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Palavras-chave

Resumo

Equipamento de biofabricacdo, scaffolds, projeto mecanico,
engenharia de tecidos de cartilagem, alinhamento de nanofibras.

O objetivo do presente trabalho consistiu no desenvolvimento e
anteprojeto de um sistema-de-fabricacdo automatizado para a
producdo de matrizes tridimensionais de nanofibras de
alinhamento controlado, visando a sua aplicacdo a engenharia de
tecidos de cartilagem, eliminando assim a tradicional
mao-de-obra laboratorial intensiva, aumentando a
reprodutibilidade, a seguranca e a eficiéncia-econdmica,
contribuindo desta forma para uma mais facil aplicagao clinica.
Este projeto iniciou-se com uma abordagem aos aspetos da
biofabricacdo na engenharia de tecidos em particular os processo
e materiais utilizados na producdo de matrizes tridimensionais de
fibras (scaffolds) para a engenharia de cartilagem. Foram
detalhados os principais processos de eletrofiacdo, em particular
os relacionados com o controlo do alinhamento das nanofibras
depositadas e com a electropulverizacdo de células. Numa
segunda fase realizou-se um benchmarking aos principios de
funcionamento dos equipamentos disponiveis comercialmente
assim como uma pesquisa as bases de dados de patentes
internacionais relacionadas com a eletrofiagcao de nanofibras de
alinhamento controlado. Procedeu-se ao desenvolvimento de
diferentes conceitos para o sistema de biofabricacdo, sendo
detalhados os principais requisitos funcionais e estabelecidas as
especificagdes técnicas a que o equipamento deveria responder,
sendo finalmente gerados diferentes conceitos de funcionamento
do sistema de biofabricagdo e selecionado o mais promissor
através de uma matriz de ponderagdo. O anteprojeto proposto
consistiu numa inovadora solugdo que combina diferentes
movimentos que permitem de uma forma totalmente
automatizada a producdo de matrizes tridimensionais de
nanofibras eletrofiadas alinhadas, capaz de formar estruturas com
qualguer espessura. O depdsito e o alinhamento do fluxo de
nanofibras sdo controlados pela combinag¢do dos movimentos de
duas fitas coletoras paralelas em movimento linear que
estabelecem o alinhamento da fibra aquando da sua eletrofiacdo
e de uma mesa com deslocamentos lineares e de rotagdo que
permite o controlo do alinhamento das nanofibras depositadas
nesta, assim como o seu espagamento. Finalmente o movimento
vertical desta mesa de deposicdo possibilita a acumulag¢do de
diferentes camadas de nanofibras alinhadas permitindo este
movimento o controlo da espessura final da matriz fabricada.






Keywords

Abstract

Biofabrication equipment, scaffolds, mechanical design, cartilage
tissue engineering, nanofiber alignment.

The aim of the present work is the development and design an
automated manufacturing system for the production of three-
dimensional nanofiber matrices with controlled alighnment using a
cartilage tissue engineering application, thus eliminating
traditional laboratory work, increasing reproducibility, safety and
economic efficiency, thus contributing to an easier clinical
application. This project started with an approach to the aspects
of biofabrication in tissue engineering in particular the processes
and materials used in the production of three-dimensional
scaffolds for cartilage engineering. The main electrospinning
processes were detailed, in particular those related to the
alignment control of the deposited nanofibers and the
Electrospraying of cells. In a second phase, a benchmarking was
made of the principles of operation of commercially available
equipment, as well as a search for international patent databases
related to the control of the alignment of electrospun nanofibers.
Different concepts for the biofabrication system were developed,
detailing the main functional requirements and technical
specifications to which the equipment should respond, and finally
different concepts of biofabrication system operation were
generated and selected the most promising using a matrix of
weighting. The proposed project consisted of an innovative
solution that combines different motions that use a fully
automated form to produce electrospun three-dimensional
aligned nanofiber matrices capable of forming structures of any
thickness. The deposition and alignment of the nanofiber flow is
controlled by the combination of the motion of two parallel
moving linear tapes and a table with linear and rotational
displacements which allows the control of the alighment of the
nanofibers deposited on it, as well as their spacing. Finally the
vertical movement of this deposition table enables the
accumulation of different aligned nanofiber layers allowing this
movement to control the final thickness of the fabricated matrix.

Xi



Xii



Conteudo

Capitulo 1 - Introdugao 1
1.1 Enquadramento 1
1.2 Objetivos 1
1.3 Organizagao 1
Capitulo 2 - Biofabrica¢ao na engenharia de tecidos 3
2.1 Introducdo 3
2.2 Engenharia de tecidos de cartilagem 3
2.2.1 Cartilagem articular 3
2.2.2 Engenharia de tecidos 4
2.3 Processos e materiais para a producado de scaffolds para engenharia de cartilagem 6
2.4 Processo de eletrofiacdo e técnicas para orientacdo de fibras 10
2.4.1 Electrospinning 10
2.4.2 Controlo de alinhamento de fibras 13
2.5 Processo de eletrofiacdo e pulverizacdo de células 20
Capitulo 3 — Benchmarking de sistemas de eletrofiagao 22
3.1 Introdugao 22
3.2 Tipos e principios de funcionamento de equipamentos comerciais e suas aplicaces 22
3.2.1 Métodos de eletrofiagdo 22
3.2.2 Aparelhos de eletrofiagdo no laboratdrio e escala industrial 24
3.3 Bases de dados de patentes de sistemas de eletrofiacdo de fibras 26
3.3.1 Eletrospinning process and apparatus for aligned fiber production 26
3.2.2 Fabrication of three dimensional aligned nanofiber array 27

3.2.3 Sistema e processo de fabricacdo em larga escala de matrizes tridimensionais de fibras
alinhadas por eletrofiagdo 28

3.4 Principios de operacdo de equipamentos de eletrofiagdo com células 29

xiii



Capitulo 4 — Desenvolvimento do conceito do sistema de biofabricacao
4.1 - Introdugao
4.2 — Estabelecimento dos requisitos funcionais
4.2.1 Diagrama de Mudge
4.3 — Estabelecimento das principais especificacdes técnicas
4.4 — Geracao e selecao do conceito do equipamento de biofabricacao
4.4.1 Conceito 1 — Elétrodos rotativos
4.4.2 Conceito 2 - Rolos paralelos com rotagdo em sentidos opostos
4.4.3 Conceito 3 — Fitas paralelas
4.4.4 Conceito 4 — Rolos paralelos

4.4.5 Selecdo de conceitos

Capitulo 5 — Projeto mecanico
5.1 - Introducdo
5.2 — Projeto mecanico
5.3 — Documentagdo técnica (desenhos de conjunto)
5.3.1 — Desenhos de conjunto e lista de componentes

5.3.2 — Desenhos de definicao

Capitulo 6 — Conclusoes e trabalhos futuros
6.1 — Conclustes

6.2 - Trabalhos futuros

Bibliografia

Anexo 1 — Motores e componentes selecionados através do dimensionamento

Anexo 2 - Desenhos de Conjunto

Anexo 3- Desenhos de Definicao

32

32

32

33

35

38

38

40

42

43

45

46

46

46

55

55

56

58

58

59

60

Xiv



Lista de Figuras

Figura 2.1 — a) Principais constituintes da cartilagem, b) Representacdo esquemdtica das
orientacdes das fibras de colagénio ao longo da cartilagem (adaptado [23]) 4

Figura 2.2 - Esquema do modo de funcionamento da engenharia de tecidos funcional de cartilagem

(adaptado [23]). 5
Figura 2.3 — Configuracdo basica de um sistema de eletrofiacdo (Adaptado [36]). 11
Figura 2.4 - Fotografia da gota no ponto critico (Adaptado [36]). 12
Figura 2.5 Coletor rotativo (Adaptado de [49]). 13
Figura 2.6 - Colecdo de fios usando banho de dgua (Adaptado de [49]). 14

Figura 2.7 - Influéncia do fio condutor colocado abaixo de uma Idmina de vidro na deposicdo das
fibras eletrofiadas. (A) Fibras eletrofiadas depositadas na Idmina de vidro. (B) Elétrodo colocado sob
a lémina. (Adaptado de [49]). 14

Figura 2.8 - (A) Deposicéo controlada através de elétrodos em forma de anéis. (B) Deposi¢cto
controlada usando apenas um anel (Adaptado de [49]). 15

Figura 2.9 - (A) configuragdo para controlar a deposi¢do de fibras usando anéis como elétrodos
auxiliares. (B) Perfil do campo elétrico da regido entre a agulha da seringa e a placa de colecdo com

o anel como elétrodos auxiliares (Adaptado de [49]). 15
Figura 2.10— (C) Diagrama esquemdtico de um arranjo de elétrodos auxiliares em paralelo. (D) Perfil
do campo elétrico do spinneret aos elétrodos auxiliares paralelos (Adaptado de [49]). 16
Figura 2.11 - Diferentes arranjos de fibras em diferentes locais do gap (Adaptado de [49]). 16
Figura 2.12 — Lamina colocada na linha (Adaptado de [49]). 17
Figura 2.13 — Coletor de anéis colocado em paralelo (Adaptado de [49]). 17
Figura 2.14 — (E) Diagrama esquemdtico de um disco rotativo de ponta de faca como como um
coletor. (F) Perfil do campo elétrico da ponta da spinneret até a borda da faca. 18
Figura 2.16 — Coletor cilindrico rotativo com fios metalicos paralelos (Adaptado de [49]). 19

Figura 2.17 - Coletor de tubo rotativo com elétrodos de ponta de faca abaixo (Adaptado de [49]). 19

Figura 2.1 8 - Controlo do jato de eletrofiagdo usando elétrodos de ponta de faca (Adaptado de
[49]). 20

Figura 3.1 - (A) Exemplos de arranjos de electrospinning de multiplas agulhas: matriz 1D versus 2D
(B) Trajeto e andlise das forcas dos jatos durante o processo (Adaptado [36]). 23

Figura 3.2 — llustra¢do esquemdtica de um processo coaxial de electrospinning (Adaptado [36]). 24

Figura 3.3. (A) Eletrofia¢do por multiplas agulhas desenvolvida pela Inovenso Inc., que envolve 110
agulhas e (B) uma forografia da mdquina industrial capaz de produzir tapetes ndo tecidos de 1,0m
de largura. (C) Eletrofia¢do sem agulha com a linha de produc¢éo Nanospider desenvolvida pela
Elmarco Inc., que usa um eletrodia de fio de metal para ejetar vdrios jatos e (D) uma fotografia do
equipamento industrial Nanospider NS 85100U, que é capaz de produzir tapetes ndo tecidos com
largura madxima de 1,6m. Adaptado de [100] (Adaptado de 36). 25

Xv



Figura 3.4 — llustragdo esquemdtica de um aparelho de electrospinning usado para criar fibras
lineares alinhadas. 26

Figura 3.5 - Representagdo esquemdtica de um processo de eletrofiacGo capaz de formar uma
matriz de fibras tridimensionais alinhadas. 27

Figura 3.6 — Representag¢do esquemdtica de um processo de eletrofiacGo de produgdo de matrizes
tridimensionais de fibras poliméricas alinhadas. 29

Figura 3.7. Novo design do sistema de eletrofiacio. (A) Modelo de sistema de eletrospinning
proposto por CAD (Raide Design); (B) Componentes principais: 1 - caixa de acrilico, 2 - suporte de
acrilico, 3 - base de cortica, haste de 4 teflon, coletor 5, suporte de 6 agulhas (Adaptado [99]). 30

Figura 3.8. Aparelho de electrospinning (Adaptado [99]). 31

Figura 4.1 - Priorizacdo dos requisitos 35

Figura 4.2. Conceito 1— Elétrodos rotativos. A esquerda o sistema de colecdo 3D montado e a direita
uma vista explodida do conceito (montagem ndo poderia ser feita por esta ordem). 39

Figura 4.3 Posi¢coes extremas que os elétrodos conseguem alcancar, consequentemente todas os
alinhamentos que as fibras consequem replicar. 39

Figura 4.4. Principio de funcionamento do conceito 2 — Rolos paralelos com rotagdo em sentidos
opostos e principais movimentos do coletor de fibras. 40

Figura 4.5. (A) E feita a deposi¢do de uma camada de fibras por parte dos rolos sobre a mesa de
deposicdo. (B) — A mesa de deposicdo roda um numero especifico de graus e é feita uma deposicdo
nova de uma camada de fibras. (C) — A mesa movimenta-se linearmente uma distancia especifica e
é feita uma nova deposicao de fibras. 41

Figura 4.6 - Representagdo esquemdtica do conceito 3 — Fitas paralelas. 42

Figura 4.7. (A) E feita a deposicdo de uma camada de fibras por parte das fitas sobre a mesa de
deposicdo. (B) — A mesa de deposicdo roda um numero especifico de graus e é feita uma deposicio
nova de uma camada de fibras. 43

Figura 4.8 — Representa¢do esquemadtica do conceito 4 — Rolos paralelos 44

Figura 5.1 — A esquerda esta presente a estrutura montada da mesa de deposicéo. A direita, a vista
explodida dos componentes da estrutura. 46

Figura 5.2. A esquerda, a vista explodida dos componentes de um guia linear (sem motor).

Demonstragao dos cursos maximos e minimas dos eixos lineares. 47
Figura 5.3. Estrutura montada dos dois guias lineares. 47
Figura 5.4: Esquema fuso/porca 48
Figura 5.5. Esquema de célculo 49

Figura 5.6 — Representagdo do coletor 3D, com as fitas coletoras e mesa de deposicdo de fibras. 50

Figura 5.7. Representacdo da estrutura de suporte do mddulo coletor de fibras e respetivo coletor.51

XVi



Figura 5.8. Demonstragdo da regulagdo da distdncia entre as fitas coletoras em relagdo a mesa de

deposicdo no caso de esta ser trocada por uma com um didmetro superior.

51

Figura 5.9 A esquerda, o emissor e coletor do equipamento. A direita, a vista explodida dos

componentes do emissor (sem a bomba de infusdo).

52

Figura 5.10 — Vista do equipamento (duas das placas metdlicas foram removidas para mostrar os

componentes que ndo eram visiveis).

Figura 5.11 — Dimensées mdximas do equipamento

Lista de Tabelas

Tabela 2.1 - Principais matrizes usadas na engenharia de cartilagem (Adaptado [22]).
Tabela 2.2: Modificagbes fisicas em scaffolds (Adaptado [31)]..

Tabela 2.3 - Modificacbes bioquimicas em scaffolds (Adaptado de [31]).

Tabela 2.4 - Materiais biomiméticos (Adaptado de [31)].

Tabela 4.1 — Identificagdo dos requisitos

Tabela 4.2 - Diagrama de Mudge

Tabela 4.3 — Conversdo de requisitos em especifica¢des técnicas

Na tabela 4.4, foram definidos as métricas ideias para as diferentes especificacdes técnicas.

Tabela 4.5. Critérios de selegdo e respetivo peso

Tabela 4.6. Tabela de selecdo e pontuagdo de conceitos

53
54

10

33

34

36

37

45

45

XVii






Capitulo 1 — Introdugao

1.1 Enquadramento

Apesar da necessidade clinica imperativa para regenerar tecidos danificados/érgdos, os avangos
impressionantes no campo da engenharia de tecidos ainda ndo resultaram em produtos de
engenharia de tecidos viaveis com adocdo terapéutica generalizada. Na verdade, os bioprocessos
para a producdo de enxertos baseados em células tém tradicionalmente sido, e continuam a ser,
com base em técnicas manuais de bancada convencionais com os riscos inerentes de contaminacao,
variabilidade, limitado volume de producdo, e custos de producdo elevados.

Estratégias para a fabricacdo de matrizes tridimensionais de nanofibras alinhadas tém sido objeto
de estudos, principalmente no campo da engenharia de tecidos e em particular da engenharia de
tecidos de cartilagem. Embora as diferentes configuragdes contemplem a formagao de multiplas
camadas de nanofibras alinhadas umas sobre as outras, no espaco entre elétrodos, ainda se verifica
a existéncia de alguns problemas com a formagao de matrizes tridimensionais de espessura
compativel com a sua aplicagdo clinica. As limita¢Oes estdo relacionadas ao facto de que a medida
em que as nanofibras alinhadas e carregadas eletricamente sdo depositadas umas sobre as outras,
uma carga crescente tende a repelir as novas nanofibras de serem depositadas na matriz formada.
Isto faz com que as matrizes formadas por estes processos convencionais tenham espessura
limitada. Portanto ha interesse no desenvolvimento de um processo de fabricagao por eletrofiacdo
capaz de promover a coleta de nanofibras alinhadas com o controle dos padrdes formados, que
permitam a producdo de matrizes de nanofibras de elevada espessura de forma automatizada.

Do ponto de vista clinico e socioecondmico, os sistemas de fabricacdo de enxertos de cartilagem
irdo abrir a possibilidade de ampliar e escalar a sua produgdo, aumentando a seguranca e a
padronizagdo, demonstrando a eficicia-econdmica das técnicas de reparagao de cartilagem, que é
inico de danos focais na cartilagem.

essencial para se tornar o principal método de tratamento c

1.2 Objetivos

O objetivo do presente trabalho consistiu no desenvolvimento e anteprojeto de um sistema-de-
fabricagdo automatizado para a producdo de matrizes tridimensionais de nanofibras de
alinhamento controlado, visando a sua aplicagao a engenharia de tecidos de cartilagem, eliminando
assim a tradicional mao-de-obra laboratorial intensiva, aumentando a reprodutibilidade, a
seguranca e a eficiéncia-econdmica, contribuindo desta forma para uma mais facil aplicagdo clinica.

1.3 Organizagao

O documento apresenta uma estrutura dividida em cinco capitulos, sendo o capitulo presente
introdutério ao projeto, permitindo fazer uma breve descricdo da organizacdo do mesmo e
permitindo ao leitor entender a importancia do seu desenvolvimento.



No capitulo 2, é efetuada uma breve introducdo a engenharia de tecidos de cartilagem, sendo
realizado um levantamento das varias técnicas de orientacdo de fibras, imprescindiveis ao processo
de criacdo de enxertos de cartilagem. S3o relatados os varios processos e materiais para a producao
de estruturas tridimensionais porosas de fibras (scaffolds). Finalmente, sdo apresentados os
processos de eletrofiacao e electropulverizacao de células.

O capitulo 3, corresponde ao benchmarking de sistemas de eletrofiacdo existentes no mercado.
Sao identificados os tipos e principios de funcionamento de equipamentos comerciais e as suas
aplicagbes, com especial destaque aos equipamentos de eletrofiagdo com células. Por fim, é
exercido um levantamento as principais patentes publicas nacionais e internacionais de sistemas
de eletrofiacao de fibras.

No capitulo 4, procedeu-se a elaboracdo de todo o processo de concecdo e projeto de engenharia
de produto. E realizada uma identificacdo, interpretacdo, hierarquizacdo e avaliacdo dos requisitos
imprescindiveis ao funcionamento deste equipamento. Seguidamente sdo definidas as
especificacdes técnicas do produto. Apds este processo sdao apresentados varias solucdes
inovadoras desenvolvidas neste capitulo, as quais sdo avaliadas através de uma matriz de
ponderacdo, definindo o conceito a desenvolver na dissertacao.

No capitulo 5, procedeu-se a realizacdo do anteprojeto do equipamento de biofabricacdo com base
no conceito selecionado no capitulo anterior. Este projeto foi desenvolvido com ferramentas de
modela¢do complementadas com alguns célculos de dimensionamento/verificacdo e completado
finalmente com a documentagdo técnica constituida por desenhos de conjunto de desenhos de
defini¢do dos principais elementos do equipamento.

No capitulo 6, estabelecem-se as principais conclusdes do trabalho realizado, sugerindo-se
trabalhos complementares a desenvolver no futuro.



2. Biofabricagao na engenharia de tecidos

2.1 Introdugao

O presente capitulo faz um levantamento da realidade da engenharia de tecidos, centrando-se
sobretudo na engenharia de tecidos de cartilagem. Inicialmente sdo expostas as razdes que levam
a necessidade de fabricar excertos de cartilagem, nomeadamente a sua limitada capacidade
regenerativa e a falta de métodos de tratamento eficazes. Posteriormente é feita uma andlise as
aplicagOes da engenharia de tecidos de cartilagem, seguido de um estudo sobre os varios processos
e materiais na producdo de scaffolds na engenharia de tecidos.

Por fim, é feita uma introdugao aos processos de eletrofiagdo e electropulvericdo de células, que é
discutido ao longo do projeto, e das varias técnicas de orientacdo de fibras, imprescindiveis durante
o processo de criacdo de cartilagem, dada a obrigatoriedade de garantir o alinhamento das
diferentes zonas de fibras que compode a estrutura fisica da cartilagem.

2.2 Engenharia de tecidos de cartilagem

2.2.1 Cartilagem articular

A cartilagem articular é um tecido conjuntivo fundamental nas articulagGes sinoviais (joelho, anca,
tornozelo, por exemplo). E composta por um pequeno nimero de células (condrécitos) — cerca de
1-10% do volume total do tecido — localizadas numa matriz extracelular (MEC) constituida
principalmente por agua e macromoléculas como colagénio e proteoglicanos [1].

A cartilagem articular é um tecido altamente especializado, que exibe propriedades mecanicas
anisotrdpicas, como resultado da sua organizagao estrutural que varia com a profundidade [2]. Com
base nessas propriedades, a cartilagem articular constitui uma estrutura flexivel e resistente as
cargas aplicadas. Por ser um tecido avascular, a capacidade de regeneragao do tecido cartilagineo
é limitada [3]. Essa situagdo que pode conduzir a degeneragao da cartilagem em casos de lesdo,
condicionando ndo apenas o normal funcionamento da cartilagem articular como também dos
tecidos circundantes, culminando na limitagdo do movimento articular.

As malhas de colagénio realgam as propriedades mecanicas da cartilagem. De acordo com trés
areas de localiza¢do, as fibras de colagénio tém alinhamentos diferentes: uma zona superficial,
onde essas fibras sdo alinhadas paralelamente a regido; a zona do meio, onde o alinhamento dessas
fibras é aleatdrio e na zona mais profunda, as fibras sdo alinhadas perpendicularmente a superficie
subcondral. Assim, as diferentes orienta¢des das fibras promoverdo diferentes caracteristicas
mecanicas, dependendo das zonas em que estdo [4] (Figura 2.1).

Os condrdcitos sao células especializadas, responsaveis pela produgao de proteinas que constituem
a matriz celular, bem como das citocinas e enzimas (metaloproteinases) capazes de destruir a
matriz [5]. Assim, pode afirmar-se que a producdo, organizacdio e manutencdo da matriz
extracelular é assegurada e controlada pela atividade celular dos condrdcitos, e que as



propriedades (estrutural e mecanica) da cartilagem articular dependem da interacdo entre os
condrdcitos e a matriz extracelular [6]. No entanto, a interacdo entre a matriz e os condrécitos e as
propriedades que resultam desta variam de acordo com a zona da matriz [6]. Esta heterogeneidade
da matriz cartilaginea deve-se a disposicdo diferencial dos condrdcitos que variam em nimero,
tamanho e forma ao longo da matriz, refletindo numa constituicio e organizacdo também
diferencial da matriz e dos seus elementos [7].
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Figura 2.1 — a) Principais constituintes da cartilagem, b) Representacdo esquematica das orienta¢des das
fibras de colagénio ao longo da cartilagem (adaptado [23])

Atualmente, os métodos aplicados para o tratamento de lesdes da cartilagem passam sobretudo
por processos cirurgicos (como microfratura, transplante de enxertos osteocondrais, implantagao
de proteses, etc.) e/ou o uso de farmacos [8]. No entanto, tais métodos podem acarretar efeitos
secunddrios para o paciente (rejeicdo no caso das préteses, formacdo de fibrocartilagem no caso
de microfratura, etc.) [1]. Essa situagdo, que por si so constitui uma limitagdo, tem conduzido ao
desenvolvimento de estratégias que visam regenerar a cartilagem articular, nomeadamente o
crescimento de tecido cartilagineo em estruturas tridimensionais porosas (scaffolds), e a posterior
implantagdo no local afetado [9,10]. Na pratica, estas estruturas (scaffolds), ao serem
arquitetonicamente semelhantes a matriz extracelular nativa (MEC) proporcionam um
microambiente biomimético favordvel a adesdo, proliferacdo e crescimento do tecido cartilagineo
[10,11].

2.2.2 Engenharia de tecidos

O campo emergente da engenharia de tecidos materializa-se como uma grande promessa para a
criacdo de substitutos funcionais de tecidos, incluindo a cartilagem, através da engenharia de
estruturas de tecidos in vitro para subsequente implantacgdo in vivo. O principio basico passa por
utilizar um scaffold biocompativel, estrutural e mecanicamente sélido, semeado com uma fonte
celular apropriada e carregado com moléculas bioativas para promover a diferenciacdo e/ou
maturacdo celular (Figura 2.2). Embora tenham sido realizados progressos recentes na engenharia
de cartilagem de vdrias formas e feitios para fins cosméticos [12], os desafios da engenharia de um
tecido de sustentacdo de peso, como a cartilagem articular que consiste em arquitetura celular
multifasica, sdo significativos.



Para ser considerada para aplicacGes de engenharia de tecidos, a arquitetura do scaffold deve
idealmente replicar a do tecido nativo; além disso, esse scaffold implantavel deve ser adequado
para facilitar a infiltracdo, fixacao, proliferacao e diferencia¢do do tipo de célula individual desejado.
Dada a limitada capacidade regenerativa do tecido nativo, a degeneracdo da cartilagem causada
por anormalidades congénitas, doencas ou traumatismos é uma consequéncia de enorme
relevancia clinica. Devido a falta de suprimento sanguineo e subsequente resposta a cicatrizacdo,
os danos a cartilagem isolados ou lesdes condrais resultam numa tentativa de reparo incompleta
por parte dos condrdcitos locais.
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Figura 2.2 - Esquema do modo de funcionamento da engenharia de tecidos funcional de cartilagem
(adaptado [23]).

Entre as estratégias de engenharia de tecidos para a regeneracao da cartilagem, a combinag¢do de
condrdcitos ou células percussoras de condrdcitos, fatores de crescimento e estruturas
biomiméticas feitas de biomateriais naturais e/ou sintéticos, tem-se revelado uma alternativa
promissora [13]. A incorporacdo de células em suportes tridimensionais torna o processo de
regeneracao da cartilagem mais complexo, mas permite coordenar significativamente o processo e
superar algumas das limitagdes encontradas no uso de células ou biomateriais isoladamente [10].
Nesta abordagem, as estruturas biomiméticas desempenham um papel crucial, uma vez que, ao



imitarem temporariamente as fun¢Ges basicas da matriz extracelular, conferem: (a) adesao celular,
(b) estabilidade mecanica e (c) orientacdo estrutural, permitindo uma formagdo temporal e
espacialmente coordenada do novo tecido [14]. Estes aspetos tornam o processo de reparacdo da
cartilagem e transicdo do mesmo para o meio clinico num mecanismo altamente complexo e
desafiante.

Existem duas aplicagGes primordiais com base na engenharia de tecidos de cartilagem. Uma é a
cirurgia ortopédica, na qual a cartilagem projetada é geralmente usada para reparar defeitos ou
perdas na cartilagem de uma articulagdo, a fim de restaurar a funcdo articular. A outra é para
reconstrucao da cabeca e pescoco, na qual a cartilagem é geralmente aplicada para reparar defeitos
ou perda de cartilagem na traqueia, no nariz, na laringe ou numa pdlpebra. Os desafios enfrentados
pela cartilagem para cada aplicacdo sdo bem diferentes. Em aplicacGes ortopédicas, a cartilagem
projetada precisa de integrar-se a cartilagem nativa adjacente e, em muitos casos, ao 0sso
subcondral. As propriedades mecanicas da cartilagem projetada devem sempre corresponder as do
tecido adjacente, a fim de permitir a sobrevivéncia e a fungdo no ambiente articular
biomecanicamente arduo [15].

Como a fungdo mais importante da cartilagem ortopédica é suportar o peso, a cartilagem projetada
deve, idealmente, ser capaz de: (1) integrar ndo apenas o osso subcondral, mas também a
cartilagem adjacente, para alcancar uma distribuicdo estavel da carga e viabilizar a
mecanotransducdo celular (processo pelo qual as células convertem estimulos mecanicos numa
resposta quimica); (2) coincidir com as propriedades mecanicas da cartilagem nativa adjacente, a
fim de evitar a degradacdo do tecido causado pela disparidade da tensdo; (3) ser resistente a carga
sob grandes deformagdes e movimentos; (4) recapitular a arquitetura zonal, a fim de recriar a
relacdo estrutura-fungdo da cartilagem nativa [15].

Além das aplica¢des ortopédicas, a cartilagem projetada pode ser usada na reconstruc¢do de cabega
e pescoco para tratar defeitos de cartilagem no nariz, palpebra, traqueia, entre outros.

Ao contrdrio da cartilagem projetada para aplicagdes ortopédicas, as cartilagens projetadas para
reconstrugdo de cabeca e pescogo geralmente possuem formas complexas; os seus locais de
implantagdo sdo ndo condrogénicos e caracterizados por respostas imunoldgicas agressivas,
tornando a escolha de células e scaffolds bastante limitada.

Muitas investiga¢des de bioengenharia tem feito avangos e o nimero de estudos clinicos em
andamento esta aumentando, aproximando a perspetiva de regeneracao tecidual a realidade. No
entanto, o processo de transformacdo da pesquisa de prova de conceito em investigacao clinica
gera desafios crescentes [16].

2.3 Processos e materiais para a produc¢ao de scaffolds para engenharia de
cartilagem

Inicialmente, a cartilagem era tido em conta como um dos primeiros tecidos a ser manipulado com
sucesso através de uma simples combinagao de scaffolds, células, fatores de crescimento e carga
mecanica adequada. No entanto, a neocartilagem desenvolvida pelas estratégias convencionais da
engenharia de tecidos apresenta varias imperfei¢cdes, como a falta de uma estrutura em camadas,
incompatibilidade mecanica com a cartilagem nativa e adesdo inadequada entre tecido nativo e



scaffold implantado. [17,18] A regeneracdo funcional da cartilagem sé pode ser alcancada através
de uma interacao bem orquestrada de propriedades biomecanicas, estruturas hierarquicas Unicas,
matriz extracelular e fatores bioativos que conduzem a diferenciacao e proliferacdo de condrdcitos
nos biomateriais do scaffold [19]. As células semeadas nos materiais do scaffold sdo responsaveis
pela sintese e metabolismo da MEC; enquanto os scaffolds devem fornecer as condigdes ambientais
ideais, tais como tridimensionalidade, carga mecanica adequada, baixo suprimento de oxigénio,
morfogénicos e fatores de crescimento para promover o desenvolvimento dos tecidos.

O primeiro desafio para produzir biomateriais funcionais é replicar a arquitetura altamente
organizada da cartilagem articular, especificamente as suas propriedades espago-mecanicas e
composicao da MEC [36], bem como projetar um microambiente propicio para induzir células
estaminais a diferenciarem-se em fenétipos especificos de condrdcitos e orientar a maturagdo da
MEC [20].

Ao imitar a MEC, os biomateriais fornecem as células uma estrutura ambiental capaz de suportar a
viabilidade celular, a proliferacdo e as atividades secretoras. Multiplos scaffolds estdo disponiveis e
foram considerados para a engenharia de tecidos de cartilagem (Tabela 2.1). Estes biomateriais
podem ser classificados como matrizes sintéticas ou naturais, dos quais podemos distinguir aqueles
baseados em proteinas ou polissacarideos [21]. O biomaterial ideal deve ser biocompativel para
evitar reacOes inflamatdrias e imunoldgicas, deve proporcionar um ambiente favoravel para a
manutencdo 3D do fendtipo de condrécitos e ser adesivo para permitir a fixacdo das células dentro
da lesdo, devem também ser permedvel para permitir a difusdo de moléculas, nutrientes e fatores
de crescimento. Finalmente, deve ser biodegradavel o suficiente para ser integrado nos processos
fisiolégicos de remodelacdo de tecidos e, idealmente, deve ser injetavel, permitindo assim o
implante por cirurgia minimamente invasiva.

Tabela 2.5 - Principais matrizes usadas na engenharia de cartilagem (Adaptado [22]).

Matrizes
Tipo Componente Nome do produto comercial
Proteina Colagénio MACI®, Maix®, Atelocollagen®, MaioRegen®
Fibrina Tissucol kit®
Seda
Polissacarideos Acido hialurénico HYAFF-11°®
Quitosana BST-GarGel®
Celulose
Alginato
Sintético Poli  (acido  latico-co-acido Bio-Seed®
glicdlico)

Acido poliglicélico
Polietileno glicol

O colagénio é um tipo de material bioldgico nativo com excelente compatibilidade tecidual, pouca
toxicidade e de facil biodegradacao facil; enquanto isso, os seus produtos de degradagdo sao
absorvidos facilmente sem inflamacdo. A fibrina é originaria do sangue sem imunogenicidade, por
isso, € amplamente aplicada no tratamento clinico. Além da sua excelente biocompatibilidade, a
fibrina pode efetivamente promover a adesdo de condrdcitos, porém as suas desvantagens incluem
propriedades mecanicas fracas e uma taxa de degradacdo instavel, limitando a sua aplicagdo na
engenharia de tecidos. O material polimérico sintético pode ser moldado facilmente, cuja
microestrutura, propriedades mecanicas e degradacdo podem ser replicadas. Com a sua excelente



propriedade biocompativel, o poli (acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA) e o polimero de acido
polilactico (PLA) sdo amplamente utilizados na engenharia de tecidos para cartilagem. No entanto,
como materiais sintéticos, sdo caros e tém fraca capacidade de adesdo celular. A policaprolactona
(PCL) pode manter o fendtipo e promover a proliferacdo de condrdcitos. As vantagens mais
significativas do PCL sdo a baixa taxa de degradacao e a alta permeabilidade ao medicamento.

Atualmente, os materiais compdsitos sdo aplicados para superar as desvantagens de materiais
singulares [24]. Os materiais podem também ser modificados por métodos fisicos e bioquimicos
para manter as suas vantagens e superar as suas deficiéncias [25,26].

Modificagao Fisica

Modificacao fisica refere-se a modificacdo de scaffolds por métodos fisicos como compressao,
filtragem e irradiacdo de luz ultravioleta para melhorar a porosidade e a propriedade biomecanica
dos materiais e, finalmente, contribuir para a reparacdao da cartilagem. O scaffold da matriz
derivada da cartilagem (CDM) que imita o ambiente condro-indutor é um tipo de material da matriz
acelular [27]. Depois de tratado com irradiagdo com luz ultravioleta (UV), o scaffold CDM pode ndo
apenas impedir a contracdao mediada por células, mas também apoiar a ligacdo celular [16]. O gel
de colagénio como scaffold da matriz tornou-se um tratamento clinicamente aplicavel para defeitos
locais da cartilagem articular. A compressdo e a filtracdo fazem com que adquira uma maior
capacidade de carga de forca. Enquanto isso, o gel de colagénio condensado também é adequado
para implante de condrécitos autdlogos tridimensionais [28]. Os scaffolds derivados da matriz
extracelular orientada aprimoram a propriedade biomecanica da cartilagem de engenharia de
tecidos e os scaffolds orientados de poli PLGA promovem eficientemente a migracao celular,
contribuindo para melhorar a regeneracdo do tecido [29,30]. Uma visdo geral da modificacdo fisica
em scaffolds é mostrada na Tabela 2.2.

Tabela 6.2: Modificagdes fisicas em scaffolds (Adaptado [31)]..

Scaffolds Métodos Efeito Referencia
Matriz derivada de Tratamento Cria condrdcitos para produzir um Rowland et al.,
scaffold de desidrotermico maior conteudo de glicosaminoglicano 2013 [16]
cartilagem Irradiagao com luz e colagénio e apoiar a ligagdo celular

ultravioleta
Compressdo e filtragdo

Mueller-Rath et
al, 2010 [17]

Melhora as propriedades e bioquimicas
do scaffold

Gel de colagénio
tipo-I

Scaffold de alginato

Tecnologia mico fluidica

Permite que o scaffold tenha uma
estrutura porosa interconectada regular
e alta porosidade

Wang et al, 2011
[18]

PLGA

Orientagdo do scaffold

Promove migragdo celular e melhora as
propriedades mecanicas da cartilagem

Zhang et al, 2012
[19]

Matriz extracelular

de cartilagem

Orientagao do scaffold

Melhora a propriedade biomecanica da
cartilagem

Jia, et al, 2012
[20]

PLGA: poli (acido latico-co-acido glicélico)



Modificagdo bioquimica

A fraca propriedade mecanica é o problema mais sério dos materiais bioldgicos nativos. Quanto ao
material polimérico sintético, as suas desvantagens sdo a baixa hidrofilicidade e a fraca capacidade
de adesdo celular [32]. No entanto, os scaffolds podem ser combinados com o modificador
bioldgico que é chamado de modificagcdo bioquimica para superar os problemas acima. Em outras
palavras, a modificacdo bioquimica é introduzida no material original para fazer com que os
scaffolds tenham melhor compatibilidade tecidual e forne¢cam um microambiente apropriado para
o crescimento e proliferacao celular, conforme mostrado na Tabela 2.3.

Tabela 2.7 - Modificagbes bioquimicas em scaffolds (Adaptado de [31]).

Modificador  Scaffolds Efeito Referencia
Peptideo de PCL Aprimorar o recrutamento Shao et al., 2012
superficie [24]

Polietileno éxido/ Melhorar a adesdo e proliferagdo de Kuo and Wang,
quitina / quitosana condrdcitos do joelho 2012 [25]
PEO Estimule a condrogénese em maiores Kuo and Wang,
quantidades de BKCs, glicosaminoglicanos 2011 [26]
(GAGs) e colagénio
Bioglass Scaffolds de agarose Melhora as propriedades mecanicas e Jayabalan et al.,
bioquimicas de uma cartilagem manipulada 2011 [27]
por tecidos camada
PHBV Melhora a hidrofilicidade dos scaffolds e Wu et al., 2013
promove a migragao celular para a parte [28]
interior das construgdes hierarquicas
Acido Scaffolds de fibroina de Proteger o fenétipo condral e melhorar a Foss et al., 2013
hialurénico seda estrutura e propriedades fisicas de scaffolds [29]
Gelatina-metacrilamida Melhorar as fungdes naturais de scaffolds em Schuurman et al.,
cartilagem mecanica e propriedades 2013 [30]
estruturais
PLGA Fornecer propriedades mecanicas e estruturais  Chang et al., 2013
apropriadas dos scaffolds para as células [31]
Scaffolds de colagénio Melhorar a infiltragdo celular e promove Matsiko et al.,
condrogénese em estagio inicial 2012 [32]
Quitosana PLCL Melhore a compatibilidade e a forma das Yang et al., 2012
células de tecido cartilaginoso [33]

Scaffolds de fibroina de
seda

Scaffolds de gelatina

Promover a adesao e proliferagdo celular e
aumentar a excregdo de aggrecan e colagénio
tipo Il

Servir como excelente transportador para
células estaminais reparar defeitos de
cartilagem

Melhorar a regeneragdo da cartilagem in vitro
ein vivo

Li et al., 2012 [34]
Deng et al., 2013
[35]

Whu et al., 2013
[36]

PCL: policaprolactona; CTM: células-tronco mesenquimais; PEO: 6xido de polietileno; PHBV: valerato de

polihidroxibutirato; PLGA: poli (acido lactico-co-glicdlico); PLCL: poli-lactico-co-&-caprolactona



Materiais biomiméticos

Biomimética refere-se a estrutura e funcdo da cartilagem projetada por um tecido semelhante a
matriz extracelular da cartilagem, que fornece um microambiente ideal para condrdcitos. Os
scaffolds fibrosos oferecem um modelo para a producdo de matriz extracelular de cartilagem. No
entanto, a utilizacdo de scaffolds homogéneos é limitada pela sua incapacidade de imitar a
organizacao e as propriedades especificas da zona da cartilagem. Além de imitar a estrutura da
matriz extracelular, incorporando proteinas, medicamentos ou citocinas nos scaffolds, a fungdo
tomografica da MEC é também um método biomimético, como sugerido na Tabela 2.4.

Tabela 2.8 - Materiais biomiméticos (Adaptado de [31)].

Scaffolds Métodos Efeito Referencia
Matriz derivada  Tratamento desidrotermico Cria condrdcitos para produzir um Rowland et al.,
de scaffold de Irradiagao com luz maior conteldo de glicosaminoglicano 2013 [16]

cartilagem ultravioleta

e colagénio e apoiar a ligagdo celular

Gel de Compressao e filtragdo

colagénio tipo-I

Melhora as propriedades e bioquimicas
do scaffold

Mueller-Rath et
al, 2010 [17]

Scaffold de Tecnologia mico fluidica Permite que o scaffold tenha uma Wang et al, 2011
alginato estrutura porosa interconectada [18]
regular e alta porosidade
PLGA Orientagdo do scaffold Promove migragdo celular e melhoraas Zhang et al, 2012
propriedades mecanicas da cartilagem [19]
Matriz Orientagao do scaffold Melhora a propriedade biomecanicada lJia, et al, 2012
extracelular de cartilagem [20]

cartilagem
PLGA: poli (acido latico-co-acido glicélico)

2.4 Processo de eletrofiagao e técnicas para orientagao de fibras

2.4.1 Eletrofiacao

Eletrofiagdo é uma técnica amplamente usada em engenharia de tecidos para a produgdo de
scaffolds poliméricos [33]. Emergiu como uma técnica poderosa na producdo de fibras de alta
resisténcia, por permitir controlar a disposicdo e o diametro das mesmas [34]. A eletrofiacdo
envolve um processo elétrico e hidrodinamico, durante o qual uma gota de liquido é eletrificada
para gerar um jato, seguida de um alongamento para gerar fibra(s). Como ilustrado na Figura 2.3
uma configuragao basica da eletrofiacao é bastante simples, tornando-a acessivel a quase todos os
laboratérios. [35] Os componentes principais incluem uma fonte de alimentacdo de alta tensdo,
uma bomba de seringa (também conhecida como bomba de infusdo), uma spinneret (geralmente,
uma agulha hipodérmica com ponta cega) e um coletor. Durante a eletrofiacdo, o liquido é
extrudido da agulha para produzir uma gota pendente como resultado da tensdo superficial. Na
eletrificacdo, a repulsdo eletrostatica entre as cargas deforma a gota num cone de Taylor, do qual
um jato carregado é ejetado. O jato estende-se inicialmente numa linha reta e, em seguida, sofre
movimentos de chicoteamento vigorosos devido a instabilidades de flexdo. A medida que o jato é
esticado em didmetros mais finos, ele solidifica rapidamente, levando a deposicdo de fibra(s)
solida(s) no coletor. Em geral, o processo de eletrofiacdo pode ser dividido em quatro etapas
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consecutivas: (i) carregamento da gota de liquido e formacgdo de cone de Taylor ou jato em forma
de cone; (ii) extensdo do jato carregado ao longo de uma linha reta; (iii) afinamento do jato na
presenca de um campo elétrico e crescimento da instabilidade elétrica de flexdo (também
conhecida como whipping instability); e (iv) solidificacdo e cole¢do do jato como fibra(s) sélida(s)

num coletor. [35]
Syringe pump -
Syringe \
Spinneret \
High-voltage \
power supply e
N\ —

4 Taylor cone

.

— Collector

Figura 2.3 — Configuragdo bdsica de um sistema de eletrofiagdo (Adaptado [36]).

Formacgao do cone de Taylor

Durante a eletrofiagcdo, o liquido é normalmente alimentado através da agulha a uma taxa
constante e controlavel usando uma bomba de seringa. Quando existe uma diferenca de potencial
entre a agulha e o coletor, as cargas positivas e negativas sdo separadas no liquido e as cargas do
mesmo sinal da polaridade da agulha deslocar-se-do em diregdo a superficie da gota, produzindo
cargas em excesso. Com o aumento gradual da tensdo, mais cargas serdo acumuladas, aumentando
a densidade das cargas de superficie que residem na gota. Enquanto a tensdo superficial favorece
uma forma esférica para minimizar a energia total livre de superficie da gota, a repulsdo
eletrostética tende a deformar a forma da gota, de modo que a sua area de superficie serd
aumentada para atenuar a repulsdo. [37] A gota possui uma forma que minimiza a soma da energia
eletrostatica e da energia livre de superficie. Quando o campo elétrico atinge uma forca adequada
a uma tensdo critica, a repulsdo eletrostatica sera forte o suficiente para superar a tensdo
superficial. Consequentemente, a gota deformar-se-a numa forma cdénica. [38] A Figura 2.4 mostra
uma fotografia da gota no ponto critico.

Alongamento e afiamento do jato carregado

Do épice do cone de Taylor, um jato carregado eletricamente é ejetado e depois acelerado pelo
campo elétrico. O jato sera estendido na dire¢dao do campo elétrico conforme ele se move em
direcdo ao coletor [39]. Durante a aceleragdo do jato em linha reta, a tensdo superficial e a forca
viscoelastica no jato tendem a impedir que ele se mova para a frente [40]. Como resultado, a
aceleracdo é gradualmente atenuada. Enquanto isso, o diametro do jato no segmento reto diminui

11



monotonamente com a distancia da ponta, a medida que o jato é esticado continuamente. Quando
a aceleracdo cai para zero ou para uma constante, qualquer pequena perturbacdo é capaz de
destruir o movimento reto [41]. Como tal, a instabilidade pode surgir facilmente como
consequéncia da repulsdo eletrostatica entre as cargas de superficie que residem no jato, entrando
no regime far-field.

Figura 2.4 - Fotografia da gota no ponto critico (Adaptado [36]).
Solidificacao do jato.

Durante o processo de alongamento, o jato solidifica para formar fibras, causadas pela evaporagdo
do solvente ou pelo resfriamento da fusdo. Quando o processo de solidificacdo é lento, o
alongamento do jato carregado pode durar mais tempo para gerar fibras com um diametro mais
fino. Apds a solidificagao, as cargas ainda podem ficar presas na superficie das fibras secas, mas
todas as instabilidades terminardo.

Deposicao de fibras.

A etapa final de um processo de eletrofiacdo é a deposicdo de fibras num coletor. As morfologias
das fibras sdo determinadas principalmente pelo estado de instabilidade a flexdo em que as fibras
sdo depositadas. As instabilidades podem assumir um padrdao complexo, e as bobinas podem ser
coletadas como fibras com uma morfologia reta ou ondulada, ou mesmo bobinas com muitas
curvas. Apds a deposicdo, a maioria das cargas nas fibras é rapidamente dissipada através do
coletor. No entanto, devido a baixa condutividade da maioria dos materiais para as fibras, uma
guantidade mensuravel de cargas residuais ainda permanece na superficie das fibras coletadas [42].

Controlo de um processo de eletrofiacao.

A formacao de fibras eletrofiadas e o controlo dos didmetros sdo amplamente determinados pelos
parametros de processamento, incluindo a tensao aplicada, a taxa de fluxo do liquido e a distancia
entre a ponta da agulha e o coletor. Uma alta tensdo estatica DC é geralmente aplicada a agulha
para gerar o campo elétrico. A polaridade da tensdo pode ser positiva ou negativa, o que afeta a
distribuicdo de moléculas carregadas no liquido e, portanto, o tipo de carga acumulada na
superficie do jato. Para alguns materiais, especialmente eletrélitos, as suas capacidades de
eletrofiagdo dependem da polaridade da tensdo aplicada [43]. A tensdo aplicada determina
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diretamente a quantidade de cargas transportadas pelo jato e a magnitude da repulsdo
eletrostatica entre as cargas, bem como a forca das interacGes entre o jato e o campo elétrico
externo. Uma tensao mais alta geralmente favorece a formacao de fibras mais finas, [44] ao passo
que também pode induzir a eje¢cdo de mais fluido, dando origem a fibras com didmetros maiores
[45]. Em relacdo a vazao do liquido, qualquer aumento normalmente resultard na formacdo de
fibras com diametros superiores. A distancia de trabalho entre a ponta da agulha e o coletor
determina o estagio de instabilidade em que o jato é depositado no coletor. E necessaria uma
distancia relativamente longa o suficiente para garantir a extensao e solidificagdo completas do jato
e, assim, a formacdo de fibras sélidas. Em geral, as fibras sdo formadas mais finas a medida que a
distancia for aumentando. Em geral, é a interacdo intrincada de todos os pardametros de
processamento que controla a morfologia e o didametro das fibras. Por exemplo, com o aumento da
vazdo, é necessdrio aumentar a tensdo critica para gerar a fibra, bem como a distancia de trabalho
entre a ponta da agulha e o coletor para garantir a extensdo e solidificacdo completas do jato. Como
resultado, é necessdrio otimizar todos os parametros de processamento para controlar um
processo de eletrofiacdo.

2.4.2 Controlo de alinhamento de fibras

A capacidade de criar estruturas ordenadas tem muitas implicacdes no desempenho de um
conjunto de fibras. Foi demonstrado que células cultivadas em scaffolds de nanofibras alinhadas
proliferam na dire¢do da orientagdo da fibra (Xu et al 2004 [46]). Varios investigadores mostraram
que é possivel obter fibras alinhadas usando um coletor rotativo (Matthews et al 2002 [47],
Kameoka et al 2003 [48]). Um diagrama esquematico da configura¢do é mostrado na Figura 2.5.

Rotation |

{.""'1 \
|

Figura 2.5 Coletor rotativo (Adaptado de [49]).

Na maioria dos casos, a deposicdo das fibras eletrofiadas é feita num coletor sélido. No entanto,
liguidos comuns como a dgua podem ser usados para recolher fibras eletrofiadas (Srinivasan e
Reneker 1995 [50]). Frequentemente mais usado como banho de coagulagdo, Smit et al e Khil et al
[51,52] demonstraram um método facil de coletar fios continuos compostos por fibras eletrofiadas,
depositando-os primeiro num meio liquido, como mostrado na Figura 2.6. A capacidade de formar
fios continuos feitos de nanofibras é um avanco significativo nos conjuntos que podem ser formado
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por eletrofiacdo, pois pode ser tecido em tecidos. Por sua vez, pode ser usado em areas como
roupas de protecao, tecidos de alto desempenho, engenharia de tecidos e compésitos.

Coagulation bath 1 ’

Figura 2.6 - Colegdo de fios usando banho-maria (Adaptado de [49]).

No método proposto por Smit et al [51], a eletrofiacdo foi realizada em banho-maria. Uma malha
gue consiste em fibras eletrofiadas foi depositada na superficie do banho de 4gua e posteriormente
atraida para a borda do banho de dgua e coletada num mandril rotativo acima dele. A analise visual
do fio mostrou que as fibras eletrofiadas estavam alinhadas na direcdo do comprimento do fio.
Embora as fibras eletrofiadas tenham sido depositadas aleatoriamente na superficie da agua, a
malha de fibras alongava-se e as fibras alinhavam-se a medida que a malha era atraida sobre a
superficie da dgua. A tensao superficial causava o colapso da malha de fibras num fio, quando era
levantado da superficie da dgua para o coletor rotativo, originando a recolha de fibras alinhadas.

Como as cargas eletrostaticas sdo distribuidas ao longo do jato de eletrofiacdo, um campo elétrico
externo pode ser usado para controlar o jato. Mesmo com uma ligeira variagdo no perfil do campo
elétrico, pode-se observar o seu efeito na deposi¢do das fibras eletrofiadas Quando um fio com
ligacdo a terra é colocado abaixo de um substrato ndo condutor, como uma lamina de vidro, ele
induz as fibras de eletrofiagdo a se depositarem preferencialmente nas areas da lamina de vidro
logo acima do fio (com ligagdo a terra), como mostra a Figura 2.7. Embora uma estrutura com
ligacdo a terra possa exercer algum controlo sobre o local de deposicdo das fibras eletrofiadas, é
mais comum usar um ou mais elétrodos auxiliares com cargas da mesma polaridade que o jato de
eletrofiacdo ou com polaridade oposta, pois elas tém um efeito maior no jato de eletrofiacdo (Teo
e Ramakrishna 2005 [49]).

‘A

30mm

Figura 2.7 - Influéncia do fio condutor colocado abaixo de uma Iémina de vidro na deposigcdo das fibras eletrodiafas. (A)
Fibras eletrodiadas depositadas na ldmina de vidro. (B) Eletrodo colocado sob a Iédmina. (Adaptado de [49]).

Para manipular o campo elétrico externo, a fim de exercer algum controlo sobre o jato de
eletrofiacdo, devem ser consideradas a forma, a posicdo e a polaridade das cargas aplicadas aos
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elétrodo(s) auxiliares. Sdo apresentados na Figura 2.8 diagramas esquematicos de configuracdes
gue utilizam anéis como elétrodos auxiliares para controlar o jato de eletrofiacao.

Positive high voltage

Positive high voltage

y .
p.{ v}
y \
o . /
V4 Negative high voltage

Figura 2.8 - (A) Deposigdo controlada através de elétrodos em forma de anéis. (B) Deposicdo controlada usando apenas
um anel (Adaptado de [49]).

Deitzel et al [53], usaram anéis, colocados abaixo da ponta da spinneret, como elétrodos auxiliares
e com a mesma carga positiva que a da solugdo. Os anéis com carga positiva que foram espacgados
uniformemente entre a ponta da spinneret e o coletor criaram uma 'parede elétrica' cilindrica que
desencorajava o jato de eletrofiacdo de deslocar-se para fora dele. Para criar uma forcga de tracdo
no jato de eletrofiacdo através dos anéis carregados, uma carga negativa foi aplicada ao coletor.
Como mostrada na Figura 2.8 (A), as linhas do campo elétrico convergiram para uma linha central
acima da placa coletora, como mostrado na Figura 2.7 (B). Este método oferece vantagens como o
controlo sobre o local e drea de deposi¢do das fibras, uma vez que a trajetdria cadtica do jato de
eletrofiagdo e a acumulagdo de cargas residuais nas fibras depositadas podem causar que as fibras
de eletrofiacdo se depositem em zonas fora do coletor designado.

A B

Syringe Needle +9 kV

Positive high
voltage

Rings

Copper Rings +4.5 kV

Distance from tip to target

Collection target
~11kV

Figura 2.9 - (A) configuragdo para controlar a deposigcéo de fibras usando anéis como elétrodos auxiliares. (B) Perfil do

campo elétrico da regido entre a agulha da seringa e a placa de colegdo com o anel como elétrodos auxiliares (Adaptado
de [49]).

Como o perfil do campo elétrico entre a ponta do spinneret e o coletor influencia o jato de
eletrofiacdo, também pode ser usado para criar fibras alinhadas ou padronizadas. Em 1938,
Formhals [54] patenteou uma instalacdo de eletrofiacdo, onde as barras foram colocadas em
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paralelo com intervalo entre elas como coletores para recolher fibras alinhadas. Posteriormente, Li
et al [55], demonstraram que dois elétrodos colocados em paralelo foram capazes de coletar fibras
alinhadas no intervalo das barras, como mostra a Figura 2.8 (C). A partir do perfil do campo elétrico,
as linhas do campo elétrico no espago préximo aos elétrodos sao atraidas em direcao a sua borda,
conforme indicado no perfil do campo elétrico na Figura 2.10 (D). Isto exerce uma forca de tracdo
no jato de eletrofiagcdo ao longo do espaco em direcdo aos elétrodos paralelos (Li et al 2003 [55]).

C D

High voltage

..........

d: Gap where fibres are deposited [Si m

Figura 2.10 — (C) Diagrama esquemdtico de um arranjo de elétrodos auxiliares em paralelo. (D) Perfil do campo elétrico
do spinneret aos elétrodos auxiliares paralelos (Adaptado de [49]).

Usando um conceito semelhante, Li et al [55], organizou uma matriz de contra elétrodos em
paralelo para criar alguma forma de padronizagdo de fibras eletrofiadas (Li et al 2003 [55]). No
entanto, o arranjo e o padrao formado pelas fibras eram diferentes em toda a malha de fibras e
dependiam de sua localizacdo na folga, como mostrado na Figura 2.11. Isso reduz bastante a
utilidade da malha de eletrofiagdo. Outra desvantagem do uso de elétrodos auxiliares paralelos
como coletores é que o alinhamento das fibras se tornaria mais aleatério a medida que mais fibras
fossem depositadas (Katta et al 2004 [56]).

Figura 2.11 - Diferentes arranjos de fibras em diferentes locais do gap (Adaptado de [49]).
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Varios avancos no agrupamento de fibras eletrofiadas sdo baseados no comportamento do jato de
electrospinning quando colocados no perfil do campo elétrico de um elétrodo paralelo par. Teo e
Ramakrishna [49] fizeram uso do comportamento de deposicao do jato de eletrofiacdo num espaco
para criar um agrupamento de fibras altamente alinhado. A configuracdo consistiu em colocar duas
[aminas alinhadas uma com a outra, com um espaco entre elas, conforme mostrado na Figura 2.12.
Foi aplicada uma carga negativa as laminas de modo que houvesse uma forca de atracdo maior no
jato de eletrofiacdo carregado positivamente. Dessa forma, as fibras eletrofiadas depositar-se-iam
consistentemente ao longo do espaco entre a ponta de uma lamina e a outra. No entanto, acima
de uma certa tensdo negativa aplicada as laminas, nenhuma fibra de eletrofiacdo foi depositada
nas laminas. Teo e Ramakrishna [49] demonstraram que mergulhando as fibras em dgua enquanto
as fibras ainda estavam presas as laminas, foram capazes de fazer uso da tensdo superficial da agua
para comprimir as fibras, formando um conjunto de fibras eletromagnéticas apertadas e altamente
alinhadas. Uma vantagem importante da configuracdo é que as duas extremidades que conectam
o agrupamento de fibras aos elétrodos sdo precisas e consistentes. O posicionamento controlado
do grupo de fibras pode entdo ser alcangado (Teo e Ramakrishna 2005 [49]).

'\L' y
\ Vg
MNegative high voltage L

Figura 2.12 — Lamina colocada na linha (Adaptado de [49]).

Dalton et al [57], usaram dois anéis colocados em paralelo para coletar fibras altamente alinhadas
que foram depositadas nos perimetros dos anéis, ao longo do intervalo, como mostra a Figura 2.13.
Girando um dos anéis depois das fibras serem depositadas, ele conseguiu obter fios torcidos com
varios filamentos. E espectavel que esse fio torcido exiba maior resisténcia do que o fio constituido
apenas por fibras alinhadas (Dalton et al 2005 [57]).

Figura 2.13 — Coletor de anéis colocado em paralelo (Adaptado de [49]).
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Como a manipulacdo do campo elétrico e o uso de um coletor dindmico sdo os métodos mais

comuns para obter conjuntos de fibras alinhados, os dois métodos foram combinados para obter
maior ordem no agrupamento de fibras.

Theron et al [58], usaram um coletor de disco rotativo para tirar vantagem do movimento de
rotacado e da convergéncia das linhas de campo elétrico em direcao a borda da faca do disco para
coletar fibras altamente alinhadas, como mostrado na figura 2.14 (E). Para um processo tipico de
eletrofiacao, o jato de eletrofiacdo sofre instabilidade de flexdao que se espalha por uma drea maior,
resultando numa grande area de deposicdo num coletor estatico. No entanto, quando um disco de
ponta da faca foi usado, o jato de eletrofiacdo convergiu para a borda da faca do disco, como mostra

a figura 2.14 (F), que foi posteriormente alinhada ao longo da borda a medida que gira (Theron et
al 2001 [58]).
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Figura 2.14 — (E) Diagrama esquemadtico de um disco rotativo de ponta de faca como como um coletor. (F) Perfil do campo
elétrico da ponta da spinneret até a borda da faca. (Adaptado de [49]).

Usando um conceito semelhante ao coletor de discos, Bhattarai et al [59] enrolaram um fio de
cobre como elétrodo num cilindro isolante, como mostrado na Figura 2.15 para coletar um conjunto
de fibras altamente alinhado girando o cilindro a uma velocidade de ~2000 rpm. Foi dito que o
tamanho do feixe de fibras era controlavel variando o diametro do fio (Bhattarai et al 2005 [59]).

Wire

Figura 2.15 — Cilindro rotativo com um fio metdlico enrolado nele (Adaptado de [49]).
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Em vez de usar elétrodos estdticos colocados em paralelo, Katta et al [60], usaram um coletor
cilindrico rotativo com um fio de arama para coletar fibras alinhadas, como mostra a Figura 2.16.
Com uma velocidade de rotacdo de apenas 1 rpm, o alinhamento da fibra é mais provdvel acontecer
devido a influéncia do fio disposto em paralelo do que pela rotagdo do tambor.

Rotation

Figura 2.16 — Coletor cilindrico rotativo com fios metdlicos paralelos (Adaptado de [49]).

Teo et al [49], demonstraram o efeito de um elétrodo de ponta de faca auxiliar na deposicdo de
fibras eletrofiadas usando uma configuragdo como a mostrada na Figura 2.17. Quando elétrodos
paralelos de ponta de faca auxiliares foram usados em vez de faixas condutoras paralelas como
elétrodos auxiliares colocados sob uma haste rotativa, as fibras coletadas na haste apresentaram
um maior grau de alinhamento (Teo et al 2005 [49]).

~ A

Negative

high voltage Knife edged
blade

Figura 2.17 - Coletor de tubo rotativo com elétrodos de ponta de faca abaixo (Adaptado de [49])..

Em vez de apenas ter o elétrodo diretamente abaixo da spinneret para focalizar a deposi¢ao do jato
de eletrofiacdo, Teo et al [49], usaram um elétrodo com ponta de faca para direcionar a trajetéria
do jato de eletrofiagdo, como mostrado na Figura 2.18. A solucdo de polimero recebeu uma carga
positiva, enquanto o elétrodo com ponta de faca recebeu uma carga negativa, de modo a exercer
uma forga atrativa no jato de eletrofiacdo. O elétrodo da ponta da faca carregado negativamente
foi colocado a uma distancia da spinneret, de modo que houvesse um angulo entre a ponta da
spinneret e a ponta da faca do elétrodo. Verificou-se que o jato de eletrofiacdao desloca-se com o
mesmo angulo que o das linhas diagonais do campo elétrico, da ponta da spinneret até a ponta da
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faca. Colocando um tubo rotativo no caminho do jato de eletrofiagdo, foram coletadas fibras
alinhadas na diagonal (Teo et al 2005 [49]).

Spinneret with —__
Knife edged blade \/

=R

M —— Knife edged blade

2 X :
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Figura 2.18 - Controlo do jato de eletrofiagdo usando elétrodos de ponta de faca (Adaptado de [49]).

2.5 Processo de eletrofiagao e pulverizagao de células

Electrospraying, também conhecida como pulverizacdo eletrodindmica, é capaz de produzir
goticulas diminutas com tamanhos mirdnicos por meio de um campo elétrico (Khan et al., 2017
[61]). O conceito de eletrofiagdo foi concebido num estudo anterior realizado por William Gilbert
em 1600, no qual observou a formacdo de uma gota de dgua em forma de cone na presenca de um
campo elétrico. Cerca de um século depois, Stephen Gray observou a atomizagdo eletro-
hidrodinamica de uma gota de 4gua a partir da qual um fluxo muito fino foi gerado. [62] Em 1747,
Abbé Nollet realizou a primeira experiencia de Electrospraying conhecida, demonstrando que a
agua poderia ser pulverizada como aerossol ao passar por um recipiente carregado
electrostaticamente, colocado préximo do solo. [63] Os comportamentos das goticulas carregadas
foram entdo estudados sistematicamente por Lord Rayleigh. Em 1882, estimou teoricamente a
quantidade maxima de cargas que uma gota liquida poderia carregar antes que os jatos liquidos
fossem ejetados da superficie. [64] A eletrofiacdo pode ser considerada uma variante da técnica de
pulverizacdo eletrodindmica, [65] dependendo ambas do uso de uma alta tensao para ejetar jatos
liquidos. As principais diferencas entre eletrofiagdo e pulverizacdo estdo na viscosidade e
viscoelasticidade do liquido envolvido e, portanto, no comportamento do jato.

Em 2006 foi relatada pela primeira vez a possibilidade de eletrofiar efetivamente uma bio
suspensdo celular, enquanto ndo foi observado diferencas significativas em termos de viabilidade
celular entre células eletrofiadas e células que ndo foram eletrofiadas [66]. Também foi
comprovada a capacidade de células eletrofiadas formarem matrizes tridimensionais funcionais de
suporte celular, combinando-os com bio polimeros [67]. Ramalho et al, [68] demonstrou a
possibilidade de pulverizar com sucesso uma bio suspensao celular, que foi posteriormente usada
para semear scaffolds 3D microporosos anisotrdpicos feitos de policaprolactona/gelatina/dxido de
grafeno (PCL / gel / GO). Perante a nomeada experiencia de pulverizacdo foi preparada uma bio
suspensdo celular composta por DMEM/F-12+1% penicilina/estreptomicina + 10% de SFB (FETAL
BOVINE SERUM). A viabilidade celular foi medida apds o processo de electro pulverizagdo, e
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demonstrou uma viabilidade de 87%. As células pulverizadas foram semeadas em scaffolds e tanto
as células de controlo (scaffolds semeados com células ndo pulverizadas) como as pulverizadas
mostraram um aumento da sua viabilidade em todo o periodo de 21 dias. Isto indica que as células
adaptaram-se ao ambiente no scaffold e puderam proliferar. Provando também que as células que
sofreram o processo de pulveriza¢cdo nao foram afetadas por esse processo e tinham a capacidade
de suportar as condi¢es usadas no processo, podendo aderir ao scaffold e proliferar nele como as
células que ndo sdo pulverizadas. Uma incorporacdo direta de células nas fibras durante
eletrofiacao pode ser uma abordagem promissora para produzir constructos teciduais funcionais e
homogéneos, pois supera os desafios da infiltracdo celular em poros pequenos ao literalmente
circundar as células com a matrizes de fibras enquanto é produzido. Isso pode ser alcancado usando
a bio electropulverizagdo (BES), um conceito introduzido pela primeira vez em Jayasinghe, de 2005
[67], e permite a deposicdo de células em alvos especificos, expondo a suspensdo celular a um
campo elétrico externo de alta intensidade [68,69] Tendo em conta que a exposicao das células ao
campo elétrico, bem como a tensdo de cisalhamento da passagem pelo aparelho BES pode afetar
a viabilidade e funcado celular, a viabilidade de células pds-pulverizadas foram avaliadas para varias
células tipos, e verificou-se que a viabilidade celular ndo era significativamente reduzida pelo
processo [70].

Semitela et al [71], compuseram um ensaio com intuito de garantir que o processo BES ndo afetava
o viabilidade celular e funcional, ao pulverizar condrécitos e avaliar a sua viabilidade. Foram
realizadas diversas experiencias de pulverizacdo de condrécitos ao ajustar vdrios parametros de
processo, nomeadamente tensdo (10-25 kV), vazdo (1.5-5 mL/h),a distancia de trabalho (5-12.5 cm)
entre a agulha e o coletor e o calibre de agulha (27-28G). Condrdcitos pds pulverizados possuem
uma viabilidade consideravel, sugerindo que um numero substancial de células sobreviveram ao
processo de electro pulverizacdo. Note-se que a percentagem de viabilidade foi calculado como um
racio da atividade metabdlica dos condrdcitos com electro pulverizagdo e atividade metabdlica
condrdcitos que ndo foram submetidos a nenhum processo. Os diferentes parametros empregados
ndo geraram diferencas significativas na viabilidade dos condrdcitos, no entanto, a alta tensdo
aplicada usando a agulha 28G levaram a uma redugdo significativa de condrdcitos vidveis. De
acordo com os resultados obtidos, é possivel inferir que um nimero consideravel de condrdcitos
conseguiram sobreviver ao processo BES, independentemente dos parametros usados no processo,
sugerindo que esta técnica é uma solugdo promissora para a incorporagao celular as fibras durante
a eletrofiacdo de scaffolds 3D.
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3. Benchmarking de sistemas de eletrofiagao

3.1 Introducgao

Neste capitulo é feito um levantamento ao funcionamento dos varios tipos de equipamentos
comerciais e de laboratdrio de eletrofiacdo, com foco especial aos equipamentos de eletrofiacao
com células. Por fim, é feita também recolha de diversas patentes de sistemas de eletrofiacao de
fibras. O objetivo deste capitulo passa por fazer um benchmarking aos diversos de sistemas de
eletrofiagao presentes no mercado, com intuito de identificar as fun¢Ges e capacidades dos
designados sistemas, recolhendo desta forma informacgdo crucial a criagdo e desenvolvimento de
um novo produto.

3.2 Tipos e principios de funcionamento de equipamentos comerciais e suas
aplicagdes

3.2.1 Métodos de eletrofiagao

Campo distante versus campo préximo.

Durante a eletrofiacdo, a distancia entre a ponta da agulha e o coletor determina os estagios em
que as fibras serdo depositadas no coletor. Devido a falta de instabilidade a flexao, a eletrofiacdo
de campo proximo permite a deposicdo de fibras em alta definicdo espacial, combinando a
velocidade média de movimento do jato com a velocidade relativa entre o coletor e a agulha. No
entanto, as fibras tém um diametro grande, tipicamente na escala de varios micrémetros. [72] Em
comparag¢do com a eletrofiagdo de campo distante, a eletrofiagao de campo préoximo oferece varias
vantagens: (i) reducdo substancial da tensdo aplicada, (ii) a capacidade de organizar com precisdo
as fibras em uma area relativamente grande com consumo minimo de material e (iii) a capacidade
de manipular as posi¢des espaciais das fibras ao longo das trés direcées de X, Y e Z para a impressao
de fibras. [73] No entanto, a taxa de fluxo do liquido num processo de eletrofiacdo de campo
préximo é relativamente baixa, levando a uma redugao substancial no volume de produgdo. Além
disso, as fibras sdo geralmente muito mais espessas do que as obtidas por eletrofiagdo de campo
distante, e a complexidade do aparelho também limita o seu uso na produ¢do em massa. [73]

Agulha unica versus agulhas multiplas.

A eletrofiacdo com multiplas agulhas oferece outra rota direta para aumentar a produtividade
através do uso de uma série de agulhas ocas. [74] As agulhas podem ser dispostas numa matriz
linear, organizando-as em linha reta, [75] ou uma matriz 2D, colocando-as num layout especial (por
exemplo, um padrdo circular, eliptico, triangular, quadrado ou hexagonal), [76], conforme ilustrado
na Figura 3.1 (A) [77]. Desta forma, varios jatos podem ser ejetados simultaneamente das agulhas,
e todos eles sofrem instabilidade de flexdo. [78] Os trajetos dos jatos geralmente sao bastante
irregulares devido a interagdo do campo elétrico externo, as interacGes autoinduzidas e a repulsdo
entre os jatos (Figura 3.1 (B)). [79]
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B [outer Central jet

Figura 3.1 - (A) Exemplos de arranjos de electrospinning de multiplas agulhas: matriz 1D versus 2D (B) Trajeto e andlise
das forgas dos jatos durante o processo (Adaptado [36]).

Trés parametros-chave devem ser considerados para permitir a eletrofiacdo de multiplas agulhas:
0 espacamento entre as agulhas, o numero de agulhas e o layout da matriz. [74] Para melhorar a
estabilidade dos varios jatos, um elétrodo auxiliar pode ser introduzido préximo as agulhas para
gerar um campo elétrico secunddrio entre as agulhas e o elétrodo para neutralizar a repulsdo entre
os jatos.

Agulha oca versus agulha sélida

A agulha oca, como uma agulha oca ou um tubo com orificios, é associada a um invdlucro, através
do qual o liquido é extrudado. A agulha sdélida, como um pino sélido, uma matriz 2D de pinos sélidos
e um substrato plano, permite que varios jatos emanem simultaneamente da superficie para
realizar a eletrofiagdo. O pino sélido pode servir como uma agulha para a eje¢ao de um jato da gota
de liquido preso a ponta do pino. [80] Para aumentar o nimero de jatos, uma placa plana também
foi explorada como a agulha. [81] Num processo tipico, o liquido flui de um reservatério para a
borda da placa, da qual varios jatos podem ser ejetados simultaneamente.

Agulha simples versus agulha coaxial.

Também foi desenvolvida uma agulha coaxial que consiste em duas agulhas ocas concéntricas para
gerar um jato coaxialmente eletrificado para eletrofiagdo coaxial (Figura 3.2 (A)). [82] A agulha
coaxial pode ser facilmente fabricada inserindo uma agulha pequena (interna) numa agulha grande
(externa) na configuragdo coaxial. Duas bombas de seringa sdo entdo usadas para direcionar dois
fluidos (nucleo e invélucro) para as agulhas externas e internas, respetivamente, a taxas de fluxo
enderecaveis separadamente.

Quando os fluidos do nucleo e do invélucro se encontram na extremidade de saida da agulha
coaxial, o fluido do invélucro envolve o fluido do nucleo para formar um cone de Taylor composto
na presenga de um campo elétrico externo, seguido pela eje¢do de um jato coaxial. Finalmente,
serdo obtidas nanofibras com revestimento distinto com composicdes distintas para o nucleo e
revestimento, conforme mostrado na Figura 3.2 (B) [83].
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Figura 3.2 — llustragdo esquemdtica de um processo coaxial de electrospinning (Adaptado [36]).

Coletor sélido condutor versus coletor de banho liquido.

Coletores sdlidos condutivos podem ser usados no modo estacionario ou mével. Para um coletor
estacionario, ele pode modular a distribuicdo do campo elétrico e, assim, orientar a deposicao de
nanofibras de duas maneiras diferentes: (i) padronizar a superficie de um substrato condutor com
estruturas especificas e (ii) combinar diferentes substratos com condutividades distintas para
formar o padrao.

Coletores de banho liquido. O liquido isolante colocado num recipiente abaixo da agulha também
foi demonstrado como coletor. O liquido pode atuar como um banho de coagulagdo para melhorar
a solidificagdo do jato e produzir nanofibras ultrafinas [84].

3.2.2 Aparelhos de eletrofiagcao no laboratoério e escala industrial

De acordo com os dados divulgados pela “Research and Markets”, o mercado global de nanofibras
pode chegar a 1 bilido de ddélares no final de 2021. [85] Para atender a demanda do mercado, existe
uma necessidade urgente de ampliar a producdo de nanofibras eletrofiadas, desenvolvendo e/ou
implementando novas técnicas. Para transferir a tecnologia de eletrofiagcdo de laboratdrio para a
producdo industrial, as principais dificuldades e desafios incluem os seguintes: (i) produg¢do em
grande volume, (ii) precisdo no controlo dos produtos; (iii) aumento da diversidade e
funcionalidade das nanofibras, e (iv) preocupagdo ambiental. [86]

Para esse fim, a eletrofiacgdo com multiplas agulhas e a eletrofiagdo sem agulha sdo grandes
promessas no aumento do volume de producdo. Um exemplo notavel de eletrofiagcdo de agulha
multipla é a Linha de Eletrofiacdo Industrial Nanospinner, desenvolvida pela Inovenso Inc. [1005],
qgue envolve 110 agulhas (Figura 3.3 (A)) e foi resgatada para uso comercial na produgdo de
membranas de filtragem e dispositivos médicos. Este sistema é capaz de produzir tapetes nao
tecidos (material semelhante ao tecido mas obtido através de uma liga de fibras e um polimero
dispostas aleatoriamente) de 1,0 m de largura (Figura 3.3 (B)) a uma capacidade de produgado de
nanofibras de 5 kg / dia quando uma solugdo de TPU a 13% em peso é usada. [87].
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Um exemplo tipico de eletrofiacdo sem agulha é a Nanospider Production Line, desenvolvida pela
Elmarco Inc., [88] que usa um elétrodo de arame para ejetar varios jatos (Figura 3.3 (A)).
Especificamente, o Nanospider NS 851600U é capaz de produzir até 20.000.000 m2 de tapetes nao
tecidos anualmente, com uma largura maxima de 1,6 m (Figura 3.3 (A)). Além disso, acoplando-se
a uma extrusora de parafuso, esse sistema sem agulha pode ser aplicado a producao continua de
nanofibras a partir de um polimero fundido. Utilizando a chamada fieira umbellate, até 60 jatos
poderiam ser ejetados simultaneamente, atingindo uma produtividade de 0,86 kg / dia. [89] Ao
aumentar ainda mais o numero de fieiras umbellate, a produtividade foi aumentada para 7,2- 14,4
kg / dia para a producdo de tapetes ndo tecidos com uma largura de 0,8 m. Devido a sua
configuracdo simples e campo elétrico uniforme, prevé-se que a eletrofiacdo sem agulha se torne
a principal fonte de trabalho para a producdao comercial de nanofibras.

Figura 3.3. (A) Eletrofia¢do por multiplas agulhas desenvolvida pela Inovenso Inc., que envolve 110 agulhas e (B) uma
forografia da mdquina industrial capaz de produzir tapetes ndo tecidos de 1,0m de largura. (C) Eletrofiagdo sem agulha
com a linha de produgdo Nanospider desenvolvida pela ElImarco Inc., que usa um eletrodia de fio de metal para ejetar
vdrios jatos e (D) uma fotografia do equipamento industrial Nanospider NS 85100U, que é capaz de produzir tapetes nGo
tecidos com largura mdxima de 1,6m. Adaptado de [100] (Adaptado de 36).

A fabricacdo de produtos de alta qualidade depende criticamente da precisdo e da
reprodutibilidade de um processo de produgdo. [90] Uma integragdo de modelagem tedrica e
manipulacdo em tempo real dos parametros para eletrofiagdo desempenha um papel importante
na melhoria da reprodutibilidade. Um sistema de eletrofiacdo que controle o clima também é
benéfico em termos de manter a temperatura e a humidade relativa dentro dos parametros
adequadas para manter a reprodutibilidade. Nesse sentido, o sistema em escala de laboratdrio
desenvolvido por uma empresa holandesa (IME Technologies) contém uma camara e um
compartimento de controlo para abrigar o ar condicionado, a unidade de filtragem de dgua e o
sistema de controlo de temperatura e humidade relativa. A temperatura pode ser controlada com
uma precisao de + 0,5 ° C na gama de 20 a 45 ° C £ 1%, enquanto a humidade relativa pode ser
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ajustada para qualquer nivel na faixa de 10 a 90%. O Nanospider NS 851600U também possui um
mecanismo para controlar a temperatura e a humidade relativa.

A Ultima, mas ndo menos importante, questdes ambientais, como questdes de poluicdo e
seguranca, devem ser totalmente consideradas ao expandir uma técnica de fiacdo. Durante a
eletrofiacdo da solugao, por exemplo, o solvente ocupa tipicamente 70-90% em peso da solugdo. A
evaporacao do solvente no meio ambiente resultara em preocupac¢des ambientais e de segurancga,
além de desperdicio de produtos quimicos. Quando solventes organicos inflamaveis sdo usados,
uma grande quantidade de gas combustivel serd criada, levando a um risco oculto de incéndio. Os
solventes residuais nos produtos também podem afetar as propriedades dos produtos e aumentar
a preocupacdo com a seguranca, especialmente para aqueles usados em aplicacdes biomédicas e
farmacéuticas. Quando operado em larga escala, é necessario desenvolver um sistema de
recuperacao de solvente para coletar e reciclar o solvente evaporado ou aplicar uma técnica
“verde”, como a eletrofiacdo por fusdo, para evitar o uso de qualquer solvente.

3.3 Bases de dados de patentes de sistemas de eletrofiacdao de células

3.2.1 Electrospinning process and apparatus for aligned fiber production

e Publicagdo do pedido de patente

e Nome: ELECTROSPINNING PROCESS AND APPARATUS FOR ALIGNED FIBER PRODUCTION
e Inventores: Adra Smith Baca, NY (US); Dean Michael Thelen, NY (US)

e No. Pub.: US2011/0018174 A1 [92]

e Data- Pub.:Jan. 27, 2011
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Figura 3.4 — llustragcdo esquemdtica de um aparelho de electrospinning usado para criar fibras lineares
alinhadas.
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A presente patente divulga um processo de eletrofia¢do e aparelho para criar fibras alinhadas. Uma
tensdo (AC), que varia mediante o espaco de tempo, é aplicada a um coletor com multiplos
elétrodos com intuito de controlar temporariamente a localiza¢do e orientacao de fibras. Ao aplicar
uma tensao distinta a um ou mais elétrodos, o elétrodo a que as fibras sejam mais eletricamente
atraidas muda com o tempo, que, conforme as fibras ao serem atraidas para os elétrodos pode
induzir alinhamento de fibras.

A figura 3.4 é uma representacdo esquematica de um aparelho de eletrospinning (100) usado para
criar fibras lineares alinhadas de acordo com uma forma de realizagdo. No médulo de formacdo de
formacado de fibra (101), uma matéria-prima liquida (110) é bombeada usando uma bomba de
seringa (115) para uma agulha dispensavel (117) que esta conectada a uma fonte de energia DC
(120). As fibras formadas (130) transitam até ao coletor (140) onde sdo atraidas por um qualquer
elétrodo superior (142) ou inferior (144) dependendo da polaridade instantanea da tensdo AC
aplicada. Colocando os elétrodos superiores ou inferiores préximos a um substrato, como o
substrato de video (150), as fibras (130) podem ser alinhadas linearmente entre os elétrodos
superiores e inferiores no substrato de vidro (150).

3.2.2 Fabrication of three dimensional aligned nanofiber array

e Nome: Fabrication of three dimensional aligned nanofiber array

e Inventores: Vince Beachley, Mt. Pleasant, SC (US); Xuejun Wen, Mt. Pleasant, SC (US)
e No. Pub.: US 8,580,181 B1 [91]

e Data- Pub.: Nov. 12, 2013

12

Figura 3.5 - Representagdo esquemdtica de um processo de eletrofiacdo capaz de formar uma matriz de fibras
tridimensionais alinhadas.
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Nesta patente sdo divulgados métodos de formagdo de matrizes tridimensionais de nanofibras
alinhadas, numa estrutura aberta com qualquer profundidade desejada. As matrizes sdao formadas
de acordo com um processo de eletrofiacdo, utilizando duas placas condutoras paralelas para
alinhar as fibras e faixas rotativas para distribuir as fibras por toda a matriz. As matrizes podem ser
usadas como formadas, por exemplo, em aplicacdes de engenharia de tecidos como construcdes
de scaffolds tridimensionais. As matrizes podem ser combinadas com outros materiais para formar
uma estrutura 3D composta. Multiplos materiais poliméricos podem ser eletrofiados em diferentes
areas de matrizes para formar uma matriz composta, incluindo nanofibras diferentes em toda a
matriz. As matrizes podem ser carregadas com outros materiais fibrosos ou nao fibrosos para
formar uma matriz composta.

A figura 3.5 mostra uma representacao esquematica de um processo de eletrofiacdo. De acordo
com o processo ilustrado, um bocal de eletrofiacdo (10) é carregado com uma qualquer composicdo
polimérica (30) adequada para uso num processo de eletrofiacdo. De acordo com a metodologia de
eletrofiacdo, mediante aplicacdo de uma tensdo adequada a agulha (geralmente de ordem de 5 a
30kV) as forcas eletrostaticas repulsivas induzidas na interface liquido/ar superam as forcas de
tensdo superficial, um jato (40) serd ejetado, como mostrado. O jato é primeiro esticado numa
estrutura de cone de Taylor. A medida que o jato (40) viaja em direcdo a 4rea de deposicdo, parte
do solvente pode evaporar, deixando para tras as fibras poliméricas carregadas 8,9. Como pode ser
visto, a area de deposicdo (2) pode estar entre duas superficies de colecdo espagadas (12), (13).
Consequentemente, as fibras poliméricas carregadas (8), (9), podem alinhar no espaco de ar, ou
seja, na area de deposicdo (2), entre as superficies de coleg¢do (12), (13), como ilustrado, com uma
das extremidades das fibras (8), (9) aderindo a respetiva superficie de cole¢do (12), (13).

3.2.3 Sistema e processo de fabricacdo em larga escala de matrizes
tridimensionais de fibras alinhadas por eletrofiacao

e Nome: Sistema e processo de fabricacdo em larga escala de matrizes tridimensionais de
fibras alinhadas por eletrofiacdo

e Inventores: A. Completo, UA (PT), P. Marques, UA (PT)

e No. Pub.: INPI 115228 T (Pedido de patente nacional)

e Data- Pub.: Dez. 21, 2018

A presente invenc¢ao (Figura 3.6) diz respeito a sistema e processo de eletrofiagdo em continuo para
producdo de matrizes tridimensionais de fibras poliméricas alinhadas. O sistema da presente
invencdo compreende um tubo capilar de eletrofiacdo (3) com polaridade positiva, um conjunto de
multi-elétrodos com polaridade negativa inseridos num suporte periférico (15), tendo cada
elétrodo (7) movimento controlado permitindo a sua exposi¢do ou retracdo-ocultacdo ao tubo de
eletrofiacdo (3), uma mesa coletora central (17) das fibras eletrofiadas, a qual é recoberta com
orificios (6,16) ligados a uma camara e a uma bomba de vacuo (13). A formagdo das matrizes
tridimensionais alinhadas (30) ocorre por deposicdo de camadas, ao expor os elétrodos (7) expostos
ao tubo capilar (3), com o distanciamento controlado da mesa coletora central (17), relativamente
ao tubo de eletrofiacdo (3).
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Figura 3.6 — Representagdo esquemdtica de um processo de eletrofiacdo de produgdo de matrizes tridimensionais de
fibras poliméricas alinhadas.

A partir da aplicacdo da invengdo é possivel obter-se matrizes tridimensionais de fibras poliméricas
alinhadas, que podem apresentar diversos padrées de alinhamento das fibras ao longo da
espessura da matriz, sendo esta espessura dependente do nimero de camadas de fibras
depositadas, da espessura das fibras e do grau de compactacdo entre camadas. Desta forma, a
presente invengao tem aplicagdo em areas variadas, na fabricagdo de produtos ou estruturas, a
escala nanométrica, que dependem da area de superficie elevada, como por exemplo em
biotecnologia, na area farmacéutica, em investigacdo, area de engenharia de tecidos e em
medicina, em particular na medicina regenerativa, como por exemplo, na terapia celular, na
producdo de tecido cartilaginoso e relacionados, em especial para substituicdo e fortalecimento de
articulagdes.

3.4 Principios de operagao de equipamentos de eletrofiagao com células

Nos ultimos anos, os equipamentos biomédicos tem conhecido desenvolvimentos importantes. A
maioria das empresas neste campo, no entanto, sdo derivacdes académicas ou farmacéuticas que
desenvolvem apenas produtos proprietarios. Considerando o tremendo tempo e os esforgos
necessarios para obter validacdo e autorizacdo internacional, produtos comerciais para uso
biomédico ndo sdo esperados no futuro préximo.

Varios sistemas de eletrofiagdo de escala industrial e do tipo laboratorial estdo disponiveis
comercialmente [93-95]. No entanto, os sistemas do tipo laboratério ainda sdo relativamente caros
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e, devido a sua baixa complexidade, a maioria dos laboratérios de pesquisa criaram os seus préprios
sistemas [96-97]. O processo de eletrofiacdo é influenciado por vdrios parametros, como:
parametros da solugdo (por exemplo, viscosidade, concentragdo de polimero, tipo de solvente),
parametros de processamento (por exemplo, taxa de fluxo, distancia entre agulha e coletor, tensdo,
tipo de coletor) e condicbes ambientais (por exemplo, temperatura e humidade) [98]. Para
aplica¢cOes de engenharia de tecidos, onde os hidrogéis sdo comumente usados, é fundamental
controlar o ambiente de fabricagdo. No entanto, isso ndo é possivel com a maioria dos sistemas
comerciais de tipo laboratorial disponiveis que apresentam vdrias limitacdes, tais como:

e  Pecas metalicas em contato com o campo elétrico e, portanto, afetando-o, induzindo a
formacao de jatos secundarios e, consequentemente, a deposicao de fibras ndo apenas na
superficie do coletor, mas também em todos os componentes metalicos. Além disso, jatos
nao estaveis podem induzir a deposicdo de gotas de solvente sobre as malhas eletrofiadas,
tornando-as toxicas;

e Controlo de vazdo exercido por um motor de passo que limita o controlo preciso da vazao
comparado ao uso de uma bomba de seringa;

e Producdo de fibra limitada principalmente a estratégias de modo horizontal.

Essas desvantagens limitam a versatilidade e a reprodutibilidade dessa técnica ao comprometer a
estabilidade do campo elétrico.

5
(A) (B)

Figura 3.7. Novo design do sistema de eletrofiagdo. (A) Modelo de sistema de eletrospinning proposto por CAD (Raide
Design); (B) Componentes principais: 1 - caixa de acrilico, 2 - suporte de acrilico, 3 - base de cortica, haste de 4 teflon,
coletor 5, suporte de 6 agulhas (Adaptado [99]).

Juliana et al, criaram um sistema para aplicagdes de engenharia de tecidos. Nesse novo sistema
(Figura 3.7), foi introduzido um numero significativo de componentes ndo condutores. A caixa do
equipamento (1) é fabricada em acrilico, com um orificio principal para permitir a evapora¢do do
solvente. Essa estrutura incorpora uma porta de acesso a parte interna do equipamento e alguns
pontos de entrada adicionais para permitir a entrada dos tubos de infusdo que fornecem a solucgéo
polimérica. A base do equipamento (3) é fabricada em cortica (Corecork TB40, Amorim, Portugal)
devido as suas propriedades mecénicas e de resisténcia a usinagem adequadas, caracteristicas de
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isolamento e natureza ecoldgica. Uma parte acrilica (2) é usada para apoiar a haste (4) feita de
teflon. O coletor (5) é uma placa de cobre aterrada. O suporte da agulha (6) é feito de acrilonitrila-
butadieno-estireno (ABS) e desliza para ajustar a distancia entre a agulha (simples ou nucleo /
casca) e o coletor. O coletor (5) é estatico, mas seu sistema de fixagdo permite sua facil substituicdo
por outro tipo de coletor. Os itens (1), (2), (4) e (5) foram adquiridos e os itens (3) e (6) produzidos
utilizando uma maquina de controlo numérico computadorizado (CNC, da INAUTOM, Portugal) e
um sistema de fabricacdo de aditivos (maquina de dimensdes da Stratasys). Além disso, o novo
sistema inclui uma bomba de seringa (modelo Pump 11 Elite, aparelho de Harvard) para fornecer a
solucdo polimérica, um tubo polimérico conectando a seringa e a agulha, um Liquid Crystal Display
(LCD) para controlar a tensdo, um botdo de emergéncia e uma fonte de alta tensdo (modelo PS /
MJ30P0400-11, Glassman High Voltage, Inc).

Figura 3.8. Aparelho de electrospinning (Adaptado [99]).

A eletrofiagdo montada, que corresponde a um sistema mais versatil, flexivel e facil de usar, é
mostrada na Figura 3.7. As principais caracteristicas desse sistema sao:

e Permitir a prepara¢do de amostras utilizando configuragGes verticais ou horizontais;

e Manter o jato estavel, sem apresentar jatos secundarios; devido a sele¢do de materiais ndo
condutores, o jato é mantido estavel e ndo apresenta jatos secundarios;

e Fornecer uma regulacdo precisa da tensdo devido a adicdo de um controlador a fonte de
alta tensao.
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4 Desenvolvimento do conceito do sistema de Biofabricacao

4.1 Introdugao

Este capitulo trata toda a fase de desenvolvimento e conceptualizagdo do novo conceito do sistema
de biofabricagdo.

Numa primeira fase, sdo expostas as necessidades sobre o conceito a desenvolver. E ilustrada a
metodologia utilizada na identificacdo das necessidades de utilizadores e posteriormente dos
requisitos funcionais, estabelecendo assim as especificaces técnicas do novo conceito.

Posteriormente, sdo expostas todas as ferramentas utilizadas, caracteristicas de um projeto de
engenharia de produto, tendo por base metodologias atualmente estabelecidas como referencia.

4.2 Estabelecimento dos requisitos funcionais

O processo de identificacdo dos requisitos dos clientes/mercado é um elemento fundamental na
geracao e desenvolvimento de um novo conceito. Este processo é de vital importancia, atendendo
a que o sucesso de um produto é determinado pelo grau de satisfacdo dos clientes. Como tal os
objetivos deste processo passam por:

e Assegurar que o produto estd focado nas necessidades dos clientes;

e Identificar que as necessidades latentes, escondidas e explicitas;

e Fornecer uma base de factos para justificar as especificacGes técnicas do produto;

e Assegurar que nenhuma necessidade critica é omissa ou esquecida;

e Compreensdo comum, pela equipa de desenvolvimento, das necessidades do cliente.

Identificar as necessidades do cliente é por si sé um processo que se pode dividir nos seguintes
passos:

e Recolher os dados brutos dos clientes;

e Interpretar os dados em termos de necessidades do cliente;

e Organizar as necessidades numa hierarquia de primdrias, secundarias, e terciarias;
e Estabelecer aimportancia relativa das necessidades;

e Refletir sobre os resultados e o processo.

Existem diversos métodos para recolher as necessidades dos clientes, nomeadamente entrevistas
e questiondrios, porém, e uma vez dada a especificidade deste produto, uma grande parte das
necessidades ndo sdo apenas ja conhecidas, como a razdo da criagdo deste produto. Como tal os
requisitos deste equipamento (Tabela 4.1) foram determinados em func¢do das necessidades do
mercado que engloba este produto.
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Tabela 4.1 — Identificagdo dos requisitos

Requisito Designacgao
- Producdo de estruturas tridimensionais fibrosas com controlo do A
alinhamento de fibras ao longo da espessura
- Elevada taxa produtividade
- Controlo da temperatura na camara
- Controlo de humidade na camara
- Controlo de fluxo da solucdo polimérica
- Controlo da tensao no bico de eletrofiacao
- Controlo da tensdo no coletor
- Controlo dos movimentos de posicionamento do bico e coletor
- Visualizacao da formacdo do cone de Taylor
- Interface grafico e programavel do equipamento
- Garantia de isolamento elétrico de todos os componentes
- Visualizacdo do processo de eletrofiacdo
- Permitir a adaptabilidade do sistema de eletrofiagcdo a novas configuracbes
- Garantir a normativa mdquina (normas seguranca)
- Facil de limpar
- Facil de utilizar e programar
- Com reduzida manutencdo
- Preco reduzido

PO UvVOZZ -~ R——IOTMOO®

4.2.1 Diagrama de Mudge

O diagrama de Mudge consiste numa ferramenta que permite avaliar as fun¢es por ordem de
importancia que estas representam para o cumprimento das exigéncias dos utilizadores. Esta
técnica permite comparar todas as combinacgdes possiveis das func¢des, duas a duas, definindo qual
a fungdo mais importante através da atribui¢cdo de um nivel de importancia, assumindo os seguintes
valores: (1) tdo importante quanto; (2) mais importante; (3) muito mais importante.

De uma forma resumida, o diagrama de Mudge compara os requisitos entre si, definindo qual o
requisito que contribui para o sucesso do produto e quanto mais importante é esse requisito.

Primeiramente, atribuiu-se a cada requisito uma designacao alfabética para posteriormente serem
introduzidos no diagrama de Mudge (Tabela 4.2). Apds a soma da pontuagdo atribuida a cada
requisito estes sao hierarquizados em 5 niveis, onde o grau de importancia corresponde as
pontuacdes mais elevadas.
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Tabela 4.2 - Diagrama de Mudge

B C D E F G H | J K L M| N (0] P Q R Total % Importancia
Al | A3 | A3 | A2 | A2 | A2 | A2 | A3| A2 | A2 | A2 | A2 | Al | A3 | A3 | A3 | A3 37 15,81 5
B | B3|B3|B2| B2 |B2|B2| B3|B2|K1|B2|Bl1|N1|B3|B2|B3|B3 34 14,53 5
C CO|E1| F1 |Gl | H1 Cl|Jl1 | K2|Cl M1 |N2|C2|Ci1|C2|(C1 8 3,42 3
D El1 | F1 | G1 | H1 D1|J1 | K2 |D1 |M1| N2 | D2 | D1 | D2 | D1 8 3,42 3
E | F1 |Gl |H1| E1| J1 | K1 | E1 | E1l | N2 | E2 | E1 | E2 | E1 10 4,27 3
F FO| FO| F2| F1 | FO | F1 | F1 | N1 | F2 | F2 | F2 | F1 15 6,41 4
G |GO| G2/ G1 | GO |Gl |Gl |N1|G2|G2|@G2]|G1 15 6,41 4
H H1| H1 | K1 | H1 | H1 | N1 | H2 | H2 | H2 | H1 14 5,98 4
| J2 | K2 | L2 | M2 | N3 | 11 P1 | Q1| R3 1 0,43 1
JJKL|[JL (M1 NT|JL1 |J2|J2|)1 12 5,13 4
K | KL | KL | N1 | K2 | K2 | K2 | K1 19 8,12 4
L |MI|N2| L1 |P1]| Ll |R2 4 1,71 2
M| N1 | M3|M2|M2| M1 14 5,98 4
N | N3 | N1 | N2 | N2 26 11,11 5
O | P3|Ql1]|R3 0 0 1
P | PlL|R1 4 1,71 2
Q | R2 2 0,85 1
R 11 4,70 3
234 100




Producdo de estruturas tridimensionais fibrosas...
Elevada taxa produtividade
Garantir a normativa maquina (normas seguranga)
Garantia de isolamento elétrico de todos os...
Controlo da tensdo no coletor
Controlo da tensdo no bico de eletrofiagdo
Permitir a adaptabilidade do sistema de...
Controlo dos movimentos de posicionamento do...
Interface grafico e programavel do equipamento

Prego reduzido

Requisitos

Controlo de fluxo da solugdo polimérica
Controlo de humidade na camara
Controlo da temperatura na camara
Facil de utilizar e programar
Visualizagdo do processo de eletrofiagdo

Com reduzida manutengdo

Visualizagdo da formagdo do cone de Taylor

Facil de limpar

o
wu
=
o

15 20 25 30 35 40

Pontuagdo total

Figura 4.1 - Priorizagdo dos requisitos

Da andlise da Figura 4.1, observa-se que 0s requisitos com maior pontuac¢do e que desta forma
ocupam os lugares de topo do ranking sdo: " Producdo de estruturas tridimensionais fibrosas
com controlo do alinhamento de fibras ao longo da espessura ", " Elevada taxa produtividade "
e " Garantir a normativa maquina (normas seguranc¢a) ". Por outro lado, os requisitos "
Visualizagdo da formagdo do cone de Taylor ", " Facil de limpar " e " Com reduzida manutengao
" constituem o grupo de requisitos com menor pontuagao.

4.3 Estabelecimento das principais especificagdes técnicas

Apos a interpretagdo e hierarquizagdo dos requisitos do cliente, é necessario a conversao dos
mesmos em atributos em especificagdes técnicas do produto. Estas especificagdes constituem
meios de resposta do novo conceito de equipamento, face as necessidades do cliente.

Na Tabela 4.3, apresenta-se a relagdo entre os requisitos funcionais do equipamento da
desenvolver a as especificagbes técnicas que respondem a estes. Para cada especificagdo técnica
foi estabelecida a sua grandeza.
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Tabela 4.3 — Conversdo de requisitos em especificagdes técnicas

Requisito

Especificagdo técnica

Unidade

Dimensoes da estrutura
tridimensional fibrosa

Numero de eixos lineares
Numero de eixos rotativos

Unidimensional
Unidimensional

Curso dos eixos lineares mm
Curso eixo rotativos 2
Elevada taxa produtividade Velocidade dos eixos lineares mm/s
Alinhamento de fibras Velocidade dos eixos de Rpm
rotagao
Condig6es ambientais da camara Temperatura de °C
funcionamento
Nivel de humidade %
Fluxo continuo da solugao Caudal minimo mL/h
polimérica Caudal maximo mL/h
Geragao de campo elétrico no Tensdo emissor maxima kv
emissor Tensdo emissor minima kv
Geragao de campo elétrico no Tensdo coletor maxima kv
coletor Tensdo coletor minima kv

Controlo dos movimentos de
posicionamento do emissor e
coletor

Numero de saidas analdgica e
digital

Unidimensional

Visualiza¢ao da formagao do
cone de Taylor

Numero de pixéis da camara
de filmar

Unidimensional

Interface grafico e programavel
do equipamento

Memoria RAM do
computador de controlo

Bytes

Visualizagao do processo de
eletrofiacao

Numero de painéis
transparentes

Unidimensional

Permitir a adaptabilidade do Diametro da mesa coletora do mm
sistema de eletrofiacdo a novas equipamento
configuragoes
Garantir a normativa maquina Isolamento elétrico estrutura Classe
(normas seguranga) da maquina
Caudal de exaustdo de L/h
vapores

Numero de protecGes aos
movimentos da mesa

Unidimensional

Facil de limpar

Raio minimo
Rugosidade das superficies no
interior

mm
um

Facil de utilizar e programar

NuUmero de passos para
coloca¢do em funcionamento

Unidimensional

Preco reduzido

Custo

€
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Na tabela 4.4, foram definidos as métricas ideias para as diferentes especificages técnicas.

Tabela 4.4 — Valor ideal para cada especificagdo técnica

Especificagdo técnica Unidades Valor ideal
Numero de eixos lineares Unidimensional 2
Numero de eixos rotativos Unidimensional 2
Curso dos eixos lineares mm 0a40
Curso eixo rotativos ° 0a360
Velocidade dos eixos lineares mm/s 200
Velocidade dos eixos de rotagao Rpm 1500
Temperatura de funcionamento °C 22
Nivel de humidade % 80
Caudal minimo mL/h 1
Caudal maximo mL/h 20
Tensao emissor maxima kv 30
Tensao emissor minima kv 5
Tensao coletor maxima kv 0
Tensao coletor minima kv -20
Numero de saidas analdgicas e digitais Unidimensional 10
Numero de pixéis da camara de filmar Unidimensional 2X1076
Memoria RAM do computador de controlo Bytes 8x1079
Numero de painéis transparentes Unidimensional 4
Diametro da mesa coletora do equipamento mm 15
Isolamento elétrico estrutura da maquina Classe Classe 0
Caudal de exaustao de vapores L/h 10
Numero de prote¢6es aos movimentos da Unidimensional 4
mesa

Raio minimo (facilitar limpeza) mm 3
Rugosidade das superficies no interior um 0.8
Numero de passos para colocacdo em Unidimensional 3

funcionamento

Custo € 25000




4.4 Geragao e sele¢ao do conceito do equipamento de biofabricagao

Para criar um sistema automatizado de fabricacdo de enxertos de cartilagem em grande-escala,
este requer um certo numero de mddulos que torne o equipamento viavel.

Moddulos que integram um equipamento de biofabricacao:

e 1-—Mbobdulos de infusdo

e 2 —Mbdulo de coletor 3D

e 3 —Fonte de alta tensao

e 4 —Mbdulo deiluminacao

e 5 —Controlo de temperatura e humidade

e 6 —Moddulos de suporte

e 7 —Estrutura do equipamento

e 8- Aplicacdo/software para controlo de movimentos

Do capitulo 2.4.2 (Controlo de alinhamento de fibras) ficou comprovado que existem iniUmeras
formas de alinhar e agrupar conjuntos de fibras, porém, o equipamento desejado exige a
producdo scaffolds 3D que requerem dreas de localizagdo com alinhamentos diferentes. Isto
implica que o equipamento consiga produzir camadas de fibras com um certo alinhamento e de
seguida produzir outras camadas com um alinhamento totalmente diferente. Esta necessidade
torna a maioria dos equipamentos comerciais de eletrofiacdo obsoletos, devido a estes
possuirem coletores com a capacidade de orientar as fibras com apenas um alinhamento
especifico. Como tal, a avaliagdo deste equipamento deve ser feita essencialmente sobre o
moddulo de coletor 3D, sendo que sera este o mddulo que ird diferenciar, na sua generalidade,
um conceito de outro, nomeadamente porque os outros mddulos podem ser, na maioria,
adaptados a qualquer conceito.

De notar, que pelas razdes acima apresentadas alguns dos conceitos ndo iram conter todos os
moddulos, nomeadamente a estrutura do equipamento e os moddulos de iluminagdo,
temperatura e humidade, sendo que estes mddulos, entre outros, serdo apenas tratados apds
a selecdo de um conceito base.

Por ultimo, todos os conceitos foram desenhados em blocos puramente demonstrativos com
intuito de auxiliar a compreensao do conceito.

4.4.1 Conceito 1 — Elétrodos Rotativos

Este conceito é baseado no principio de operagdo da patente 3.2.3 (Sistema e processo de
fabricacdo em larga escala de matrizes tridimensionais de fibras alinhadas por eletrofiacdo),
onde nesse sistema existem varios elétrodos em redor de uma mesa de deposi¢ao e quando sao
expostos dois elétrodos as fibras alinham-se entre os mesmos e sdo depositadas na mesa de
deposi¢cdo. Com as diversas posicoes dos elétrodos o sistema permite o alinhamento em
diferentes padrdes e camadas. Neste conceito é aplicado um paradigma semelhante, no qual ao
invés de possuir diversos elétrodos em diversas posi¢coes, detém apenas 2 elétrodos, no entanto,
sdo ambos moveis significando que os dois elétrodos em conjunto conseguem alinhar as fibras
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eletrofiadas em diversas dire¢des com os seus posicionamentos em redor da mesa de deposic¢ao.
A Figura 4.2 representa uma visdo geral do principio operacional do conceito.

Cada elétrodo (2 e 5) esta assente sobre uma roda dentada parcial, que gira em funcdo do
dentado dos motores rotativos (6 e 9); as rodas dentadas parciais como estdo centradas com a
mesa de deposicdo, asseguram que o movimento radial dos elétrodos é feita sobre o perimetro
da mesa cilindrica. Os dois motores rotativos estdo fixados sobre um apoio central (4) que por
sua vez estd ligado a um motor (4) (o motor e o apoio estdo desenhados como um sé), que
assegura o movimento vertical dos motores rotativos, das rodas dentadas parciais e
consequentemente dos elétrodos que podem desta forma depositar as fibras eletrofiadas sobre
a mesa de deposic¢do. Por fim o motor (4) esta fixado sobre o corpo base (1) que também fixa a
mesa de deposicdo (3) e o apoio (8) garante a fixacdo das rodas dentadas parciais ao apoio
central (4).

/1

Figura 4.2. Conceito 1 — Elétrodos rotativos (1- Emissor, 2- Fibras eletrofiadas, 3- Fitas depositadas na mesa). A
esquerda o sistema de cole¢do 3D montado e a direita uma vista explodida do conceito (montagem ndo poderia ser
feita por esta ordem)

Figura 4.3. Posigcdes extremas que os elétrodos conseguem alcangar, consequentemente todas os alinhamentos
que as fibras conseguem replicar 39



Cada roda dentada permite que cada elétrodo se movimente radialmente em cerca de 150° e

de modo independente, ou seja, os seus posicionamentos cobrem 300° da mesa coletora, e
permitem o alinhamento das fibras eletrofiadas em virtualmente qualquer direcdo, sendo que
as remanescentes direcdes ndo sdo relevantes. A Figura 4.3, traduz as posi¢oes extremas que
estes elétrodos conseguem alcancgar e consequentemente todos os alinhamentos de fibras que
acontecem entre ambas.

Especificidades do conceito:

e A mesa de deposicdo é imével.

e Os dois elétrodos do sistema podem movimentar-se em redor da mesa de deposicao,
permitindo o alinhamento e deposicao das fibras desejado.

e Os movimentos radias dos elétrodos acontecem devido a rodas dentadas parciais e a¢do
de motores rotativos.

4.4.2 Conceito 2 — Rolos paralelos com rotagao em sentidos opostos

Este conceito (Figura 4.4) é baseado num coletor constituido por dois rolos paralelos rotativos
e uma mesa de deposi¢do cilindrica situada entre os dois rolos. O emissor deste conceito,
posicionado diretamente acima da mesa de deposicdo e carregado por uma tensdo positiva
enviara as fibras em direcdo aos dois rolos, ficando as fibras alinhadas no gap entre os rolos
paralelos. Atendendo a que ambos os rolos detém uma rotacdo em sentidos opostos, estes
encaminharam as fibras até a mesa de deposicdo. Consoante a posi¢do e rotacdo da mesa, as
fibras ficardo com o alinhamento e espagamento desejado. A mesa é assente sobre dois guiais
lineares, um que permite o movimento vertical da mesa, e o outro que permite o movimento
horizontal da mesa, garantindo que a deposi¢do das fibras possa ser feita em qualquer posicao
da mesa, com qualquer espagamento e espessura.

Figura 4.4. Principio de funcionamento do conceito 2 e principais movimentos do coletor de fibras. Legenda: 1-
Emissor, 2- Fibras eletrofiadas, 3- Rolos rotativos,4- fibras eletrofiadas, 5- mesa de deposicao, 6- guia linear
horizontal, 7- Guia linear vertical.
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Rolo Mesa Rolo
Figura 4.5. (A) E feita a deposi¢3o de uma camada de fibras por parte dos rolos sobre a mesa de deposicdo. (B) — A

mesa de deposi¢do roda um nimero especifico de graus e é feita uma deposi¢do nova de uma camada de fibras. (C)
— A mesa movimenta-se linearmente uma distancia especifica e é feita uma nova deposigdo de fibras.

Especificidades do conceito:

e A mesa de deposicdo pode movimentar-se em dois eixos devido a influéncia de dois
guias lineares.

e A mesade deposi¢do pode rodar, permitindo o alinhamento individual desejado de cada
camada de fibras.

e Osrolos paralelos giram por acdo de 2 motores.

e Os rolos giram em sentidos contrarios, com inten¢do de projetarem as fibras retidas
entre si até a mesa de deposigao.

e Estrutura complexa mas modular.
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4.4.3 Conceito 3 - Fitas paralelas

Como se pode observar pela Figura 4.6, este conceito é baseado num coletor constituido por
duas fitas paralelas giratdrias, sendo que a rotacdo das mesmas é garantida pela atuacdo de dois
motores. Similarmente ao conceito anterior, é colocada uma mesa de deposi¢do entre o gap das
duas feitas onde serd feita a colecdo e o alinhamento das fibras eletrofiadas. O emissor deste
conceito, posicionado diretamente acima da mesa de deposicdo e carregado por uma tensao
positiva enviara as fibras em direcdo as fitas, carregadas de uma tensdo neutra ou negativa. As
fibras que se irdo alinhar perpendicularmente as fitas entre o gap das mesmas, serdo enviadas
pelas fitas em direcdo a mesa de deposi¢cdo onde estas ficaram retidas e alinhadas em funcéo
da rotacdo da mesa de deposicdo, como mostra a Figura 30. A mesa é assente sobre dois guiais
lineares, um que permite o movimento vertical da mesa, e o outro que permite o movimento
horizontal da mesa, garantindo que a deposi¢do das fibras possa ser feita em qualquer posicao
da mesa, com qualquer espagamento e espessura.

Figura 4.6 - Representagdo esquemdtica do conceito 3 — Fitas paralelas. Legenda: 1- Emissor, 2- Fibras eletrofiadas,
3- Fita de colegdo, 4- Fitas depositas na mesa, 5- Mesa de deposi¢cdo, 6- Guia linear horizontal, 7- Guia linear
Vertical.
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Figura 4.7. (A) E feita a deposicdo de uma camada de fibras por parte das fitas sobre a mesa de deposicdo. (B) — A
mesa de deposi¢do roda um numero especifico de graus e é feita uma deposi¢do nova de uma camada de fibras.

Especificidades do conceito:

e Asfibras ficam retidas entre o gap das fitas e consoante a posicdo da mesa de deposicao,
as fibras ficam retidas no topo da sua superficie.

e A mesa de deposicdo pode movimentar-se em dois eixos devido a influéncia de dois
guias lineares.

e A mesa de deposi¢do pode rodar, permitindo o alinhamento individual desejado de cada
camada de fibras.

e Asfitas paralelas giram por agdo de 2 motores.

e Estrutura complexa, mas modular.

4.4.4 Conceito 4 — Rolos paralelos

Como se pode observar pela Figura 4.8 este conceito é relativamente similar ao conceito
anterior, sendo na realidade uma variagdo desse conceito. Todo o processo é idéntico, a Unica
diferenca em relagdo ao conceito anterior deve-se a substituicdo das duas fitas por dois rolos
paralelos rotativos. O emissor deste conceito, posicionado diretamente acima da mesa de
deposicdo e carregado por uma tensdo positiva enviara as fibras em direcdo as fitas, carregadas
de uma tensdo neutra ou negativa. As fibras que se alinhardo entre os rolos, serdo enviadas
estes em dire¢do a mesa de deposicdo onde estas ficaram retidas e alinhadas em func¢do da
rotacdo da mesa de deposicdao, da mesma forma que no ultimo conceito.

Especificidades do conceito:

e As fibras ficam retidas entre o gap dos rolos e consoante a posicdo da mesa de
deposicao, as fibras ficam retidas no topo da sua superficie.

e A mesa de deposicdo pode movimentar-se em dois eixos devido a influéncia de dois
guias lineares.

e A mesade deposicao pode rodar, permitindo o alinhamento individual desejado de cada
camada de fibras.
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e Osrolos paralelos giram por acdo de 2 motores.
e Estrutura complexa, mas modular.

Figura 4.8 — Representagdo esquemadtica do conceito 4 — Rolos paralelos. Legenda: 1- Emissor, 2- Fibras eletrofiadas,
3- Fita de colegdo, 4- Fitas depositas na mesa, 5- Mesa de deposicdo, 6- Guia linear horizontal, 7- Guia linear
Vertical.
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4.4.5 Seleg¢ao de conceito

A selecdo dos conceitos é o processo de avaliagdo dos mesmos relativamente as necessidades
dos clientes e outros critérios, comparando as forcas e as fraquezas dos conceitos. A
metodologia de selecdo serd feita consoante a pontuacdo de cada conceito. Serdo definidos
critérios de selecdo e sera dado um peso relativo a cada critério. A Tabela 4.5 define os critérios
utilizados na selecao dos conceitos e a Tabela 4.6 mostra a pontuacao de cada conceito face aos
termos de selecdo.

Tabela 4.5. Critérios de selegdo e respetivo peso

Critérios de Selegdo Peso

- Produtividade 40%

- Flexibilidade/adaptabilidade 20%
- Facil de manusear e programar 15%
- Prego 15%

- Facil de construir 10%

Atendendo a que o objetivo deste produto é a fabricacdo de enxertos de cartilagem, o principal
fator de selecdo sera necessariamente a produtividade, dado que quanto maior for eficiéncia do
equipamento maior sera a sua cotacao no mercado. A flexibilidade dos mddulos do produto é
outro fator relevante na selecdo de produto, tratando-se maioritariamente um equipamento de
laboratdrio, a possibilidade de adaptar um conjunto de pecas para o equipamento se tornar
funcional a determinada experiéncias é de integral importancia. A programacdo e o
manuseamento de um equipamento é sempre um critério relevante, dado que o tempo e a
dificuldade que ambos requerem podem tornar um processo financeiramente nao apelativo.
Finalmente, como em qualquer produto o preco trata-se de um fator intrinseco, porém dada a
especificidade deste produto, onde dificilmente existird uma elevada procura a este tipo de
equipamento, nunca terda um peso elevado na sele¢do de um conceito. Por ultimo e
considerando que este produto se trata de um equipamento sobretudo de laboratédrio, a sua
fabricacdao nunca sera um fator expressivo.

Tabela 4.6. Tabela de seleg¢do e pontuagdo de conceitos

Pontuacgao

Critérios de Selegdo Peso | Conceitol | Conceito 2 | Conceito 3 | Conceito 4
Produtividade 40% 3 5 5 4
Flexibilidade/adaptabilidade | 20% 1 4 5 5
Facil de manusear e 15% 5 4 4 4

programar
Preco 15% 4 3 3 3
Facil de construir 10% 4 3 3 3
Total 3.15 4.15 4.35 3.95

De uma forma espectavel os ultimos tés conceitos obtiveram as pontua¢Ges mais elevadas e até
parecidas devido as semelhangas que os trés apresentam. O conceito 3 (Fitas paralelas) serd o
selecionado, porém, em caso de necessidade com a troca de poucos componentes este conceito

podera ser adaptado a um dos outros dois.
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Capitulo 5 - Projeto Mecanico
5.1 - Introdugao

Neste capitulo procedeu-se a realizagdo do anteprojeto do equipamento de biofabricagdo com
base no conceito selecionado no capitulo anterior, ou seja o conceito n23. Este projeto foi
desenvolvido com ferramentas de modelacdo complementadas com alguns cdlculos de
dimensionamento/verificagdo e completado finalmente com a documentagdo técnica
constituida por desenhos de conjunto de desenhos de definicdo dos principais elementos do
equipamento.

5.2 - Projeto Mecanico

O primeiro componente projetado foi a mesa de deposi¢do onde as fibras ficardo retidas durante
o processo de eletrofiacdo. Esta mesa foi desenhada cilindrica com um diametro de 15mm,
sendo que da maneira como o restante equipamento foi projetado, este valor poderd ser
aumentado ou diminuido consoante o desejo do utilizador, trocando apenas a mesa de
deposicdo por outra com um didmetro superior. Atendendo a que a mesa de deposicdo
necessita de rodar sobre si, foi criada uma estrutura que proporcione esse movimento. A Figura
5.1 mostra essa estrutura.

7

Figura 5.1 — A esquerda esta presente a estrutura montada da mesa de deposicdo. A direita, a vista explodida dos
componentes da estrutura.

De acordo com o conceito vencedor (ver capitulo anterior) a mesa de deposicdo também se
movimenta sobre dois eixos, paralelamente as fitas de cole¢do e verticalmente. Para tal foram
projetados dois guias lineares/carros (Figura 5.2 contempla uma vista explodida do guia linear
projetado), um que proporciona-se 0 movimento vertical e o outro um movimento horizontal).
A extensdo mdxima de cada movimento estd diretamente ligada ao didmetro da mesa de
deposi¢do (15mm), visto que o deslocamento desejado serd igual a soma dos raios (neste caso
7.5mm para a esquerda +7.5 mm para a direita. Da mesma forma, 7.5mm para cima e 7.5mm
para baixo); e como dito anteriormente, caso a mesa de deposicdo seja trocada por uma com
um didmetro superior seria impensavel que os guias lineares ndo fossem compativeis com essa
alteracdo. Desta forma, foi atribuida uma extensdao maxima de 44mm aos guias lineares (Figura
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5.3), sendo estes compativeis com qualquer mesa de deposicao com um diametro maximo de
igual grandeza.

D

Figura 5.2. A Esquerda a vista explodida dos componentes de um guia linear (sem motor). Demonstragédo dos cursos
mdximos e minimas dos eixos lineares

Figura 5.3. Estrutura montada dos dois guias lineares. Legenda: 1- Mesa de deposi¢do, 2- Guia linear horizontal, 3-
Guia linear vertical.
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o Dimensionamento dos guias lineares.

A transmissdo de movimento aos carros horizontal (X) e vertical (Z) é feita através de um
acionamento motor — fuso — porca.

O binario requerido no motor para efetuar o movimento vertical ascendente, que é a situacao
mais adversa, é dado pela equagdo (1) [100]

M = F.r.tg (A+p) (1)

sendo F a forga disponivel, r o raio médio do roscado do fuso, A 0 dngulo do passo e [3 o angulo
de atrito (Figura 5.4).

Figura 5.4: Esquema fuso/porca

O coeficiente de atrito é dado pela equagdo (2),
n=tg (B) (2)

0 angulo do passo é obtido no catdlogo do fabricante ou, de forma simplificada, através da
equacdo (3)

tg (L) = passo/(2.m.r) (3)

O célculo da forga é feito através da adi¢do do peso do conjunto a movimentar com a aceleragdao imposta,
ou seja (Equacgéo 4),

F=m.g+m.a (4)
com m a massa, g a aceleragdo da gravidade e a a aceleragdo a impor ao mecanismo.

Assumindo que o peso do conjunto é dado por um volume com cerca de 175 mm x 100 mm x
100 mm, com uma densidade de 3000 kg/m? pois trata-se essencialmente de componentes
poliméricos, e que se impGe uma acelera¢cdo de um décimo de g, obtém-se uma forca de 54 N.
Para o calculo do binario considerou-se um fuso TR 8x1.5 e porca WFRM (Anexo 1) da empresa
IGUS e um coeficiente de atrito de 0,1, sendo assim obtido o valor de 0,033 N.m.

Considerando que se vao utilizar motores de passo, a escolha pode recair na empresa
Stepperonline com as referéncias 8HS15-0604S (0,04 N.m — Anexo 1) ou 11HS12-0674S (0,07
N.m — Anexo 1), sendo esta ultima a op¢do mais segura. Torna-se também necessario verificar
se os veios de deslizamento do carro permitem suportam as forcas em jogo. De forma
simplificada, pode assumir-se que o esquema de célculo é conforme a Figura 5.5 e que o
requisito dominante sera a tensao imposta.
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Figura 5.5. Esquema de cdlculo

Figura 2: Esquema de calculo dos veios do carro vertical a flexao.

O momento M gerado nos veios é dado pelo produto da forca pelo brago. A tensdo a flexdo é
conhecida pelo célculo da equagdo (5),

o=M.y/l (5)

com y o valor da distancia medida desde a superficie do vardo até ao seu centro, ou seja, neste
caso é o raior. | é o momento de inércia da sec¢do circular do veio de diametro d = 2.r, ou seja,
equacao (6),

| = zd/64 (6)
Assim, obtém-se M = 4,3 N.m, valor a suportar pelos dois varées.

Assumindo veios de diametro 8 mm, a tensado instalada é 85 MPa, no entanto sera metade para
cada veio, portanto, bastante a vontade para qualquer tipo de material estrutural, incluindo
polimeros, aluminios e agos. Dado que o valor da tensdo é baixo, é dispensado o célculo a flecha.
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O coletor é constituido por duas fitas giratdrias paralelas, agrupadas em estruturas simétricas
(Figura 5.6). De notar que as fitas tém de ficar acima de qualquer outro componente, caso
contrario durante o processo de eletrofiacdo as fibras ficariam retidas noutras superficies. O
material das fitas serd necessariamente o Unico componente metalico neste médulo, de forma
a atrairem e posteriormente alinhar as fibras eletrofiadas.

Foi criada uma mesa para separar a zona de trabalho das restantes estruturas (Figura 5.7). Esta
mesa é furada na zona da mesa de deposicdo para permitir os seus movimentos (mencionados
acima), e tem também a funcionalidade de suportar as estruturas que contém as fitas. As
aberturas onde encaixam estas estruturas tem um comprimento elevado por uma razdao muito
simples: se a mesa de deposi¢do for trocada por uma com um diametro diferente (superior ou
inferior) o gap entre as fitas tera de ser proporcionalmente alterado, algo que poderd ser
facilmente alcangado com esta configuracao (Figura 5.8).

Figura 5.6 — Representagdo do coletor 3D, com as fitas coletoras e mesa de deposigdo de fibras.
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Figura 5.7. Representagdo da estrutura de suporte do mddulo coletor de fibras e respetivo coletor.

oln Clelm °
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Figura 5.8. Demonstragdo da regulagéo da distdncia entre as fitas coletoras em relagéio a mesa de deposigéo no
caso de esta ser trocada por uma com um didmetro superior.

O emissor sera composto por uma bomba de infusdo (ndo foi criada nenhuma, serd utilizada
uma comercial) que é ligada através de um tubo até uma seringa colocada diretamente acima
do coletor (Figura 5.9). Esta estrutura esta fixa ao topo do equipamento e permite que a altura
entre a superficie do topo do coletor e a ponta do bico seja manualmente varidvel em 12cm
(distancia minima de 8cm entre o coletor e o emissor e 20cm de maximo).

51



Maodulo emissor

o -

Moédulo emissor

= W]

\

Maodulo coletor

Figura 5.9 A esquerda, o emissor e coletor do equipamento. A direita, a vista explodida dos componentes do emissor
(sem a bomba de infusdo).

A estrutura envolvente do equipamento (Figura 5.10) é constituido por paredes e teto
translucidos, tubos poliméricos quadrados (standard) [Referencia] na zona acima da mesa de
trabalho e por tubos estruturais quadrados metalicos (standard) [Referencia], com chapas
metalicas entre os mesmos. O topo do equipamento apresenta um orificio principal para
permitir a evaporagao do solvente. Ao lado da estrutura principal foi desenhado um bloco que
representa o quadro elétrico. As dimensdes do quadro elétrico tiveram em consideracdo os
componentes a instalar no mesmo. Os componentes considerados foram os seguintes:

e Botoneira de corte de poténcia;
e Botdes ON/OFF;
e Botoneira de emergéncia;
e Disjuntor;
e Contactor;
e Drivers para os motores;
e Fonte(s) de alimentacdo.
e 0O comando da maquina, incluindo em modo manual, serd efetuado a partir de um
computador recorrendo ao labview ou outro software de Interface, com botdes virtuais.
e Chegou-se a um armario em poliéster, com porta, com dimensdes de 300 mm x 300 mm
x 150 mm.
O projeto mecanico deste equipamento foi concebido sempre que possivel utilizando
componentes standard. Nos capitulos anteriores foi mencionado que muitos sistemas
comerciais apresentavam pecas metdlicas que entravam em contacto com o campo elétrico,

afetando-o e induzindo a formacdo de jatos secundarios e, consequentemente, a deposicdo de
fibras ndo apenas na superficie do coletor, mas também em todos os componentes metalicos.
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Este equipamento ndo apresenta nenhum componente metalico na zona de trabalho, estando
estes devidamente isolados. A Figuras 5.10 mostra o equipamento final.

Modulo emissor

Porta e protegdo transparente

Moddulo coletor

Suporte eixos lineares

Estrutura de apoio

Armario elétrico

Figura 5.10 — Vista do equipamento (duas das placas metdlicas foram removidas para mostrar os componentes que
ndo eram visiveis).
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54



5.3 — Documentagao técnica

5.3.1 — Desenhos de conjunto e lista de componentes

A lista de componentes

Quant. | Designacao Norma/desenho | Material Ref.
2 | Suporte fitas 1 desenho n2 30 polipropileno 1
4 | tampa desenho n? 35 polipropileno 2
8 | paraf. CHC M5x25 DIN 912 poliamida 3
8 | rolamento 625.2RS ISO 15 poliamida 4
4 | anel elastico p/ veio 5x0.7 DIN 471 poliamida 5
2 | Veio_polia_louca desenho n241 polipropileno 6
2 | motor cc SE15K1BTY varios 7
1 | apoio motor2 desenho n2 3 polipropileno 8
3 | acoplador desenho n?21 polipropileno 9
4 | anel elastico p/ furo 5x0.7 DIN 472 poliamida 10
2 | correia-fita 120x6x2 tela 11
2 | polia desenho n2 28 polipropileno 12
4 | anel elastico p/ veio 6x0.8 DIN 471 poliamida 13
2 | veio_polia desenho n2 40 polipropileno 14
1 | Suporte fitas 2 desenho n2 30 polipropileno 15
1 | MESA DE TRABALHO desenho n? 23 polipropileno 16
1 | Janela 300 _398 desenho n2 19 policarbonato 17

translucido
2 | Cantoneira 1l desenho n?27 polipropileno 18
2 | pilar 1&2 desenho n2 24 polipropileno 19
2 | Janela 300_398 desenho n2 18 policarbonato 20
translucido
1 | Cantoneira dobradiga mirror desenho n?2 8 polipropileno 21
1 | pilar3 desenho n? 25 polipropileno 22
1 | porta desenho n2 27 policarbonato 23
translucido
1 | pilard desenho n? 26 polipropileno 24
2 | dobradica aco inoxidavel 25
1 | Cantoneira dobradica desenho n29 polipropileno 26
2 | Janela 300_374 desenho n?2 18 policarbonato 27
translucido
1 | chapa 1 (parte inferior) desenho n?13 chapa lacada 28
0,6 mm
1 | chapa 2 (parte inferior) desenho n? 14 chapa lacada 29
0,6 mm
1 | chdo desenho n?212 aco EN S235 JR 30
16 | paraf. CHC M4x40 DIN 912 aco 6.4 31
2 | suporte direito fuso desenho n? 28 polipropileno 32
2 | motor pp 11HS12-0674S varios 33
2 | apoio motor desenho n22 aco EN C45E 34
4 | chapa desenho n?2 15 aco EN C45E 35
2 | suporte rolamentos desenho n? 33 aco EN C45E 36
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4 | chapa2 desenho n? 16 aco EN C45E 36
2 | carro desenho n?2 10 aco EN C45E 37
4 | veio guia desenho n? 38 aco EN C45E 38
cromado duro
2 | fuso desenho n2 17 aco EN C45E 39
16 | paraf. CHC M5x20 DIN 912 aco 6.4 40
1| L ligacao desenho n? 20 aco EN S235 JR 41
4 | suporte quadrado lateral desenho n? 32 aco EN S235 JR 43
2 | suporte quadrado lateral 380 desenho n?2 31 aco EN S235 JR 44
2 | suporte estrutura inferior desenho n2 29 aco EN S235 JR 45
1 | suporte desenho n? aco EN S235 JR 45
2 | base desenho n?4 aco EN C45E 46
2 | suporte esquerdo fuso desenho n? 28 polipropileno 47
1 | trinco desenho n2 37 polipropileno 48
1 | armario elétrico 300x300x150 poliester 49
1 | veio topo desenho n2 39 polipropileno 50
1 | suporte seringa desenho n? 34 polipropileno 51
4 | paraf. CHC M6x20 DIN 912 aco 6.4 52
1 | paraf. CHC M8x20 DIN 912 aco 8.8 53
1| L_ligagdo_mesa desenho n?21 aco EN S235 JR 54
1 | bolacha desenho n25 polipropileno 55
1 | Topo do equipamento desenho n2 37 polipropileno 56
1 | Bomba de infusdo varios 57
2 | Bragadeira 1 desenho n?26 polipropileno 59
1 | Bico polimero 60
1 | mesa de colecdo desenho n?2 22 polipropileno 61

Os desenhos de conjunto encontram-se no anexo 2.

I
'L
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5.3.2 — Desenhos de defini¢ao

Os desenhos de definicdo dos principais componentes do equipamentos encontra-se no anexo
3.
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6. Conclusoes e trabalhos futuros
6.1 — Conclusdes

No ambito do trabalho desenvolvido é possivel concluir que existe uma oportunidade real de
desenvolvimento de novas solu¢Ges de biofabricacdao para a drea da engenharia de tecidos, pois
constata-se que os processos de fabricacdao atuais sdo realizados com base em técnicas manuais
convencionais com os riscos inerentes de contaminagdo, variabilidade, limitado volume de
producdo, e custos de producdo elevados. Estes fatores contribuem para que apesar dos
avancgos impressionantes no campo da engenharia de tecidos, esta tecnologia ainda nado resulte
em produtos vidveis com adogdo terapéutica generalizada.

Para a fabricacdo de matrizes com controlo do alinhamento das nanofibras eletrofiadas, foi
possivel identificar neste trabalho diferentes principios de funcionamento elementares para a
sua realizacdo, desde o simples coletor rotativo, passado por o arranjo de coletores paralelos,
arranjo de multi-elétrodos justapostos, cilindro rotativos com fios metdlicos em paralelo, entre
outros. Igualmente da consulta realizada as bases de dados de propriedade intelectual foi
possivel concluir que tem sido patenteados diferentes sistemas, que tem como principal
objetivo a producdo de matrizes de nanofibras tridimensionais com controlo do alinhamento
das fibras eletrofiadas, no entanto, da pesquisa efetuada apenas um sistema permite o controlo
do alinhamento das fibras ao longo da espessura da matriz. Ainda assim, este sistema através
do seu principio de funcionamento ndo permite uma elevada producdo ja que é baseado em
movimentos discretos de diferentes elétrodos coletores dispostos radialmente em torno da
mesa de deposicao.

Embora estas diferentes configuragdes permitam a formag¢dao de multiplas camadas de
nanofibras alinhadas umas sobre as outras, ainda se verifica a existéncia de problemas com a
fabricacdao de matrizes tridimensionais. As limita¢cOes estao relacionadas com o facto de que a
medida que as nanofibras alinhadas e carregadas eletricamente sdo depositadas umas sobre as
outras, uma carga crescente tende a repelir as novas nanofibras de serem depositadas na matriz
formada. Isto faz com que as matrizes formadas por estes processos tenham espessura limitada
e demorem bastante tempo a serem produzidas, consequentemente, baixa produtividade.
Portanto, existe um real problema a ser resolvido, sendo necessario o desenvolvimento de um
processo de fabricacdo por eletrofiagdo capaz de promover a coleta de nanofibras alinhadas
com o controle dos padrdes formados, que permitam a producdo de matrizes de nanofibras de
elevada espessura, compativel com a aplicagdo clinica, de forma rdpida e econdmica para a
engenharia de tecidos.

Para dar resposta a esta necessidade foram identificados os principais requisitos funcionais e
estabelecidas as principais especificaces técnicas a que o sistema deve responder. Com base
neste trabalho preparatdrio foram desenvolvidos quatros novos conceitos de sistemas de
fabricacdao automatizados, que do ponto de vista tedrico permitem o controlo do alinhamento
das nanofibras eletrofiadas ao longo da espessura da matriz e sdo sistemas de facil
automatizagao e controlo. A principal diferenga entres os conceitos desenvolvidos é o sistema
coletor de fibras que por diferentes combinac¢6es de movimentos dos seus elementos permite
o alinhamento das nanofibras e sua deposicdo em camadas formando assim as matrizes
tridimensionais de nanofibras. Dos quatros conceitos desenvolvidos e apds o estabelecimento
dos critérios de selecdo, que passaram pela produtividade, flexibilidade e facilidade de
construcdo optou-se pelo conceito numero trés (fitas paralelas).
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Neste conceito o depdsito e o alinhamento do fluxo de nanofibras sdo controlados pela
combinacdo dos movimentos de duas fitas coletoras paralelas em movimento linear que
estabelecem o alinhamento inicial da fibra aquando da sua eletrofiagdo e de uma mesa com
deslocamentos lineares e de rota¢do que permite o controlo do alinhamento das nanofibras
depositadas nesta, assim como o seu espacamento. Finalmente o movimento vertical desta
mesa de deposicdo possibilita a acumulacdo de diferentes camadas de nanofibras alinhadas
permitindo este movimento o controlo da espessura final da matriz fabricada. Todos estes
movimentos sdo de facil automatizacdo e programacao permitindo assim o fabrico automatico
destas matrizes assegurando uma elevada produtividade.

No anteprojeto do equipamento privilegiou-se a utilizacdo de solucdes de projeto mecanico
simples e elementares, tendo sido favorecido o uso de sistema mecanicos, elétricos e
eletrénicos disponiveis comercialmente. Esta simplicidade contribui decisivamente para uma
facil construgdo com custos controlados. Grande parte dos componentes integrados no
equipamento e particular no mddulo coletor sdo de material polimérico devido a necessidade
de garantir por questdes de seguranca normativas o isolamento elétrico do restante sistema
estrutural do equipamento. Os principais elementos estruturais do equipamento tal como os
suportes dos carros de movimentos lineares e da mesa do equipamento foram contruidos com
elementos estruturais de aluminio fixados por elementos em ago.

E possivel afirmar que este anteprojeto, embora n3o represente um produto final totalmente
validado e completamente especificado para fabricacdo, é suficientemente detalhado e
representativo para se validar o principio de funcionamento do sistema de produgdo e sua
execu¢do, apontando na dire¢do de uma nova tecnologia para a fabricagdo de matrizes
tridimensionais de nanofibras de alinhamento controlado para utilizacdo na engenharia de
tecidos de cartilagem.

6.2 — Trabalhos futuros

O anteprojeto desenvolvido no ambito deste trabalho ndo se encontra concluido. Assim, é
necessario um conjunto de trabalhos futuros que visam completar e possivelmente corrigir
alguns erros de conce¢do. Sendo assim, apresentam-se os seguintes trabalhos futuros a
desenvolver:

- Realizar uma analise dos modos de falha do equipamento e seu efeito no cliente (AMDEC);
- Completar a lista de materiais a comprar e fabricar;
- Completar os desenhos de conjunto com todos os elementos que constituem o equipamento;

- Estabelecer os desenhos de definicdo dos componentes a fabricar, procedendo-se a sua correta
cotagem em termos dimensionais, geométricos e de estados de superficie;

- Efetuar o projeto de automacao;

- Realizar o programa de controlo por computador do equipamento;
- Realizar o orcamento do equipamento;

- Construir o equipamento;

- Ensaiar e validar o equipamento.
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Anexo 1 — Motores e componentes
selecionados através do dimensionamento
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Porca trapezoidal drylin® com flange, WFRM
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Anexo 2 — Desenhos de Conjunto
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