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UTILIZACAO DE TECNOLOGIA DE IMPRESSAO 3D PARA FABRICACAO DE
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O presente trabalho teve como objetivo a producdo de arcaboucos hibridos de
Poli(acido latico)/hidroxiapatita carbonatada (PLA/cHA) nas propor¢des massa/massa
100/0, 95/5 e 90/10 para possivel utilizagdo como arcabougos para regeneragao tecidual.
Inicialmente foram produzidos filamentos destes materiais pela técnica de extrusdo e
estes filamentos foram usados para produzir os arcabougos por impressao 3D utilizando
a técnica de FDM. Os arcaboucos foram caracterizados quanto suas propriedades
térmicas pelas técnicas de DSC e TGA, quanto sua microestrutura por DRX, MEV e
EDS e quanto sua geometria pela determinacdo da porosidade aparente. A degradagao
dos arcabougos ¢ a liberacao dos seus produtos de degradacao foram avaliadas in vitro
por 672 horas (28 dias), em condicdes fisioldgicas simuladas. A quantificagdo dos seus
produtos de degradacdo (célcio e fosforo) foi realizada pela técnica de ICP. As
propriedades térmicas dos compdsitos obtidos nao foram comprometidas nos processos
utilizados para obtencdo destes. Os resultados microestruturais comprovaram uma
efetiva incorporacdo da carga na matriz polimérica, bem como uma boa interagdo
PLA/cHA. Os testes de degradacdo mostraram a presenca de calcio e fésforo no meio
estudado, evidenciando a liberagao destes nos tempos de incubagdo avaliados. Ensaios
in vitro mostraram que os arcaboucos de PLA/cHA obtidos ndo apresentaram
citotoxicidade. O presente estudo mostrou que foi possivel produzir arcaboucos de
PLA/cHA nas propor¢des 100/0, 95/5 e 90/10, com potencial para serem utilizados para

regeneragao 0ssea.
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The present work aimed to manufacture Poly(lactic acid)/carbonated hydroxyapatite
(PLA/cHA) scaffolds with mass/mass proportions of 100/0, 95/5 and 90/10 in order to
verify their potential application in tissue regeneration. Firstly, filaments of these hybrid
materials were obtained by extrusion technique and subsequently used to manufacture
the 3D-printed scaffolds by FDM printing technique. The scaffolds were characterized
as to their thermal properties, microstructure and geometry respectively by DSC and
TGA, XDR, SEM and EDS analysis, and determination of apparent porosity. The
degradation of the scaffolds and the liberation of degradation products were evaluated in
vitro by 672h (28 days), under simulated physiological conditions. The degradation
products (calcium and phosphorus) were quantified by ICP-OES technique. It was
found that the thermal properties of the composites were not affected by the
manufacturing process. The microstructural analysis revealed an effective incorporation
of the ceramic filler in the polymer matrix as well as an acceptable PLA/cHA
interaction. The degradation tests showed the presence of calcium and phosphorus in the
studied medium, confirming the liberation from the composite during the incubation
periods. In vitro tests showed that the PLA/cHA scaffolds were not considered
cytotoxic. The study demonstrated that the PLA/cHA scaffolds with proportions of

100/0, 95/5 and 90/10 have a potential application in bone tissue regeneration.
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CAPITULO1

INTRODUCAO

Os avangos na medicina nas ultimas décadas vém possibilitando um crescimento na
expectativa de vida da populacdo mundial. Dados da Organizagdo Mundial de Satde,
publicados em maio de 2014, mostraram um aumento de seis anos na expectativa de
vida média global entre 1990 e 2012. Com o passar dos anos, o desempenho de nossos
orgdos, tecidos e todo o organismo ¢ naturalmente comprometido. Este
comprometimento torna necessario o uso de intervengdes médicas na reconstitui¢dao e
reparagdo de tecidos danificados por lesdes decorrentes de fatores como, por exemplo, a
reducdo na resisténcia mecanica. Com isso, a manutencdo da satide dos individuos se
torna algo indispensavel, resultando em um estimulo para diversos estudos nesta area
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

A regeneracdo ou substituicdo de tecidos dsseos por meio de transplante foi
realizada pela primeira vez durante a Segunda Guerra Mundial, por ndo existir
alternativa de tratamento para os soldados gravemente feridos. No Brasil, os
transplantes 0sseos tiveram inicio nos anos 70 na ortopedia médica e no inicio do século
XXI na odontologia por meio da confec¢cdo de implantes dentarios. Os enxertos 0sseos
utilizados nos transplantes podem ser autégenos (o doador ¢ o proprio receptor),
alogenos (o doador ¢ da mesma espécie) ou ainda xenogenos (o doador ¢ de outra
espécie). No entanto, tais transplantes possuem desvantagens significativas como, por
exemplo, rejeicdo do enxerto pelo organismo do receptor (no caso de enxertos nao
autdogenos) e infecgdes. A engenharia tecidual utiliza-se de estratégias para a
reconstituicdo e reparacdo destes tecidos comprometidos, dentre as quais podemos
destacar o uso de biomateriais como alternativa aos transplantes 6sseos convencionais
(autdgenos, alogenos e xendgenos) (OREFICE et al., 2006; ANDRADE et al., 2000).

Polimeros biocompativeis sdo materiais visados para a fabricacdo de arcabougos
para regeneragdo Ossea, dentre os quais, o poli(acido latico) (PLA) ganha destaque por
seu histérico de seguranga quando utilizado em clinica humana. No entanto, tais
materiais sdo conhecidos por possuirem baixa resisténcia mecanica, quando comparados
a outros materiais ndo poliméricos (LI et al., 2014). Com a finalidade de suprir tal
deficiéncia, para aprimorar a biocompatibilidade e agregar propriedades como

bioatividade e osteointegracdo a estes materiais, estudos vém sendo desenvolvidos com



a utilizagdo de cargas inorganicas em matrizes de biopolimeros para a producao de
arcabougos. Fosfatos de calcio, como a hidroxiapatita (HA), sdo visados para
desempenhar tais papéis por serem biocompativeis e bioativos, favorecendo e

auxiliando a regeneragao do tecido danificado (LEGEROS, 2008).

Por possuir uma taxa de reabsor¢do baixa, estudos sdo realizados com o intuito de
modificar a hidroxiapatita para melhorar sua reabsor¢do. Dentre tais estudos destacam-
se a substituicio dos grupos fosfatos (PO,’") por grupos carbonatos (COs>), que
modifica a estrutura cristalina da HA, aumentando sua solubilidade, favorecendo a
reabsor¢do por osteoclastos. Hidroxiapatita modificada por substituiio de PO,’ por

CO5” ¢ denominada carboapatita ou hidroxiapatita carbonatada (CEZAR et al., 2012).

A produgdo de arcaboucos de materiais hibridos com matrizes de biopolimeros por
impressao 3D vem sendo foco de estudos promissores na engenharia tecidual.
Arcabougos com matriz de biopolimeros termoplasticos sdo desenvolvidos com sucesso
pela técnica de impressdo 3D de modelagem por fusdo e deposi¢do (FDM). O sucesso
da fabricagdo de tais arcabougos ¢ atribuido ao fato da tecnologia ser uma alternativa
rapida, econdomica e com melhor desempenho na producao de pecas personalizadas e
com alto grau de complexidade, quando comparado a métodos de fabricacdo

convencionais (HAMBURG e COLLINS, 2011; BOSE et al., 2013).



CAPITULO 11

OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO

A presente dissertacdo teve por objetivo a fabricagdo de arcabougos hibridos de
poli(acido latico) (PLA) contendo hidroxiapatita carbonatada (cHA), em diferentes
proporg¢des massa/massa, para serem aplicados na regeneragdo de tecido 6sseo por meio
da utilizacdo da tecnologia de impressdao 3D pela técnica de modelagem por fusdo e

deposicao (FDM).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obtengdo de filamentos com didmetros constantes de aproximadamente 1,75
mm de PLA contendo diferentes propor¢des de cHA por meio de extrusao;

» Obtengdo de arcabougos porosos de PLA/cHA por meio da técnica de FDM;

Y

Avaliacdo da degradagdo in vitro dos arcaboucos de PLA/cHA obtidos;

» Avaliacdo da citotoxicidade dos arcabougos “in vitro”.



CAPITULO II1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ENGENHARIA TECIDUAL

A engenharia tecidual consiste no desenvolvimento e manipulagdo de células e
tecidos, com o intuito de substituir, reparar ou apoiar tecidos danificados, restaurando
ou melhorando fungdes biologicas tissulares comprometidas em decorréncia de traumas
em geral, por meio de estudos bioquimicos, genéticos e da ciéncia e engenharia de
materiais. (OREFICE et al., 2006).

Uma das estratégias da engenharia tecidual ¢ o uso de biomateriais para desenvolver
suportes funcionais para tecidos ou 6rgaos danificados, com o intuito de regeneracio ou
substitui¢ao destes. Os materiais podem ser semeados com células do corpo humano do
proprio paciente antes da implantagdo, para facilitar o crescimento e regeneragdo do

tecido danificado (DVIR et al., 2010).

3.2 BIOMATERIAIS PARA REGENERACAO OSSEA

Os materiais podem ser conceituados como biomaterial (i) por serem de origem
natural, (ii) por serem utilizados na area médica ou, ainda, (iii) por serem suscetiveis a
acdo de microrganismos e enzimas (biodegradaveis) (CHEN et al., 2008). Neste
trabalho, serdo considerados como biomateriais aqueles aplicados para a regeneragdo de
tecidos.

Com relagdo a sua interagdo com o organismo, os biomateriais podem ser
classificados como: (i) bioinertes (materiais que ndo aderem ao tecido receptor devido a
formag¢do de uma cépsula fibrosa — reagdo de corpo estranho), (ii) biotolerantes
(materiais que aderem ao tecido receptor, se ligando a estes, mas nao desempenham
uma fungdo reativa neste tecido, como por exemplo, inducdo do crescimento e da
proliferagio celular) ou (iii) bioativos (OREFICE et al., 2006).

Um biomaterial que ¢ bioativo apresenta propriedades compativeis com as do
tecido no qual vai se alojar, estimulando uma resposta ideal, e realizando a funcdo de
reparar ou substituir 6rgaos e tecidos presentes no corpo humano. Materiais bioativos

tém a capacidade de interagir com tecidos naturais, provocando reagdes que favoregam



o desenvolvimento de processos como: fixagdo de implantes, biocolonizagao,
regeneracdo de tecidos hospedeiros ou biodegradacdo do material (PEREIRA et al.,
1999).

Na engenharia tecidual, os biomateriais sdo utilizados como suportes, arcabougos
(scaffolds) com a fung¢dao de guiar e suportar o crescimento celular, estimular a
regeneracao do tecido danificado e desempenhar o papel do tecido danificado enquanto
este ndo estiver recuperado ou regenerado. Para a producdo de arcabougos, diversos
critérios devem ser atendidos, dentre eles (i) a biocompatibilidade, (ii) superficie
propicia para a proliferacao das células do tecido, (ii1) propriedades mecanicas similares
as de ossos reais e (iv) alta porosidade com poros interconectados por uma rede que
permita o crescimento da célula, transporte de nutrientes e fluxo de residuos
metabolicos (BUTSCHER et al., 2011).

Varios polimeros sao utilizados atualmente como arcaboucos para regeneracao
Ossea. Dentre eles, poliésteres alifaticos biodegradaveis (PLA, PGA, PLGA), homo e
copolimeros de lactato e glicolato, poli-E-caprolactona (PCL), polihidroxialcanoatos e
alguns polimeros acrilicos. Polimeros menos rigidos sdo utilizados também em
reposicao de tecidos cartilaginosos. O PLA recebe destaque por ser aprovado pelo Food
and Drug Administration (FDA), um 6rgdo que fiscaliza a utilizacdo de biomateriais em
clinica humana, e por apresentar uma longa histéria de seguranca (LI et al., 2014,

ZHANG et al., 2011).

3.2.1 Poli(acido latico) (PLA)

O poli(acido latico) (PLA) ¢ um poliéster comercialmente obtido pela condensagao
dos grupamentos hidroxila e carboxila do mondmero acido latico ou pela abertura do

anel de lactideo, como mostrado na Figura 2.1 (MAHARANA et al., 2009).
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Figura 3.1. Rotas de polimerizacdo do PLA sintético

(adaptado de MAHARANA et al., 2009).



O acido latico possui duas formas que sao isémeros Opticos: L-acido latico e D-
acido latico, como mostrado na Figura 2.2. O PLLA ¢ obtido pelo mondémero na forma
L-4cido latico, o PDLA ¢ obtido pelo mondmero na forma D-4cido latico e o PDLLA ¢
obtido pela combinagdo dos isomeros Opticos L-acido latico e D-acido latico. O PLLA
possui maior massa molar, grau de cristalinidade, rigidez e melhores propriedades

mecanicas que 0 PLDA (REZWAN et al., 2006; NAMPOOTHIRI et al., 2010).

HO OH

%CH, “H
. . . D-acidolatico
L-acido latico

Figura 3.2. Isomeros Opticos de acido latico

(adaptado de NAMPOOTHIRI ez al., 2010).

O PLA ¢ um polimero biocompativel e biodegradavel. Sua biodegrada¢do ocorre
por hidrdlise nas etapas de quebra das cadeias com formacao de oligdmeros, formagao
de acido latico e absor¢dao do acido latico por enzimas no Ciclo de Krebs (regido de
metabolismo celular aerdbico). No meio ambiente o 4cido latico formado ¢ decomposto
em CO; e H,O em periodos inferiores a dois anos (MAHARANA et al., 2009). No caso
do uso de PLA como biomaterial, sua degradacao depende de caracteristicas como grau
de cristalinidade, massa molar, tipo de isomeria e também do local do implante devido a
mudan¢a de pH (PARK e XANTHOS, 2009). Além de sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, o PLA ¢ um polimero com baixa rigidez, boa processabilidade e
termicamente estavel (CARRASCO et al.,2010).

A Tabela 3.1 lista os valores de temperaturas de fusdo cristalina (Tm), transi¢cdo
vitrea (Tg), de processamento, de deformagdo maxima por tracdo, de limite de
escoamento em tragdo ¢ do moddulo de elasticidade do PLLA, do poliestireno (PS),
polipropileno isotatico (i-PP) e poli(tereftalato de etileno) (PET). Os dados da tabela
indicam que o PLLA possui propriedades térmicas e mecanicas concorrentes aos

polimeros comerciais (commodities) apresentados (CARRASCO et al.,2010).



Tabela 3.1. Propriedades térmicas e mecanicas de PLLA e polimeros commodities

(adaptado de CARRASCO et al., 2010).

Propriedade PLLA PS PP isotatico PET
Tm (°C) 153 - 163 250
Tg (°C) 60 95 0 75
Temperatura de processamento (°C) 210 230 225 255
Deformagdo méxima por tracao (%) 100 4 800 300
Limite de escoamento em tracao 48-110 34-46 21-37 47
(MPa)
Modulo de elasticidade (GPa) 3,5-3,8 2,9-3,5 1,1-1,5 3,1

Na area médica, o PLA ¢ utilizado como suturas biodegradaveis, matrizes para

liberacdo controlada de drogas, implantes ortopédicos biodegradaveis e suportes para

crescimento e regeneragio tecidual (arcabougos) (OREFICE et al., 2006). A Tabela 3.2

apresenta alguns estudos com a utilizagdo do PLA na drea médica como arcabougos

para a regeneragao 0ssea.



Tabela 3.2. Estudos da utilizacao de arcabougos de PLA na engenharia tecidual.

Resultados obtidos

Referéncias

Utilizacao de
PLA produzido
por eletrofiagdo

como arcaboucos

As propriedades mecanicas mostraram-se satisfatorias
e similares as propriedades dos meniscos. O PLA
mostrou-se biocompativel e biodegradavel, capaz de

. ~ . s BAEK et
para conduzir a regeneragao e crescimento de tecido
N . . - al., 2015.
reconstituicdo de | danificado, com um bom crescimento e boa adesdo de
meniscos células de menisco.
humanos.
Fabricacdo de . - .
A biodegradabilidade dos arcabougos foi ajustada por
arcabougos . N .
tubulares meio da propor¢do de PLA com diferentes massas
molares e mostrou-se ideal ao tempo de resposta da
baseados em regeneragdo do tecido. Os arcabougos nao PAIVA et
PLLA/PLA ¢ genetagao fo Forida. ¢ i al., 2012.
- apresentaram citotoxicidade. Apresentaram adesdo e
avaliagdo no uso . .
. crescimento celular de forma tubular estrutural ideal
para engenharia e .
: para a reconstitui¢ao do tecido.
tecidual vascular.
Fabricacao de
arcabougos de Células de condrocitos aderiram e proliferaram com
PLA de alta grande facilidade nas matrizes de PLA, no entanto,
precisao houve um aciimulo dessas células na matriz de PLA.
geométrica e Os arcabougos produzidos foram comparados com HSU et al
avaliagdo da arcaboucos de policaprolactona (PCL) e a proliferagao 2006 "
adesdo e do celular se mostrou maior nesta matriz de PCL. Tais '
crescimento de resultados sugerem a utilizagdo de materiais
células de osteocondutores para aprimorar a a¢cao de regeneragao
condrocitos Ossea do PLA.
osteoblastos.

Embora possua atributos similares aos polimeros comerciais, o PLA possui

propriedades, como resisténcia térmica e mdodulo de elasticidade, inferiores aos demais

materiais (CALLISTER, 2002). Tais limitagdes tornam util o emprego de cargas que

melhorem ou agreguem propriedades ao material polimérico. Na engenharia tecidual,

por exemplo, ¢ comum a adicdo de cargas inorganicas, como fosfatos de calcio e

apatitas (LEGEROS, 2008).

3.2.2 Hidroxiapatita Carbonatada (cHA)

Os fosfatos de célcio sdo importantes componentes do tecido dsseo que participam

da regeneracdo deste por meio do ciclo de mineralizagdo. Possuem propriedades de

bioatividade, osteointegracdo e composicao similar a parte mineral 6ssea (LEGEROS,



2008). A hidroxiapatita ([Ca;o(PO4)sOH>]) ¢ um fosfato de calcio cristalino hidratado,
com alta estabilidade em meio aquoso. Possui uma razido molar Ca/P de 1,67. A
estrutura cristalina da sua célula unitaria ¢ hexagonal compacta, com parametros de rede
a medindo 9,42 A e ¢ medindo 6,88 A e possui dez fons Ca’" localizados em sitios ndo
paralelos. O sitio Cal aloca quatro fons Ca*” em coluna e o sitio Ca2 aloca seis ions
Ca’" alinhados em tridngulos equilateros perpendiculares ao eixo ¢ do plano, onde os
grupamentos OH estdo ordenados (NARASARAJU e PHEBE, 1996). A Figura 3.3
esquematiza a dispersdo da estrutura cristalina hexagonal da hidroxiapatita (HA),

descrita no plano cristalino (001) (IVANOVA, 2001).

Figura 3.3. Estrutura cristalina hexagonal compacta da hidroxiapatita

no plano cristalino (001) (adaptado de IVANOVA, 2001).

HA pode ser obtida por meio da desproteinizagdo do tecido 6sseo (denominada HA
natural) e por precipitagdo de solucdes aquosas a partir de fosfatos (denominada HA
sintética) (BEST et al., 2008; DOROZHKIN, 2009).

A grande similaridade com o tecido 6sseo e alto desempenho na osteocondugdo de

células, torna a HA um material de grande utilidade na regeneracao tecidual. Entretanto,
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sua reabsorcdo (absor¢do e deposicao de Ca e P na matriz 6ssea) ¢ baixa quando
comparada a outros fosfatos de célcio. Dessa forma, apenas quantidades minimas de HA
sdo substituidas como novo tecido 6sseo, ou seja, a bioatividade dos fosfatos de calcio
no auxilio da regeneracdo tecidual estd atrelada a sua reabsor¢do pelo organismo
(BARROS et al., 2012). A taxa de reabsor¢ao dos fosfatos de célcio, por sua vez esta
diretamente relacionada a sua solubilidade. A Tabela 3.3 apresenta alguns fosfatos de

calcio e a solubilidade destes em meio aquoso.

Tabela 3.3. Fosfatos de Calcio utilizados na area médica e suas solubilidades em meio

aquoso (adaptado de DOROZHKIN, 2011).

Componente Formula quimica Razao Ca/P  Solubilidade a 25 °C (g/L)
o Ca,H,(PO,)z-nH,0, ~25,7 (pH 7.4)
F‘;Srflag;’fgiﬁg;‘;o n=3_45:15-20% 1,222 ~29.,9 (pH 6)
H,0 ~32,7 (pH 5.28)
Monofosfato de
calcio mono- Ca(H,PO4), H,0 0,5 ~18 (pH entre 0 ¢ 2)
hidratado (MCPM)
quqfosfqto de Ca(H,PO,), ~17 (estavel acima de 100
calcio anidro 0,5 °C)
(MCPA)
Dicalcio Fosfato di-
hidratado (DCPD) CaHPO,4-2H,0 1,0 ~0,088 (pH entre 2 ¢ 6)

. . ~0,087 (ndo precipitavel em
Oxiapatita (AO) Ca o(PO4)O 1,67 solucdo aquosa)
Dicalcio Fosfato ~0,048 (estavel acima de
anidro (DCPA) CaHPO, 1.0 100 °C)

Hidroxiapatita calcio Ca o (HPO4)(POy,)s. 1.5-1.67 ~0,0094 (pH entre 6.5 ¢

deficiente (CDHA) {(OH),., (0<x<1) T 9.5)

F °Sfa“z gccif‘)cal"lco Cag(HPO), (PO, SH:0 | 133 | ~0,0081 (pH entre 5.5 ¢ 7)

a- Fosfato Tricélcico i ~0,0025 (ndo precipitavel
(a-TCP) 0-Cas(PO4), 1> em solucdo aquosa)

Fosfato Tetracalcico ~0,0007 (ndo precipitavel
(TTCP) Cay(PO,).0 2,0 em solu¢do aquosa)

- Fosfato Tricalcico ) ~0,0005 (ndo precipitavel
(B-TCP) P-Cay(POy); L3 em solugdo aquosa)

Hidroxiapatita (HA) Cay(PO,)s(OH), 1,67 ~0,0003 (pH entre 9.5 e 12)

Fluorapatita (FA) Ca o(POy)6F, 1,67 ~0,0002 (pH entre 7 ¢ 12)

, N . <

fons de Ca®" e PO, sdo liberados como produto de degradagdo durante o processo
de dissolugdo dos fosfatos de calcio, sendo absorvidos pelo organismo quando
disponiveis no meio, auxiliando na osteoconduc¢do de células e regeneracao do tecido.

Deste modo, a dissolugdo dos fosfatos de célcio ¢ avaliada por meio de estudos de

10



liberacdo de fons de Ca*" PO4™, que consistem em submeter estes materiais a condigdes
fisiologicas simuladas, acondicionando-os em biorreatores e utilizando-se de solugdes
tampdes simuladoras, durante o periodo de incubacdo desejado. (LEGEROS, 2008). O
estudo da liberagdo de fons Ca’>" PO, ¢, portanto, uma ferramenta util na utilizagao
destes fosfatos para regeneragao tecidual.

SCHAEFER et al. (2011) avaliaram o perfil de liberacdo de trés diferentes fosfatos
de calcio: hidroxiapatita (HA), B-fosfato tricalcico (B-TCP) e fosfato de célcio bifasico
(BCP), com o intuito de estudar a relacdo entre a estrutura quimica e a taxa de
dissolucdo destes fosfatos. Os ensaios foram conduzidos em solu¢do simuladora de
fluido corporal pH 7,4, com um tempo de incubagdo de 22 dias. Os resultados
apresentados mostraram que as amostras de -TCP tiveram uma liberacdo tanto dos ions
de Ca®" quanto dos ions de PO,> maior que a HA, ja esperado por sua solubilidade ser
maior. Ainda de acordo com os autores, o BCP apresentou dissolu¢ao maior que o B-
TCP e a HA por apresentar uma geometria de contornos de graos favoravel a dissolugao
deste material.

Outra vantagem da utilizacdo de HA na regeneracdo éssea ¢ a possibilidade de
incorporagdo de farmacos, desempenhando um papel em sistema de liberacao destes.

SORIANO-SOUZA et al (2015) avaliaram o potencial de microesferas de
hidroxiapatita carregadas com o antibidtico clorexidina em sistema de liberacdo de
farmacos para a prevengao de infecgdes em implantes na regeneragdo dssea.

Por possuir uma estrutura complexa, a hidroxiapatita permite substituicdo em sua
estrutura quimica e cristalina. A carboapatita ou hidroxiapatita carbonatada (cHA) ¢
obtida pela modificacdo quimica de HA por meio da substituicdo parcial dos grupos
(PO,>) por grupos (CO3*) (MAVROPOULOS et al., 2012). Esta substitui¢do permite a
modificagdo de diversas propriedades da hidroxiapatita como, por exemplo,
solubilidade, grau de cristalinidade, propriedades mecéanicas e a osteointeragdo,
potencializando o efeito terapéutico desta, deixando mais favoravel a adesdo de
osteoblastos (CEZAR et al., 2012; MONTAZERI et al., 2010).

Visando a melhor atuagdo da hidroxiapatita na regeneracao Ossea, diversos autores
propuseram a obtengdo de carboapatita (cHA) por meio da modificacio de
hidroxiapatita (HA) e avaliaram seu efeito.

BARROS et al. (2012) compararam a citotoxicidade e biocompatibilidade in vitro e
in vivo da HA e da cHA. Para os testes, foram usadas esferas com diametro entre 400 ¢

500 pum de aglomerados de nanoparticulas de cHA, com razao molar de Ca/P variando
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entre 1,6 e 2, sintetizadas a 5°C e de nanoparticulas de HA com razao molar Ca/P igual
a 1,67, sintetizadas a 90°C. Os testes in vitro foram realizados com extratos das
amostras cultivados com osteoblastos, com o intuito de avaliar citotoxicidade de cHA ¢
HA. Os resultados obtidos pelos autores mostraram que ambas as amostras foram
citocompativeis com as células de osteoblastos, sem diferenga significativa entre as
mesmas. Os testes in vivo foram feitos por meio do enxerto das amostras de cHA e HA
em tecido subcutaneo de ratos com periodos experimentais de uma e trés semanas, com
o intuito de avaliar o potencial de biocompatibilidade das amostras. Ambas as amostras
ndo apresentaram rejeicdo do tecido no qual foram alojadas, ou seja, foram bem
toleradas, exceto para um discreto processo inflamatorio na primeira semana que
regrediu com o tempo de experimento. O diferencial da cHA foi observado na taxa de
bioabsor¢ao maior em relagdo a HA. Ao fim do experimento, ambas as amostras foram
totalmente bioabsorvidas.

VALIENSE et al. (2015) avaliaram o efeito da adi¢ao de estroncio em carboapatitas
nanoestruturadas para serem utilizadas na elevacdo de seio nasal bilateral de coelhos. Os
efeitos bioldgicos da carboapatita sem e com adigdo de estroncio (SrcHA) foram
avaliados in situ e in vivo e comparados. A avalia¢do in situ mostrou que ambas as
amostras foram compativeis ao tecido celular dos osteoblastos, ou seja, ndo se
apresentaram toxicas ao mesmo. Os animais implantados com cHA mostraram uma
inflamacao cronica inicial que foi reduzida ao longo do experimento. Essa inflamagao
ndo correu para os materiais implantados com SrcHA. Ambos os grupos apresentaram
resultados positivos para a formacdo 6ssea com uma maior ¢ mais rapida bioreabsor¢ao
de SrcHA (inferior a quatro semanas). Os autores ressaltaram que nao houve diferenca
significativa na densidade e volume 6sseo de novo osso formado entre os periodos
experimentais (quatro e¢ doze semanas) e entre os materiais. Ambos 0s materiais
apresentaram biocompatibilidade e osteoconducdo, diferindo apenas no tempo de
bioreabsor¢do indicando que o material SrcHA tem um tempo de regeneragcdo Osseo

menor que o cHA.

3.2.3 Aplica¢ao de compésitos de matriz de PLA na regeneracio ossea

A utilizagdo do PLA como arcabougo para a regeneragdao dOssea ¢, na maioria das
vezes, por meio da fabricagdo de compdsitos usando este polimero como matriz, com

carga inorganica, visando uma melhora nas propriedades do polimero e agregando
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propriedades nao existentes neste para a obten¢ao de um material ideal a aplicagdo
destinada.

Um composito ¢ um material constituido de dois ou mais materiais distintos que,
combinados em uma estrutura macroscopica, dao origem a um material com
propriedades e caracteristicas melhoradas, podendo ser uma soma das propriedades dos
materiais constituintes ou ainda caracteristicas particulares do composito obtido (LEVY
e PARDINI, 2006). Dentre as propriedades que podem ser modificadas ou
aperfeigcoadas pela obtencdo de um compdsito estdo: (i) resisténcia mecanica, (ii)
resisténcia quimica e (iii) comportamento térmico (JONES, 1999). Os compositos sao
uteis na engenharia tecidual para a regeneracdo Ossea, pois possuem a capacidade de
somar caracteristicas distintas e particulares dos materiais que o compdem, assim como
resisténcia mecanica, osteocondugao, osteointegracao, bioatividade, bioabsor¢do, entre
outras (DOROZHKIN, 2009; AMINZARE, 2012).

MKHABELA e RAY (2015) desenvolveram arcabougos de nanocompositos de
PLA para a engenharia tecidual com o objetivo de regeneracdo Ossea. Os arcabougos
com alto grau de porosidade foram obtidos usando matriz de PLA com carga (reforco)
de montmorilonita modificada com quitosana (CS-MMT) pelo método de lixiviagao.
Foram obtidos arcabougos em trés diferentes propor¢cdoes de PLA/ CS-MMT. O
potencial bioldgico de absor¢do dos arcabougos foi obtido por meio de simulagdo de
condigdes fisioldgicas. Os autores associaram a diminui¢ao do pH com o potencial de
bioabsor¢ao dos arcabougos e concluiram que o aumento da carga CS-MMT aumentou
a capacidade de bioabsor¢cdo destes. O presente estudo destaca a importincia da
bioabsor¢do em materiais arcaboucos para a regeneragao dssea, que torna desnecessaria
uma nova intervengdo cirargica no paciente para a remog¢ao do material implantado,
uma vantagem que ¢ encontrada no PLA. As caracteristicas morfoldgica, estrutural e
quimica dos arcabougos foram avaliadas. Todas as analises realizadas no composito
foram comparadas com amostras de arcaboucos de PLA puro e também com a carga
CS-MMT. Micrografias de MEV mostraram todos os arcaboug¢os com caracteristica
porosa e com poros interconectados e elucidaram que o aumento de carga diminui o
tamanho dos poros, aumentando a porosidade. Espectroscopia de FTIR mostrou as
bandas caracteristicas das ligacdes de cada componente dos arcabougos, comprovando
suas composigdes. Os autores ressaltaram que ndo houve grandes interferéncias por
interacdes quimicas nas propriedades dos materiais constituintes dos arcabougos.

Analises de DRX mostram a interferéncia da adicao de CS-MMT na cristalinidade do
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PLA, estabelecendo uma proporcionalidade direta entre a adicdo de carga com a
diminuic¢ao do grau de cristalinidade do PLA.

NAFFAKH e DIEZ-PASCUAL (2015) produziram compoésitos de poli(acido latico)
com carga de hidroxiapatita (PLLA/HA) e PLLA/HA reforcado com nanotubos de
dissulfeto de tungsténio (PLLA/HA/INT-WS,) com o intuito de avaliar os efeitos dos
nanotubos na morfologia, resisténcia térmica, propriedades mecanicas e toxicidade dos
nanocompositos resultantes. Os resultados morfoldgicos mostraram que a inser¢ao de
INT-WS,; auxiliou na dispersdo das particulas de HA, melhorando a éarea superficial de
atuacdo da HA. As particulas de INT-WS, atuaram ainda como agentes de nucleacao,
aumentando a estabilidade quimica e térmica do material e também suas propriedades
mecanicas avaliadas. De acordo com os autores, os efeitos das particulas de INT-WS,
nas propriedades e caracteristicas do material foram maiores nos compdsitos que
possuiam maior quantidade de hidroxiapatita, demonstrando um possivel efeito de
compatibilidade de ambas as cargas (HA e INT-WS,). Para avaliar a citotoxicidade dos
compositos foram realizados testes in vitro de viabilidade celular. Os resultados dos
testes in vitro mostraram que ambos os compoésitos, bem como a matriz de PLA, nao
apresentaram nenhuma toxicidade. Tal resultado elucida a vantagem da utilizacdo do
PLA como matriz para arcaboucos com o intuito de regeneragcdo dssea. Os resultados
obtidos mostraram a eficacia das cargas no aprimoramento e adi¢do de propriedades na
matriz de PLA.

O topico 3.3.1.1 do presente trabalho exibe outros estudos disponiveis na literatura
sobre arcabougos de matriz de PLA com cargas inorganicas, confeccionados por meio

da tecnologia de impressdo 3D.

3.3 METODOS DE FABRICACAO DE ARCABOUCOS POR MANUFATURA
ADITIVA

Os métodos convencionais de fabricagdo de arcabougos incluem adesdo de fibras,
moldagem por fusdo, lixiviagdo de particulados com evaporacdo de solvente,
borbulhamento de gés, separacdo de fase, emulsdo/liofilizacdo, entre outros (CHEUNG
et al., 2007). Embora os arcaboucos produzidos por métodos convencionais tenham
apresentado diferentes graus de sucesso nas aplicagdes para uma variedade de tecidos, a
maior parte deles apresenta algumas limitagdes que restringem a sua aplicacao. Dentro

das principais limitagdes estdo: (i) intervengao manual que ¢ fortemente dependente das
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habilidades do operador ocasionando problemas com a reprodutibilidade do material,
(i1) uso de solventes organicos toxicos que sao necessarios no processamento da maioria
das técnicas convencionais podem ocasionar efeitos adversos na adesdo celular e na
incorporagdao de agentes bioldgicos se a sua remog¢ao nao for completa, (iii) uso de
agentes porogénicos por algumas técnicas limitam o formato dos arcabougos para uma
espessura fina que facilite a remogdo destes porogénicos e acarretam problemas na
dispersao dos poros devido a aglomeragao das particulas, (iv) limitagdes na formato que
restringem os arcaboucos em membranas finas ou geometrias simples e uniforme
(LEONG et al., 2003).

A tecnologia de fabricagcdo de materiais por manufatura aditiva (MA) tem sido um
enorme desenvolvimento nos ultimos 30 anos, descrita em diversas literaturas como a
revolucgdo industrial do século XXI. Estes métodos de fabricacdo por MA ja substituem
muitas tecnologias de fabricacdo subtrativas convencionais de forma eficiente
(BERMAN, 2012).

A impressdo 3D ¢ um processo de fabricacdo de artefatos tridimensionais de
praticamente qualquer formato, incluindo pecas com alto grau de complexidade, a partir
de um modelo digital. E uma tecnologia utilizada tanto para prototipagem quanto para a
fabricagdo distribuida, com aplicacdes em design industrial, arquitetura, industria
automobilistica, aeroespacial, industria médica, engenharia tecidual, e até mesmo na
industria de alimentos. Pode ser utilizada para a producao de geometrias que requerem
alto grau de detalhamento para processo de produgdo individualizado, com
microestrutura e geometria final do produto muito precisas (MARKS et al., 2011). O
processo se da através de um método aditivo, onde sucessivas camadas de material sdo
depositadas em diferentes formas nas orientagdes x, y € z.

Na impressao 3D, o primeiro passo ¢ a modelagem digital do produto a ser impresso
em softwares, como, por exemplo, AutoCAD, Solidworks etc.. O modelo CAD também
pode ser obtido por meio de scanners 3D, imagens de tomografia computadorizada,
dentre outros. O segundo passo ¢ a leitura do arquivo STL pelo software da impressora.
O arquivo STL, também chamado de “Padrio Tridngulo Language” e ‘“Padrao
Tessellation Language”, descreve a geometria da superficie do objeto tridimensional
sem qualquer representacdo de cor, textura ou propriedades, servindo, entdo, como
linguagem padrdo de imagem. O arquivo STL ¢ importado e o modelo virtual ¢ fatiado
em camadas horizontais e orientado na melhor dire¢do para a deposi¢do. Alguns

softwares permitem fatiar o modelo e incluir os pardmetros experimentais para
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impressao (setup do equipamento), Este arquivo recebe o nome de g-code e ¢ a partir
dele que o equipamento comega a produzir a peca. O terceiro e ultimo passo ¢ a
impressao em si. Essa impressdo ¢ feita em camadas sucessivas do material, como ja
mencionado anteriormente. Ao se obter a peca final impressa sdo realizados, caso haja
necessidade, acabamentos no produto final, como por exemplo lixamento, remocao de
rebarbas, entre outros. (LI et al., 2014).

Processos diferentes podem ser usados para producdo em impressdo 3D, sendo
estes: Sinterizagdo Seletiva a Laser (Selective Laser Sintering - SLS), Estereolitografia
(Stereolithography Apparatus - SLA), Sinterizacdo Metdlica Direta a Laser (Direct
Metal Laser Sintering - DMLS) e Modelagem por Fusdo e Deposicdo (Fused
Deposition Modeling - FDM). Estes processos diferem principalmente pelo tipo de
material e estado fisico (liquido, p6 ou sélido) do material que pode ser utilizado em
cada um deles e também pelo modo com que as camadas de material sdo depositadas.
No processo de FDM, por exemplo, s6 podem ser usados polimeros que sejam
termoplasticos, ja que tal processo envolve a fusdo do material (SACHDEVA et al.,
2012; PEREIRA et al., 2012).

No processo de Sinterizagao Seletiva a Laser (SLS), as fatias sdo desenhadas por um
feixe de laser de CO; A agdo do laser gera energia térmica que ocasiona a coalescéncia
das particulas do material por meio de um processo de sinterizagdo. As particulas
alcancadas pelo laser atingem sua temperatura de fusdo e formam uma massa sélida
com a forma definida, desse modo, as formas das camadas sdao definidas por
sinterizacdo seletiva que segue a varredura do feixe do laser sobre as camadas de p9, de
acordo com a geometria das camadas digitais (SENTHILKUMARAN et al., 2009).
Apos o final do processo a pega ¢ entdo retirada do meio do material nao sinterizado e
sdo feitos acabamentos finais, caso seja necessario.

No processo de Estereolitografia (SLA) as camadas do material, que ¢ uma resina
fotorreticulavel, sdo fotopolimerizadas através da incidéncia de luz ultravioleta ou
visivel. A viscosidade da resina ¢ um parametro decisivo e, para obter uma viscosidade
adequada, geralmente sdao usados diluentes que podem ser reativos ou nao
(SENTHILKUMARAN et al., 2009).

No processo de Sinterizagdo Metalica Direta a Laser (DMLS) o produto ¢ obtido por
meio da sinterizagdo camada a camada de pds metalicos de ligas de bronze ou aco. O
processo de sinterizacdo ¢ dado por meio de laser de CO,, tal qual no processo SLS

(ESPERTO E OSORIO, 2008).
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3.3.1 Impressao 3D por Modelagem por Fusio e Deposicao (FDM)

A impressao 3D pela técnica de FDM ¢ o processo de tecnologia de manufatura

aditiva (MA) foco do estudo do presente trabalho.

O processo se da por meio da deposi¢do do material fundido camada a camada na
superficie de impressdo (MCCULLOUGH e YADAVALLI, 2013). Para essa técnica de
impressao ¢ usada uma matriz de extrusora com temperatura controlada que funde
filamentos de polimeros termoplasticos. A matriz da extrusora se movimenta nas
direcdes x e y para produzir a geometria desejada. Apds a impressao de uma camada, a
plataforma (ou mesa) de impressdo ¢ deslocada na dire¢@o z para a deposicao da camada
seguinte (LI et al.,2014). O tempo de impressdo, a espessura das camadas e a
temperatura sdo parametros ajustaveis fundamentais nesta técnica. A Figura 3.4
esquematiza as etapas da impressao de um prototipo em 3D por meio do processo de
FDM, como descrito por LI et al. (2014). As etapas de criagdo do modelo CAD,
conversao do arquivo CAD para STL e definicdo dos pardmetros de impressdo sdo

etapas comuns a todas as técnicas de manufatura aditiva.

$ £ | P e ﬂlmpressém
(- / —
\

— filamento de material
para impresdo

i

RREG

Criacda do modelo CAD pelo
software

Conversdo do arquivo CAD para STL, fatiamento
camada por camada do modelo pelo soffware da . — e = o
impressora. Definicio dos pardmetros de impress&o pelo (SN

software da impressora

A <::-

4 Cabecote de
impressao
(direcdes x, y)

Mesa de
impresséo
(direcéo z)

Peca impressa

Figura 3.4. Etapas de impressao 3D por FDM.

Como ja mencionado, a geometria/porosidade dos arcaboucos produzidos ¢ de
fundamental importancia, sendo o diferencial da tecnologia de impressao 3D na
fabricagdo destes. O tamanho, formato e a interconectividade dos poros dos arcabougos

sdo parametros vastamente explorados na literatura.
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No estudo de HSU et al. (2006) citado na Tabela 2.2, parametros geométricos foram
variados nos arcaboucos de PLA e PCL e a influéncia desses pardmetros foi estudada.
Os arcaboucos de PLA e PCL foram fabricados variando o angulo (A) de deposi¢do
(8A: 0°/22.5°/45°/67.5°/90°/112.5°/135°/157.5°; 4A: 0°/45°/90°/135° e 2A: 0°/90°), a
distancia entre os filamentos aplicados nas camadas (0,45 mm e 0,70 mm), o didametro
desses filamentos (0,2 mm e 0,3 mm) e consequentemente o tamanho dos poros. Uma
estrutura com maior espaco interno também foi projetada. Esta estrutura foi produzida
reduzindo o nimero e tamanho dos filamentos depositados, aumentando a distancia
entre os filamentos, visando aumentar o transporte e crescimento celular. Os resultados
obtidos mostraram que os arcaboucos com maior intervalo entre os filamentos (0,70
mm) possuiam maior porosidade. Foi comprovada a influéncia da porosidade no
crescimento, na proliferacao celular e ainda no transporte de nutrientes. As estruturas
com porosidade entre 50% e 60% obtiveram melhores resultados de adesdo e
crescimento celular bem como transporte de nutrientes. Com relacdo aos parametros
variantes, a porosidade foi atribuida a variagdo da distancia entre os filamentos e
espessura destes e independente do angulo de deposi¢dao. Os arcaboucos com
parametros de angulo de deposicdo 4A, intervalo entre as fibras de 0,45 mm e
filamentos de 0,3 mm mostraram-se o mais adequados para o crescimento de células do
tecido cartilaginoso (condrocitos). A importancia dos parametros geométricos de
fabricagdo de arcabougos para a eficacia destes como suportes para regeneracao tecidual
foi evidenciada no presente estudo, uma vez que estas variaveis alteram caracteristicas
importantes como crescimento, adesdo e difusdo celular.

Outras variaveis sdo determinantes na produ¢do de arcabougos fabricados por FDM,
dentre as quais podemos destacar: (i) temperatura de processo, (ii) tamanho e geometria
das pecas, (ii1) distribuicdo do material de reforco (para arcaboucos de compositos), (iv)
velocidade de deposi¢do das camadas e (v) espessura das camadas depositadas.

CARDOSO et al. (2015) avaliaram o efeito da velocidade de deposicao e espessura
das camadas depositadas na morfologia e nas propriedades mecanicas de artefatos de
PLA produzidos por FDM. Os autores constataram que a espessura das camadas
depositadas afetou diretamente a morfologia e qualidade das pecas impressas. Valores
menores de espessura resultaram em camadas mais aderidas e consequentemente
reducdo da quantidade de vazios e maior integridade estrutural. Foi observado também
que a variagdo da espessura alterou as propriedades mecanicas dos artefatos. Por

resultarem em pecas mais integras, a diminui¢do da espessura das camadas aumentou o
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modulo de elasticidade e a tensdo maxima das pecas. A velocidade de deposi¢ao nao
alterou as propriedades mecéanicas das pegas, mas, morfologicamente, maiores
velocidades de impressao resultaram no estreitamento dos filamentos, apenas a partir de
um determinado valor de espessura das camadas.

Os efeitos da temperatura de processo, da geometria e da distribuicao de material de
reforgo nas propriedades térmicas e mecanicas de arcabougos de PLA/fosfato tricalcico
(TCP) foram avaliados por DRUMMER et al. (2012). As particulas de TCP com
diametro de 5 um foram eficientemente adicionadas e misturadas ao PLA, mostrando a
importancia do tamanho das cargas particuladas na producdo de compositos. Uma
concentragdo de 2,5 % em massa de TCP:PLA mostrou-se ideal para uma dispersdo
homogémea do TCP na matriz polimérica. A temperatura de processo afetou a
cristalinidade da matriz polimérica, reduzindo o grau de cristalinidade de 48,1% para
19,3%. A formacdo de cristais ¢ reduzida para o centro das camadas da peca com a
diminuicdo da temperatura, evidenciando uma relagdo notavel entre a temperatura de
processamento ¢ a morfologia final do arcabougo obtido por FDM. A temperatura de
degradacao nao foi alterada. Um ensaio de tragao de curto prazo comprovou a influéncia
da temperatura de processo no mddulo de elasticidade, tensdo na ruptura e elongacao na
ruptura dos arcabougos. As amostras ensaiadas foram processadas em trés diferentes
temperaturas (215°C, 225°C e 230°C) e apresentaram moddulos de -elasticidade
adequados a finalidade para a qual o material sera utilizado. No entanto, os arcaboucos
processados a 225°C apresentaram melhor desempenho mecanico, ou seja, modulo de
elasticidade adequado, maior tensdo de ruptura e elonga¢do na ruptura. Esse resultado
permite a determinacdo de uma temperatura de trabalho mais adequada para os
materiais em questdo, além de evidenciar a influéncia da temperatura de processamento
nos materiais obtidos.

A dispersdo uniforme de cargas em compositos € resultado ndo s6 do tamanho e
propor¢do das particulas adicionadas a matriz, mas também da maneira como estas
particulas sdo incorporadas ao material.

CHOON et al. (2004) produziram arcabougos de PCL por meio da técnica de FDM
recobertos com uma camada de fosfato de célcio. O recobrimento de fosfato de célcio
foi realizado por meio de método simples biomimético usando silicato de s6dio como
um catalisador para a nucleacdo do fosfato de célcio. Os arcabougos revestidos de
fosfato de calcio foram entdo semeados com células de medula 6ssea a fim de avaliar a

eficiéncia da propriedade de osteocondugao do fosfato de célcio nestes arcabougos. Os
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estudos mostraram que ambos os arcabougos de PCL e de PCL revestidos com fosfato
de calcio foram biocompativeis. Contudo, a taxa de proliferagdo foi maior no arcabougo
revestido de fosfato de céalcio quando comparado ao arcabougo de PCL puro. No
entanto, a propriedade de osteoconducao, taxa de proliferagdo celular, ficou limitada a
superficie do arcabougo, sendo pouco difundida para o interior do arcabougo.

Estudos com diferentes métodos de incorporacdo de fosfato de célcio nas matrizes
poliméricas em arcabougos hibridos vém sendo vastamente desenvolvidos, com o

intuito de melhor difusdo das propriedades destes materiais fosfatos.

3.3.1.1 Outros exemplos de arcaboucos produzidos por FDM a partir de

filamentos poliméricos incorporados com fosfatos de calcio

Assim como citado nos itens anteriores a incorporagdo de fosfatos de calcio a
arcabougos poliméricos traz como vantagens aumento da resisténcia mecanica, aumento
da bioatividade, osteocondugdo, entre outras. Desta forma, a seguir serdo apresentados
alguns exemplos de estudos envolvendo a obtencdo de arcabougos hibridos de
polimero/fosfatos de calcio utilizando a técnica de FDM.

WATER et al. (2015) investigaram o potencial da impressdo 3D por FDM na
fabricacdo de compositos de poli(acido latico) (PLA)/Hidroxiapatita (HA) contendo
diferentes propor¢des do antimicrobiano Nitrofurantoina (NF), com o intuito de estudar
a inibicao de possiveis infec¢des em arcabougos de regeneracao Ossea.

Misturas de PLA/HA/NF foram obtidas por meio da extrusdo em extrusora dupla-
rosca com canal de recirculagdo que permite a reciclagem do material fundido da ponta
do parafuso de volta para a zona de alimentagdo, para obtencdo de filamentos
homogéneos e monodispersos. Os materiais foram misturados (ciclados) por cerca de 2
minutos e arrefecidos em temperatura ambiente. Os filamentos foram usados para
impressdao dos arcaboucos pela técnica de FDM. Andlises de microestrutura dos
compositos obtidos evidenciaram que a temperatura do processo nao alterou a
microestrutura de seus materiais constitutivos. O perfil de liberacdo do farmaco NF
mostrou-se diretamente proporcional ao aumento da concentracdo deste. O potencial
antimicrobiano do NF ndo foi comprometido pelos processos de extrusdo e impressao
consecutivos aos quais o farmaco foi submetido, ou seja, os processos nao o degradaram
e mantiveram suas propriedades. As propriedades e caracteristicas da HA também

foram mantidas. Micrografias comprovaram dispersdo homogénea da carga de HA e do
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farmaco NF na matriz do PLA para todas as concentracdes estudadas. Os resultados
mostraram a eficiéncia do método de mistura e da impressdo 3D por FDM para
arcaboucos hibridos com sistema de liberagao de farmacos.

KALITA et al. (2003) desenvolveram arcabougos de composito de polipropileno
(PP) e fosfato tricalcico (TCP) com porosidade controlada por meio da técnica de FDM.
A carga TCP foi incorporada a matriz de PP por meio da utilizagdo de redmetro de
torque. Plastificante foi utilizado para auxiliar no processamento. A mistura obtida foi
triturada manualmente e extrudada em extrusora mono-rosca. Os filamentos obtidos na
extrusao foram usados para imprimir os arcaboucos por FDM. Os autores projetaram
porosidade controlada por FDM com a finalidade de promover a oferta mais rica de
sangue, oxigénio e nutrientes para o crescimento saudavel das células do tecido dsseo.
Os arcabougos porosos projetados foram avaliados quanto sua viabilidade como
implante para regeneracao dssea, em termos de propriedades fisicas, mecanicas e
bioldgicas.

As propriedades mecanicas foram realizadas por meio de ensaios de tracdo e
compressao uniaxial. Os ensaios de tracdo foram realizados comparando as
propriedades do PP puro sem aditivos de processamento, PP aditivado e composito de
PP/TCP com aditivos de processamento. Os compositos produzidos mostraram uma
menor resisténcia a tragdo (7 MPa) quando comparados ao PP puro e PP com aditivos
(19,8 MPa e 8,2 MPa, respectivamente). O resultado para os modulos de elasticidade,
no entanto, se apresentou de forma diferente ¢ o modulo de elasticidade do compdsito
de PP/TCP (733 MPa) esteve proximo ao modulo de elasticidade do PP puro (731
MPa), diferentemente do PP com aditivos de processamento (409 MPa). O ensaio de
compressao foi realizado em corpos de prova cilindricos, com volumes percentuais de
porosidade de 36%, 48% e 52% e tamanhos de poros de 160 um em média. As amostras
com porosidade de 36% obtiveram o melhor desempenho no que diz respeito a
resisténcia a compressdo (12,7 MPa) e mddulo de compressdo médio (264 MPa). De
acordo com os autores, a resisténcia a compressao destes compositos com porosidade
controlada esta proxima ao valor de resisténcia a compressao da matriz 6ssea esponjosa
humana (aproximadamente 14,6 MPa).

As propriedades bioldgicas do compoésito PP/TCP, como crescimento, proliferacao
celular e toxicidade, foram determinadas por meio de testes in vitro em uma linhagem
de células de osteoblastos humanos modificados. Para este teste foram utilizadas

amostras em discos do compoésito de PP/TCP densas e porosas. A matriz densa foi
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utilizada para comparar a adesdo das células no compdsito poroso. As amostras porosas
com volume de porosidade de 36% foram escolhidas para o teste. As matrizes densas e
porosas ndo apresentaram toxicidade. O crescimento celular se mostrou mais rapido nas
matrizes densas que foi justificado pela maior area de superficie para proliferagcdo, de
acordo com os autores. Analises morfologicas comprovaram uma dispersao homogénea
da carga de TCP ao PP, comprovando eficiente incorporagdo. Foi possivel produzir
arcabougos porosos com propriedades fisicas, mecanicas e bioldgicas similares e,
portanto reprodutiveis ao tecido 6sseo humano pela técnica de FDM.

KIM et al. (2012) produziram arcabougos de nanocompositos de poli(L-acido latico-
co-acido glicdlico) (PLGA) com B-TCP e hidroxiapatita (HA) para implante em defeitos
femorais de coelhos. O B-TCP foi incorporado em solu¢do de PLGA (25% em massa).
O solvente foi evaporado a vacuo e cubos de PLGA/B-TCP foram extrusados para a
producdo de filamentos com e sem adigao de HA. Os arcabougos foram produzidos com
duas geometrias especificas: a arquitetura simples foi produzida com camadas
depositadas em angulos 0° e 90°, enquanto a complexa foi produzida com camadas
depositadas em angulos de 0°, 90°, 45° e -45°. Os arcaboucos produzidos foram
implantados nos coelhos para teste in vivo. Os coelhos foram separados em quatro
grupos de tratamento divididos pelas estruturas que receberam como implante, sendo
estas: simples, simples com HA, complexa e complexa com HA.

As micrografias apresentadas pelos autores mostraram uma similaridade entre os
arcaboucos com geometria simples (deposi¢ao das camadas em angulos 0° e 90°) e os
arcabougos com geometrias complexas (deposicao das camadas em angulos 0°, 90°, 45°
e -45°), ambos contendo alto controle de porosidade e poros bem interconectados. Os
autores destacaram ainda a similaridade macroscopica da morfologia dos compositos de
PLGA/ B-TCP e PLGA/ B-TCP/HA, ja que a inser¢ao de HA nao influenciou na largura
dos filamentos. Os arcabougos implantados nos coelhos mostraram-se resistentes e
faceis de serem implantados, além de favorecerem a osteocondugdo das células e
manterem suas estruturas 3D mesmo apos 12 semanas de implantacao. De acordo com
os autores, todos os arcabougos mostraram-se biocompativeis com os tecidos e
nenhuma rejei¢do foi observada, mesmo ocorrendo alguma liberagao de materiais do
composito devido a biodegradacdo dos mesmos. Os resultados mostraram uma
receptividade evidente do tecido dsseo dos animais testados com os arcabougos

implantados, ndo havendo rejei¢ao e sim integragao entre estes.
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CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Como matriz para obten¢ao dos compdsitos, foi utilizado o poli(acido latico)
(PLA) Ingeo 2003D da Natureworks adquirido da Cromex S.A, com teor de 4% de

isomero D-PLA. A Tabela 4 mostra as propriedades descritas pelo fabricante.

Tabela 4.1. Propriedades fisicas do PLA Ingeo 2003D-Natureworks.

. Método
Propriedade Ingeo 2003D ASTM
Tm (°C) 210 -
Tg (°C) 55 E2092
Tensao na ruptura (MPa) 53 D882
Limite de escoamento em tra¢do (MPa) 60 D882
Modulo de elasticidade (GPa) 3,5 D882
Elongacdo (%) 6 D882
Claridade Transparente -
Fluidez (g/10 min em 210 °C com carga de 6 D1238
2,16 kg)
Peso especifico 1,24 D792

As particulas hidroxiapatita carbonatada (cHA), utilizadas como carga/refor¢o do
composito, foram adquiridas do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF),

sintetizadas a 37°C, com um diametro de particula inferior a 90 um.

4.2 INCORPORACAO DA CARGA CERAMICA NA MATRIZ POLIMERICA

A carga de carboapatita (cHA) foi incorporada na matriz de poli(acido lactico)
(PLA), nas proporg¢des massa/massa de PLA/cHA 100/0, 95/5 e 90/10 (onde a
propor¢ao 100/0 corresponde ao PLA puro), por meio de mistura fisica em camara de
mistura com dois rotores do tipo roller (Brabender Plastograph 2 hands) a 160 °C, com

uma rotagdo de 40 rpm durante 10 minutos. Apos este processo, a massa obtida foi
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triturada em moinho de facas SEIBT tipo Willey, com a finalidade de se obter granulos
para alimentagdo na extrusora. Os equipamentos utilizados no processo de mistura e

moagem estao descritos na Figura 4.1 a seguir.

Mistura Moagem

Figura 4.1. Equipamentos utilizados nas etapas de incorporacao da carga e
moagem do material misturado (cdmara de mistura Brabender e moinho de facas

tipo Willey).

4.3 PRODUCAO DE FILAMENTOS DE PLA/cHA POR MEIO DE EXTRUSAO

Os filamentos de PLA/cHA foram produzidos em mini-extrusora mono-rosca
modelo AX 16:26 (AX Plasticos, Brasil) acoplada a tanque de resfriamento e bobinador
proprio para bobinas tipo carretel, como apresentado na Figura 4.2. O perfil de
temperatura usado foi de 170 °C, 180 °C e 190 °C para as zonas de alimentacio,
compressdo e dosagem respectivamente. A rotagdo da rosca variou de 20 a 50 rpm

durante os processos € a velocidade do puxador de 25 a 35 rpm.
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Figura 4.2. Mini-extrusora mono-rosca modelo AX 16:26 (AX Plésticos, Brasil) com

tanque de resfriamento e bobinador acoplados.

4.4 PRODUCAO DOS ARCABOUCOS PELA TECNICA DE FDM

As seguintes etapas de processo foram adotadas para a producao dos arcabougos por

impressao 3D pela técnica de FDM:

1* Etapa: confeccdo do modelo CAD

O modelo computacional foi produzido utilizando o software SolidWorks®. A
geometria tridimensional do arcabougo foi construida nas orientagdes de camadas (0°-
90°), como descrito na Figura 4.3, com dimensdo cubica de 4x6x6 mm (altura, lado e

lado, respectivamente).

- ...
90°

A

oﬂ

Figura 4.3. Orientagdao das camadas para um modelo

de arcabougo (0°-90°) obtido por FDM.
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2% Etapa: determinacdo dos parametros de impressiao

Os parametros de impressao utilizados (velocidade de impressao de 20 mm/s,
espessura das camadas de 0,3 mm e angulo de deposicdao 0°-90°) foram introduzidos no

software Slic3r™ da impressora 3D e usados para gerar um arquivo em formato g-code.

32 Etapa: impressao dos arcaboucos

Os arcabougos foram produzidos a partir de filamentos de PLA/cHA nas proporgdes
massa/massa 100/0, 95/5 e 90/10, utilizando uma impressora 3D Cloner (Microbras,
Brasil), com temperatura da matriz de extrusdo da impressora de 220 °C. Os aspectos

visuais e desvios dimensionais dos arcaboucos foram avaliados.

4.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

4.5.1 Morfologia dos filamentos e arcaboucos

Os filamentos obtidos no processo de extrusao, bem como os arcabougos obtidos na
impressao 3D, foram caracterizados no que diz respeito a suas caracteristicas visuais
(aspecto, textura e coloragdo) e dimensionais (tamanho, volume e didmetro). Os
filamentos tiveram sua regularidade examinada através da medi¢do com paquimetro
digital do seu didmetro por toda sua extensao. Uma avaliagdo por microscopia optica
nos permitiu analisar a morfologia das amostras impressas, na faixa milimétrica e
macrométrica, observando a deposicdo do filamento e disposicdo das camadas
impressas, utilizando microscopio estereoscopico COLEMAN NSZ-405. Os arcabougos
impressos também tiveram suas massas pesadas em balanca analitica de quatro casas

decimais.

4.5.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Os materiais utilizados para a obtengdo do compdsito (matriz de PLA e carga cHA)
foram caracterizados da forma comercial recebida, apds extrusdo (filamentos de
PLA/cHA) e ap6s impressos (arcaboucos de PLA/cHA), em equipamento Pekin Elmer

DSC-8000, com dois ciclos de aquecimentos de 40°C a 250°C, em uma taxa de
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10°C/min, com o intuito de avaliar os fenomenos térmicos dos materiais, as mudangas
ocorridas no comportamento térmico destes dentro dos processamentos e proporcdes

avaliados e calcular o grau de cristalinidade dos materiais.

O grau de cristalinidade foi calculado de acordo com a Equagdo 4.1 , onde Xc ¢ o
grau de cristalinidade, AHf ¢ a entalpia de fusao obtida no 2° aquecimento € AHyjo € a
entalpia de fusdo para o PLA 100% cristalino e W¢ a fracdo mdssica de PLA no
composito. O valor de para o PLA 100% cristalino foi considerado igual a 93,1 J/g

(CARRASCO et al., 2010).

. (AHy)

=——~ 12 %100 Eq.4.1
Ws X AHpq00

4.5.3 Analise de Termogravimetria (TG) e Termogravimetria Derivativa (DTG)

Analises termogravimétricas foram realizadas em equipamento Shimadzu TGA-50,
na faixa de aquecimento de 25°C a 800°C, com taxa de aquecimento de 10°C/min, em
atmosfera de N,, na matriz e na carga do composito como recebidas (PLA em pellets e
cHA em pd), nos filamentos e arcaboucos de PLA/cHA, com o intuito de avaliar a
estabilidade térmica da matriz polimérica e dos compositos obtidos diante dos
processamentos realizados e inser¢ao de carga nas propor¢des obtidas. As curvas de TG

e a derivada destas curvas (DTG) foram obtidas.

4.5.4 Difracao de Raios-X (DRX)

As caracterizagcdes microestrutural dos compositos de PLA/cHA e da carboapatita
pura foram realizadas por meio da andlise de Difracdo de Raios-X, em difratdmetro
Shimadzu XDR-6000, operado em uma faixa de varredura de 26 de 5° a 80° ¢ em
varredura continua, com velocidade de varredura de 2°/min. Para a analise de DRX
foram impressos corpos de prova com os filamentos de PLA/cHA utilizando os mesmos

parametros de impressdo dos arcabougos.
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4.5.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A morfologia dos arcaboucos de PLA /cHA foram analisadas por MEV em
microscopio eletronico de varredura JEOL JSM 6460-LV, operando com voltagem de
aceleragdo de feixe a 15 kV a 20kV, em diferentes aumentos. Aspectos como
porosidade, tamanho de poros, conectividade dos poros e sec¢des transversais foram
avaliados. As secOes transversais das amostras foram avaliadas fraturando estas em

nitrogénio. Todas as micrografias foram realizadas sem recobrimento metélico.

4.5.6 Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS)

Os elementos quimicos presentes nos arcabougos de PLA/cHA foram identificados
por meio de andlise da area das amostras e mapeamento em MEV/EDS JEOL JSM
6460-LV. Os arcaboucos foram analisados em suas superficies e secdes transversais,
antes ¢ apos 672h de liberagao em pH 7,4 e 4,0, com a finalidade de observar uma
possivel variagdo na intensidade dos picos referentes ao Ca e P, devido a liberagao

destes ions durante o teste de degradacao in vitro.

4.6 DETERMINACAO DA POROSIDADE APARENTE

A porosidade aparente dos arcabougos obtidos foi determinada de acordo com a
Norma ASTM F2450 (2010), seguindo-se o principio de Arquimedes, assumindo que
todo corpo embebido em um fluido sofre, por parte do fluido, uma forga vertical para

cima, com intensidade igual ao peso do fluido deslocado pelo corpo.

Uma balanca hidrostatica foi utilizada para medir a massa de cinco amostras de
arcaboucos de PLA/cHA para cada uma das proporcdes (100/0, 95/5 e 90/10) secas e
imersas em etanol. As massas das amostras antes e depois da imersdo foram utilizadas,
juntamente com a densidade do etanol, para determinar a densidade aparente dos

arcabougos, como descrito na Equacdo 4.2.

Mseca X Petanol ) EC[ 4.2

Densidade aparente = (
Mimersa — Mseca
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As dimensoes das amostras foram medidas com um instrumento paquimetro para a
determinagdo do volume real dos arcabougos (volume do cubo) ¢ uma média de volume
real foi tomada. O volume dos poros pode entdo ser mensurado de acordo com a relagao

descrita na Equacao 4.3, para cada uma das cinco amostras.

Mseca ) Eq 4 3

| = Viear — < ,
poros = Treal — \ Densidade aparente
A porosidade aparente das amostras foi por fim determinada de acordo com a

Equagdo 4.4.

D%oros

Porosidade aparente = <—) x 100 Eq.4.4

real

4.7 TESTES DE DEGRADACAO IN VITRO

Os testes de degradagao in vitro dos arcabougos foram conduzidos de acordo com a
Norma ISO 10993 parte 9 (1994). Os arcaboucos de PLA/cHA nas proporg¢des 100/0,
95/5 e 90/10 foram imersos em 45 mL de solugdo simuladora de fluido corporeo,

contendo:

- 100 mM de cloreto de sddio (NaCl)
- 45 mM de bicarbonato de s6dio (NaHCOs3)
- 2 mM de carbonato de potéssio (K,COs)

Os testes foram realizados com a solu¢ao em diferentes pHs. O pH das solugdes foi
ajustado para 7,4 (pH de solucdo fisiologica) e 4,0 (pH de resposta inflamatoria), pela
adi¢ao de acido latico. Os arcaboucos foram mantidos imersos na solu¢ao durante os
tempos de 6h, 24h, 72h, 168h, 336h e¢ 672h, em incubadora (Shaker - Mod. MSM
130/B, MS Mistura) a 37 °C, com agitacao de 100 rpm. O ensaio foi realizado em
triplicata (n=3) para cada composi¢do PLA/cHA, tempo de incubagdo e pH diferentes.
Ap6s cada um dos tempos de observagdo, os arcaboucos foram removidos. O teor de

calcio (Ca) e de fosforo (P) presentes nas solucdes foi quantificado por meio da técnica
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de Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP -
OES), realizada no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo Tecnologica (LMCT),
no Centro de Tecnologia Mineral (CETEM) da UFRJ, em espectrometro HORIBA,
Jobin Yvon Ultima 2, utilizando argdnio como gas de plasma. As solugdes utilizadas na
técnica de ICP para dosagem do teor de Ca e P foram obtidas retirando-se uma aliquota
de 5 mL de cada uma das solugdes triplicatas, nos tempos de 6h, 336h e 672h e pHs 7,4
e 4,0.

,,'.: —
Ensaio de Liberacao Quantificagdo por ICP-OES

Figura 4.4. Ensaio de liberagdo na incubadora Shaker e equipamento de ICP-OES.

4.8 TESTES IN VITRO DE CITOTOXICIDADE MTT

A citotoxicidade dos arcaboucos de PLA/cHA foi avaliada por meio de testes in
vitro, de acordo com a ISO 10993 partes 12 (2004) e 5 (2009), utilizando kit de
proliferacdo celular MTT. Este teste avalia a viabilidade de celular por meio da medida
colorimétrica da atividade metabolica das células em equipamento espectrofotometro. O
sal tetrazodlio, de coloracdo amarelada e soluvel em agua, ¢ metabolicamente reduzido
por enzimas oxirredutoras das células, transformando-se em cristais de formazan de
coloracdo azul purpura, quando em presenga células metabolicamente ativas. Desta
forma, a quantificagdo de células vidveis ¢ feita pela intensidade da cor detectada por

absor¢ao.
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Para este ensaios foram utilizadas células de fibroblastos de camundongos, linhagem
L-929, em placa de 96 pogos. Cinco arcabougos de cada propor¢ao PLA/cHA (100/0,
95/5 e 90/10) foram imersos em 2mL de meio de cultura BMEM por 24 horas. Os
extratos puros obtidos apds este periodo (100%) e dilui¢des destes extratos em
concentracdes de 50%, 25% e 12,5% foram utilizados como meio de crescimento
celular. O proprio meio de cultura BMEM e detergente TRITON foram utilizados com
controles positivo e negativo, respectivamente, de viabilidade celular. As células
tratadas com os controles e com as amostras foram incubadas pelo periodo de 24 horas a
37°C. A quantificacdo da viabilidade celular foi avaliada em espectrofotometro de
leitura de microplacas por detec¢do na faixa UV-Vis, modelo Synergy H4. Uma relagao

de percentual de células vidveis foi obtida para melhor compreensdo dos resultados.
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CAPITULOV

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACOES

5.1.1 Aspectos visuais e dimensionais dos filamentos e arcaboucos de

PLA/cHA

As Figuras 5.1 e 5.2 abaixo apresentam os aspectos visuais dos filamentos e

arcaboucos de PLA/cHA 100/0, 95/5 ¢ 90/10.

Figura 5.1. Filamentos de PLA/cHA 100/0, 95/5 e 90/10 obtidos por extrusao.

-

PLA/cHA 100/0 PLA/cHA 95/5 PLA/cHA 90/10

Figura 5.2. Micrografias 2D em estereoscopio de arcabougos de PLA/cHA 100/0,
95/5 € 90/10 obtidos por impressdo 3D em impressora FDM (vista superior).
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Todos os filamentos de PLA/cHA produzidos (100/0, 95/5 e 90/10) mostraram-se
razoavelmente regulares, uma vez que seus didmetros variaram entre 1,60 e 1,75 mm,
encontrando-se dentro do didmetro aceitavel para a impressdo. Os filamentos de PLA
sem a presenca de carboapatita (PLA/cHA 100/0) apresentaram transparéncia € uma
textura lisa, enquanto os filamentos de PLA com carboapatita (PLA/cHA 95/5 e 90/10)
apresentaram uma aparéncia esbranquicada e uma textura rugosa, sendo ambos o0s
efeitos intensificados pelo aumento no teor de carboapatita. De acordo com OREFICE
(2006), arcabougos com superficies com textura rugosa propiciam a ancoragem de
células e facilitam a deposicao destas, aderindo melhor aos tecidos, enquanto que
arcabougos com superficies muito lisas sdo passiveis a sofrer micromovimentagdes, que
podem ocasionar lesdes no tecido sadio. Na Figura 5.2 € possivel notar o nitido efeito da
insercdo e do teor de carboapatita na coloracao dos arcaboucos de PLA e também um
leve aumento nas dimensdes dos arcabougos de PLA/cHA 95/5 e 90/10. A Figura 5.3
apresenta dados dos desvios dimensionais apresentados pelos arcabougos de PLA/cHA

em relacdo ao modelo digital confeccionado.

PLA/CHA 100/0 [E5SJ PLA/cHA 95/5 [ PLA/CHA 90/10 BB Modelo Digital

\

(mm)

o4
4]

Dimens
] (¥4

EixoY Ei:n_to X Eixo Z
Geometria do cubo

Figura 5.3. Desvio dimensional médio dos arcaboucos de PLA/cHA obtidos por

impressao 3D.
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Para a obtencdo das dimensoes dos arcabougos de PLA/cHA foram medidos dez
arcabougos de cada propor¢ao de PLA/cHA com auxilio de paquimetro digital.

Um dos motivos ressaltados na literatura para a variacdo dimensional das pecas
impressas ¢ a deposicao da linha de arraste e o caminho de impressdo. Esse caminho ¢
tido como uma estratégia de deposicdo referente ao caminho que o bico extrusor
percorre, tragando a geometria de cada camada. Ao fatiar a peca, o software projeta um
caminho que tende a gerar maior economia de material e a construgdo mais rapida de
cada peca. Porém, a mudanga na trajetoria do bico, por vezes, acarreta em uma pausa
subita na linha que estd sendo construida e no deslocamento de pequenas porcdes de
material fundido, alterando as dimensdes da pega nos eixos x, y € z (ZIEMIAN &
CRAWN, 2001). As caracteristicas do material impresso, como por exemplo
viscosidade, também podem influenciar no desvio dimensional das pecas obtidas.
Arcabougos de PLA/cHA 100/0 sofreram variagdo dimensional esperada pelos efeitos
de inchamento do extrudado e pelo proprio peso dos filamentos no processo de
deposicdo, uma vez que, durante o processo de deposi¢ao das camadas, o material ainda
esta dentro de sua temperatura de amolecimento e sofre efeito do peso dos demais
filamentos, se escoando para os lados.

O efeito do aumento do teor da carga nos arcabougos também influenciou no desvio
dimensional. Pode ser notado pelo aumento nas dimensdes dos lados dos arcabougos de
PLA/cHA 95/5 ¢ 90/10 e redugdo na altura (exceto para o PLA/cHA 90/10), diretamente
proporcionais ao aumento do teor de carboapatita nestes arcaboucos. Esse efeito do peso
da carboapatita nos filamentos de PLA, gerando a variacdo do tamanho dos arcabougos
pelo achatamento das camadas depositadas, serd explorado futuramente no tdpico 5.2 do

presente trabalho.

5.1.2 Estudo do comportamento térmico dos materiais utilizados e compositos

obtidos

Um estudo do comportamento térmico dos materiais utilizados, bem como dos
compositos obtidos nas duas etapas de processamento foi realizado mediante analises de

curvas de DSC e TG/DTG.
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Figura 5.4. Comparativo das curvas de DSC (1) da cHA, (2) do arcabouco de
PLA/cHA 90/10, (3) do filamento de PLA/cHA 90/10, (4) do arcabougo de PLA/cHA
95/5, (5) do filamento de PLA/cHA 95/5, (6) do arcabougo de PLA/cHA 100/0, (7) do

filamento de PLA/cHA 100/0 e (8) dos pellets de PLA, relativas ao 2° ciclo de

aquecimento.
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A Tabela 5.1 a seguir descreve os valores especificos das transicdes térmicas
ilustradas no grafico da Figura 5.4 e os respectivos valores de grau de cristalinidade dos

materiais.

Tabela 5.1. Transi¢des térmicas dos materiais analisados por DSC relativa ao 2°

ciclo de aquecimento.

2° aquecimento
Amostra Tg onset Tc AHc Tm AHf
° o ° Xc (%
cO | co | () (I/g) i

Pellets de PLA 58,05 - - 150,04 2,4023 2,63
PLA/cHA

100/0 filamento 60,25 123,20 -17,6739 151,02 21,4037 23,44

PLA/CHA SIS | 5950 | 12683 | -124462 | 15135 | 143091 16,50
filamento
PLA/cHA

90/10 filamento 58,67 115,55 | -22,2866 149,16 22,1845 27

PLA/cHA

100/0 60,16 122,43 | -24,0928 150,32 22,2249 24,34
arcabouco

PLA/CHA 95/3 59,35 125,19 | -19,6175 150,78 19,4549 22,43
arcabouco
PLA/cHA

90/10 57,26 114,22 | -25,6257 147,89 25,0024 30,5
arcabouco

Carboapatita - - - - - -

De acordo com os valores apresentados na Tabela 5.1 e as curvas ilustradas nos
graficos de DSC da Figura 5.4 pode-se notar a baixa cristalinidade do PLA, que
mostrou um comportamento de polimero amorfo. Observando os valores de Xc para os
filamentos e arcabougos de PLA/cHA 100/0, ¢ possivel notar que os processamentos
utilizados na produgdo dos arcabougos de PLA/cHA afetaram o grau de cristalinidade
do polimero. Os valores mostram ainda que um teor de 10% de carboapatita aumenta
consideravelmente o grau de cristalinidade do material, o que pode ser notado nao
apenas pelo aumento do Xc, mas também pela reducdo de aproximadamente 8°C na
temperatura de cristalizacdo dos materiais com inser¢ao de 10% de cHA. Para um
percentual de 5% de cHA nao foi notado um efeito significativo na cristalinidade do
polimero. Esse comportamento ¢ indicativo que, com teores de 10% de cHA, a carga
dispersou mais uniformemente pela matriz polimérica, com uma maior area de contato e

consequentemente melhor interagdo do que em teores de 5%, tendo um maior efeito na
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cristalinidade do PLA. Com exceg¢dao para os pellets de PLA, que apresentou um
comportamento amorfo, todos os materiais apresentaram comportamento de material
semicristalino, com mudanca na linha base caracteristica de transicdo vitrea (Tg) -
transi¢ao de segunda ordem que ocorre na fase amorfa do material, pico exotérmico de
cristalizacdo (Tc) e pico endotérmico de fusdo cristalina (Tf) - referente a fusdo dos

cristais da fase cristalina do material.

Os termogramas obtidos na andlise de termogravimetria dos materiais estdo

apresentados nas Figuras 5.5 a 5.7 a seguir.

100
80
— PLA pellets
—— PLA/cHA 100/0 filamento
— —— PLAJcHA 100/0 arcabougo
2 60 —— PLA/cHA 95/5 filamento
— —— PLA/cHA 95/5 arcabougo
] —— PLA/cHA 90/10 filamento
g —— PLA/cHA 90/10 arcabougo
—cHA
© 40
=
20
0 g

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Figura 5.5. Termograma geral dos materiais utilizados nos compdsitos,

dos filamentos e dos arcabougos obtidos.
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DTG (%/°C)

00| S
0.5 — PLA pellets
g —— PLA/cHA 100/0 filamento
—— PLA/cHA 100/0 arcabougo
—— PLA/cHA 95/5 filamento
-1,0 —— PLA/GHA 95/5 arcabougo
—— PLA/cHA 90/10 filamento
—— PLA/cHA 90/10 arcabougo
_1 ’5 ——cHA
-2,0
-2,5
-3,0
-3,5

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Figura 5.6. Curva de DTG geral dos materiais utilizados nos comp0sitos,

dos filamentos e dos arcaboucos obtidos.
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Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

Figura 5.7. Gréficos de TG e DTG dos materiais utilizados nos compdsitos,

dos filamentos e dos arcabougos obtidos
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Nos termogramas e curvas de DTG apresentados nas Figuras 5.5 a 5.7 podem ser
observados os valores de temperaturas iniciais de degradagdo (T;), que indicam o inicio
da perda significativa de massa, representados pelo inicio dos picos de DTG (onset), as
temperaturas das taxas de degradacdo maximas (rmsx), onde ocorre a maior perda de
massa dos materiais, representadas pelas regides maximas dos picos da DTG, as
temperaturas finais de degradacdo (Tgna), onde o processo de perda de massa se
estabiliza, representados pelas regides finais dos picos de DTG e os teores de residuos
finais de analise de cada um dos materiais analisados. Os valores de temperaturas e

residuos estdao descritos na Tabela 5.2 a seguir.

Tabela 5.2. Dados de degradagdo térmica dos materiais analisados por TG-DTG.

Amostra i T max Ttinal % residuo final
Pellets de PLA 318,5 389 428,8 0

PLA/cHA 100/0 filamento 316 386,2 428,9 0,09
PLA/cHA 95/5 filamento 319,7 392,5 432,8 3,93
PLA/cHA 90/10 filamento 317 391 429.,9 7,65
PLA/cHA 100/0 arcabougo 295,7 3873 428,2 0,25
PLA/cHA 95/5 arcabougo 318,5 3923 4333 4,86
PLA/cHA 90/10 arcabougo 318,6 3929 433 7,73
Carboapatita - - - 90,11

De acordo com os resultados apresentados nos termogramas (Figuras 5.5 € 5.7), e
com os valores apresentados na Tabela 5.2, verificou-se apenas uma etapa de
degradacdo para a carboapatita, possivelmente associada a perda de agua, e, como
esperado, uma grande quantidade de residuo ao final do ciclo de aquecimento até

800°C.

Os processos de degradagdao do PLA e dos compositos de PLA/cHA também
ocorreram em Unica etapa unica. Pode-se observar que os processamentos de obtengdo
dos arcabougos nao alteraram significativamente a faixa de temperatura de degradagao
do material, exceto para o arcabouco de PLA/cHA 100/0. Isso pode ser um indicativo de
que, aparentemente, ndo houve mudanga significativa na estrutura do PLA durante a
producdo dos arcaboucgos, apesar dos inimeros tratamentos termomecanicos sofridos

pelo material.
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Apenas o arcabouco de PLA/cHA 100/0 apresentou uma redu¢do na temperatura
inicial de degradacdo (Ti) de 22,8°C em relagdo ao pellet de PLA e de 20,3°C apds o
processo de impressdo 3D. Desta forma, pode-se concluir que os arcabougos contendo
percentuais de cHA (PLA/cHA 95/5 e 90/10) mostraram-se mais estaveis termicamente
do que o arcabouco de PLA puro. A temperatura de degradacao inicial dos arcabougos
de PLA/cHA teve um acréscimo de 22,8°C para o arcabouco com teor de 5% de
carboapatita e um acréscimo de 22,9°C para o arcabougo com 10% de carboapatita.
Esse resultado elucida um efeito positivo da inser¢do de carboapatita na resisténcia
térmica do PLA ao processamento de obtencdo dos arcaboucos por impressao 3D Nao
houve variagdo significativa nos valores de Ty, € de Tgna dos arcabougos em funcdo do
teor de cHA presente.

Resultados encontrados na literatura mostraram o efeito semelhante da insercao de
hidroxiapatita na estabilidade térmica de arcabougos de PLA, em teores acima dos
utilizados no presente trabalho. Um estudo realizado por NAFFAKH e DIEZ-
PASCUAL (2015) mostrou que a inser¢cdo de um percentual de 20% e 40% em massa
de HA aumentou em 4°C e 28°C, respectivamente, a temperatura inicial de degradagao
de arcabougos de PLA.

Em relag@o ao residuo obtido apds a andlise dos filamentos e arcabougos, houve um
aumento na quantidade de residuo em fung¢do do aumento do teor de cHA dos

compositos.

5.1.3 Caracterizacao microestrutural dos arcaboucos

As Figuras 5.8 ¢ 5.9 apresentam micrografias obtidas por MEV da superficie e da
secdo transversal dos arcabougos de PLA/cHA. As micrografias apresentadas na Figura
5.8 ilustram arcabougos com arquitetura compativel com o modelo digital, conforme

discutido no item 5.1.1.
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Figura 5.8. Micrografias de MEV das superficies e seg¢des transversais,
respectivamente, dos arcabougos de PLA/cHA 100/0 (a,b), PLA/cHA 95/5 (c,d) e
PLA/cHA 90/10 (e,f) .

Figura 5.9. Micrografia de MEV da segdo transversal de arcabougo de PLA/cHA 90/10.

E possivel realizar uma comparagdo entre o arcabouco de PLA/cHA 100/0 e os
arcabougos de PLA/cHA 95/5 e 90/10 no que diz respeito ao efeito da insercdo de carga

na geometria dos arcaboucos. Nas micrografias das se¢des transversais da Figura 5.8,
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principalmente para a Figura 5.8.d, ¢ possivel observar um achatamento dos filamentos
depositados, gerando uma reduc¢do no tamanho dos poros, que para o arcabouco de
PLA/cHA 100/0 ¢ de aproximadamente 330 pm (+ 2 um) , enquanto para os arcabougos
de PLA/cHA 95/5 e 90/10 estd em torno de 290 um (x 1,67 um). Nota-se uma reducdo
de aproximadamente 13% do tamanho dos poros em duas dimensdes (representado pela
distancia entre os filamentos depositados) dos arcaboucos sem cHA (100/0) para os
arcaboucgos com cHA (95/5 e 90/10). A micrografia apresentada na Figura 5.9 de um
arcabouco de PLA/cHA 90/10 (com maior teor de carboapatita) mostra particulas de
carboapatita com tamanhos inferiores aos didmetros médios destas em sua forma de
produto recebido (diametro médio igual a aproximadamente 90 um). Este resultado
mostra que, além de ndo haver aglomeracao da carga (efeito esperando quando hé pouca
ou nenhuma interagdo da carga com a matriz no compdosito), as particulas de
carboapatita sofreram quebras durante o processo de obtengdo dos arcabougos.
Particulas menores de carboapatita podem potencializar o seu efeito nos arcabougos,
uma vez que a superficie de contato e a area abrangente das particulas na matriz do

polimero serdo maiores.

As micrografias mostram ainda um comprometimento na precisao da deposicao e
integridade dos filamentos, principalmente para os arcabougos contendo cHA (Figura
5.8.c-f e Figura 5.9). Filamentos contendo cHA mostraram fluxo com escoamento nio
tdo continuo (escoamento mais turbulento) no momento da impressdo quando
comparados ao filamento de PLA puro (fluxo mais laminar), que provavelmente
interferiu na precisao dos arcabougos impressos. A dimensao dos arcabougos também se
tornou um desafio na impressdo, uma vez que pecas muito pequenas dificulta a
resolugdo da impressdo. Os defeitos apresentados no presente trabalho foram
encontrados na literatura em amostras de blendas de policarbonato e ABS por
MOHAMED et al.(2016). De acordo com os autores estes efeitos ocorreram devido a
parametros de impressdo como, por exemplo, espessura das camadas depositadas
(filamentos) muito fina, maior angulo de deposi¢cdo das camadas e pequena interagcdo

entre os materiais constituintes do arcabouco, como apresentado na Figura 5.10.

As Figuras 5.11 e 5.12 apresentam os mapeamentos e espectros obtidos por EDS

para os arcabougos de PLA/cHA nas proporcdes 95/5 e 90/10, respectivamente.
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Figura 5.10. Defeitos resultantes dos pardmetros de impressao causados em materiais
impressos com (a) espessura de camada de 0,178 mm, (b) espessura de camada de 0,127
mm e (¢) impressos com angulo de deposi¢ao 0°-90° (adaptado de MOHAMED et al.,
2016).
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Figura 5.11. Espectro e mapeamento por EDS da superficie (a) e da se¢do transversal

(b) dos arcabougos de PLA/cHA 95/5.
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Figura 5.12. Espectro e mapeamento por EDS da superficie (a) e da se¢do transversal

(b) dos arcabougos de PLA/cHA 90/10.

Em ambos os mapeamentos (para os arcaboucos de PLA/cHA 95/5 ¢ PLA/cHA
90/10) realizados pela analise de EDS, pode-se notar a presenga de forma homogénea,
sem aglomerados, de elementos célcio (Ca) e fosforo (P) ndo apenas na superficie dos

arcaboucos, mas também no interior (se¢ao transversal).

Os espectros de EDS elucidam um aumento nos picos de Ca e P com o aumento da
concentracdo de carboapatita nos arcaboucos, de forma que € possivel notar picos
maiores de Ca e P para os arcabougos de PLA/cHA 90/10 (Figura 5.12), quando
comparado aos picos de Ca e P na andlise realizada nos arcabougos de PLA/cHA 95/5
(Figura 5.11). Este resultado corrobora para a comprovacdo de uma insercao efetiva da
carboapatita em ambos os percentuais estudados (5% e 10%). Em relacdo aos espectros
referentes as superficies (Figuras 5.11.a € 5.12.a) e se¢des transversais (Figuras 5.11.b e
5.12.b) dos arcaboucos, os resultados reforcam a homogeneidade da insercdo de
carboapatita, pela da similaridade dos picos entre os proprios arcabougos, tanto na

superficie quanto na secao transversal.

Estes resultados podem indicar uma melhoria nas propriedades mecanicas e na

bioatividade dos arcabougos de PLA. Resultados apresentados na literatura (como
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mencionado no capitulo III do presente trabalho) indicam que a presenga de fosfatos de
calcio na superficie dos arcaboucos agrega bioatividade aos biomateriais, enquanto que
a presenca destes ceramicos em suas estruturas pode gerar o aumento da resisténcia
mecanica dos arcaboucos, dando o suporte adequado para o crescimento celular no

processo de regeneragao tecidual (CHOON et al. 2004; KALITA et al. 2003).

Os difratogramas dos corpos de provas impressos a partir de filamentos de

PLA/cHA e para a carboapatita pura (cHA) estdo apresentados na Figura 5.13.
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Figura 5.13. Difratogramas dos corpos de prova obtidos por impressao 3D a partir

dos filamentos de PLA/cHA e da cHA em po.

De acordo com os difratogramas apresentados, pode-se notar que ndo houve

formagao de nova estrutura cristalina no material, pois os picos cristalinos observados
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nos compositos também aparecem nos difratogramas dos materiais puros (PLA/cHA
100/0 e cHA). Este resultado sugere que ndo ha nenhuma regido cristalina resultante de

interacdo quimica nas regides cristalinas dos materiais.

No difratograma referente a carboapatita, podemos observar os picos de maior
intensidade, representando os parametros de rede alusivos aos planos cristalograficos
(002), (211), (300), (202) e (310), caracteristicos de uma Hidroxiapatita de acordo com
os dados encontrados no banco de dados JCPDS do International Center for Diffraction
Data (Card No. 86-0740). Nos difratogramas dos compositos de PLA/cHA 95/5 e
90/10, pode-se observar que a intensidade dos picos principais referentes a carboapatita

aumenta com o aumento do teor de cHA no material.

5.2 POROSIDADE APARENTE

Os resultados obtidos na analise de porosidade dos arcabougos de PLA/cHA nas
propor¢des 100/0, 95/5 e 90/10 estdo descritos na Tabela 5.3 abaixo.

Tabela 5.3. Valores obtidos na determinacdo da porosidade aparente dos

arcaboucos de  PLA/cHA.

POROSIDADE APARENTE: MEDIA DOS CORPOS DE PROVA DOS ARCABOUCOS

Wolume
Massa Massa Volume Densidade . .
dos Porosidade Desvio
Arcabougos seca malhada real aparente e )
3) (/ cm?) poros (%) Padrio
(9) (g) (cm g (cm?)
PLASCHA
0,0642 0,0994 0,1512 1,69 0,1130 74,8 1,2
100/0
PLA/fcHA
0,0712 0,1170 0,1511 1,25 0,0931 61,6 5,1
955
PLAScHA
0,0987 0,1485 0,1646 1,58 0,1016 61,6 5,0
90/10

De acordo com os dados da Tabela 5.3, o arcabouco de PLA/cHA 100/0 (74,8% +
1,2%) € mais poroso quando comparado aos arcabougos de PLA/cHA 95/5 (61,6% +
5,1) € 90/10 (61,6% * 5,0). Estes valores apontam para uma redu¢do da porosidade dos
arcabougos de PLA/cHA com a inser¢@o da carga. Esta redugdo pode ser visualizada no

grafico apresentado na Figura 5.14.

47



Porosidade aparente vs teor de carboapatita
80
75 W 748
70

65

616 616

60

—a—
—a—

55

50

45

Porosidade aparente (%)

40

35

30

0 5 10
Teor de carga (%)

Figura 5.14. Grafico de porosidade aparente vs. inser¢ao de carga de cHA nos

arcaboucos de PLA/cHA nas propor¢des massa/massa 100/0, 95/5 e 90/10.

O efeito da carga de carboapatita na geometria dos arcabougos de PLA/cHA foi
observado anteriormente na Figura 5.8 das micrografias de MEV dos arcabouco, onde
foi possivel notar um achatamento dos filamentos de PLA depositados durante a
impressao. Este achatamento, possivelmente devido ao peso da carga na matriz, levou a
diminui¢do do tamanho dos poros, reduzindo o seu volume. A Equagdo 4.4 relaciona
diretamente o percentual de porosidade com o volume dos poros, sugerindo que a
redugdo da porosidade nos arcaboucos esta relacionada a alta densidade da carboapatita.
A densidade da carboapatita pode ser observada ainda pelo aumento da massa seca dos
arcaboucos de PLA/cHA proporcional ao aumento do teor de cHA. Foi possivel
observar ainda que o aumento do teor de carboapatita de 5% para 10% nos arcaboucos
de PLA/cHA nao alterou a sua porosidade e que essa inser¢ao da carga aumentou a
variacdo no tamanho dos arcabougos, uma vez que o desvio padrao para os corpos de

prova com carboapatita foram maiores quando comparado aos arcabougos sem carga.

Os valores para a porosidade dos arcabougos, bem como o efeito da inser¢do da

carga de apatita na reducdo da porosidade destes, estdo de acordo com a faixa dos
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valores encontrados e o efeito da carga descritos na literatura por ITOH et al. (2004) e

KARAGEORGIOU e KAPLAN (2005) .

5.3 TESTES DE DEGRADACAO IN VITRO

Os perfis de liberagao de célcio e fosforo estdo apresentados nas Figuras 5.15 a 5.18
a seguir. Durante a degradacdo dos fosfatos de célcio, sdo liberados como principais
produtos de degradacdo fons de calcio (Ca*") e fosfato (PO4>). Como na sintese da
carboapatita alguns sitios de fosfato (PO,”) sdo substituidos por sitios carbonatos
(CO5%), que sdo fons com maior solubilidade em solu¢do aquosa, espera-se que os
arcaboucos de PLA/cHA 95/5 e 90/10 possam ser liberados no meio facilitando o
mecanismo de remodelacdo do osso. Os perfis de liberagdo de ions célcio e fosforo a
partir dos arcabougos PLA/cHA 95/5 e PLA/cHA 90/10 ap6s imersao em solugdes a 7,4
(pH de solugao fisioldgica) e 4,0 (pH de resposta inflamatoria) por até 672 horas (28

dias) estdo apresentados nas Figuras 5.15 a 5.18.
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Figura 5.15. Perfis de liberagao de célcio nos arcaboucos de PLA/cHA 95/5.
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Figura 5.16. Perfis de liberagdo de calcio nos arcabougos de PLA/cHA 90/10.

As Figuras 5.16 e 5.17 apresentaram perfis de liberagao de Ca como o esperado para
os tempos de liberagdo e maior concentragao de carboapatita nos arcaboucos, ou seja,
uma liberagdo crescente em fun¢do do maior tempo dos arcabougos na solugdo tampao
(ja que o ensaio trata-se de uma dosagem acumulativa sem manuten¢do da solugdo) e

maior concentracao de calcio nas solu¢des contendo arcabougos de PLA/cHA 90/10.
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Figura 5.17. Perfis de liberac@o de fosforo nos arcaboucos de PLA/cHA 95/5.
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Figura 5.18. Perfis de liberac@o de fosforo nos arcaboucos de PLA/cHA 90/10.

Os resultados apresentados nas Figuras 5.17 e 5.18, diferentemente dos apresentados
nas Figuras 5.15 e 5.16, ndo apresentaram perfis de liberacdo bem estabelecidos, uma

vez que houve comportamentos distintos para as solugdes analisadas dos arcaboucos de

PLA/cHA 95/5 e PLA/cHA 90/10.

Ao final do ensaio de liberagdo, os pHs das solucdes de imersdao dos arcabougos foi
medido a fim de observar alteragdes de pH referentes a liberagao de moléculas presentes

nos arcaboucos. As Figuras 5.19 e 5.20 apresentam essas variagdes de pH.

No grafico apresentado na Figura 5.19 pode-se observar uma alteracao significativa
de pH nas solucdes de pH 7,4 para todos os arcaboucos. As alteracdes de pH das
solugdes referentes aos arcaboucos contendo carboapatita (PLA/cHA 95/5 e PLA/cHA
90/10) podem ser atribuidas ao carater basico dos ions de calcio e fosfato liberados na
solucdo. Para as solugdes dos arcaboucos de PLA puro (PLA/cHA 100/0), no entanto,
essa variacdo de pH pode estar atrelada a liberacdo inicial de aditivos presentes no
material, por se tratar de um PLA industrial. Essa hipdtese ¢ reforcada pelo fato do
aumento de pH nas solugdes dos arcabougos de PLA/cHA 100/0 ser mais acentuado nas
primeiras horas de liberagao, sugerindo que aditivos de carater basico e de baixa massa
molar podem ter sido liberados no meio.

Para as solugdes de pH 4,0 as alteracdes no pH ndo foram significativas, como

apresentado na Figura 5.20.
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Figura 5.20. Variac¢ao de pH das solu¢des de liberacao de pH 4,0

dos arcabougos de PLA/cHA
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A Figura 5.21 apresenta a morfologia de regides dos arcaboucgos de PLA/cHA 100/0
e 90/10 antes e apos 672h do ensaio de liberacdo em pH 4,0. Devido a heterogeneidade
da superficie dos arcaboucos, buscou-se analisar as mesmas regides antes e depois da

degradacao de cada amostra.

PLA/cHA 100/0

PLA/cHA 90/10

COPPE

(a) o (b)
Figura 5.21. Micrografias de MEV das mesmas regides de PLA/cHA 100/0 e 90/10

antes (a) e apo6s liberacao de 672h em pH 4,0 (b).

Para as micrografias referentes ao arcabouco de PLA/cHA 100/0 ¢ possivel observar
que, apds 672h na solugdo, o arcabouco de PLA puro nao sofreu efeitos significativos
da degradagdo, uma vez que € possivel ver na regido destacada da figura que, mesmo
filamentos ndo projetados (filamentos mais finos resultantes do caminho de impressao),
se mantém presentes no arcabouco. O PLA leva alguns anos para se degradar, no
entanto, quando se associa os mondmeros L-acido latico e D-acido latico, obtendo o
PDLLA, esse tempo de degradacdo pode reduzir para um tempo entre doze e dezesseis
meses (BUCHANAN, 2008). Desta forma, o tempo maximo estudado no ensaio de
degradacdo (672 horas), nao foi suficiente para levar a degradacdo do PLA/cHA 100/0,
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ainda que o PLA utilizado neste trabalho possua um percentual de 4% de mondmero D-

acido latico.

Nas micrografias do arcabougo de PLA/cHA 90/10 no entanto, pode-se observar
ap6s 672h de ensaio, uma discreta alteragdo na regido assinalada da imagem. E possivel
notar nessa regido um defeito gerado durante a impressao que, apos as 672h de ensaio
em pH 4,0, teve sua espessura levemente reduzida, sua cavidades mais aprofundada e
sofreu um leve deslocamento. Essas alteragcdes indicam um possivel efeito da
degradagdo do arcabouco hibrido avaliado favorecido pela liberagdo da carboapatita na
solucdo. A Figura 5.22 apresenta regides de liberagdao da carboapatita nos arcabougos de
PLA/cHA 95/5 e 90/10 apds 672h de ensaio em pH 7,4 e em pH 4,0. As micrografias
apresentadas ilustram de forma clara a presenca de carboapatita na superficie dos
arcabougos e incorporada nos filamentos mesmo apos o ensaio de liberacdo. As regides
assinaladas com setas nas imagens mostram regides onde hd presenca de vazios,

formados, possivelmente, pela saida da carboapatita em ambos os pHs testados.

As micrografias apresentadas ilustram de forma clara a presencga de carboapatita na
superficie dos arcabougos e incorporada nos filamentos. As regides assinaladas nas
imagens mostram regides onde houve liberacao de particulas de carboapatita. As regides
de maior liberacdo (onde had presenca de buracos pela saida da carboapatita) foram

observadas para os arcabougos imersos em pH 4,0 (Figura 5.22.b).
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PLA/CHA 95/5

PLA/cHA 90/10

(a) (b)
Figura 5.22. Micrografias de MEV de regides de PLA/cHA 95/5 e 90/10 apds

liberacao de 672h em pH 7,4 (a) e pH 4,0 (b).

Analises de EDS também foram realizadas nos arcabougos de PLA/cHA 95/5 e
90/10 ap6s liberagdo de 672h em pH 7,4 e 4,0, para avaliar se houve alteracdo na
intensidade dos picos de Ca e P nos espectros. As Figuras 5.23 e 5.24 apresentam os
espectros de EDS das superficies e segdes transversais dos arcabougos. Os espectros de
EDS nd3o demonstraram nenhuma alteracdo na intensidade dos picos referentes aos
elementos Ca e P nos arcabougos de PLA/cHA antes e apds a liberacdo de 672h, em
ambos os pHs (pH 7,4 e 4,0). Desta forma, pode-se inferir que que, embora tenha
havido liberacao destes elementos, o EDS ndo se mostrou uma analise ideal para

elucidar essa liberacao nas concentragoes de Ca e P estudadas.
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Figura 5.23. Espectro de EDS da superficie dos arcaboucos de (a) PLA/cHA 95/5 pré-
liberagdo, (b) PLA/cHA 95/5 pos-liberacao 672h em pH 7,4, (c) PLA/cHA 95/5 pods
liberacao 672h em pH 4,0, (d) PLA/cHA 90/10 pré-liberagao (e) PLA/cHA 90/10 pds
liberacao 672h em pH 7,4 e (f) PLA/cHA 90/10 pos liberagao 672h em pH 4,0.
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Figura 5.24. Espectro de EDS da sec¢ao transversal dos arcaboucos de (a) PLA/cHA

95/5 pré-liberacao, (b) PLA/cHA 95/5 pos-liberagdo 672h em pH 7.4, (c) PLA/cHA

95/5 pos liberacao 672h em pH 4,0, (d) PLA/cHA 90/10 pré-liberacgdo (e¢) PLA/cHA

90/10 pos liberacao 672h em pH 7,4 e (f) PLA/cHA 90/10 pos liberagao 672h em pH
4,0.
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5.4 TESTES IN VITRO DE CITOTOXICIDADE MTT

A figura 5.25 apresenta os graficos para os resultados de citotoxicidade obtidos no

ensaio de viabilidade celular por MTT.
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Figura 5.25. Viabilidade celular percentual dos extratos dos arcaboucgos de PLA/cHA nas
concentracoes de (a) 12,5%, (b) 25%, (c) 50% e (d) 100% e dos controles positivo
(DMEM) e negativo (TRITON).

O resultados percentuais de células vidveis mostraram que os arcaboucos de PLA/cHA
ndo s6 nao apresentaram citotoxicidade em nenhuma das proporcdes estudadas, como
ainda apresentaram uma tendéncia ao favorecimento do crescimento celular, com um
percentual de células vidveis acima do meio de cultura utilizado como controle positivo
(DMEM). Estudos estdo sendo conduzidos para avaliar a bioatividade dos arcabougos de

PLA/cHA obtidos.
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CAPITULO VI
CONCLUSAO

Por meio do procedimento experimental proposto neste trabalho, foi possivel
produzir arcaboucos de PLA/carboapatita (cHA) por FDM, uma técnica de impressao
3D barata e simples de ser utilizada, a partir de filamentos produzidos por mistura de
massa fundida e extrusao.

Os arcabougos impressos obtidos apresentaram geometria fiel ao modelo 3D digital,
com poros interconectados, mas com defeitos de impressao previstos na literatura para
os parametros de impressdo utilizados. Além disso, apresentaram eficiente inser¢do e
boa dispersdo da carga de carboapatita nos dois teores de carga estudados (5% e 10%),
com interacdo na fase amorfa da matriz polimérica.

Os resultados apresentados dos arcaboucos de PLA/cHA mostraram o efeito da
incorpora¢ao de carboapatita (cHA) mesmo com baixa propor¢ao (5%) nas propriedades
térmicas e morfoldgicas dos arcabougos. A cHA, possivelmente, agiu como agente
nucleante do PLA, reduzindo a temperatura de cristalizacdo ¢ aumentando o grau de
cristalinidade. Além disso, aumentou a estabilidade térmica dos arcabougos hibridos.
Possivelmente, a presenca de cHA evitou a degradacdo do PLA decorrente das inimeras
técnicas de processamento termomecanico utilizadas para a produ¢do dos arcabougos.
Os arcaboucos de PLA/cHA nas proporgdes 100/0, 95/5 e 90/10 mostraram tamanho
dos poros e porosidade adequados, sem comprometimento da porosidade com a
inser¢ao de carboapatita, mesmo nos arcaboucos com maior concentracdo da carga
(PLA/cHA 90/10). Os ensaios de liberagdo mostraram uma liberagdo gradual dos ions
de célcio e fosforo nas solugdes, tendo sido maior em pH &cido. Como o estudo foi
conduzido por tempos curtos (28 dias), ndo foi possivel observar a degradacdo das
cadeias de PLA. No entanto, os resultados sugerem que houve liberacao de aditivos da
matriz polimérica, principalmente, em pH 7,4. Os testes in vitro de viabilidade celular
mostraram arcaboucos de PLA/cHA ndo toxicos e com pré-disposi¢do ao crescimento
celular.

O presente estudo mostrou que foi possivel produzir arcabougos de composito de
PLA/cHA, nas proporg¢des de 95/5 e 90/10, com potencial para serem utilizados para

regeneragao 0ssea.
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CAPITULO VII

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizacdo de ensaios mecanicos de compressdo para avaliar a resisténcia
mecanica dos arcabougos e comprovar se a incorpora¢do da cHA realmente
melhorou estas propriedades.

e Utilizagdo de extrusora dupla-rosca ao invés de misturador/moinho, buscando
aumentar a quantidade de cHA a ser incorporada e melhorar a interagdo carga-
matriz.

e Realizacdo de ensaios de liberacdo de Ca e P em maiores tempos de incubagdo e
utilizando biorreatores (condicdo dinamica) de forma a simular as tensdes
sofridas pelo biomaterial exercida pelo fluxo dos fluidos corporeos.

e Analise microestrutural dos arcabougos por AFM e por microtomografia
computadorizada (micro CT) para determinacdo da rugosidade, dos pardmetros
morfologicos (distribui¢do de tamanho de poros, porosidade, espessura dos
filamentos, tamanho das cargas etc.), além de melhor visualizagdo da
distribui¢do das cargas.

e Otimizagdo dos parametros de impressao dos arcabougos, assim como
orientacdo de preenchimento, velocidade de deposicdo e espessura da camada,
buscando melhorar a morfologia dos filamentos depositados.

e Variacdo da geometria dos arcabougos, a fim de avaliar seus efeitos nas
propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas e biologicas.

e Condugdo de testes in vitro e in vivo para avaliar a viabilidade biologica dos

arcaboucos de PLA/cHA.
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CAPITULO VIII
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