoamento da biotinta desempenha-
ram um importante papel na etapa de pré-processamento, confirmando que a biotinta
CELLINK® ¢é adequada para o procedimento com células utilizando uma ampla faixa
de vazbes e agulhas com diferentes didmetros de saida. A validagao experimental
das simulagcdes numéricas utilizando Nivea Creme nao foi possivel com os modelos
puramente viscosos propostos neste trabalho ou encontrados na literatura. Caracteris-
ticas de materiais viscoelasticos foram observadas para esse creme e podem explicar
0s erros numericos encontrados no teste de validacdo. Portanto, para além dos en-
saios reoldgicos aplicados neste trabalho, ensaios oscilatérios seriam necessarios para
melhor caracterizagdo do Nivea Creme. Além disso, as simulagdes computacionais
devem ser conduzidas em softwares mais adequados para analise do escoamento de
materiais com comportamento tdo complexo, como o software Ansys Polyflow, que
possui modelos para materiais viscoelasticos implementados.
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APENDICE A - G-code para Bioimpressao 3D

O G-code apresentado abaixo foi gerado no software PrusaSlicer para bioimpressao
3D de uma geometria cilindrica com padréo retilinio formado por duas camadas de
CELLINK® Bioink contendo células C2C12.

; external perimeters extrusion width = 0.45mm
; perimeters extrusion width = 0.45mm

; infill extrusion width = 0.45mm
; solid infill extrusion width = 0.45mm
; top infill extrusion width = 0.45mm

; first layer extrusion width = 0.45mm

: TYPE : Custom

M900 kO

G90 ; absolute positioning

M104 S25 ; set extruder temp

M140 S25 ; set bed temp

G28 ; home all axes

G29 ; start the automatic bed sequence (calibration)
M190 S25 ; wait for bed temp

M109 S25 ; wait for extruder temp

G1 X1.0 Y12.0 F3000.0 ; go outsite print area
G1 Z0.0 F200 ; set current position to Z =0
G92 Z20.3 ; offset

G92 E0.0 ;

G1 X30.0 E0O.1 F100 ; intro line

G92 EO.0 ;

G21 ; set units to millimeters

G90 ; use absolute coordinates

M82 ; use absolute distances for extrusion
G92 EO

; Filament gcode
M107

;LAYER CHANGE
:Z2:0.4



;HEIGHT:0.4

G1 E-.1 F2400
G92 EO

G1 Z1 F3600

G1 X40.124 Y47.396

G1

Z.4

G1 E.11 F2400

:TYPE: Internal
:WIDTH:0.45

G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1

F300
X42.
X42.
X43.

infill

147 Y49.419 E.11577
529 Y49.648 E.11667
029 Y49.881 E.11778

X43.46 Y50.034 E.1187

X43.996
X44.542
X44.802
X39.747
X39.736
X39.756
X39.833
S OROIIE
X46.426
X47.057
X47.532
X47.697
X40.487
X40.636
X40.923
X41.278
X48.722
X49.092
X49.363
X49.513
X42.304
X42.528
X43.029
X43.574
X50.062

Y50.167
Y50.244
Wil 28
Y45.2 E.
Y44.999
Y44.542
Y43.996
Y43.574
Y50.062
Y49.845
Y49.615
Y49.515
Y42.305
Y42.056
Y41
Y41.278
Y48.722
Y48.312
Y47.944
Y47.695
Y40.486
Y40.352
Y40.119
Y39.938
Y46.426

E.11981
E.12092
E.12144
13586
13627
13719
.1383
.13918
.15768
.15903
.16009
.16048
.18104
.18163

mmmmimimimimMmiMmim

.67 E.1826

E.18367
E.2049

E.20601
E.20693
E.20752
E.22808
E.22861
E.22972
E.23088
E.24938



G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1

X50.167
X50.244
X50.264
X50.254
X45.199

Y46.004 E.25026
Y45.458 E.25137
Y45.001 E.25229
Y44.8 E.2527

Y39.746 E.26712

X45.55 Y39.765 E.26783

X46.095
X46.538
X47.058

Y39.851 E.26894
Y39.966 E.26986
Y40.155 E.27098

X47.47 Y40.352 E.2719

X47.853
X49.874

Y40.581 E.2728
Y42.602 E.27856

;LAYER CHANGE
:Z:0.7

;HEIGHT:0.3

G1 E.17856 F2400
G92 EO
Z1.4 F3600

G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1

X42.624
Z.7

Y40.104

E.11 F2400

F300
X40.554
X40.386

Y42.174 E.11469
Y42.443 E. 1152

X40.17 Y42.881 E.11598

X39.984

Y43.37 E.11682

X39.84 Y43.904 E. 11771

X39.761
X39.732
X44.811
X45.064
X45.551
X46.097
X46.434
X39.929
X40.109
X40.343
X40.477

Y44.385 E.11849
Y44.814 E.11918
Y39.735 E.13068
Y39.726 E.13109
Y39.754 E.13187
Y39.841 E.13276
NS ORI IR R A
Y46.435 E.14805
Y46.975 E.14896
Y47.477 E.14985
Y47.705 E.15027
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G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1

G92

X47.704
X47.949
X48.391
X48.727
X41.273

Y40.478
Y40.627
Y40.959
Y41.273
Y48.727

E.16664
E.1671

E.16799
E.16873
E.18561

X41.61 Y49.041 E.18635

X42.051
X42.295
X49.523
X49.657
X49.891
X50.071
X43.564
X43.903
X44.385
X44.908
X45.189
X50.267
X50.235

Y49.374
Y49.523
Y42.295
Y42.523
Y43.025
Y43.565
Y50.072
Y50.159
Y50.239
Y50.274
Y50.264
Y45.186
Y45.644

E.18724
E.1877

E.20407
E.20449
E.20538
E.20629
E.22103
E.22159
E.22237
E.22321
E.22366
E.23516
=236

X50.16 Y46.097 E.23664
X50.045 Y46.541 E.23737
X49.855 Y47.062 E.23826
X49.658 YA47.475 E.23899
X49.45 Y47.821 E.23964
X47.376 Y49.896 E.24434
G1 E.14434 F2400

EO

G1 Z1.7 F3600
M107
:TYPE: Custom

Filament-specific end gcode

;END gcode for filament
M104 SO ;
M140 SO ;

G91

G1
G90
M84

turn off extruder temperature
turn off bed temperature

; relative positioning
G1 X0 Y150 F3600 ;

Z+5.0 F60

move to the back
; move Z up a bit and retract filament even more

; absolute positioning
; steppers motors off
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filament used [mMm] = 0.42
filament used [cm3] = 0.03
filament used [g] = 0.03

total filament used [g] = 0.03
total filament cost = 0.00

estimated printing time (normal mode) 55s
estimated printing time (silent mode) 55s
estimated first layer printing time (normal mode)
estimated first layer printing time (silent mode)

prusaslicer_config = begin
autoemit_temperature_commands = 1
avoid_crossing _curled _overhangs = 0
avoid_crossing_perimeters = 0
avoid_crossing_perimeters_max_detour = 0
bed_custom_model =

bed custom_texture =

bed_shape = 0x0,150x0,150x200,0x200
bed temperature = 25

before layer _gcode =
between_objects_gcode =
bottom fill _pattern = monotonic
bottom_solid _layers = 0
bottom_solid_min_thickness = 0
bridge_acceleration = 0
bridge_angle = 0

bridge fan_speed = 100

bridge flow_ratio = 1

bridge_speed = 5

brim_separation = 0

brim_type = outer_only

brim_width = 0

color_change _gcode = M600
complete_objects = 0

cooling = 0

cooling_tube_length = 5
cooling_tube_retraction = 91.5
default _acceleration = 0
default_filament_profile =

35s
35s

124



125

default_print_profile =

deretract _speed =0

disable_fan_first_layers = 3

dont_support_bridges = 1

draft _shield = disabled

duplicate_distance = 6

elefant_foot _compensation 0

enable_dynamic_fan_speeds 0

enable_dynamic_overhang_speeds = 0

end_filament _gcode = ”; Filament-specific end gcode \n;END
gcode for filament\n”

end_gcode = M104 SO ; turn off extruder temperature\nM140 SO
; turn off bed temperature\nG91 ; relative positioning\nG1
X0 Y150 F3600 ; move to the back\nG1 Z+5.0 F[travel _speed] ;
move Z up a bit and retract filament even more\nG90 ;

absolute positioning\nM84 ; steppers motors off\n
external _perimeter_acceleration = 0

external _perimeter_extrusion_width = 0.45

external _perimeter_speed = 3
external_perimeters_first = 0

extra_loading_move = -2

extra_perimeters = 1

extra_perimeters_on_overhangs = 0
extruder_clearance_height = 20
extruder_clearance_radius = 20

extruder_colour = *”
extruder_offset
extrusion_axis = E

0x0

extrusion_multiplier = 1
extrusion_width = 0.45

fan_always on = 0
fan_below_layer_time = 60
filament_colour = #29B2B2

filament _cooling_final _speed = 3.4
filament_cooling_initial_speed = 2.2
filament_cooling_moves = 4

filament _cost = 0

filament_density = 0.9722
filament_diameter = 9.59



; gcode_comments

filament_load _time = 0

filament_loading _speed = 28
filament_loading_speed_start = 3
filament_max_volumetric_speed = 10
filament_minimal_purge_on_wipe_tower = 15

”n

filament notes =

filament_ramming_ parameters = "120 100 6.6 6.8 7.2 7.6 7.9
8.2 8.7 9.4 9.9 10.0| 0.05 6.6 0.45 6.8 0.95 7.8 1.45 8.3
1.95 9.7 2.45 10 2.95 7.6 3.45 7.6 3.95 7.6 4.45 7.6 4.95

7.67

filament_settings_id = 3DBioTowerPro
filament_soluble = 0
filament_spool_weight = 0
filament_toolchange _delay = 0
filament _type = SCAFF
filament_unload_time = 0

filament _unloading_speed = 90
filament_unloading_speed_start = 100
filament_vendor = (Unknown)
fill_angle = 45

fill_density = 30%

fill _pattern = rectilinear
first_layer_acceleration =0

first layer_acceleration_over_raft = 0

first layer_bed temperature = 25
first_layer_extrusion_width = 0.45
first layer_height = 0.4

first _layer_speed = 100%
first_layer_speed_over_raft = 30

first _layer_temperature = 25
full_fan_speed _layer = 0
fuzzy_skin = none
fuzzy_skin_point_dist = 0.8
fuzzy skin_thickness = 0.3
gap_fill _enabled =1
gap_fill_speed 5

0
gcode_flavor = marlin2

gcode_label_objects = 0
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gcode_resolution = 0.0125
gcode_substitutions =
high_current_on_filament_swap = 0
host type = prusalink

infill _acceleration = 0
infill _anchor = 600%
infill_anchor_max = 50

infill _every layers = 1

infill _extruder = 1
infill_extrusion_width = 0.45
infill _first =0

infill _overlap =0
infill_speed =5

interface_shells = 0
ironing = 0
ironing_flowrate = 15%

ironing_spacing = 0.1

ironing_speed = 15

ironing_type = top

layer_gcode =

layer_height = 0.3

machine_limits_usage = time_estimate_only
machine_max_acceleration_e = 10000,5000
machine_max_acceleration_extruding = 1500,1250
machine_max_acceleration_retracting = 1500,1250

machine_max_acceleration_travel = 1500,1250
machine_max_acceleration_x = 9000,1000
machine_max_acceleration_y = 9000,1000
machine_max_acceleration_z = 500,200

machine_max_feedrate_e = 120,120

machine_max_feedrate_x = 500,200
machine_max_feedrate_y = 500,200
machine_max_feedrate_z = 12,12
machine_max_jerk_e = 2.5,2.5
machine_max_jerk_x = 10,10
machine_max_jerk_y = 10,10
machine_max_jerk_ z = 0.2,0.4

machine_min_extruding_rate = 0,0
machine_min_travel _rate = 0,0
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max_fan_speed = 100

max_layer_height = 0.6

max_print_height = 65

max_print_speed = 30
max_volumetric_extrusion_rate_slope_negative

1
o O

max_volumetric_extrusion_rate_slope_ positive
max_volumetric_speed = 10

min_bead_width = 85%

min_fan_speed = 35

min_feature_size = 25%

min_layer_height = 0.07

min_print_speed = 10

min_skirt_length = 0
mmu_segmented_region_max_width = 0

notes =

nozzle_diameter = 0.41

only _retract_when_crossing_perimeters = 0
ooze prevention = 0

output_filename_format = [input_filename_base].gcode
overhang_fan_speed 0
overhang_fan_speed_1
overhang_fan_speed_ 2
overhang_fan_speed_ 3
overhang_speed 0 15
overhang_speed_1 15
20
25

In
[ R | B ||
o O O O

overhang_speed_2
overhang_speed_3
overhangs = 1

parking_pos_retraction 92
pause_print_gcode = M601
perimeter_acceleration = 0
perimeter_extruder = 1
perimeter_extrusion_width = 0.45
perimeter_generator = arachne
perimeter_speed = 3

perimeters = 0

physical _printer_settings_id =
post process =

print_settings_id = 3DBioTowerPro
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printer_model
printer_notes

printer_settings_id = 3DBioTowerPro
printer_technology = FFF
printer_variant =
printer_vendor =

raft contact distance = 0.1
raft_ expansion = 1.5
raft_first_layer_density = 90%
raft_first_layer_expansion = 3
raft layers =0
remaining_times = 0

resolution = 0

retract_before travel =0
retract before wipe = 0%
retract_layer_change = 1
retract_length = 0.1
retract_length_toolchange = 10
retract _lift = 1
retract_Ilift_above 0
retract_lift_below 0

retract _restart_extra = 0.01
retract_restart_extra_toolchange = 0
retract_speed = 40
seam_position = aligned

silent_mode = 1
single_extruder_multi_material = 0
single_extruder_multi_material_priming = 1
skirt_distance = 6

skirt_height = 1

skirts = 0

slice_closing_radius = 0.049

slicing_mode = close_holes

slowdown_below_layer_time = 5
small _perimeter_speed = 3
solid_infill _acceleration = 0

solid_infill _below_area = 70
solid_infill _every_layers = 0
solid_infill _extruder =1
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solid_infill _extrusion_width = 0.45

solid_infill _speed = 20

spiral_vase =0

staggered_inner_seams = 0

standby_temperature_delta = -5

start_filament_gcode = ”; Filament gcode\n”

start_gcode = M900 kO\nG90 ; absolute positioning \nM104 S|
first _layer_temperature] ; set extruder temp\nM140 S|
first_layer_bed_temperature] ; set bed temp\nG28 ; home all
axes\nG29 ; start the automatic bed sequence (calibration) \
nM190 S[first layer _bed temperature] ; wait for bed temp\
nM109 S[first layer_temperature] ; wait for extruder temp\
nG1 X1.0 Y12.0 F3000.0 ; go outsite print area\nG1 Z0.0 F200
; set current position to Z = 0 \nG92 Z0.3 ; offset\nG92 EO
.0 ; \nG1 X30.0 EO.1 F100 ; intro line\nG92 EO0.0 ; \n

support_material = 0

support_material_angle = 0

support _material _auto = 1

support_material _bottom_ contact distance

support_material_bottom_interface_ layers = -1

support_material_buildplate_only = 0

support_material_closing_radius = 2

1l
o

support_material _contact_distance 0.2
support_material _enforce_layers = 0
support_material _extruder = 1

support_material_extrusion_width = 0

1
(@)

support_material_interface_contact loops
support _material_interface extruder = 1
support_material_interface_layers = 3
support_material_interface_pattern = rectilinear
support_material_interface_spacing = 0

support _material _interface _speed = 100%
support_material_pattern = rectilinear
support_material_spacing = 2.5

support _material _speed = 5

grid
support_material_synchronize layers = 0

support _material _threshold = 0

support_material_style

support_material_with_sheath = 1
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support_material_xy_spacing = 50%
support_tree_angle = 40
support_tree_angle_slow = 25
support_tree_branch_diameter = 2
support_tree_branch_diameter_angle = 5
support_tree_branch_diameter_double wall = 3
support_tree_branch_distance = 1
support _tree tip _diameter = 0.8
support_tree top_rate = 15%
temperature = 25
template_custom_gcode =
thick_bridges = 1

thin_walls = 1

threads = 8

thumbnails =

thumbnails_format = PNG
toolchange_gcode =

top_fill _pattern = monotonic
top_infill _extrusion_width =0
top_solid_infill _acceleration = 0
top_solid_infill_speed = 15
top_solid_layers = 0

top_solid_min_thickness = 0
travel _acceleration = 0
travel _speed = 60

travel _speed z = 0
use_firmware_retraction = 0

use relative _e distances = 0
use_volumetric_e = 0
variable layer_height =

I —
RN

wall _distribution _count
wall_transition_angle = 10
wall_transition_filter_deviation = 25%
wall_transition_length = 100%

wipe = 0

wipe_into_infill = 0

wipe_into_objects = 0

wipe_tower = 0

wipe_tower_bridging = 10
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2

0
wipe_tower_extra_spacing = 100%
wipe_tower_extruder = 0

wipe_tower_brim_width

wipe_tower_cone_angle

wipe_tower_no_sparse_layers = 0
wipe_tower_rotation_angle = 0
wipe_tower_width = 60

wipe_ tower_x = 180

wipe_tower_y = 140
wiping_volumes_extruders = 70,70
wiping_volumes_matrix = 0
Xy_size_compensation = 0
z_offset = 0

prusaslicer_config = end
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APENDICE B - Dados de medigdo da densidade do Nivea Creme

Foram feitas 10 medigbes da massa da seringa vazia e preenchida com Nivea Cremea
até a marca de 10 ml, conforme apresentado na Tabela 11. O calculo da incerteza de

medicao indireta associada a medida de densida esta apresentado na Tabela 12.

Tabela 11 — Dados das medi¢cdes de massa para seringa vazia e com Nivea Creme.

Massa [g]
Seringa vazia | Seringa cheia
6,42 16,15
6,47 16,10
6,41 16,31
6,49 16,11
6,46 16,13
6,44 16,26
6,47 16,30
6,47 16,27
6,45 15,95
6,44 16,16
Valor médio [g]
6,45 | 1617
Desvio-padrao [g]
0,02 \ 0,11

Tabela 12 — Calculo da incerteza de medigao associado a medida da densidade.

Densidade p = ™4

Grandeza Fonte de Erro Estimativa Distribuicao| Graus de | Incerteza| Coeficiente de
de Erro | Estatistica | Liberdade | Padrao | Sensibilidade
Resolugaoda | ¢ 505 | Uniforme ~ 0,003 0,100
balanca
Massa Repetitividade
[ql (seringa vazia) 0,024 t-Student 9 0,007 -0,100
9 Tipo A
Repetitividade
(seringa cheia) 0,107 t-Student 9 0,034 0,100
Tipo A
Volume | Resolugaoda | 165 | Triangular 0 0,041 -0,097
[mi] seringa
Incerteza Combinada [g/ml] 0,005
Graus de Liberdade Efetivos 54
Incerteza Expandida [g/ml] 0,01
Incerteza Expandida [kg/m?] 10,60
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APENDICE C - Dados da medigdo da vazdo massica de Nivea Creme

Primeiro, foram feitas 5 medi¢cdes da massa do prato da placa de Petri vazia, conforme
apresentado na Tabela 13.

Tabela 13 — Dados das medi¢des de massa da placa de Petri vazia.

Massa prato[g]
6,7723
6,7699
6,7718
6,7717
6,7721

Valor médio [g]
6,7716

Desvio-padrao [g]
0,0010

Tabela 14 — Resultados de vazao dos testes com diferentes configuragdes de extrusdo. A massa
medida inclui o Nivea Creme e o prato da placa de Petri.

Setup: G1 E50 F25 Setup: G1 E50 F2.5 | Setup: G1 E50 F0.25
Bocal
Massa Tempo Massa Tempo Massa Tempo
[g] total [s] [g] total [s] [a] total [s]
10,441 124 9,8443 1052 8,7201 6602
16G 9,9577 109 10,1291 1154 8,8576 7200
9,9786 110 10,3086 1218 8,5298 6000
10,0198 112 10,2565 1211 8,1156 4800
10,3178 123 10,1597 1195 9,1155 8100
9,9115 108 9,8373 1081 8,4996 6001
20G 9,5849 96 10,1556 1162 8,5027 6003
9,9679 112 10,2917 1214 8,8021 7203
9,9524 111 10,3361 1243 8,1432 4802
10,3894 125 10,0894 1196 9,4031 9300
9,9659 113 9,9234 1147 8,7951 7200
25G 9,8733 109 9,9905 1143 8,2713 5401
9,8873 109 9,8663 1115 8,5809 6600
9,8399 111 10,1001 1209 9,3576 9300
10,0855 120 9,9972 1125 8,9897 7800
Média [g] 10,0115 113 10,0857 1164 8,7123 6821
Des""[’;;’adr“ 0,2227 8 0,1707 55 0,3949 | 1404
Vazdo massica 2,87 x 1075 2,85 x 107 2,85 x 1077
[kg/s]
Incerteza
expandida 1,46 x 1076 1,05 x 1077 4,34 x 1078
[ka/s]
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Com as medidas de massa e tempo apos cada procedimento de extruséo, a vazao
massica foi obtida para cada configuragao de extrusdo. Os dados das medi¢des estao
apresentados na Tabela 14.

O calculo da incerteza de medigdo da vazao massica da configuracdo G1 E50 F25
esta apresentado na Tabela 15. As incertezas para as outras condiguragdes foram
calculadas para as mesmas fontes de erro.

Tabela 15 — Calculo da incerteza de medigcao associada a medida da Vazao massica para a

configuracao de extrusdo G1 E50 F25.

Grandeza Fonte de Erro Estimativa Distribuicao| Graus de | Incerteza| Coeficiente de
de Erro Estatistica | Liberdade | Padrao | Sensibilidade
Resolugaoda |, 5505 | Uniforme 0 0,00003 0,00887
balanga
R titivi
Massa | Repetitividade | 5000 | stigent 4 0,00043 |  -0,00887
[9] (prato)
Tipo A
R titividad
ep?t(')t';’:) 39 | 022265 | t-Student 14 0,05749 0,00887
Tipo A
Resolugdo do | 55500 | Uniforme 00 0,00289 0,00025
crondbmetro
Tempo Tempo de 0,50000 | Uniforme 0 0,28868 0,00025
[s] reacao
Repetitividade | 7 53579 | ¢ student 14 1,04496 0,00025
Tipo A
Incerteza Combinada [kg/s] 0,00071
Graus de Liberdade Efetivos 29
Incerteza Expandida - [g/s] 0,00146
Incerteza Expandida - [kg/s] 1,46 x 1076
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APENDICE D - Dados da medigdo de pressio de Nivea Creme

O manodmetro digital diferencial foi calibrado utilizando como referéncia as medigdes
da diferenca da altura da coluna de mercurio de um tubo em U. Os dados estao obtidos

estao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Resultados das medi¢des de pressdo do manémetro diferencial digital e do tubo em U
preenchido com mercurio.

Manémetro Tubo em U com Mercurio [mm)]

[mmHg] 1 2 3 4 5 | Média | Desvio-padrdo | Incerteza
31 33 31 32 30 33 31,8 1,3 1,7
49 48 | 49 | 48 51 51 49,4 1,5 2,0
69 69 68 70 | 69 69 69,0 0,7 0,9
91 91 92 93 93 93 92,4 0,9 1,1
130 133 | 133 | 134 | 133 | 132 | 133,0 0,7 0,9
168 171 | 173 | 170 | 171 | 172 | 171,4 1,1 1,5
211 212 | 213 | 214 | 212 | 213 | 212,8 0,8 1,0
231 234 | 235 | 236 | 236 | 234 | 235,0 1,0 1,3
260 264 | 263 | 264 | 263 | 265 | 263,8 0,8 1,0
327 328 | 327 | 326 | 327 | 324 | 326,4 1,5 2,0

A incerteza de calibragcdo do mandmetro foi calculada considerando a resolugédo da
régua e a repetitividade da medicdo, como apresentado na Tabela 17.

Tabela 17 — Incerteza de calibragédo (Pressao mandmetro digital = 327 mmHg).

Grandezal Fonte de Erro Estimativa Distribuicio| Graus de | Incerteza| Coeficiente de
de Erro Estatistica | Liberdade | Padrdao | Sensibilidade
Pressdo Res‘r’é‘;iio da | 495 Triangular 50 0,10 1
[mmHg]
Repetitividade | o t-Student 4 0,68 1
Tipo A
Incerteza Combinada [mmHg] 0,69
Graus de Liberdade Efetivo 4
Incerteza Expandida [mmHg] 2,0
Incerteza Expandida [mBar] 2,6
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Os resultados de pressao foram ajustados conforme a curva de calibragéo obtida para
o mandmetro digital, apresentada na Figura 80.

Figura 80 — Curva de calibragdo do mandémetro.

Curva de calibracdo do manémetro

350 Presséo [mmHg]
300
T 250
=
o
o 200
K]
£ 150
§ y = 1,0046x + 1,0767
= 100 R2 = 0,9997
50
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Tubo em U

A compatibilidade entre os valores de pressao apresentados em diferentes unidades
pelo instrumento foi verificada e mostrou-se adequada, permitindo a simples conversao
de unidades da fung¢ao da curva de calibragdo (mmHg para mBar). Portanto, a Equagéao
37 foi obtida como func¢do de ajuste para as medidas de pressédo, obtidas em mBar,
para validacdo do modelo numérico utilizando Nivea Creme.

Pajustada = 1, 0046 - Pmedida + 17 4355 (37)

Os valores de pressdes obtidos em mBar, unidade de referéncia do manémetro, para
cada uma das condigdes analisadas estao apresentados na Tabela 18.



Tabela 18 — Presséo Diferencial para diferentes configuragées de vazéo e bocal.

Bocal Pressao Diferencial [mBar]
G1 ES50 F25 | G1 E50 F2.5 | G1 E50 F0.25
204 183 153
200 195 137
193 198 138
204 184 149
209 189 144
16G Média [mBar]
202 | 190 | 144
Desvio-padrao [mBar]
6 | 7 | 7
Incerteza Expandida [mBar]
9 9 9
498 309 256
528 304 237
527 330 232
517 310 243
537 316 240
20G Média [mBar]
521 | 314 | 241
Desvio-padrao [mBar]
15 | 10 | 9
Incerteza Expandida [mBar]
18 13 11
1095 715 469
1158 737 485
1177 703 466
1130 712 460
1210 657 442
25G Média [mBar]
1154 | 705 | 464
Desvio-padrao [mBar]
44 | 29 | 15
Incerteza Expandida [mBar]
55 | 37 | 18
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O célculo da incerteza de medigao da pressao utilizando o bocal 16G e a configuragao
G1 ES5S0 F25 esta apresentado na Tabela 19. As demais incertezas de medi¢ao foram
calculadas para as mesmas fontes de erro.



Tabela 19 — Incerteza de Medig&o para Pressao 16G (G1 E50 F25).
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Grandezal Fonte de Erro Estimativa Distribuicio| Graus de | Incerteza| Coeficiente de
de Erro Estatistica | Liberdade | Padrao | Sensibilidade
Resolugao do 0,5 Uniforme % 0,3 1
(mmig] | Repetitividade | ¢ t-Student 4 2,7 1
Tipo A
Calibracao - Normal 4 2,6 1
Incerteza Combinada 3,7
Grau de Liberdade Efetivo 8
Incerteza Expandida - [mBar] 8,6
Incerteza Expandida - [kPa] 0,86

Os resultados da pressao diferencial convertidos para kPa, unidade padrao Sl, e acom-

panhados da incerteza expandida, estimada para ter um nivel da confianga de 95%,
estdo apresentadas na Tabela 20 para cada configuracao de extrusao e bocal.

Tabela 20 — Relagéo entre Vazdo Méssica e Pressao (AP).

Bocal | Vazao Massica [kg/s] | Pressao (AP) [kPa]
2,87 x 1079 20,24 + 0, 86
16G 2,85 x 1076 18,78 + 0,91
2,85 x 1077 14,22 +0,94
2,87 x 107° 52,12 41,81
20G 2,85 x 1076 31,08 +1,27
2,85 x 1077 23,884+ 1,12
2,87 x 107 114,72 4+ 5,49
25G 2,85 x 1076 70,00 + 3,70
2,85 x 1077 46,06 + 1,84




APENDICE E - Incerteza numérica conforme norma ASME V&V 20
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A incerteza numérica foi calculada, conforme sugerido pela norma ASME V&V 20,
para as malhas 1, 2 e 3, apresentadas no item 3.7.5.2 da Metodologia. A ordem de

convergéncia (p) foi assumida igual a 1,0 quando o calculo resultou em valor inferior,

apos verificar o regime de convergéncia graficamente utilizando 4 malhas.

O calculo da incerteza numérica do resultado da variagdo da pressao (Ap) para a
geometria com bocal 16G e vazao igual a 28,7 mg/s foi apresentado em Resultados,
na Tabela 6. Para as demais vazdes, o calculo da incerteza esta apresentado nas

Tabelas 21 e 22.

Tabela 21 — Calculo da incerteza numérica do resultado da variagdo da pressao (Ap) para a geometria

com bocal 16G e vazao igual a 2,85 mg/s para as malhas 3 (26.304 elementos), 2 (104.832
elementos) e 1 (418.944 elementos), detalhadas na metodologia.

Modelo| Malha [ﬁzl £ p dext ey Cunt ﬁ:g; ([?,Z]I lfggil

3 | 4,58x10%

LP 2 4,61x10% | —2,85x102 | 3,56 | 4,61x10* | 2,85x10% | 0,06% | 3,33x10' | 0,07% | 1,67x 10!
1 4,94x10% | —3,34%x 103 4,97x10% | 3,34x103 | 0,63% | 3,90x102 | 0,79% | 1,95x 102
3 5,15x 10%

HB 2 5,34x10% | —1,91x10% | 1,00 | 5,53x10% | 1,91x103 | 3,46% | 2,39%x103 | 4,47% | 1,20x103
1 5,12x10% | 2,18 x 103 4,91x10% | 2,18x10% | 4,45% | 2,74x10% | 5,34% | 1,37x10?

Nota: Modelo LP significa Lei de Poténcia e HB significa Herschel Bulkley. Resultados para presséo
no ponto 3 (Ap), 21 = ¢2 — ¢1, ordem de convergéncia (p), valores extrapolados (¢ext), €rro relativo
aproximado (e,), erro relativo extrapolado (eeyxt), indice de convergéncia da malha (Grid Convergence
Index - GCI) e incerteza numérica expandida com 95% de confianga (unym)-
Tabela 22 — Calculo da incerteza numérica do resultado da variagdo da pressao (Ap) para a geometria
com bocal 16G e vazao igual a 0,285 mg/s.
Modelo| Matha| ~ oP ¢ 0 | dox . | GO [ O

3 | 2,97x10%

LP 2 3,03x10% | —6,48x10% | 1,47 | 3,07x10% | 6,48x10% | 1,20% | 4,60x102 | 1,52% | 2,30x 102
1 3,21x10* | —1,79x 103 3,31x10% | 1,79x10% | 3,07% | 1,27x10% | 3,96% | 6,35x10?
3 4,03x10*

HB 2 3,93x10* | 1,02 x 10 | 1.00 | 3,83x10* | 1,02x10% | 2,67% | 1,28x10° | 3,25% | 6,39x 102
1 3,83x10% | 9,69 x 102 3,74x10% | 9,69%x10% | 2,60% | 1,22x10% | 3,17% | 6,08x 102
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O calculo da incerteza numérica do resultado da variagdo da pressao (Ap) para a
geometria com bocal 20G esta apresentado nas Tabelas 23, 24 e 25.

Tabela 23 — Calculo da incerteza numérica do resultado da variagéo da presséo (Ap) para a geometria
com bocal 20G e vazdo igual a 28,7 mg/s.

Modlo| Malha| o0 : o e “ | e | pa | pa | ipd
3 8,54 x10%

[LP] 2 8,72x10* | —1,78x10% | 1,00| 8,90x10% | 1,78%x10% | 2,01% | 2,23x10% | 2,56% | 1,12x103
1 8,91x10* | —1,89x 103 9,10x10* | 1,89x10% | 2,09% | 2,37x10% | 2,66% | 1,19x 103
3 8,53 x10*

[HB] 2 8, 77x10* | —2,34x10% | 1.00 | 9,00x10* | 2,34x10% | 2,61% | 2,93x10% | 3,35% | 1,47x103
1 8,58x10% | 1,86 x 103 8,39x10% | 1,86x10% | 2,23% | 2,34x10% | 2,72% | 1,17x103

Tabela 24 — Calculo da incerteza numérica do resultado da variagdo da pressao (Ap) para a geometria
com bocal 20G e vazao igual a 2,85 mg/s.

Modelo| Malha [ﬁg} £ P | dox o Cent [(,5,2; ([if]' el
3 5,99x10%
LP 2 6,09x10* | —9,12x10% | 1,57 | 6,13x10* | 9,12x10% | 0,76% | 5,80x10% | 0,95% | 2,90x 102
1 6,36x10* | —2,71x 103 6,49x10% | 2,71x10% | 2,12% | 1,72x10% | 2,71% | 8,60x 102
3 6,54 % 10%
HB 2 6,73x10% | —1,93x10% | 1,63 | 6,82x10* | 1,93x10% | 1,35% | 1,16x10% | 1,72% | 5,78 x 102
1 7,33x10* | —5,99x10° 7,61x10* | 5,99x10% | 3,74% | 3,57x10% | 4,87% | 1,79x10?

Tabela 25 — Calculo da incerteza numérica do resultado da variagdo da pressao (Ap) para a geometria
com bocal 20G e vazao igual a 0,285 mg/s.

Modelo| Malha [ﬁg} £ p Bext .. o, [C;;; ([.i/(:]l i
3 | 4,09x10*

LP 2 4,12x10* | —3,37x10% | 1,81 4,14%x10* | 3,37x10% | 0,33% | 1,70x10% | 0,41% | 8,48x 10!
1 4,24%x10* | —1,17x10? 4,29%x10* | 1,17x10% | 1,10% | 5,91x102 | 1,39% | 2,95x10?
3 5,07 x10*

HB 2 5,14x10* | —6,80x 102 | 1,02 5,20x10* | 6,80x10% | 1,27% | 8,24x10% | 1,60% | 4,12x10?
1 5,00x10* | 1,38 x 103 4,86x10* | 1,38x10% | 2,75% | 1,67x10% | 3,35% | 8,37x10?




142

O calculo da incerteza numérica do resultado da variagdo da pressao (Ap) para a
geometria com bocal 25G e vazao igual a 0,285 mg/s foi apresentado em Resultados,

na Tabela 7. Para as demais vazdes, o calculo da incerteza esta apresentado nas

Tabelas 26 e 27.

Tabela 26 — Calculo da incerteza numérica do resultado da variagdo da pressao (Ap) para a geometria
com bocal 25G e vazao igual a 28,7 mg/s.

Modelo| Matha|  oF ¢ 0 | dox . o | GO [ O
3 1,22x10°

LP 2 1,23x10% | —8,99x10% | 1,31 1,23x10°% | 8,99%x102% | 0,50% | 7,64x10% | 0,62% | 3,82x 102

1 1,25x10° | —2,22x103 1,26x10% | 2,22x10% | 1,20% | 1,89x10% | 1,51% | 9,44 x102
3 1,22x10°

HB 2 1,22x10° | 3,69 x10% | 1,76 1,22x10° | 3,69x10% | 0,13% | 1,93x10% | 0,16% | 9,66x10!

1 1,23x10° | —1,25x103 1,24x10° | 1,25x10% | 0,42% | 6,54x10% | 0,53% | 3,27x10?

Tabela 27 — Calculo da incerteza numérica do resultado da variagdo da pressao (Ap) para a geometria
com bocal 25G e vazdo igual a 2,85 mg/s.

Modelo| Malha| o0 : P | e o |eo | pa | pa | ®d
3 8,55x10*
LP 2 8,66x10* | —1,16x 10 | 1,46 8,73x10* | 1,16x10% | 0,76% | 8,27x10% | 0,95% | 4,13x10?
1 8,98x10* | —3,18x 103 9,16x10% | 3,18x10% | 1,98% | 2,27x10% | 2,53% | 1,14x103
3 8,96 x 10*
HB 2 9,22x10* | —2,68x10% | 1,18 9,44x10* | 2,68x10% | 2,25% | 2,65%x10% | 2,88% | 1,33x103
1 9,83x10* | —6,08x 103 1,03x10° | 6,08x103 | 4,65% | 6,01x10% | 6,11% | 3,00x10°

Apesar dos resultados excepcionais encontrados utilizando o bocal 16G e vazao de

28,5 mg/s, a malha 2 tem resultados proximos a curva de convergéncia e incerteza

de medicdo semelhante a malha 1. Entdo, a malha 2 foi escolhida para calcular o
erro e comparar com os resultados experimentais, por ndo ter tomado tanto tempo
computacional, exigindo menos iteragcdes para alcangar a solucéo.
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Tabela 28 — Erro de comparagéao dos resultados numéricos em relagdo aos resultados experimentais
para diferentes bocais e vazoes.

Vazio Lei de Poténcia Herschel Bulkley
Bocal | Massica APe"Eg;me"t"" Erro de Erro de
[kg/s] [kPa] AP [kPa] | comparagdao | AP [kPa] | comparacao
(E) (E)
2,87 x107° | 20,2+0,9 | 64,7+2,1 44,5 +2,2 67,1+1,3 46,9+ 1,6
16G | 2,85 x107% | 19,0+1,0 | 46,140,0 27,0+0,9 53,4+ 1,2 34,4+1,5
2,85 x 1077 | 14,44+0,9 | 30,3+0,2 15,94+ 1,0 39,3+0,6 24,9+1,1
2,87x107° | 52,1+1,8 | 87,2+1,1 35,1+2,1 87,7+ 1,5 35,6+2,3
20G | 2,85x107% | 31,4+1,3 | 60,94+0,3 29,54+1,3 67,3+0,6 36,0+ 1,4
2,85 x 1077 | 24,1+1,1 | 41,2+0,1 17,1+1,1 51,7+0,4 27,2+1,2
2,87 x107° | 115,4+5,5 | 122,6+0,4 7,2+5,5 121,84+0,1 6,4+5,5
25G | 2,85 x 1076 | 70,47 £3,70 | 86,64+0,41 | 16,17 +3,72 | 92,244+1,33 | 21,78+ 3,93
2,85 x 1077 | 46,42+ 1,84 | 59,4040,19 | 12,984+ 1,85 | 68,79+0,57 | 22,37+ 1,93

O erro de comparagéao da validagao (E) e a incerteza padrao da validagao foram entao
calculados conforme proposto no item 3.7.5.4. Os resultados estao organizados na
Tabela 28.
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