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RESUMO 

O aumento da incidência de traumas e fraturas ósseas com o envelheci-

mento da população tem alavancado o desenvolvimento de materiais para a re-

paração óssea com melhores propriedades mecânicas e biológicas. Assim 

sendo, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de biocompó-

sitos de poli (ácido- lático) (PLA) e óxido de zinco (ZnO) para impressão 3D de 

scaffolds a serem aplicados na engenharia de tecidos ósseos. A técnica de tra-

tamento superficial por plasma do ZnO foi utilizada como alternativa ao controle 

dos efeitos catalisadores desse na degradação da matriz PLA. Os biocompósitos 

de PLA/ZnOAM, funcionalizados com anidrido maleico (AM) em diferentes tem-

pos de tratamento, foram processados por meio de misturador interno, e a partir 

desses foi possível realizar análise reológica e impressão 3D de scaffolds, que 

foram caracterizados perante suas propriedades microestruturais, mecânicas e 

biológicas. Observou-se que o aumento da concentração do ZnO promove redu-

ção tanto da viscosidade dos compósitos quanto da relação entre as componen-

tes elásticas e viscosas dos materiais, porém a presença da funcionalização su-

perficial da carga possibilitou que a viscosidade se mantivesse em um patamar 

próximo do PLA puro. A análise mecânica revelou que os biocompósitos de 

ZnOAM apresentaram módulo elástico necessário para aplicação óssea, diferen-

temente das amostras sem tratamento. Ademais, os scaffolds de PLA/ZnOAM 

apresentaram maior viabilidade celular, quando comparados com os obtidos a 

partir dos compósitos sem tratamento superficial da carga (PLA/ZnO), porém a 

bioatividade foi superior nas amostras não tratadas. Em suma, a etapa de funci-

onalização por plasma das partículas cerâmicas, com anidrido maleico, apresen-

tou-se como uma possível técnica para o controle de degradação da matriz PLA 

pelo ZnO, possibilitando o desenvolvimento de scaffolds com propriedades me-

cânicas e biológicas com alto potencial de aplicação na engenharia de tecido 

ósseo. 

 

Palavras-chave: PLA; Óxido de Zinco; Scaffold; Manufatura aditiva. 
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ABSTRACT 

DEVELOPMENT OF POLY (LACTIC ACID) AND PLASMA-MODIFIED 

ZINC OXIDE BIOCOMPOSITES FOR APPLICATION IN TISSUE 

ENGINEERING 

The increase in the incidence of bone fractures and trauma with the aging 

of the population has been driving the development of materials for bone repair 

with better mechanical and biological properties. Therefore, the present study 

aimed to develop biocomposites of poly (lactic acid) (PLA) and zinc oxide (ZnO) 

for 3D printing of scaffolds to be used in bone tissue engineering. The ZnO sur-

face treatment technique by plasma was applied as an alternative to control the 

catalytic effects of ZnO on the degradation of PLA matrix. The PLA/ZnOAM bio-

composites functionalized with maleic anhydride (MA), with different treatment 

times, were processed using an internal mixer, and rheological analysis and 3D 

printing of scaffolds were carried out. The scaffolds were characterized for their 

microstructural, thermal, and biological properties. It was observed that the in-

crease in ZnO promotes a decrease in viscosity and the ratio between elastic and 

viscous components of biocomposites. However, the presence of the surface 

functionalization of the ZnO made it possible for the viscosity to remain closer to 

pure PLA. Mechanical analysis showed that ZnOAM biocomposites presented 

the required elastic modulus for bone application, unlike the untreated samples. 

Additionally, PLA/ZnOAM scaffolds showed higher cell viability when compared 

with those obtained from composites without surface treatment of the filler 

(PLA/ZnO), but bioactivity was higher in the untreated samples. In summary, the 

particle functionalization with maleic anhydride presented itself as a possible 

technique for controlling degradation of PLA matrix by ZnO, enabling the devel-

opment of scaffolds with mechanical and biological properties with high potential 

for application in bone tissue engineering. 

 

Keywords: PLA; Zinc Oxide; Scaffold; Additive manufacturing. 
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1 INTRODUÇÃO 

O aumento da expectativa de vida média da população, juntamente com a 

inversão do comportamento da pirâmide etária tem ocasionado uma maior ocor-

rência de fraturas e traumas ósseos, principalmente decorrente de enfermidades 

como a osteoporose [1]. No mundo, estima-se que aproximadamente 200 mi-

lhões de cidadãos apresentem osteoporose, em que o público feminino é o mais 

suscetível [2]. Cerca de um terço das mulheres acima de 65 anos apresentam 

osteoporose e estima-se que 50% desse público com idade superior a 75 anos 

já sofreu ou venha a sofrer com traumas ósseos consequentes dessa enfermi-

dade [3]. Dentre as principais fraturas, a de quadril é mais grave, em que se-

gundo o Ministério de Saúde, entre 2015 e 2020 esteve presente em meio milhão 

de brasileiros, sendo 25% desses idosos acima de 80 anos, apresentando uma 

mortalidade de 20 a 25% em pacientes no primeiro ano após a fratura devido a 

complicações cirúrgicas [2].  

A engenharia de tecidos foi desenvolvida com a finalidade de obter substi-

tutos biológicos sintéticos que possibilitem devolver ao indivíduo, que sofreu 

trauma em algum tecido vivo, a qualidade de vida, diminuindo as complicações 

e mortes dos procedimentos cirúrgicos [4-6]. Para tal, uma das estruturas proje-

tada foi o scaffold que atua como suporte ao tecido danificado, de modo a pro-

mover e estimular sua regeneração, assim, é fundamental que essa estrutura 

apresente propriedades biológicas e mecânicas similares as do tecido, de forma 

a mimetizá-lo. No caso de scaffolds para regeneração óssea, a composição e a 

estrutura porosa devem se assemelharem, ao máximo, da matriz extracelular do 

osso, de modo a possibilitar a adesão de células que promovam a proliferação e 

diferenciação celular constituindo o novo tecido [6]. 

A biomimetização da matriz extracelular do tecido ósseo, pela combinação 

de biocargas dispersas em uma matriz polimérica, tem se mostrado uma das 

formas mais adequadas para se obter uma estrutura porosa com propriedades 

mecânicas similares as dos ossos, bioatividade suficiente para estimular o de-

senvolvimento de um novo tecido e uma taxa de degradação controlada [5]. 

Deste modo, variando a morfologia e teor das biocargas presentes na matriz 
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polimérica pode-se obter scaffolds com diferentes propriedades mecânicas, mor-

fológicas e de bioatividade [6].  

Dentre as principais matrizes poliméricas utilizadas para confecção de scaf-

folds, o poli (ácido lático) (PLA) tem se mostrado um material promissor, uma vez 

que esse poliéster derivado do ácido lático, além de ser biocompatível e bioab-

sorvível, também apresenta boa resistência mecânica [7]. Atualmente, esse po-

límero já se apresenta consolidado para uso médico em aplicações como fios de 

sutura e liberação controlada de fármacos, e cada vez mais tem ganhado noto-

riedade em estruturas de implantes ósseos. No entanto, como o PLA não apre-

senta osteoindução, é necessário a incorporação de biocargas cerâmicas para 

que este estimule o desenvolvimento de um novo tecido [7- 8]. 

As biocargas são essenciais na estruturação de scaffolds para substituição 

óssea, dado que essas, ao apresentarem composição similares às dos ossos, 

exibem além da biocompatibilidade, a bioatividade que induz a formação e de-

senvolvimento de um novo tecido [9-11]. Dentre as biocargas mais utilizadas 

para essa aplicação, o óxido de zinco vem sendo amplamente estudado, uma 

vez que ao combinar suas propriedades mecânicas, antibacterianas e bioativas, 

promove o desenvolvimento de scaffolds com propriedades mais próximas as do 

tecido ósseo, possibilitando a adesão, diferenciação e proliferação celular com 

menor risco de infecções bacterianas [12]. 

No entanto, um dos principais desafios na combinação desta biocarga ce-

râmica em matrizes de PLA, é a degradação do polímero decorrente da liberação 

de íons pelo óxido, principalmente durante o processamento no estado fundido 

[8]. Desse modo, entre as diversas técnicas para redução desse efeito, como 

uso de blendas e extensores de cadeias, o tratamento superficial por plasma 

com reagentes orgânicos tem se mostrado uma alternativa promissora para apli-

cação biomédica em razão de não utilizar solventes orgânicos, que em grande 

maioria apresentam toxicidade [13]. Assim, essa técnica ao possibilitar inserir 

grupamentos específicos, como carbonilas, aminas e hidroxilas, nas superfícies 

promove um efeito protetivo, aumentando a estabilidade da partícula e a intera-

ção com o polímero, de modo a possibilitar o controle da liberação de íons e, 

portanto, diminuir degradação da matriz [14,15,19]. 
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A técnica de manufatura aditiva baseada em extrusão de material demos-

tra-se extremamente eficiente para a manufatura de scaffolds ósseos, uma vez 

que possibilita um alto controle dos tamanhos de poros, morfologia e geometria, 

resultando em estruturas com propriedades mecânicas e permeabilidade de flu-

idos projetadas especificadamente para cada caso e paciente, promovendo uma 

recuperação mais rápida e efetiva do tecido danificado [7,8,13].  

Mediante esse cenário, o presente trabalho, em colaboração com a Univer-

sidade Estadual de Santa Catarina (UDESC), baseia-se no desenvolvimento e 

caracterização do biocompósito de PLA e óxido de zinco tratado superficialmente 

por plasma, para a confecção de scaffolds, por meio da técnica de manufatura 

aditiva, e na caracterização de suas propriedades reológicas, térmicas, mecâni-

cas e de biocompatibilidade para aplicação da engenharia de tecidos ósseos. 
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2 OBJETIVO 

O principal objetivo desse projeto de mestrado foi o desenvolvimento de 

biocompósitos de poli (ácido lático) com partículas de óxido de zinco, superfici-

almente tratadas com plasma, para a impressão 3D de scaffolds, avaliando se 

estes apresentaram propriedades mecânicas e biológicas necessárias para se-

rem aplicados na engenharia de tecidos ósseos. 

 Como objetivo secundário, avaliou-se como a presença da funcionalização 

por plasma do ZnO atuou no controle da degradação da matriz de PLA durante 

as etapas de processamento, avaliando os efeitos nas propriedades térmicas e 

reológicas do material.  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

3.1 Tecido Ósseo 

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo especializado formado por células e 

matriz extracelular (matriz óssea), como observado na Figura 3.1. Em compara-

ção com os demais tecidos do corpo humano, o tecido ósseo apresenta maior 

dureza, rigidez e resistência, tendo como principais funções o apoio e sustenta-

ção do corpo, proteção dos órgãos vitais, possibilitar movimentos, reserva de 

minerais e produção de células sanguíneas [20].  

 

 

Figura 3.1 - Representação esquemática do tecido ósseo em nível celu-

lar [16]. 

 

O tecido ósseo é constituído por três principais tipo de células, os osteóci-

tos, osteoblastos e osteoclastos. A matriz extracelular é composta predominan-

temente pelos osteócitos que estão localizados nos canalículos, que são peque-

nas cavidades interligadas para a permitir a circulação de moléculas e íons, 

sendo responsáveis pela manutenção da matriz óssea. Os osteoblastos são cé-

lulas que se apresentam na superfície óssea e atuam na sintetização da parcela 

orgânica da matriz óssea, podendo contribuir na mineralização da matriz. Por 

fim, os osteoclastos são mega células multinucleadas e extensamente ramifica-

das que se movem ao longo do tecido reabsorvendo matriz orgânica não mine-

ralizada, de modo a remodelar os ossos [20, 18].  

A estrutura óssea apresenta uma configuração hierárquica híbrida em que 

há uma relação entre os vários níveis de organização, que abrangem estruturas 
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de ordens nanométricas à macrométricas, como observado na Figura 3.2 [22]. 

Desse modo, observa-se que o tecido ósseo apresenta significativo grau de he-

terogeneidade e anisotropia que variam de acordo com a localização e função 

desse dentro do esqueleto humano [22].  

 

 
 

Figura 3.2 - Estrutura Hierárquica do osso [22]. 

A matriz óssea é composta por uma parcela orgânica e uma inorgânica. A 

parte orgânica é formada por fibras de colágenos tipo I, proteoglicanos e glico-

proteínas que promovem a flexibilidade do osso. Por outro lado, a parte inorgâ-

nica é composta majoritariamente por cálcio e fosfatos, que se manifestam na 

forma de hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2), além de pequenas quantidades de 

bicarbonatos, potássio, magnésio e sódio. Desse modo, a combinação das fibras 

de colágeno com a hidroxiapatita resulta na principal característica dos ossos, a 

alta resistência mecânica que possibilita o suporte ao esqueleto associada com 

a flexibilidade que não permite que esse seja quebradiço, absorvendo os impac-

tos dos movimentos. Portanto, pode-se, por simplicidade, assumir que o osso é 

um material compósito composto por um polímero (colágeno) e uma cerâmica 

(hidroxiapatita) [20,18]. 

No ponto de vista estrutural há duas regiões com características bastantes 

distintas nos ossos. A porção trabecular é marcada por uma estrutura porosa 
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(esponjoso) e encontra-se no interior dos ossos [20]. Na superfície, encontra-se 

a porção cortical que não apresenta poros visíveis e é altamente densa. Desse 

modo, devido essa diferença de porosidade as propriedades mecânicas dessas 

regiões se contrapõem, de modo que o aumento da porosidade promove a dimi-

nuição da resistência e densidade do material, como pode ser observado na Ta-

bela 3.1. 

 

Tabela 3.1 - Propriedades do osso trabecular e cortical. 

Propriedade 
Osso 

Trabecular 

Osso 

Cortical 
Referência 

Resistência à 

compressão (MPa) 
2 -12 100 -230 [9] 

Módulo de elasticidade 

(GPa) 
0,2 – 0,5 8,7 -14,1 

 

[23] 

 Densidade (Kg/m³) 100- 900 1800 -2000 

 

O tecido ósseo é um sistema dinâmico em que os processos de formação 

e reabsorção ocorrem simultaneamente, de modo a manter a homeostase fisio-

lógica. Assim sendo, a formação e remodelação da matriz óssea após a ocor-

rência de uma fratura pode ser, didaticamente, simplificada pelo processo de 

osteoindução, descrito na Figura 3.3 [24]. Após as respostas inflamatórias inici-

ais, os osteoblastos presentes da superfície fraturada produzem e liberam subs-

tâncias como o ativador de ligante NF-KB (RANK-L) que induzem a combinação 

de células mononucleadas, formando os osteoclastos [24]. Os osteoclastos se-

cretam enzimas lisossomais e ácido clorídrico (HCl) que atuam, respectiva-

mente, na “digestão” do colágeno e na dissolução da hidroxiapatita (gerando íons 

de 𝐶𝑎2+e 𝑃𝑂4
3− ) presentes na matriz extracelular óssea [24]. Em seguida a ação 

dos osteoclastos é inibida pela liberação de osteoprotegerina (OPG) pelos os-

teoblastos que iniciam a secreção de osteóides (formados por colágeno) que 

juntamente com a deposição de íons de cálcio e fosfatos, dão origem na nova 

matriz extracelular do ósseo, formando um novo tecido [24].  
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Figura 3.3 - Mecanismo de cura e regeneração do tecido ósseo (osteoindução) 

[24]. 

 

Esses processos de deposição e reabsorção óssea são regulados princi-

palmente pela secreção de hormônios por glândulas, a fim de manter o equilíbrio 

fisiológico (homeostase). No entanto, a solicitação mecânica do tecido ósseo 

exerce grande influência nesses processos, uma vez que osso apresenta uma 

característica piezoelétrica que estimula a deposição e retirada de cálcio de sua 

estrutura [21,22]. Julius Wolf, no século 19, analisou que ossos com maiores 

solicitações mecânicas apresentam uma maior taxa de remodelamento [5]. 

Fisiologicamente, os ossos do esqueleto humano estão em constante equi-

líbrio dinâmico entre deposição e absorção óssea, no entanto, doenças como a 

osteoporose promovem uma alteração desse, de modo a promover uma maior 

absorção, fragilizando a matriz óssea e possibilitando uma maior incidência de 
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fraturas e traumas [3]. Outra enfermidade comumente encontrada em cenários 

pós-operatório, principalmente quando é necessário a inserção de pinos e hastes 

metálicas para fixação da fratura, é a osteopenia em que ocorre uma perda gra-

dual da massa óssea devido a menores estímulos mecânicos ao tecido ósseo 

(Stress Shielding) [5].  

 Com a finalidade de contornar a fragilidade oriunda dessas enfermidades 

e proporcionar soluções alternativas para fraturas comuns de membros ósseos, 

o campo da engenharia de tecidos tem desenvolvido materiais e estruturas que 

visam promover a regeneração e/ou substituir tecidos danificados [6]. 

 

3.2 Engenharia de Tecidos 

A engenharia de tecidos é um campo de estudo multidisciplinar que en-

globa áreas de estudo da medicina, da engenharia e ciência dos materiais e en-

genharia mecânica com objetivo da aplicação dos princípios e métodos das en-

genharias e ciências da vida para compreensão das relações estruturais-funcio-

nais dos tecidos de mamíferos e do desenvolvimento de substitutos biológicos 

para restaurar, melhorar ou manter a função de um tecido [6]. Para tal desenvol-

vimento, esse campo de estudo utiliza-se do biomimetismo, ou seja, por meio da 

combinação de materiais sintéticos e/ou naturais tenta “imitar” os tecidos vivos, 

desde parâmetros estruturais a propriedades químicas e mecânicas. Ao longo 

dos anos, diversas soluções foram desenvolvidas para atuarem como substitutos 

funcionais de tecidos, de modo que a estrutura denominada “scaffold” é dada 

como unidade básica do ramo da engenharia de tecidos [26]. 

Os scaffolds são estruturas tridimensionais que atuam como suportes para 

propiciar um ambiente favorável à adesão, diferenciação e proliferação celular, 

assim, garantindo que ocorra a formação de um novo tecido. Para que haja o 

desenvolvimento desse ambiente favorável, o scaffold deve apresentar proprie-

dades mecânicas (e.g. módulo elástico e resistência a compressão) semelhantes 

ao tecido danificado, ser biocompatível e biodegradável [6,13,23]. Os scaffolds 

para aplicação em tecido ósseo são bioinspirados na estrutura hierárquica do 

osso, de modo a mimetizar a matriz extracelular óssea, apresentando resistência 

à compressão e porosidade que possibilitem o suporte, transporte e excreção de 
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resíduos metabólicos e vascularização. De modo geral, para tal aplicação essas 

estruturas devem apresentar as seguintes características [26]:  

(a) Ser biocompatíveis; 

(b) Formar ligações químicas com o osso danificado; 

(c) Ter uma estrutura de poros interconectados; 

(d) Apresentar uma taxa de degradação igual a taxa de regeneração do 

osso em reparo; 

(e) Apresentar uma superfície adequada para fixação celular, ou seja, que 

apresente um equilíbrio entre hidrofobicidade e hidrofilicidade, para que ao 

mesmo tempo possibilite molhabilidade e a adesão de proteínas hidrofóbicas, 

além de rugosidade mínima para a fixação celular; 

(f) Estimular a proliferação e diferenciação celular para que ocorra a produ-

ção da porção orgânica da matriz óssea;  

(g) Ter propriedades mecânicas semelhantes às do osso hospedeiro; 

(h) Ser passível de conformação de acordo com a geometria do defeito a 

ser reparado. 

O desenvolvimento dos scaffolds tornou-se uma alternativa aos dispositi-

vos de implantes metálicos convencionais e apresenta inúmeras vantagens tanto 

para o paciente quanto para a equipe de cirurgiões. Dentre as principais vanta-

gens destacam-se: (a) bioabsorção completa do implante, diminuindo a possibi-

lidade de complicações futuras e novas cirurgias; (b) estimulação e indução ao 

desenvolvimento de um novo tecido, acelerando o processo de recuperação; (c) 

procedimento cirúrgico menos invasivo; (d) facilidade de manufaturar peças com 

geometrias especificas ao paciente [20].  

A estrutura e composição do scaffold resulta diretamente na eficiência da 

osteocondutividade e osteoindução, ou seja, respectivamente, na habilidade de 

promover a proliferação de vasos sanguíneos e na capacidade de atrair células 

que posteriormente se diferenciam em osteoblastos e, promovendo a formação 

de uma nova matriz óssea [6,24]. Para que a osteocondutividade ocorra de modo 

efetivo, a estrutura tridimensional necessita apresentar uma rede de poros inter-

conectados com diâmetro na faixa de 250 e 500 µm, assim, permitindo a vascu-

larização e mobilidade de células/nutrientes e, consequentemente o 
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desenvolvimento de um novo tecido. Para valores inferiores a 100 µm o cresci-

mento do osso ocorre sem a mineralização, devido a impossibilidade de osteó-

citos migrarem para a estrutura [28]. No caso de poros maiores de 500 µm ocorre 

a confluência celular em que há a proliferação de células antes da diferenciação 

celular, levando à morte celular [29]. Ou seja, para a otimização do crescimento 

do tecido ósseo, a literatura sugere poros entre 250 e 500 µm (faixa próxima da 

encontrada nos tecidos vivos) [29]. 

Os estudos e desenvolvimentos de novos materiais e técnicas de proces-

samento tem possibilitado um contínuo avanço na obtenção de materiais possí-

veis de serem utilizados em engenharia tecidual para tecido ósseo, de modo a 

abranger as três classes de materiais. Na área de polímeros, os estudos mais 

recentes têm se concentrado na aplicação de polímeros biodegradáveis como 

matriz de biocompósitos, dentre os quais pode-se evidenciar o poli (ácido láctico) 

(PLA), policaprolactona (PCL), poli (ácido lático-co-ácido glicólico) (PLGA). Para 

aplicações no tecido ósseo os materiais cerâmicos são comumente aplicados 

como fase dispersa em biocompósitos, de modo a contribuir nas propriedades 

bioativas e mecânicas das matrizes, sendo que dentre as cargas cerâmicas uti-

lizadas, a hidroxiapatita, os biovidros, o biosilicato e os óxidos metálicos são os 

mais indicados para aplicação óssea [27].  

 

 

3.3 Poli (ácido – láctico) 

O Poli (ácido láctico) (PLA) é um poliéster termoplástico sintetizado por 

meio da polimerização por condensação do ácido lático, oriundo da fermentação 

de açucares presentes em fontes renováveis como cana de açúcar e milho [7]. 

Desse modo, o PLA é um polímero produzido a partir de matéria prima renovável 

e que apresenta biodegradabilidade. O Poli (ácido láctico) por apresentar um 

carbono quiral em sua estrutura química, representada na Figura 3.4, apresenta 

dois estereoisômeros, o Poli (L – ácido láctico) (PLLA) e o Poli (D – ácido láctico) 

(PDLA) que devido a diferença de isomeria espacial, juntamente com a massa 

molar do polímero final, faz com que esses apresentem propriedades físico-quí-

micas diferentes [7]. Dentre as principais diferenças, pode-se destacar o grau de 
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cristalinidade que influencia diretamente na taxa de degradação do PLA, uma 

vez que, essa inicia-se na fase amorfa. Além disso, em meio biológico a pre-

sença do isômero D pode causar toxicidade, uma vez que, ele não é produzido 

e metabolizado pelo organismo [7]. 

 

 

Figura 3.4 - Estrutura química do PLA [7]. 

 

Dentro das aplicações da engenharia tecidual, esse polímero destaca-se 

por ser bioabsorvível e biocompatível, além de apresentar boas propriedades 

mecânicas, quando comparado com os demais polímeros sintéticos biodegradá-

veis e biocompatíveis [31]. Desse modo, o PLA é amplamente utilizado para apli-

cações biomédicas como dispositivo para liberação de fármacos, recuperação 

de fraturas, fios de sutura e scaffolds para cultura de células [7,28]. Quando em 

contato com os fluídos corporais, devido a presença de água, o PLA apresenta 

degradação por meio de hidrólise que resulta em compostos monoméricos que 

são totalmente metabolizados por mecanismos naturais presentes no ciclo de 

Krebs [33]. Desse modo, por não ser dependente de processos enzimáticos, não 

há grande variação na taxa de biodegradação do polímero quando implantando 

em indivíduos de diferentes características fisiológicas. Portanto, o PLA é am-

plamente utilizado para aplicações biomédicas e possui aprovação para tais pela 

agência norte americana FDA (Food and Drug Administration) [27]. 

 Motta et el. [34] estudaram o comportamento “in vitro” em solução salina 

tampão de fosfato (PBS, pH de 7,4 e temperatura de 37,0 °C) de dispositivos de 

fixação óssea de PLA e observaram que o material apresentava uma taxa de 

degradação muito próxima da taxa de regeneração óssea. Ou seja, retendo 

cerca de 80% das suas propriedades mecânicas em 16 semanas, de modo que 

o material ao degradar-se é absorvido e metabolizado pelo organismo simulta-

neamente à geração de um novo tecido. Portanto, posteriormente a 
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consolidação total do novo tecido, o PLA é metabolizado pelo organismo, não 

sendo necessários procedimentos cirúrgicos posterior para retirada ou reparo do 

dispositivo, diminuindo o risco de complicações futuras ao paciente.  

 No entanto, algumas aplicações mais especificas nessa área da ciência, 

como o desenvolvimento de scaffolds a base de PLA para regeneração óssea, 

ainda requerem amplos estudos para superar algumas limitações desse polí-

mero, como a suscetibilidade a degradação durante o processamento, na pre-

sença de partículas cerâmicas, e a incapacidade de estimular a osteoindução 

[32]. Uma das técnicas que tem tido grande efetividade para suprir a falta de 

bioatividade é a adição de biocargas osteoindutoras que promovem ao compó-

sito melhores propriedades mecânicas e de bioatividade para a aplicação em 

dispositivos para regeneração óssea. Porém, algumas dessas biocargas podem 

atuar intensificando e facilitando a degradação durante o processamento [17].  

A instabilidade térmica do PLA em altas temperaturas e sua suscetibilidade 

a degradação por hidrólise são os dois principais mecanismos de degradação 

desse material e atuam de acordo com ambiente termomecânico que esse se 

encontra [8]. A degradação por hidrólise é, provavelmente, o mais atuante e 

ocorre pela cisão da cadeia devido a clivagem das ligações ésteres, como ob-

servado na Figura 3.5, promovendo a diminuição da massa molar e a formação 

de subprodutos, como oligômeros e monômeros [8]. No estado sólido, o pro-

cesso de clivagem da cadeia inicia-se, preferencialmente na fase amorfa do po-

límero, gerando subprodutos com caráter ácido que ao reduzirem o pH local, 

aceleram a reação, além de aumentarem a concentração de terminações de ca-

deias que promovem a autocatálise da hidrólise [8].  
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Figura 3.5 - Mecanismo proposto da hidrólise do PLA [8]. 

 

Além do mecanismo de degradação por hidrólise, o PLA pode ser degra-

dado via processo termomecânico, no qual devido a temperatura, cisalhamento, 

tempo de residência e agentes catalisadores, o material, durante o processa-

mento, tem sua massa molar reduzida. A degradação térmica do PLA é um pro-

cesso complexo a que pode ser atribuída efeitos sinergéticos de reações de hi-

drólise, reação aleatória de cisão de cadeia, despolimerização, degradação oxi-

dativa, transesterificação, pirolise e reações radicalares [36,32]. A vulnerabili-

dade do PLA a degradação durante o processamento é uma das limitações na 

utilização desse material, uma vez que a diminuição da massa molar resulta na 

queda da viscosidade do material e do módulo elástico que inviabilizam tanto o 

processamento por técnicas como impressão 3D, como nas aplicações que exi-

gem boas propriedades mecânicas [35]. 

Ademais, outro fator que propicia a degradação do PLA tanto em condições 

de processamento como em condições ambiente é a presença de óxidos metá-

licos em sua composição. Estudos [15,34,35,36,37,32] mostram que os óxidos 

metálicos de cálcio, zinco, magnésio liberam íons que podem catalisar reações 

de hidrólise e diminuem a energia de ativação de outras reações promovendo a 

degradação. 

Larrañaga e colaboradores [40] investigaram os efeitos da incorporação de 

biovidro 45S5 em matrizes de poliésteres (PLA e PCL) para aplicações biomédi-

cas. Desse modo, eles constataram que a presença das biocargas cerâmicas 
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(15% em volume) nas matrizes poliméricas de PLA e PCL promoveu a diminui-

ção das energias de ativação da degradação, em cerca de 1,3 a 1,9 vezes, 

quando comparadas com matrizes puras. Esse comportamento foi associado 

com a liberação de íons SiO- que atuaram como catalisadores das reações de 

degradação por cisão aleatórias de cadeias em altas temperaturas.  

Em outro estudo, Backes e colaboradores [41] analisaram a degradação de 

um biocompósito de PLA e Biosilicato® durante o processo de fusão. Nesse es-

tudo, foi observado que a adição de 1% em massa de Biosilicato® foi o suficiente 

para promover uma diminuição de 13% tanto na massa molar ponderal média 

(Mw) quanto na massa molar numérica (Mn), obtendo valores de viscosidade 

que inviabilizam a utilização desse material para a impressão 3D. Os autores 

associaram esse efeito deletério do biosilicato à intensa liberação de íons Ca+, 

avaliada pela medida de potencial zeta. Assim sendo, os íons de cálcio atuaram 

como catalisadores das reações de degradação da matriz de PLA. 

 

3.4  Óxido de Zinco (ZnO) 

O óxido de zinco (ZnO) é um material semicondutor que apresenta uma 

banda larga de energia, alta energia de ligação e alta estabilidade térmica e me-

cânica a temperatura ambiente [42]. Dentre as inúmeras possibilidades de apli-

cação, esse composto tem sido amplamente estudado para aplicação na bioen-

genharia, principalmente por apresentar baixa toxidade e boas respostas de bi-

ocompatibilidade e biodegradabilidade [37,35,40]. O zinco participa de diversos 

processos fisiológicos do organismo humano, estando presente na manutenção 

do citoesqueleto, no sistema imunológico e na síntese de aproximadamente 

1400 proteínas [45]. Além disso, o ZnO apresenta funções antibacterianas e an-

timicrobianas, apresentando um alto potencial para aplicações biomédicas. Atu-

almente, esse material está listado como sendo um material para aplicação co-

mum pela FDA (Food and Drug Administration) e é vastamente utilizado na in-

dústria de embalagens alimentícias como agente bactericida [18]. 

No campo da engenharia tecidual para regeneração de tecido ósseo, o 

óxido de zinco tem sido incorporado em matrizes poliméricas visando melhores 
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respostas fisiológicas como o estímulo ao crescimento, proliferação e diferenci-

ação celular, além de atuar na diminuição dos riscos de infecção bacteriana [18].  

O óxido de zinco atua favoravelmente à regeneração óssea por meio de 

três principais mecanismos associados com a liberação de íons Zn2+ que esti-

mulam, principalmente, a etapa de mineralização à medida que promovem um 

aumento da atividade dos osteoblastos. A liberação de íons de zinco no meio 

celular aumenta a expressão do RUNX2 que é um fator de transcrição direta-

mente correlacionado com a diferenciação de células tronco em osteoblastos, ou 

seja, esses íons induzem o aumento de osteoblastos maduros. Além disso, o 

aumento da concentração de Zn2+ também atua no aumento da resposta celular 

a osteocalcina que é uma proteína produzida por osteoblastos durante a forma-

ção óssea e está envolvida na maturação da matriz extracelular. O terceiro me-

canismo de atuação do óxido de zinco está associado com a formação da hidro-

xiapatita, uma vez que em meio aquoso esse óxido ao apresentar uma superfície 

hidroxilada (-OH), pode atuar como pontos de nucleação da hidroxiapatita, inten-

sificando a mineralização [44]. Portanto, como observado o ZnO atua regenera-

ção óssea, principalmente, estimulando a mineralização da matriz, de modo que 

em concentrações acima da fisiológica, os íons Zn2+ podem promover a minera-

lização prematura da matriz e em sua deficiência pode atrasar ou inibir essa 

etapa da formação do novo tecido ósseo [46]. 

A ação bactericida característica do óxido de zinco é intensificada quanto 

menor for o diâmetro médio das partículas e ocorre, principalmente, por meio de 

três mecanismos [47]:  

• Formação e liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

A geração de espécies reativas de oxigênio ocorre principalmente por meio 

das cinco etapas descritas a seguir e é iniciada principalmente pela sensibilidade 

à luz visível e ultravioleta do óxido de zinco [47].  

 

𝑍𝑛𝑂 + ℎ𝜈 → 𝑒− + ℎ+ (I) 

ℎ+ + 𝐻2𝑂 → ∙ 𝑂𝐻 + 𝐻+ (II) 

𝑒− + 𝑂2 → ∙ 𝑂2
− (III) 
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− 𝑂2
− + 𝐻2 → 𝐻𝑂2 ∙ (IV) 

𝐻𝑂2 ∙ +𝐻2 + 𝑒− → 𝐻2𝑂2 (V) 

 

A geração de espécies reativas de oxigênio em excesso no meio celular faz 

com que as bactérias e células entrem em um estado de estresse oxidativo, re-

sultando em danos nos componentes lipídicos, proteínas e no DNA. Esse fenô-

meno ocorre devido à oxidação de ácidos graxos que geram peróxidos lipídicos 

responsáveis por iniciar reações em cadeia que resultam na ruptura das mem-

branas plasmáticas e organelas, levando a morte celular [47].  

• Liberação de 𝑍𝑛2+  

O óxido de zinco em solução fisiológica libera íons de 𝑍𝑛+2 que apresentam 

a capacidade de danificar a membrana celular e penetrar no contexto intracelu-

lar, danificando e levando a morte celular [47]. 

• Contato direto das nanopartículas de ZnO com o corpo celular 

O contato direto das nanopartículas de ZnO com as bactérias pode causar 

alterações no microambiente, além de danificar por meio da abrasão, assim, au-

mentando a permeabilidade e levando à desestabilização celular e subsequente 

à morte [47].  O mecanismo bactericida do ZnO está representado na Figura 3.6. 

 

 

Figura 3.6 - Representação esquemática dos mecanismos bactericidas do ZnO 

[47]. 
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Premanathan et al. [48] estudaram o efeito bactericida do óxido de zinco 

em células cancerígenas, baterias do tipo Gram positivas e Gram negativas. 

Desse modo, o estudo reportou que o óxido de zinco apresenta maior atuação 

no controle da proliferação de bactérias do tipo Gram positivas do que Gram 

negativas, além disso, foi observado que esse óxido tem grande poder de matar 

as células cancerígenas sem afetar as células normais, não danificadas. Se-

gundo os autores, esses resultados mostraram que o ZnO, além de não apre-

sentar significativa toxidade, também se mostra promissor no combate do cân-

cer, uma vez que, os medicamentos atuais não apresentam a capacidade de 

direcionar a ação somente para células danificadas, atacando células do tecido 

não afetado.  

Colon et al. [49] avaliaram a adesão de osteoblastos em partículas de óxido 

de zinco na escala micro e nanométrica. O estudo reportou que além de não 

apresentar toxidade, pois ocorreu a adesão de osteoblasto em sua superfície, a 

diminuição do diâmetro médio das partículas de óxido de zinco promove um au-

mento da adesão celular, da síntese de colágeno, da atividade de fosfatase al-

calina e deposição de minerais de cálcio. O aumento da atividade de osteoblas-

tos na superfície das partículas nanométricas pode estar correlacionado com 

maiores interações proteicas, devido a maior área superficial disponível, molha-

bilidade e número de contornos de grãos.  

 

 

3.5 Scaffolds de PLA/ZnO 

O crescente aumento nos estudos e aplicação de diferentes composições 

e arquiteturas de scaffolds ao longo da última década é em função do desenvol-

vimento de novas técnicas de manufatura, assim como, da ampliação de combi-

nação de polímeros biodegradáveis com biocargas cerâmicas [6]. Dentre os ma-

teriais reportados na literatura, a combinação de PLA e óxido de zinco tem sido 

avaliada a fim de otimizar tanto a arquitetura como os processos de manufatura 

para o desenvolvimento de um produto cada vez mais efetivo e próximo a matriz 

extracelular óssea.  
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A utilização do PLA e do óxido de zinco em forma de biocompósito, para 

aplicação em engenharia de tecidos ósseos tem como objetivo combinar as boas 

propriedades biodegradáveis e biocompatíveis do PLA com as propriedades me-

cânicas, antibacterianas e bioativas do óxido de zinco, assim, mimetizando a 

matriz extracelular do osso e promovendo sua regeneração [18]. 

Em um estudo conduzido por Praglowska e seus colaboradores [17], foram 

analisados os efeitos da incorporação, em solução, de nanopartículas de óxido 

de zinco em scaffolds de PLA e quitosana. Os resultados biológicos, em fluido 

corporal simulado (SBF), mostraram que com a adição de 1% em massa do 

óxido metálico, ocorreu uma melhoria nas propriedades mecânicas (resistência 

à tração, módulo elástico e elongação na fratura), além de promover uma maior 

proliferação de fibroblastos em comparação com os scaffolds puros de PLA e 

quitosana. 

 No entanto um dos principais desafios no desenvolvimento de biocompó-

sitos constituídos de PLA e óxido de zinco é o comportamento catalisador do 

ZnO nas reações de degradação da matriz polimérica, principalmente no estado 

fundido [50, 49]. O principal mecanismo de atuação do ZnO na degradação do 

PLA é como agente facilitador da hidrólise, tendo em vista que moléculas de 

água se dissociam parcialmente, formando estruturas hidroxiladas na superfície 

dessas partículas que em contato com a matriz polimérica podem atuar catali-

sando a hidrólise, como pode ser observado Figura 3.7 [50]. 

 

 

Figura 3.7 - Superfície hidroxilada da partícula de ZnO que catalisa degradação 

hidrolítica do PLA [50]. 

 

Na literatura, estudos [18,45] relatam que a severa e rápida degradação 

hidrolítica, iniciada na fase amorfa, promove um aumento das regiões cristalinas 
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do material, devido a maior mobilidade das cadeias curtas que se acomodam em 

estruturas com maior grau de organização. 

 Ademais, outro mecanismo que atua favorável a degradação do PLA é a 

liberação de íons Zn2+ que atuam na diminuição da energia de ativação da de-

gradação, principalmente, durante o processamento em que o material se en-

contra em um ambiente termomecânico de altas taxas de cisalhamento e tem-

peratura [35]. Nesse cenário, além da degradação hidrolítica, ocorrem reações 

de despolimerização e transesterificação intermolecular, como o observado Fi-

gura 3.8. Portanto, em ambos os cenários, ocorre uma severa redução da massa 

molar do material que resulta em efeitos deletérios a viscosidade do material e 

as propriedades mecânicas, dificultando utilização desse biocompósito nas apli-

cações biomédicas [35]. 

 

 

Figura 3.8 - Mecanismo de degradação esperado para biocompósito de 

PLA/ZnO em altas temperaturas (Adaptado de  [35]). 

 

Lizundia et al. [18] investigaram os efeitos da incorporação de óxido de 

zinco em matrizes de poli (ácido - lático) para aplicação na engenharia de teci-

dos. Inicialmente foi reportado que a adição do ZnO na matriz polimérica promo-

veu uma aceleração da degradação hidrolítica do PLA, por meio da dissociação 
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de moléculas de H2O em locais de vacâncias de oxigênio no ZnO, assim, ata-

cando os grupamentos ésteres do PLA. No entanto, os resultados microbiológi-

cos mostraram que a presença de óxido de zinco promoveu uma maior diferen-

ciação celular e, simultaneamente, inibiu a formação de um biofilme de bactérias. 

Ou seja, o ZnO atua como facilitador da degradação do PLA, porém, apresenta 

um comportamento que pode induzir a uma regeneração mais rápida do tecido 

danificado, possibilitando um menor risco de infecção e rejeição do implante por 

infecções bacterianas.   

Qu et. al. [50] avaliaram os efeitos da incorporação de ZnO em matrizes de 

PLA, de modo a investigar sua atuação como catalisador da hidrólise em tempe-

ratura abaixo da temperatura de transição vítrea (Tg). O estudo mostrou, por aná-

lise termogravimétrica, que a presença de oxido de zinco (18% em massa) re-

sultou em energia de ativação da hidrólise 38% menor, quando comparado com 

o polímero puro. Além disso, foi relatado que a diminuição do tamanho médio de 

partícula promove uma maior adsorção de cadeias de PLA na superfície durante 

o processamento. Esse fenômeno é oriundo das interações entre grupamentos 

hidroxilados, devido a dissolução de moléculas de água na superfície da partí-

cula, e as cadeias dos polímeros. 

Diferentes abordagens têm sido estudadas com objetivo de reduzir os efei-

tos degradativos da matriz polimérica ocasionados pela presença de partículas 

de óxido metálicos, como a incorporação de extensores de cadeia (e.g Joncryl®) 

e aditivos, formação de blendas com outros polímeros (PCL, poliuretano termo-

plástico – TPU), tratamentos superficiais nas partículas inorgânicas, master-

batches, entre outros. As técnicas de tratamento superficial se apresentam como 

uma alternativa promissora, dado que atuam somente na modificação das partí-

culas, mantendo as propriedades físico-químicas do polímero original e podem 

ser realizadas por meio de diferentes métodos, dos quais destacam-se funciona-

lização por plasma, modificações químicas por reações com solventes e deposi-

ção física de vapor [51, 14].  

Dutta et al. [15] mostraram que nanopartículas de ZnO enxertadas com 

ácido húmico ou citrato por meio da técnica de funcionalização em solvente (via 

úmida) apresentam uma redução liberação de íons Zn+2, controlando a 
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dissolução desse óxido metálico. Os autores associaram esse resultado ao fato 

de que a presença dos grupos funcionais na superfície da partícula protegeu-a 

de ataques H+ e/ou OH- quando em meio aquoso, como representado no es-

quema da Figura 3.9. Além disso, foi relatado que o tratamento superficial pro-

moveu menores tamanhos de partículas, devido ao controle de aglomeração 

pela presença dos grupos funcionais. Ou seja, embora o diâmetro médio de par-

tícula tenha diminuído, o que seria um indicativo para uma cinética de dissolução 

mais rápida devido a maior área superficial, a funcionalização da superfície foi 

efetiva em protegê-la de ataqueis iônicos, controlando e diminuindo a libração 

de íons no sistema [15]. 

 Dentre as diferentes técnicas de tratamento superficial, a técnica por 

plasma não térmico (frio) se sobressai para a aplicação biomédica, uma vez que 

não utiliza solventes orgânicos, não necessita de grandes quantidades de mate-

rial, é relativamente rápida e não altera as propriedades das estruturas interna 

do material (baixas temperaturas) [42].  

O tratamento superficial por plasma consiste na funcionalização da super-

fície das partículas por meio da criação de sítios reativos e subsequente introdu-

ção de grupos funcionais que provem uma maior interação tanto com a matriz 

polimérica como também com as biomoléculas, no caso das aplicações na en-

genharia de tecidos [57]. O plasma consiste em gás parcialmente ou totalmente 

ionizado, composto por íons, elétrons e partículas neutras que geram um ambi-

ente altamente reativo e favorável para reações químicas, de modo a promover 

colisões elásticas e inelásticas entre as espécies químicas. A funcionalização da 

superfície de partículas ocorre por meio da coexistência de diferentes processos 

de ataque químico e/ou revestimento juntamente com alterações físicas oriundas 

do bombardeamento de elétrons, íons e fótons de alta energia. Desse modo, as 

propriedades finais da superfície serão um resultado da somatória entre a ação 

dos ataques químicos e a dos revestimentos, o primeiro, devido ao bombardea-

mento de espécies químicas, pode promover o arrancamento das espécies rea-

tivas e grupos químicos depositado na superfície por meio do revestimento, que 

são capazes de se ligarem quimicamente com a superfície devido às vacâncias 

geradas pelo bombardeamento. Assim, as condições e parâmetros como tensão 
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de ignição, pressão e tipo do gás, tempo e potência de aplicação do plasma 

devem ser cuidadosamente determinados a fim de promover equilíbrio entre ata-

que químico e revestimento possibilitando uma funcionalização eficiente da su-

perfície [13]. 

Do ponto de vista biológico, a modificação superficial de partículas tem se 

mostrado uma técnica satisfatória para intensificar as interações com as células 

e tecidos vivos, de modo que nesse cenário é importante que as partículas apre-

sentem equilíbrio entre o caráter hidrofílico e hidrofóbico, haja vista que elas pre-

cisam apresentar boa estabilidade e dispersão em meio aquoso, porém apresen-

tar sítios/grupamentos orgânicos que possibilitem a interação e ancoragem com 

proteínas adesivas que promovem sinalização celular ,e assim a proliferação e 

desenvolvimento de um novo tecido [14]. Na literatura encontram-se diferentes 

estudos que indicam melhores resultados biológicos por meio da funcionalização 

de partículas com ácidos carboxílicos, aminas, tióis, álcoois, maleimidas, ami-

das, aldeídos e alcinos [15]. 

Por outro lado, a utilização da funcionalização de partículas de óxidos me-

tálicos para reduzir os efeitos degradativos na matriz polimérica, pode compro-

meter a atuação dessas biocargas na interação biológica, principalmente no 

caso do óxido de zinco, dado que essas modificações tem como principal obje-

tivo diminuir a liberação de íons metálicos (Zn2+), a densidade de vacâncias de 

oxigênio e grupamentos hidroxilas na superfície, além de visarem promover uma 

maior interação da partícula com a matriz. Desse modo, ao modificar a superfície 

para obter tais características, pode ocorrer uma diminuição da liberação das 

partículas e de íons em meio biológico, diminuindo a atuação em processos de 

sinalização e diferenciação celular. Estudos mostram modificação do óxido de 

zinco com ácidos carboxílicos (e.g. lático, esteárico, tartárico, maleico, propa-

noico) e silanos permitem alterar as propriedades físico-químicas da superfície 

do ZnO, de modo a reduzir a aglomeração de partículas, aumentando a interação 

com a matriz polimérica e diminuindo a liberação de íons metálicos. 
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Figura 3.9 - Modificação superficial de nanopartículas de óxido de zinco com 

citrato e sua influência no controle da liberação de íons Zn2+ (Adaptado de 

[15]). 

 

A modificação superficial por plasma já apresentou grande efetividade em 

biovidros, sais de hidroxiapatita e no óxido de zinco [42].  

Klok [60] mostrou a efetividade na utilização do processo de funcionaliza-

ção por plasma com ácido lático e anidrido maleíco em partículas de ZnO, cons-

tatando a inserção de grupamentos específicos na superfície. Para o ácido lático, 

ocorreu a inserção de grupamentos O – C = O na superfície por meio da forma-

ção de complexos de Zn+2 devido ao arrancamento de átomos de oxigênio e 

formação de íons carboxilatos.  No caso do anidrido maleico, além de grupos     

C – O e C = O, observou-se a presença de ligações Zn-C, revelando a capaci-

dade do carbono em substituir vacâncias de oxigênio na superfície do óxido, que 

podem promover maior estabilidade ao ZnO. Além disso, o estudo mostrou que 

o tempo de aplicação do plasma interfere na quantidade de grupamentos inseri-

dos, de modo que para o ácido lático 5 minutos de exposição ao plasma apre-

sentou uma maior quantidade de grupamentos inseridos do que as amostras 

tratadas por 15 minutos, enquanto para o anidrido maleico o oposto foi obser-

vado, comportamento que pode estar associado com coexistência dos efeitos 

aditivos do recobrimento com o arrancamento de átomos pelo ataque químico. 
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Para o caso específico de biocompósitos PLA/ZnO a funcionalização das 

partículas de óxido de zinco com ácido láctico ou anidrido maleíco apresenta-se 

como um possível recurso para reduzir os efeitos catalíticos na matriz polimérica, 

haja vista que estudos [57-53] apontam que ambos os reagentes promovem uma 

diminuição da adsorção de água na superfície da biocargas, tornando menos 

hidrofílica e, assim, reduzindo a ação na degradação hidrolítica do PLA. Além 

disso, ambos os compostos apresentam baixa toxidade e promovem melhor ade-

são e dispersão da fase dispersa na matriz.  

Larrañga et al. investigaram se o tratamento superficial por plasma em Bi-

ovidro® 45S5 diminui os efeitos desse nos processos degradativos de biocom-

pósito a base de PLLA. O tratamento por plasma em biocargas consistiu na po-

limerização, sob influência de gás parcialmente ionizado, do polímero matriz na 

superfície da partícula cerâmica, assim, diminuindo a influência dos íons libera-

dos pelo Biovidro que atuam nas reações de degradação da matriz durante o 

processamento. Nesse estudo, constatou-se que o recobrimento superficial foi 

efetivo na diminuição da degradação da matriz, de modo que nos biocompósitos 

com Biovidro tratado não ocorreu redução significativa da massa molar como 

observado para os biocompósitos sem o tratamento. Portanto, o tratamento su-

perficial por plasma das biocargas cerâmicas torna-se uma alternativa para re-

duzir os efeitos deletérios do caráter iônico dos óxidos sob a matriz polimérica 

de PLA. 

Murariu et al. [88] avaliaram a incorporação, em estado fundido, de partícu-

las comerciais de óxido de zinco superficialmente tratadas com silanos na matriz 

de PLA. A mistura ocorreu por 7 minutos a 70 rpm e 190 °C em misturador in-

terno, com 1 e 3% de ZnO. Os biocompósitos com ZnO funcionalizado com si-

lano apresentaram uma maior estabilidade térmica do que os não tratados no 

ensaio de termogravimétrica. A análise de DSC revelou que em ambas as situa-

ções, ocorreu um ligeiro aumento da cristalinidade, porém as composições sem 

silano apresentaram uma maior diminuição da Tg. Ademais, os autores relata-

ram uma maior resistência a tração das amostras com tratamento. Por fim, os 

resultados foram correlacionados com uma análise molecular que indicou uma 

menor degradação nas composições com ZnO tratado com silano, os autores 
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associaram esse comportamento com efeito protetor da silanização da superfície 

que diminuiu a reatividade da superfície do ZnO, reduzindo sua atuação na ca-

talização da degradação do PLA. 

Para a confecção de scaffold com esses materiais existem diferentes rotas 

e técnicas de processamento, de modo que as principais são: inversão de fases 

induzida termicamente, evaporação de solvente com lixiviação de sal e por meio 

da impressão 3D por fusão e deposição de material [52]. 

Dentre as possibilidades de obtenção de scaffolds sem o uso de solventes, 

as técnicas de impressão 3D têm apresentado uma significativa importância no 

desenvolvimento de substitutos biológicos para aplicação na engenharia de te-

cidos, uma vez que a melhoria contínua dessas técnicas, assim como dos mate-

riais, tem proporcionado a obtenção de scaffolds com arquiteturas cada vez mais 

complexas e mais similares a estrutura dos tecidos vivos. Desse modo, a versa-

tilidade da impressão 3D tem possibilitado os pesquisadores desenvolverem pro-

dutos que atendam as características especificas do paciente visando uma maior 

efetividade no tratamento e reconstituição do tecido danificado [52].  

 

2.6 Manufatura Aditiva 

Nas últimas décadas a manufatura aditiva apresentou-se como uma técnica 

alternativa para a fabricação de scaffolds, uma vez que, quando comparada com 

as técnicas convencionais (evaporação de solvente, inversão de fases), apre-

senta um alto controle da geometria e do tamanho de poros, uma maior liberdade 

geométrica e não utiliza solventes tóxicos [52].  

A impressão 3D como é usualmente conhecida a manufatura aditiva, con-

siste na fabricação de estrutura tridimensional de modo aditivo, ou seja, camada-

a-camada até a forma final da peça [53]. As principais técnicas de manufatura 

aditiva baseiam-se em 3 etapas: (a) pré-processamento que consiste na mode-

lagem computacional da geometria da peça no padrão STL (formato digital pa-

drão para impressoras 3D); (b) compilação e verificação da consistência do ar-

quivo de dados; (c) por último ocorre a fabricação seguida de um pós- processa-

mento da peça para retiradas de possíveis estruturas de apoio geradas durante 

a impressão [53]. Dentre os termoplásticos e técnicas baseadas em extrusão, a 
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fabricação por extrusão em seringas de material se destaca na área de fabrica-

ção de scaffolds pois não há necessidade da fabricação de filamento. Essa téc-

nica utiliza a matéria prima em forma pó, pellet ou granulada e um sistema aque-

cimento e deposição do tipo seringa, como observado na Figura 3.10 [34]. Assim, 

o material no estado solido é inserido no cilindro da seringa, na qual é fundido e 

pela compressão do êmbolo é forçado a passar através de um bico extrusor, 

sendo depositado sobre uma base de impressão, camada a camada [54].   

 
Figura 3.10 - Representação esquemática do processo de impressão por meio 

de uma seringa. 

 
Durante o processo de impressão, o material é submetido a taxas de cisa-

lhamento que promovem a orientação das macromoléculas ao longo da direção 

do fluxo. Após sair do bico extrusor que as cadeias começam a retornar ao es-

tado de equilíbrio. Além disso, devido a presença do bico extrusor convergente 

e do movimento de deposição, o material é submetido a um fluxo do tipo elonga-

cional que também atua sobre a orientação molecular [55]. 

A qualidade final dos scaffolds impressos pela técnica de impressão 3D 

está diretamente correlacionada com as propriedades reológicas e viscoelásti-

cas do material, como também com os parâmetros de impressão empregados 

(velocidade de impressão, temperatura, tamanho do impresso, entre outros) [55]. 

No caso das propriedades reológicas, a literatura aponta que em materiais 

com viscosidades próximas, o aumento da componente elástica, no geral, pro-

move uma melhor qualidade de impressão [55]. Desse modo, a viscosidade deve 

ser baixa o suficiente para que o material apresente uma boa fluidez, porém, sem 

que perca sua forma quando depositado. Do ponto de vista da viscoelasticidade, 
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a componente elástica é responsável para que quando depositado, o material 

mantenha sua forma após a relaxação das macromoléculas [55]. 

Os parâmetros de impressão atuam na qualidade final do impresso, pois 

influenciam no comportamento reológico e no fluxo térmico, determinando a taxa 

de mobilidade das macromoléculas. Isso interfere na força de adesão entre as 

camadas que surgem devido a difusão das moléculas na região da linha de 

solda, que promovem o ancoramento de uma camada a outra, como observado 

na Figura 3.11. Em condições ótimas de processamento, a boa adesão possibi-

lita obter impressos com melhores propriedades mecânicas e qualidade superfi-

cial [55].  

 

 
 

Figura 3.11 - a. Representação da região da linha de solda no contato de duas 

camadas adjacentes e b. Representação da difusão das macromoléculas entre 

as camadas que favorece a adesão [55]. 

 

Brounstein et al. [87] estudaram a viabilidade da fabricação de filamentos 

de PLA 4043D com 10, 20 e 30% de ZnO. A incorporação do ZnO foi realizada 

em solução de clorofórmio e o filamento produzido por meio de extrusora mono-

rosca  a 170°C. Os autores constataram a presença de aglomerados de ZnO no 

filamento, de modo que as partículas nanométricas se encontraram micrométri-

cas no compósito. A presença de ZnO aumentou a cristalinidade do polímero, 

mostrando um que o óxido atuou como agente nucleante. Além disso, a análise 

termogravimétrica constatou o efeito catalizador do óxido de zinco na matriz de 

PLA, visto que ocorreu uma diminuição da Ton da degradação com aumento da 

concentração da partícula. Esse efeito da degradação foi observado também nas 
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propriedades mecânicas, de modo que ocorreu uma redução da resistência má-

xima à tração do filamento, juntamente com aumento da fragilidade. Por fim os 

autores observaram que a  presença do ZnO conferiu ao filamento efeitos anti-

microbianos, diminuindo a colonização microbiana na superfície [87]. 

Kumar e colaboradores [86] realizaram o desenvolvimento de filamentos 

para impressão por meio da técnica de modelagem de deposição fundida (FFF - 

Fused filament fabrication) de modo avaliar as propriedades mecânicas e térmi-

cas do filamento e a tolerância dimensional dos impressos de PLA/ZnO. Os fila-

mentos de biocompósitos foram produzidos por extrusão em dupla-rocas vari-

ando a concentração de ZnO em 0,1, 2%. A análise térmica revelou que a pre-

sença de ZnO favorece ao aumento da cristalinidade, proporcional a porcenta-

gem da partícula. Os compósitos com 2% de ZnO apresentaram resistência a 

tração superior ao com 1%. Por fim, devido as amostras impressas com a com-

posição de 2% de óxido de zinco apresentarem uma menor variação dimensio-

nal, os autores concluíram que ela apresentou uma melhor printabilidade em re-

lação as com 1% de ZnO. 

A partir do estado da arte apresentado, é possível observar que poucos 

estudos abordam o desenvolvimento de um material biocompósito de PLA/ ZnO 

para aplicação na engenharia de tecido ósseo, assim como, métodos e técnicas 

que visam reduzir os efeitos degradativos dos óxidos metálicos em matrizes de 

PLA. Portanto, esse projeto teve como objetivo o desenvolvimento de um bio-

compósito de PLA com óxido de zinco superficialmente tratado com anidrido ma-

leico por plasma. Scaffolds foram conformados por meio de impressão 3D, para 

aplicação na engenharia de tecidos ósseos. Desse modo, por meio dos materiais 

e métodos descritos a seguir, foi possível responder aos seguintes questiona-

mentos:  o tratamento superficial das biocargas de ZnO promoveu a redução do 

efeito catalisador da degradação do PLA? Os biocompósitos apresentaram toxi-

dade às células vivas? Os scaffolds apresentaram propriedades mecânicas e 

biológicas necessárias para serem utilizados como substitutos biológicos em te-

cidos ósseos?  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Materiais 

O poli (ácido láctico) foi fornecido pela NatureWorks, Ingeo™ com nome 

comercial Biopolymer 2003D (PLA 2003D), com massa específica 1,24 g/cm³ e 

índice de fluidez de 6,0 g/10 min (210 ºC, 2,16 kg) e possui teor de 4,3 % (m/m) 

do isômero D. A escolha dessa grade de PLA foi devido a estudo prévio realizado 

pelo grupo de pesquisa que mostrou que o PLA 2003D apresentava proprieda-

des térmicas, macromoleculares e reológicas adequadas para o desenvolvi-

mento de scaffolds para tecido ósseo [41].  

O óxido de zinco micrométrico (pureza de 99% e 325 mesh) utilizado foi 

fornecido pela Interprise, e para a modificação superficial foram utilizados os 

compostos orgânicos anidrido maleico (99% de pureza da Dinamarca) e o ácido 

láctico (85% de pureza) da Aldrich Chemistry. Os reagentes para a funcionaliza-

ção do ZnO foram escolhidos devido a sua natureza química, de modo que o 

ácido lático por ser um ácido carboxílico, como demonstrado nos estudos citados 

na revisão bibliográfica [15,57] , tem alto potencial de inserção de grupamentos 

que favorecem tanto o controle da liberação de íons como nas propriedades bi-

ológicas, além disso é o precursor do PLA. 

No caso anidrido maleico, os estudos [51,13] apresentados mostram uma 

alta capacidade de seus grupamentos atuarem no controle da liberação de íons, 

além de ser um componente usualmente utilizado como agente acoplamento em 

compósitos de PLA. 
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4.2 Métodos 

A metodologia adotada para o desenvolvimento deste projeto é apresen-

tada de maneira resumida na Figura 4.1. 

 
 

Figura 4.1 - Fluxograma da metodologia aplicada ao projeto. 
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Tratamento superficial por plasma e caracterização da superfície das partículas 

de ZnO (UDESC) 

As modificações e caracterizações da superfície das partículas foram rea-

lizadas pelos colaboradores da Universidade do Estado de Santa Catarina 

(UDESC), e são descritas na dissertação de mestrado de Klok [60]. Desse modo, 

o presente trabalho abordou a lavagem das partículas, para a remoção de rea-

gentes residuais (não incorporados à superfície das partículas), e a verificação 

da eficiência de lavagem via espectroscopia no infravermelho por transformada 

de Fourier (FTIR) que foi comparada com o realizado na UDESC. Ademais, o 

principal foco do trabalho foi a incorporação dessas partículas na matriz de PLA 

para o desenvolvimento de biocompósitos para a impressão de scaffolds a se-

rem aplicados na engenharia de tecido ósseo.  

A modificação superficial por plasma coordenada pela Prof. Dra. Daniela 

Becker do departamento de Engenharia de Mecânica da UDESC foi realizada 

em um equipamento do tipo homemade de plasma, por radiofrequência, no óxido 

de zinco com os reagentes anidrido maleico e o ácido láctico, variando o parâ-

metro de tempo de tratamento para uma potência de 35W, com a finalidade de 

poder avaliar qual condição apresenta uma melhor eficiência de tratamento, ou 

seja, incorporação de grupamentos funcionais. Portanto, foram fornecidas cinco 

amostras de óxido de zinco, como descrita na Tabela 4.1. 

 

Tabela 4.1 - Amostras de óxido de zinco após o tratamento superficial a plasma 

a uma potência de 35W. 

Amostras Reagente Tempo 

ZnO - - 

ZnOAL_5min 
Ácido láctico 

5 min 

ZnOAL_15min 15 min 

ZnOAM_5min 
Anidrido maleico 

5 min 

ZnOAM_15min 15 min 
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4.2.1 Lavagem e caracterização das partículas de ZnO  

A metodologia adotada na etapa de lavagem e caracterização das partícu-

las de óxido de zinco é apresentada de maneira resumida na Figura 4.2. 

 

Figura 4.2 - Fluxograma da etapa da lavagem e caracterização das partículas 

de óxido de zinco. 

 

Lavagem das Partículas de Óxido de Zinco 

A lavagem das partículas óxido de zinco foi realizada de acordo com o pro-

cedimento desenvolvido por Klok [60], e teve como principal objetivo a retirada 

de reagentes não incorporados à superfície das partículas durante o tratamento 

por plasma.  

Incialmente, as amostras, após o tratamento por plasma, foram diluídas em 

solvente (0,02 mpartícula/msolvente) e deixadas sob agitação magnética por 12 horas, 

sendo que, para o ácido lático foi utilizado água Milli-Q® e para o anidrido ma-

leico, metanol como reagente. Em seguida, foi realizada a filtração a vácuo (Fi-

gura 4.3) dessas soluções por meio de uma membrana filtrante PVDF 47 mm x 

0,22 µm e ao final despejado 100 mL dos respectivos solventes para lavar as 

partículas retidas na membrana. Por fim, as amostras retidas na membrana fo-

ram secas em estufa a vácuo a uma temperatura de 70°C por 1 hora. 

A análise da eficiência de lavagem foi realizada por meio do cálculo do ren-

dimento descrito na Equação (1), em que foi aferido as massas das partículas 

inicial (pós-tratamento) e final (após secagem).  

 

Rendimento (%) =
Mfinal

Minicial
 x 100 (1) 
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Figura 4.3 - Conjunto Millipore® utilizado na filtração a vácuo 

 

Espectrometria de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

O ensaio de espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier 

teve como objetivo evidenciar a presença de grupos funcionais ligados as partí-

culas de óxido de zinco. Desse modo, foi possível avaliar se a lavagem das par-

tículas realizadas no laboratório do DEMa estava em conformidade com a reali-

zada pelos colaboradores da UDESC, isto é, se a remoção dos reagentes resi-

duais do tratamento superficial por plasma foi efetiva. O ensaio foi realizado no 

espectrômetro do Centro de Caracterização e Desenvolvimento de Materiais 

(CCDM/UFSCar) modelo Thermo Nicolet 6700 FT-IR Spectrometer varrendo a 

região espectral de 4000 a 400 cm-1, com resolução de 4 cm-1 e utilizando modo 

de absorbância com pastilhas de KBr. 

 

Análise termogravimétrica (TGA) 

A técnica de análise termogravimétrica foi utilizada nas biocargas para ava-

liar a estabilidade térmica e determinar a quantidade de grupos funcionais e re-

agentes incorporados na superfície do óxido de zinco pelo tratamento superficial.  

Foi utilizado um equipamento modelo TGA 4000 (Perkin Elmer), do Centro 

de Caracterização e Desenvolvimento de Materiais (CCDM/UFSCar), utilizando 

uma massa média de 10 mg, à uma taxa de aquecimento de 10 ºC/min, a partir 

da temperatura ambiente até 800 ºC, sob atmosfera de N2. 
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Granulometria de partículas por difração a laser 

A técnica de granulometria de partículas por difração a laser foi utilizada 

para determinar a distribuição e o tamanho de partícula médio das partículas de 

óxido de zinco. A análise conduzida pelo Prof. Dr. Ariano D. Rodrigues no equi-

pamento Horiba, modelo Partica LA-960V2 Laser Scattering Particle Size Distri-

bution Analyzer do departamento de Física da Universidade Federal de São Car-

los. As amostras foram de ZnO, ZnOAM_5min e ZnOAM_15min foram suspen-

sas em água com agitação ultrassônica.  

 

 

4.2.2 Processamento e caracterização dos Biocompósitos produzidos via 

misturador interno  

A metodologia adotada na etapa de processamento e caracterização dos 

biocompósitos produzidos via misturador interno é apresentada de maneira re-

sumida na Figura 4.4. 

 

 
Figura 4.4 - Fluxograma da etapa do processamento e caracterização dos bio-

compósitos. 

 

Processamento via misturador interno acoplado a um reômetro de torque 

O processamento foi realizado em uma câmera de mistura acoplada em 

um misturador interno Haake, modelo Rheomix 600p (CCDM/UFSCar), com ro-

tores contra- rotacionais e semi interpenetrantes do tipo roller a uma temperatura 

de 175 °C. A mistura ocorreu por 5 minutos a uma rotação de 60 rpm em uma 

quantidade de material total de 50 gramas, o torque de equilibro foi avaliado em 

t = 5 min. 
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Foram processadas 7 amostras, variando a porcentagem de partícula de 0, 

5 e 10% para o oxido de zinco puro (ZnO), oxido de zinco funcionalizado com 

anidrido maleico por 5 min em plasma (ZnOAM_5min) e oxido de zinco funcio-

nalizado com anidrido maleico por 15 min em plasma (ZnOAM_15min), como 

observado na Tabela 4.2. Previamente, todos os materiais foram secos por 12 

horas a 40°C em estufa a vácuo para eliminação de umidade, e para as amostras 

com partículas, foi realizada uma mistura física e manual antes de serem inseri-

das no misturador.  

 

Tabela 4.2 - Composições processadas via misturador interno (Haake). 

Amostras % PLA (m/m) % ZnO (m/m) 

PLA Puro 100 - 

PLA + 5%ZnO 95 5 

PLA + 10%ZnO 90 10 

PLA + 5%ZnOAM_5min 95 5 

PLA + 10% ZnOAM_5min 90 10 

PLA + 5%ZnOAM_15min 95 5 

PLA + 10% ZnOAM_15min 90 10 

 

Prensagem e picotagem 

Após o processamento via misturador interno acoplado a um reômetro de 

torque, as amostras foram prensadas por meio de uma prensa hidráulica modelo 

MA098/A (Marconi®), em uma temperatura de 175°C, com uma pressão de 7 bar 

por 5 minutos. Em seguida, esse material em forma de chapa foi picotado manu-

almente com uma tesoura. 

 

Ângulo de contato 

Tendo em vista a alta influência da molhabilidade na efetividade do bioma-

terial para regeneração óssea, foi realizado o ensaio de ângulo de contato para 

os materiais prensados de PLA e com biocompósitos de PLA/ZnO, com e sem 

tratamento das partículas. Para a análise foi utilizado o tensiômetro óptico Biolin 

Scientific, Attension TF3000-Plus (DEMa/UFSCar). Gotas de água destilada com 

volume de 7 μL foram dispensadas e após 10 segundos medido o ângulo de 
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contato usando o software OneAttension®. A análise utilizou 6 medições para 

cada composição nas quais foram calculadas a média com o desvio padrão. 

 

Caracterização reológica 

A caracterização do comportamento reológico, em regime estacionário, do 

PLA e dos biocompósitos de PLA/ óxido de zinco foi realizada para as taxas de 

cisalhamento (0,01 – 100 s-1) utilizando um reômetro de tensão controlada (AR 

G2,TA Instruments - DEMa/UFSCar) com geometria de placas paralelas (diâme-

tro de 25 mm e distância entre placas de 0,6 mm) sob atmosfera inerte de N2. O 

ensaio apresentou duas etapas: (i) para fins comparativos, todas as amostras 

foram ensaiadas a temperatura de 165°C; (ii) avaliou-se cada composição na 

temperatura de impressão dos scaffolds, determinada em teste prévio em que 

foi avaliado visualmente a qualidade e estabilidade da impressão.  

Para avaliar a reposta viscoelástica dos PLA e dos biocompósitos, utilizou-

se o mesmo equipamento (diâmetro de 25 mm e distância entre placas de 0,6 

mm sob atmosfera inerte de N2), porém em regime oscilatório. O ensaio foi rea-

lizado somente na respectiva temperatura de impressão de cada composição e 

compreendida na faixa de frequência angular de 0,02 – 500 rad/s, com uma de-

formação de 1%, pré-determinada por meio do teste de strain sweep, em que se 

avaliou a faixa de deformações que os materiais se mantinham dentro do regime 

viscoelástico linear. 

 

 

4.2.3 Impressão 3D e caracterização dos scaffolds 

A metodologia adotada na etapa de impressão 3D e caracterização dos 

scaffolds é apresentada de maneira resumida na Figura 4.5. 
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Figura 4.5  - Fluxograma da etapa de impressão e caracterização dos scaffolds. 

 

Impressão 3D do scaffolds por meio da técnica de extrusão de material 

Após o a mistura e processamento dos biocompósitos no misturador in-

terno, eles foram reduzidos a flakes por meio de uma picotagem manual para 

que em seguida fossem direcionados a Bioimpressora 3DBS presente no labo-

ratório de materiais poliméricos do DEMa/UFSCar, para confecção dos scaffolds 

utilizando um bico extrusor de 400 µm. 

Os scaffolds impressos foram projetados por meio do software Prusa Sli-

cer® com deposição 0-90º, composto por 10 camadas de 300 µm de espessura, 

com poros cúbicos de 400 µm (espaço entre os filamentos), como representado 

na Figura 4.6. 

 

 
 

Figura 4.6 - Representação do modelo de scaffold projetado, com as dimensões 

selecionadas (Adaptado de [84]). 

 

Para a impressão, as temperaturas para cada composição foram determi-

nadas avaliando visualmente a qualidade e estabilidade da impressão, tendo 

como base a viscosidade avaliada por meio da reometria de placas paralelas em 
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uma mesma temperatura, ou seja, amostras com viscosidade menor, provavel-

mente, necessitariam de temperaturas menores para manter a qualidade, do que 

amostra com maior viscosidade. Portanto, as amostras foram impressas de 

acordo com os parâmetros descritos na Tabela 4.3, para fins comparativos, foi 

realizada a impressão de scaffolds com o pellet do PLA utilizado. 

 

Tabela 4.3 - Parâmetros utilizados na impressão para as diferentes composi-

ções. 

Amostras 
Temperatura de 
Impressão (°C) 

Velocidade de im-
pressão (mm/s) 

PLA Pellet 
175 

300 mm/s 

PLA Puro 

PLA + 5%ZnO 
155 

PLA + 10%ZnO 

PLA + 5%ZnOAM_5min 

165 
PLA + 10% ZnOAM_5min 

PLA + 5%ZnOAM_15min 

PLA + 10% ZnOAM_15min 

 

Para verificar se as dimensões externas dos impressos estavam de 

acordo com os parâmetros projetados, realizou-se uma análise dimensional por 

meio de um paquímetro, em que foi aferido o diâmetro e espessura dos scaffolds. 

 

Caracterização morfológica 

Para a análise morfológica, foi utilizada a técnica de microscopia eletrônica 

por varredura, possibilitando aferir as dimensões dos poros, dos filamentos im-

pressos e avaliar a dispersão das partículas de ZnO e ZnOAM na matriz polimé-

rica. A análise foi realizada em um microscópio eletrônico de varredura (SEM P 

Quanta 400, FEI) operando em tensão de aceleração de 15 kV (CCDM/UFSCar). 

As amostras foram preparadas por meio da criofratura dos scaffolds na porção 

transversal que em seguida foram colados em stubs e recobertos com uma fina 

camada de ouro.  
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Caracterização mecânica 

A caracterização mecânica dos scaffolds foi realizada no modo de com-

pressão uniaxial, uma vez que para a aplicação na engenharia de tecido é es-

sencial que essa propriedade esteja de acordo com os valores do tecido vivo. 

Desse modo, o ensaio foi realizado em uma máquina universal de teste Instron, 

modelo 5569, com uma célula de carga de 500N e velocidade de travessa de 1,3 

mm/min. Foram utilizados 6 corpos de provas por composição e os resultados 

analisados por meio teste de comparação múltiplas Tukey. 

 

Análise termogravimétrica (TGA) 

A técnica de análise termogravimétrica foi realizada nas estruturas scaf-

folds para avaliar a influência dos métodos de processamento e presença das 

cargas cerâmicas na estabilidade térmica do PLA. O resíduo ao final do ensaio 

foi utilizado para aferir a quantidade de óxido de zinco incorporado na matriz de 

PLA. 

Foi utilizado um equipamento modelo TGA 4000 (PerkinElmer), do Centro 

de Caracterização e Desenvolvimento de Materiais (CCDM/UFSCar), à uma taxa 

de aquecimento de 10 ºC/min, a partir da temperatura ambiente até 800 ºC, sob 

atmosfera de N2. 

 

Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

A técnica de calorimetria exploratória diferencial foi realizada em amostras 

retiradas da última camada impressa dos scaffolds (top), para analisar a variação 

das temperaturas de transição vítrea (Tg) e de fusão cristalina (Tm) do PLA e das 

diferentes composições de biocompósitos, além disso, foi avaliado se a presença 

do óxido de zinco promoveu uma variação no grau de cristalinidade. Para tal 

análise, foi utilizado o equipamento da TA Intruments, modelo Q2000 

(DEMa/UFSCar) com fluxo de nitrogênio contínuo a 50 mL/min. O programa tér-

mico contou com dois aquecimentos de 0 °C até 200 °C, a uma taxa de 10 °C/min 

separados por um resfriamento na mesma taxa e isotermas nas temperaturas 

máxima e mínima de 5 minutos. As temperaturas de Tg e Tm foram obtidas pelo 
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segundo aquecimento, assim como, os parâmetros termodinâmicos de entalpia. 

O cálculo grau de cristalinidade realizado a partir do segundo aquecimento e por 

meio da Equação (2). 

 

𝑋𝑐 =
(∆𝐻𝑚 − ∆𝐻𝑐)

∆𝐻𝑚
𝑜 (1 − 𝑚)

 (2) 

 

em que 𝑋𝑐 é o grau de cristalinidade, ∆𝐻𝑚 e ∆𝐻𝑚
𝑜  são respectivamente a entalpia 

de fusão cristalina da amostra e entalpia de fusão cristalina teórica do PLA 100% 

(93 J/g) cristalino, ∆𝐻𝑐 é a entalpia de cristalização a frio caso ocorra e 𝑚 é a 

fração mássica de biocargas presentes na matriz de PLA. 

 

Ângulo de contato 

Tendo em vista a alta influência da molhabilidade na efetividade do bioma-

terial para regeneração óssea, foi realizado o ensaio de ângulo de contato para 

os scaffolds. Para a análise foi utilizado o tensiômetro óptico Biolin Scientific, 

Attension TF3000-Plus (DEMa/UFSCar). Gotas de água destilada com volume 

de 10 μL foram dispensadas e após 10 segundos medido o ângulo de contato 

usando o software OneAttension. A análise utilizou 6 medições para cada com-

posição nas quais foram calculadas a média com o desvio padrão. 

 

Caracterização biológica 

Os ensaios biológicos foram conduzidos pela Dra. Samarah Vargas Harb 

em cooperação com o grupo Nano Biomaterials Manufacturing (University of 

Central Florida) 

 

Viabilidade Celular 

Para o ensaio de viabilidade celular, utilizou-se um meio de cultura de 

células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea (MSCs). A composição 

do meio foi de 89% meio eagle modificado - Dulbecco (DMEM, alta glicose com 

L-glutamina), 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina/estreptomicina. 

Para a cultura celular, adicionou-se a solução de células em um frasco de cultura 



45 

 

de células (T25, T75 ou T175) com meio (6 mL, 12 mL, 20 mL, respectivamente). 

O frasco foi mantido no incubador a 37 °C, umidificado e contendo 5% de CO2. 

A troca do meio ocorreu cada 2-3 dias. 

A avaliação da viabilidade celular foi realizada por meio do kit de ensaio 

WST-1 (ab65475, Abcam) que é baseado na clivagem do sal tetrazólio em for-

mazan pela desidrogenase mitocondrial celular. A quantidade do corante gerado 

pela atividade da desidrogenase é diretamente proporcional ao número de célu-

las vivas. As células foram cultivadas por 1 e 7 dias, trocando o meio a cada 2-3 

dias, e a viabilidade celular foi analisada pela leitura da absorbância a 440 nm, 

utilizando um leitor de microplacas.  

Além disso, utilizou-se o ensaio live/dead para análise quantitativa da vi-

abilidade celular, de modo que se preparou a solução estoque do kit de viabili-

dade/citotoxicidade LIVE/DEADTM para células de mamíferos (Thermo Fisher 

Scientific), seguindo as instruções do fabricante e as imagens foram capturadas 

por um microscópio fluorescente. 

 

Deposição de Cálcio (Alizarina Red)  

Para a análise da atividade dos osteoblastos e da deposição de matriz mi-

neralizada foi utilizado o método de análise de deposição de cálcio por Alizarina 

Red (AR). Desse modo, os sais de cálcio depositado no scaffolds são tingidos, 

seletivamente, pela cor avermelhada oriunda da AR, evidenciando os poços de 

cálcio no material e indicando a atividade dos osteoblastos.  

Para a avaliação da deposição de cálcio, foi preparada uma cultura de cé-

lulas com meio osteogênico. O meio osteogênico foi composto por 100 mL de 

meio StemPro™, 10 mL de suplemento osteogênico StemPro™ e 55 μL de pe-

nicilina/estreptomicina a 1% - StemPro™ Osteogenesis Differentiation Kit 

(Gibco™, Thermo Fisher Scientific). O meio foi mantido na geladeira, coberto 

com papel alumínio. Para o uso, foi aquecido a 37 °C.  

Para a avaliação quantitativa da deposição de cálcio utilizou-se a Alizarina 

Red, de modo que foi adicionado 0,5 mL da solução de MSCs sobre o suporte 

em uma placa de 48 poços nos quais as células foram cultivadas por 28 dias 

usando meio osteogênico, trocado a cada 2-3 dias. Para a análise, removeu-se 
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o meio e fixou-se as células com formaldeído por 30 min à temperatura ambiente. 

As amostras foram lavadas 3 vezes com solução de PBS antes de adicionar 2% 

de Alizarina Red. Em seguida, foram lavadas de 2 a 3 vezes com água deioni-

zada, e para a quantificação, realizou-se medidas de absorbância em 415 nm 

por meio de um leitor de microplacas. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1.1 Lavagem e caracterização das partículas funcionalizadas 

5.1.1.1 Tratamento superficial com ácido lático (AL) 

A lavagem das partículas superficialmente tratadas por plasma utilizando 

como reagente o ácido lático (ZnOAL_5min e ZnOAL_15min) ocorreu de acordo 

com o procedimento desenvolvido pelo grupo de pesquisa da Professora Daniela 

Becker (UDESC), descrito no item 3.2.1, e teve como objetivo retirar todo o rea-

gente que não foi incorporado na superfície da partícula durante o tratamento, 

ou seja, o ácido lático não reagido.  

Durante o procedimento foi constatado que a eficiência da lavagem estava 

sendo muito inferior ao esperado, uma vez que, como a proporção de ácido lá-

tico/oxido de zinco era de 70/30 na mistura pré-tratamento, esperava-se obter 

um rendimento próximo a 30% de partículas lavadas. No entanto, o rendimento 

real foi de apenas 3%, ou seja, 89% menor do que o esperado como observado 

na Tabela 5.1 

 

Tabela 5.1 - Rendimento da etapa de lavagem das amostras funcionalizadas 

com ácido lático. 

Amostras 
Massa inicial (g) 
(Pré Lavagem) 

Massa Final (g) 
(Após lavagem) 

Rendimento 
(%) 

ZnOAL_5min 31,91 1,01 3,2 

ZnOAL_15min 36,06 1,24 3,5 

 

Estudos [62 - 64] apontam que o pH afeta diretamente o grau de dissolução 

das partículas de oxido de zinco em meio aquoso, de modo que em um baixo pH 

a dissolução das partículas de ZnO é favorecida e intensificada. Assim, a redu-

ção do pH da solução aquosa pode ter sido provocado pela presença do ácido 

lático não incorporado à superfície das partículas (não reagido), provendo a dis-

solução das partículas de óxido de zinco e, portanto, impossibilitando de serem 

retidas pela membrana durante a etapa de filtração. 

Bian et al. [62] investigaram influência da alteração de pH e do tamanho de 

partícula na dissolução do ZnO em meio aquoso. O estudo mostrou que a taxa 
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de dissolução do ZnO em meio aquoso neutro (pH 7,0) é inversamente propor-

cional ao tamanho de partícula, ou seja, quanto menor a partícula mais rápido 

reage, gerando espécies iônicas. Ademais, foi observado que a dissolução do 

óxido de zinco é favorecida em meio ácido, de modo que em pH= 1,0 ocorreu a 

dissolução de praticamente do todo ZnO presente. Os autores associaram esse 

comportamento ao mecanismo de dissolução que ocorre por meio do ataque di-

reto de prótons (H+), presentes em alta concentração no meio aquoso ácido, a 

superfície, promovendo a formação de espécies Zn2+ e Zn(OH)+ que são solúveis 

em água, como observado nas equações químicas (VI) e (VII). 

 

𝑍𝑛𝑂 + 2𝐻+
(𝑎𝑞) → 𝑍𝑛2

(𝑎𝑞) + 𝐻2𝑂 (VI) 

𝑍𝑛𝑂 + 𝐻+
(𝑎𝑞) → 𝑍𝑛(𝑂𝐻)  (𝑎𝑞)

+  (VII) 

 

Para confirmar se a lavagem realizada nas partículas funcionalizadas com 

ácido lático foi efetiva para a retirada do reagente não incorporado à superfície 

do ZnO e para validar se as amostras estavam “de acordo” as produzidas por 

Klok [60], realizou-se a espectrometria de infravermelho por transformada de 

Fourier para analisar quais grupamentos químicos apresentavam-se na superfí-

cie da amostra lavada.  

Na Figura 5.1 encontram-se os espectros referentes as amostras 

ZnOAL_5min e ZnOAL_15min, comparados com os espectros do óxido de zinco 

e ácido lático puro. No espectro do óxido de zinco puro é observada a banda de 

absorção a 530 cm-1 característica da vibração de alongamento da ligação de 

Zn-O. A banda em 3434 cm-1 é referente as hidroxilas presentes na superfície 

do óxido de zinco, além disso são observadas bandas entre 1300 e 1600 cm-1 

que podem ser atribuídas a vibração de alongamento assimétrico e simétricos, 

respectivamente, de impurezas de carboxilatos, provavelmente oriundas de rea-

ções intermediarias entre as hidroxilas presentes na superfície do ZnO [65].  

No espectro do ácido lático puro, são observadas as bandas descritas na 

Tabela 5.2. 
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Figura 5.1 - Espectros de FTIR para as amostras ZnO PURO, ZnOAL_5min, 

ZnOAL_15min e do Ácido Lático PURO. 

 

Tabela 5.2 - Bandas de absorção observadas no espectro de FTIR do ácido lático 

puro. 

N° de onda (cm-1)  Descrição da banda  

1300 - 100 Alongamento das ligações C-O 

1400 -1375  Vibração de deformação/flexão de C-H 

1726 
Alongamento das ligações C=O presente no gru-

pamento carboxílico 

2986  
Estiramento das ligações C-H dos grupamentos 

CH3 

3434  
Característica a ligação O-H presente no grupo 

carboxílico 

 

Para as amostras tratadas por plasma, o espectro apresenta um comporta-

mento misto, contendo bandas características do ZnO puro e do ácido lático 

puro. Desse modo, a banda observada em 530 cm-1 pode ser associada a vibra-

ção de alongamento da ligação de Zn-O. As bandas presentes entre 1600 – 1500 
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cm-1 e entre 1400 – 1300cm-1
 podem ser correlacionados com vibrações de alon-

gamento assimétrico e simétrico do grupo funcional sal de ácido carboxílico. Ade-

mais, em 3000 e 3434 cm-1 são observadas bandas características do estira-

mento de ligações C-H e de grupamentos hidroxilas, respectivamente.  

Portanto, esse resultado indica que as amostras lavadas comprovam a fun-

cionalização da superfície do ZnOAL_5min e ZnOAL_15min , ou seja, o ácido 

lático interage com as hidroxilas presentes na superfície das partículas e por 

meio de reações de desidratação promove a alteração superficial de modo a 

gerar complexos devido a reação carboxilatos com e íons Zn2+ 
,como represen-

tado na Figura 5.2 [60]. Assim estando em conformidade com os resultados ob-

tidos por Klok [60]. 

 
 

Figura 5.2 - Representação do mecanismo preferencial de funcionalização das 

partículas de ZnO com ácido lático [60] 

 

Embora tenha sido comprovado que as partículas estavam em conformida-

des as lavadas pela UDESC e assim, funcionalizadas, devido ao baixo rendi-

mento, não se obteve quantidade suficiente de ZnOAL_5min e ZnOAL_15min 

para ser incorporado a matriz polimérica e dar continuidade ao estudo. 

 

5.1.1.2 Tratamento superficial com anidrido maleico (AM) 

Assim como nas amostras funcionalizadas com ácido lático, as partículas 

de óxido de zinco, após o tratamento por plasma com anidrido maleico, foram 
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lavadas seguindo o procedimento desenvolvido pelos parceiros da UDESC, a 

fim de remover o agente funcionalizante não reagido.  

Diferentemente das amostras funcionalizadas com ácido lático, as com ani-

drido maleico apresentaram rendimento conforme ao esperado. Como a mistura 

para o processo de funcionalização foi realizada na proporção de 90% óxido de 

zinco com 10% de anidrido maleico, a expectativa era de um rendimento próximo 

a 90% o que foi observado nos valores de massa após lavagem e secagem, 

destacados na Tabela 5.3. Como o solvente utilizado para a solubilização do 

agente funcionalizante foi o metanol, o anidrido em solução não promoveu um 

meio facilitador da dissolução do ZnO, mantendo assim as partículas coesas, 

possibilitando de serem retidas pela membrana durante a etapa de filtração.  

 

Tabela 5.3 - Rendimento da etapa de lavagem das amostras funcionalizadas 

com anidrido maleico. 

Amostras 
Massa inicial (g) 
(Pré Lavagem) 

Massa Final (g) 
(Após lavagem) 

Rendimento 
(%) 

ZnOAM_5min 34,26 29,94 87 

ZnOAM15min 36,52 32,49 89 

 

Com objetivo de analisar se a lavagem das partículas funcionalizadas foi 

efetiva e, assim, estarem em conformidades com as caracterizadas pela UDESC, 

realizou-se o ensaio de espectrometria de Infravermelho por Transformada de 

Fourier. 

Na Figura 5.3 encontram-se os espectros de FTIR para as amostras 

ZnOAM_5min e ZnOAM_15min em comparação com o ZnO e o anidrido maleico 

puros. No espectro do óxido de zinco encontram-se as bandas de absorção 530 

cm-1, 3434 cm-1 e 1300-1600 cm-1 que representam respectivamente, a vibração 

de alongamento da ligação de Zn-O, hidroxilas presentes na superfície do óxido 

de zinco, e impurezas de carboxilatos, conforme já mencionado.  

No espectro do anidrido maleico, foi possível observar as bandas descri-

tas na Tabela 5.4. 
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Figura 5.3 - Espectros de FTIR para as amostras ZnO PURO, ZnOAM_5min, 

ZnO-AM_15min e do Anidrido Maleico PURO. 

 

Tabela 5.4 - Bandas de absorção observadas no espectro de FTIR do ani-

drido maleico puro. 

N° de onda (cm-1)  Descrição da banda  

980 - 1310 Estiramento ligação C– O –C 

1290 e 1242  Estiramento assimétrico C– O 

1635 e 1590  Estiramento ligação C = C do anel do anidrido 

1835 e 1738  
Estiramento assimétrico e simétrico da ligação 

C=O do anidrido cíclico 

3130  Estiramento da ligação C-H 

3420 Possível presença de água na amostra 

 

Por fim, observa-se que os espectros de ambas as amostras funcionalizadas 

com diferentes tempos de aplicação do plasma, apresentam bandas nos mes-

mos números de ondas, mostrando uma combinação entre bandas característi-

cas do óxido de zinco e do anidrido maleico. Em comparação ao ZnO Puro, as 



53 

 

amostras funcionalizadas apresentam a ocorrência das bandas em 1309 e 1187 

cm-1 referentes ao estiramento da ligação da ligação C-O e a banda em 1585  

cm-1 referente ao estiramento da ligação dupla C=C, assim indicando uma pos-

sível funcionalização da superfície das partículas. Além disso, destaca-se a au-

sência de bandas em 1858 cm-1 e 1790 cm-1 sendo um indício de que ocorreu 

abertura do anel do anidrido durante o processo por funcionalização por plasma 

[66]. Desse modo, a representação hipotética de como seria o mecanismo trata-

mento da superfície o ZnO com anidrido maleico, considerando a abertura do 

anel, pode ser observada na Figura 5.4. 

Haja visto que os espectros de FTIR das amostras lavadas apresentam-se 

em conformidade com os realizados pela UDESC, mostra-se que o processo de 

lavagem realizado está de acordo com o esperado. Klok [60] mostrou, por meio 

da técnica de espectrometria de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS) que as 

amostras de ZnO funcionalizadas com anidrido maleico além apresentarem gru-

pos funcionais C-O e C=O, também apresentam ligações Zn-C após o trata-

mento por plasma. Ademais, o estudo concluiu que a funcionalização por 15 mi-

nutos foi mais eficiente, comparado com o tempo de 5 minutos, pois promoveu 

uma maior inserção de grupamentos na superfície da partícula.  

Na literatura encontra-se que a presença de grupamentos C-O e C=O ori-

undos da modificação por via úmida com ácido maleico, podem promover um 

maior controle da liberação de íons em meio aquoso devido a proteção contra a 

protonação da superfície, além de possibilitar uma melhor dispersão das partí-

culas, haja vista que naturalmente elas tentem a se aglomerar [14, 15] 
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Figura 5.4 - Representação hipotética de como seria a superfície do ZnO após a 

funcionalização com anidrido maleico, de acordo com os resultados obtidos no 

FTIR [60]. 

 

Yuan e colaboradores [83] mostraram que a scaffolds de PLA com óxido 

de zinco, com ligações Zn-C geradas por meio da calcinação de imidazólico ze-

olítico (ZIF-8), apresentam uma menor liberação de íons Zn+2, assim, quando em 

meio de cultura, exibem uma concentração de íons dentro da faixa ótima para 

estímulo osteogênico (0,18µg/ mL < [Zn+2] < 1,8 µg/ mL). Os autores associaram 

esse resultado com maior estabilidade estrutural que a ligação Zn-C confere a 

estrutura do óxido, diminuindo e controlando a liberação de íons. 

De acordo com a literatura, os resultados obtidos pela técnica de FTIR, em 

conjunto com os dados coletados por Klok [60], mostram que as os grupos fun-

cionais e a presença de ligações Zn-C na superfície do ZnO funcionalizado com 

anidrido maleico apresentam grande potencial para o controle da liberação de 

íons, podendo contribuir positivamente tanto para a diminuição da degradação 

da matriz de PLA como para efetividade da atuação na partícula em meio celular. 

Portanto, uma vez que as partículas funcionalizadas estavam em conformi-

dade com a referência, e pelo alto rendimento da etapa de lavagem, as amostras 

funcionalizadas com anidrido maleico por plasma puderam ser incorporadas a 

matriz polimérica para averiguar se a presença dos grupos funcionais na super-

fície influencia no comportamento catalisador da degradação do PLA. 
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5.1.1.2.2 Análise termogravimétrica (TGA) das partículas 

As curvas de TGA e DTG apresentadas na Figura 5.5 mostram a estabili-

dade térmica para as amostras de ZnO sem e com funcionalização. A partículas 

não tratadas, na faixa analisada de 25 a 800°C, não apresentam eventos de 

decomposição térmica, de modo a manter sua massa praticamente constante ao 

longo de todo o ensaio. No entanto, para as partículas com tratamento superficial 

observa-se a presença de dois eventos de decomposição, o primeiro tem uma 

temperatura de início (Tonset) próxima a 40°C e atinge o pico em 76°C, ocorrendo 

uma variação de massa de 2 e 3%, respectivamente para as amostras de 5min 

e 15min, como observado nos dados da Tabela 5.5. O segundo evento térmico 

inicia em aproximadamente 370°C e apresenta um pico em 433°, de modo que 

a variação da massa para a amostra de 5min é de 4,36% e para a de 15min é 

de 6,46%. Portanto, ao final do ensaio em 800°C observa-se as amostras de 

5min e 15min tiveram uma variação total de massa de 7 e 10%, respectivamente.  

A presença de ambos os picos pode estar correlacionada com a funciona-

lização por plasma das partículas com anidrido maleico, de modo que a primeira 

etapa de decomposição pode estar relacionada com a eliminação de solvente 

e/ou anidrido maleico não incorporado à superfície das partículas que não foram 

devidamente removidos pelo processo de lavagem e secagem das amostras. O 

segundo pico pode estar correlacionado com a decomposição e dessorção de 

grupamentos AM ancorados nas partículas como também relatado por Castillo 

et al. [73] em que se funcionalizou TiO2 com anidrido maleico por meio da via 

úmida e o mesmo comportamento termogravimétrico foi observado.  

Portanto, assim como Klok [60], por meio do ensaio de TGA realizado nas 

partículas funcionalizadas, pode-se inferir que a etapa de funcionalização pro-

moveu a ancoragem de grupamentos de modo que de acordo com a variação de 

massa do segundo evento térmico, relacionado a dessorção desses grupos an-

corados, estima-se que o teor de AM ligado a superfície das partículas de ZnO 

seja de 4% para ZnOAM_5min e de 6% para ZnOAM_15min.  



56 
 

 
 

 

Figura 5.5 - Curvas de TGA e DTG para amostras de óxido de zinco com e sem 

tratamento superficial. 

 

Tabela 5.5 - Resultado de TGA para amostras de scaffolds de PLA e dos bio-

compósitos. 

Amostras 
1° Evento Térmico 2° Evento Térmico Resíduo  

(800°C) 
(%) 

Tonset  
(°C) 

Tpico  
(°C) 

Δm  
(%) 

Tonset  
(°C) 

Tpico  
(°C) 

Δm  
(%) 

PLA PELLET - - - - - - 100 

PLA+10%ZnOAM_5min 44,1 77,0 2,00 371,4 433,3 4,4 93,00 

PLA+10%ZnOAM_15min 32,4 71,2 3,00 378,4 433,3 6,5 90,00 
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5.1.1.2.1 Granulometria de partículas (ZnOAM) por difração a laser 

O tamanho de partícula é um parâmetro que influencia tanto na atividade 

catalítica do óxido de zinco na matriz de PLA, como também na atividade osteo-

gênica. De modo que, quanto menor o tamanho de partícula, maior é a área 

superficial, apresentando uma maior reatividade e intensificando a liberação de 

íons Zn2+, que em contato com o polímero, podem promover a degradação e em 

contato com o meio biológico aumentam da atividade metabólica, caso não se 

apresentem em concentrações extremamente altas, pois podem exibir toxicidade 

às células. 

O tamanho médio e distribuição de partículas foi obtido por meio da técnica 

de difração a laser. Observados, respectivamente, nas Figura 5.6, Figura 5.7 e 

Figura 5.8, o ZnO puro, ZnOAM_5min e ZnOAM_15min apresentam uma distri-

buição bimodal do tamanho de partículas, com um pico localizado 900 µm e outro 

entre 80-130 µm. Esse tipo de perfil pode estar associado com uma caracterís-

tica das amostras ou com o efeito do método de medida, uma vez que, durante 

a caracterização foi aplicada agitação ultrassônica para melhor dispersar as par-

tículas, pois é comum que essas encontrem-se aglomeradas. Assim, a intensi-

dade e tempo de agitação pode ter provocado a quebra das partículas, dimi-

nuindo seu tamanho.  Ademais, além do efeito do ultrassom, as medidas de dis-

tribuição de tamanho de partículas por difração a laser baseiam-se no índice de 

refração (n) do material para cálculo da dispersão de luz. Desse modo, o índice 

utilizado para o ensaio foi o do oxido de zinco puro, sendo possível que a pre-

sença dos grupos funcionais enxertados na superfície da matriz tenha alterado 

essa propriedade, podendo ter interferido na precisão da medida. Como a filtra-

ção foi realizada por meio de uma membrana de 0,22 µm e o fabricante caracte-

riza a partícula como sendo micrométrica, assumiu-se que o comportamento ob-

servado foi um efeito de medida. 

Analisando os valores dos diâmetros (D10, D50, D90) na Tabela 5.6, observa-

se que a presença de grupos funcionais enxertados na superfície pode ter pro-

movido redução do diâmetro das partículas e/ou de seus aglomerados.  
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Tabela 5.6 - Valores das populações de diâmetros obtidos pelas curvas de dis-

tribuição de partícula. 

Amostras 
População de diâmetros (µm) 

D10 D50 D90 

ZnO PURO 0,11 0,61 1,31 

ZnOAM_5min 0,06 0,08 0,66 

ZnOAM_15min 0,08 0,19 1,05’ 

 
 
 
 

 

 
 

Figura 5.6 - Curva de distribuição de tamanho de partícula para o ZnO PURO. 
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Figura 5.7 - Curva de distribuição de tamanho de partícula para o 

ZnOAM_5min. 

 
 

 
Figura 5.8 - Curva de distribuição de tamanho de partícula para o 

ZnOAM_15min. 
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5.1.2 Processamento e caracterização dos Biocompósitos produzidos via 

misturador interno  

 

5.1.2.1 Processamento via misturador interno acoplado a um reômetro de torque 

Com o objetivo de realizar a incorporação das partículas de óxido de zinco 

superficialmente tratadas ou não na matriz de PLA, utilizou-se um misturador 

interno acoplado a um reômetro de torque. A curva de torque em função do 

tempo é mostrada na Figura 5.9. Observa-se que, após a fusão completa, o PLA 

PURO mantém um torque (torque de equilíbrio - T5min) de 5 N.m que permanece 

constante até 5 minutos. No entanto, para as amostras de biocompósito 

PLA/ZnO, ocorre uma diminuição do torque, resultando em um toque em 5 mi-

nutos de 0,5 N.m e 0,3 N.m, respectivamente para a amostra com 5% e 10% de 

ZnO, ou seja, ocorreu uma redução de 94% do torque em relação ao polímero 

puro. No caso dos biocompósitos com partículas superficialmente tratadas, 

PLA/ZnOAM_ 5min e PLA/ZnOAM_15min, a redução é menos expressiva do 

que para as amostras sem o tratamento superficial. Desse modo, para as amos-

tras PLA+5%ZnOAM_5min e PLA+10%ZnOAM_5min constata-se um T5min de 

3,0 N.m e de 2,3 N.m, respectivamente. O mesmo comportamento ocorre para 

as amostras PLA+5%ZnOAM_15min e PLA+10%ZnOAM_15min em que os tor-

ques são de 2,8 N.m e 2,5 N.m., respectivamente. 

Portanto, observou-se que a presença de óxido de zinco na matriz de PLA 

resulta em uma diminuição do T5min, sendo mais expressiva com o aumento da 

concentração de carga. No entanto, nas amostras com as partículas tratadas, 

constatou-se que a redução do torque foi menor do que para as não tratadas, 

enquanto sem o tratamento a redução é de aproximadamente 95%, nas com 

tratamento foi de 54% para as com concentração de 10%. 

Sabe-se que a viscosidade do material durante o processamento em Haake 

é proporcional ao torque dos rotores na faixa de taxa de cisalhamento para pro-

mover a mistura, desse modo, a contínua diminuição do torque observada, após 

a fusão completa PLA na presença do oxido de zinco, puro ou funcionalizado, 

pode ser um indicativo da ocorrência de processos de degradação da matriz po-

limérica [67]. Na literatura, encontra-se evidências [45,49] de que o óxido de 
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zinco pode atuar como catalisador de reações de degradação do PLA, sendo o 

mecanismo por hidrólise o principal. No entanto, devido as condições termome-

cânicas presentes durante a mistura, isso é, alta temperatura e taxa de cisalha-

mento na presença de oxigênio, é provável que o óxido de zinco atue predomi-

nantemente catalisando reações termooxidativas de despolimerização e transes-

terificação intermolecular. Haja vista que, nessas condições os íons Zn+2 libera-

dos pelo óxido atuam diminuindo a energia de ativação dessas reações, facili-

tando sua ocorrência. Consequentemente, diminuindo a massa molar devido as 

quebras de cadeias que resulta na constante diminuição do torque observada 

durante o processo de mistura.  

Em comparação com o PLA puro, destaca-se que a diminuição do torque 

nas amostras com o oxido de zinco funcionalizado foi menor do que as amostras 

com as partículas não tratadas, podendo estar associada com uma efetiva atua-

ção do tratamento superficial no controle do caráter catalisador desse óxido na 

matriz de PLA ou com a presença de aglomerados, que ao diminuírem a área 

superficial das partículas, diminuem exposição e a liberação de íons durante o 

processamento. 
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Figura 5.9 - Curvas da variação do torque em função do tempo para a mistura 

de PLA e dos biocompósitos durante o processamento em misturador interno. 

 

Posteriormente ao processamento dos biocompósitos, ocorreu a prensa-

gem desses. Na Figura 5.10, pode ser observado as amostras após prensagem, 

de modo que a olho nu todas os biocompósito apresentaram boa homogenei-

dade de mistura, ou seja, não foi constatado aglomerados ou concentração de 

partícula ao longo do chapa.  

Durante o processo de picotagem e retirada de corpos de prova para o 

ensaio de ângulo de contato, constatou-se que os biocompósitos com ZnO sem 

tratamento são extremamente frágeis, como pode ser observado na Figura 5.10, 

assim, impossibilitando a retirada de corpos de prova com dimensões iguais.  

Essa fragilidade presente nas amostras sem tratamento corrobora com os 

resultados obtidos na reometria de torque durante o processamento, de que as 

amostras com ZnO sem tratamento teriam tido uma degradação mais intensa, 

visto que essa promove uma maior redução da massa molar da matriz, e por-

tando resulta em um material mais frágil [69]. 
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Figura 5.10 - Comparação visual entre as amostras de PLA e dos biocompósitos 

PLA/ZnO após processamento em misturador interno e prensagem. 

 

5.1.2.2 Caracterização reológica 

Com a finalidade de compreender o comportamento reológico dos biocom-

pósitos e os efeitos da degradação durante o processamento, utilizou-se da téc-

nica de reometria de placas paralelas em regime permanente e oscilatório. Na 

Figura 5.11 pode ser observado o comportamento reológico em regime perma-

nente dos materiais à 165 °C por meio da curva de viscosidade versus taxa de 

cisalhamento juntamente com os valores de viscosidade no platô newtoniano 

(𝜂0)  na Tabela 5.7. 

No regime permanente observa-se que todos os materiais apresentam um 

comportamento típico de um fluido newtoniano na faixa de 0,01s-1 a 10 s-1, ou 

seja, não ocorre uma variação significativa da viscosidade com o aumento da 
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taxa de cisalhamento. No entanto, observa-se que a viscosidade (𝜂0), patamar 

newtoniano, varia de acordo com a composição do biocompósito.  

O PLA PURO apresenta pouca variação de viscosidade (𝜂0) em relação ao 

pellet, assim, sugerindo que a etapa de processamento em Haake não resultou 

em uma significativa degradação do material puro. Entretanto, o mesmo compor-

tamento não foi observado para as composições que apresentam ZnO com e 

sem tratamento, de modo que o aumento da concentração de óxido de zinco 

promove menores valores 𝜂0. Assim, os biocompósitos com ZnO sem tratamento 

apresentaram variação de 𝜂0 de 99% em relação ao polímero puro, enquanto a 

composições com as partículas tratadas apresentaram menores variações, 

sendo 87% e 89% para o PLA+ 10%ZnOAM_5min e PLA + 10%ZnOAM_15min, 

respectivamente.  

Dentre os biocompósitos com ZnO tratado, observou-se uma ligeira redu-

ção da viscosidade no platô newtoniano nas partículas tratadas com 15 min, 

quando comparadas com tratamento de 5min. Desse modo, os resultados obti-

dos com a reometria em placas paralelas confirmam dados obtidos pelo reôme-

tro de torque durante o processamento dos materiais. Klok [60] concluiu que a 

utilização do tratamento superficial por plasma por 15 minutos se mostrou mais 

efetiva, inserindo uma maior porcentagem de grupamentos na superfície do ZnO, 

porém, o resultado de reometria em regime permanente revelou que amostras 

tratadas com 5 minutos se mostraram melhores no controle da degradação do 

que as com 15 minutos.  
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Figura 5.11 - Curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento para o PLA e 

o biocompósitos de PLA/ZnO e PLA/ZnOAM à 165 °C. 

 

Tabela 5.7 - Valores de viscosidade no platô newtoniano (η0 =  ηγ̇=0,01 s−1) para 

os materiais processado e para o PLA PELLET á 165 °C. 

Amostras 𝛈𝟎 (Pa.s)   

Variação em 
relação ao 

PLA PELLET (%) 

PLA PELLET (165°C) 3556 - 

PLA PURO (165 °C) 3516 1,0 

PLA + 5%ZnO (165 °C) 11 99,7 

PLA + 10%ZnO (165 °C) 7 99,8 

PLA + 5%ZnOAM_5min (165 
°C) 

831 76,6 

PLA + 10%ZnO_5min (165 °C) 456 87,2 

PLA + 5%ZnOAM_15min (165 
°C) 

695 80,5 

PLA + 10%ZnO_15min (165 
°C) 

394 88,9 
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Sanches  [55] mostrou que o processo de impressão 3D, do tipo FFF (Fu-

sed Filament Fabrication) apresenta faixa de taxa de cisalhamento entre 1000 – 

1600 s-1, sendo que materiais com boa qualidade de impressão apresentam vis-

cosidade entre 60 -200 Pa.s nessa faixa. Além disso, o estudo mostrou que uma 

boa “printabilidade” é obtida quando o platô newtoniano fica próximo de 1000 

Pa.s para o PLA. Assim sendo, o ensaio de reometria em 165 °C, revelou que 

com exceção dos biocompósitos tratados, que os demais materiais não estavam 

na faixa de viscosidade ótima para impressão. Portanto, sabendo que a tempe-

ratura influencia diretamente na viscosidade, realizou-se ensaio reológicos em 

temperaturas distintas, visando obter boa qualidade de impressão para todas as 

composições.  

Os biocompósitos com óxido de zinco tratado não necessitaram de altera-

ção da temperatura, mantendo 165°C. No caso dos biocompósitos não tratados, 

devido à baixa viscosidade, foi necessário diminuir a temperatura de impressão 

para 155°C e para o PLA PURO, com finalidade de diminuir a viscosidade a 

temperatura foi aumenta para 175°C. Os resultados do ensaio de reologia em 

regime permanente na temperatura de impressão de cada amostras é represen-

tado na Figura 5.12 e os valores de viscosidade do patamar newtoniano na Ta-

bela 5.8. 
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Figura 5.12 - Curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento para o PLA e 

o biocompósitos de PLA/ZnO e PLA/ZnOAM nas temperaturas de impressão de 

cada composição. 

 

Tabela 5.8 - Valores de viscosidade no regime newtoniano (η0 =  ηγ̇=0,01 s−1)   

para os materiais processado e para o PLA PELLET nas temperaturas de im-

pressão de cada composição. 

Amostras 𝛈𝟎 (Pa.s)   

Variação em 
relação ao 

PLA PELLET (%) 

PLA PELLET (175°C) 3413 - 

PLA PURO (175 °C) 2436 31,5 

PLA + 5%ZnO (155 °C) 51 98,6 

PLA + 10%ZnO (155 °C) 46 98,7 

PLA + 5%ZnOAM_5min (165 °C) 831 76,6 

PLA + 10%ZnO_5min (165 °C) 456 87,2 

PLA + 5%ZnOAM_15min (165 °C) 695 80,5 

PLA + 10%ZnO_15min (165 °C) 394 88,9 
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Os resultados obtidos por meio do ensaio de reometria de placas paralelas 

corroboram com a hipótese de que durante o processamento o material foi sub-

metido a reações de degradação que resultaram em uma diminuição de sua 

massa molecular. Haja vista que a redução da viscosidade do platô newtoniano 

(η0) na presença de ZnO é um indicativo de uma redução massa molecular, uma 

vez que a diminuição do tamanho médio das cadeias resulta em uma menor 

probabilidade de densidade de emaranhamentos entre as macromoléculas, pro-

movendo menores restrições ao fluxo que levam a diminuição do patamar de 

viscosidade [68]. Assim, a funcionalização da superfície do ZnO atuou dimi-

nuindo a taxa de degradação do PLA, provendo valores de viscosidades superi-

ores as amostras com ZnO não tratado.  

Com a finalidade de avaliar o comportamento viscoelástico dos biocom-

pósitos, realizou-se o ensaio reológico em regime oscilatório na respectiva tem-

peratura de impressão de cada composição. Como é um ensaio com uma dura-

ção significativa, cerca de 45 minutos, é possível que processos degradativos 

tenham ocorrido durante o ensaio, de modo que embora os resultados possam 

ser comparados entre si, esses não podem descrever com exatidão o material 

obtido via misturador interno. Os resultados dessa análise são apresentados na 

Figura 5.12 e observa-se que para o PLA PELLET e o PLA PURO, a componente 

elástica (G’) tem um crescimento maior do que a componente viscosa (G’’) com 

o aumento da frequência angular (𝜔), de modo que para o PLA PELLET e o PLA 

PURO a predominância do comportamento elástico inicia em valores ω =

88 rad/s, ou seja, em baixas frequências há um comportamento predominante-

mente viscoso (G”>G’), enquanto para altas frequências ocorre um comporta-

mento predominantemente elástico (G’>G”). 

No entanto, a adição de ZnO com e sem tratamento altera esse comporta-

mento, de modo que na faixa de frequência angular analisada (0,02 < ω <

500 rad/s), os biocompósitos apresentam um comportamento predominante-

mente viscoso, ou seja, G’’> G. 

Analisando somente a componente elástica (G’) observa-se que o PLA 

PELLET apresenta maior elasticidade do que os demais materiais para toda a 

faixa de frequência angular estudada, de modo que, quanto maior a 
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concentração de ZnO menores os valores de módulo de armazenamento em 

cisalhamento. Portanto, a amostra que apresenta menores valores de G’ é a com 

10%ZnO, de modo que os dados observados se aproximam da sensibilidade do 

equipamento, impossibilitando medidas acima de 15 rad/s. Ademais, a presença 

do tratamento superficial nas partículas cerâmicas possibilitou que a redução da 

componente elástica não fosse tão significativa quanto a das composições sem 

tratamento, porém quando comparadas as composições com ZnOAM_5min e 

ZnOAM_15 não são observadas alterações expressivas. É importante ressaltar 

a influência da temperatura nessa análise, visto que se variou de acordo com a 

utilizada na impressão de cada composição 

O mesmo comportamento é observado quando se analisa o módulo de 

perda em cisalhamento (G’’). Assim, a amostra de PLA PELLET é a mais viscosa 

ao longo de toda a faixa de ω avaliada e, a maior concentração de óxido de zinco 

presente promove maiores reduções nos valores dessa componente, de modo 

que a presença da funcionalização propicia uma menor variação, quando com-

parada com as amostras não funcionalizadas.  

Entre as amostras funcionalizadas pode-se observar uma ligeira diferença, 

de modo que as que contêm ZnOAM_15min mostram-se mais viscosas do que 

as com ZnOAM_5min. 

Ademais, é possível observar que as amostras apresentam baixos tempos 

de relaxação, isto é, o inverso da frequência angular em que ocorre o cruzamento 

de G’ e G”. Para os polímeros puros, como o cruzamento ocorre para ω <

100 rad/s, o tempo de relaxação é na ordem de 0,01. Os dados experimentais 

mostram que na faixa estudada o comportamento viscoso é predominante, não 

ocorrendo o cruzamento entre G’ e G’’. No entanto, aplicando o modelo de dis-

crete relaxation spectrum, no software TA Advantage Rheology Analysis, foi pos-

sível estimar os tempos de relaxação para os biocompósitos, dispostos na Ta-

bela 5.9, mostrando uma diminuição em relação ao PLA PURO, para cada tem-

peratura de impressão. Esse comportamento vai ao encontro do observado no 

ensaio em regime permanente, uma vez que, menores tamanhos de cadeias 

necessitam de um menor tempo para relaxarem. Portanto, durante o processo 

de impressão 3D, os materiais ao sair do bico extrusor e ser depositado na mesa 
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apresentam percentuais muito baixos de deformação residual oriundas da orien-

tação cisalhamento do bico, uma vez que relaxação ocorre rapidamente. Porém, 

a orientação elongacional gerada devido ao movimento de deposição do material 

ainda pode ocorrer, dado que o material ao ser depositado encontra-se em me-

nores temperaturas. 

 

 

 
Figura 5.12 - Curvas de G'’ e G' versus frequência angular para o PLA e os bio-

compósitos prensados de PLA/ZnO e PLA/ZnOAM em suas respectivas tempe-

raturas de impressão. 
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Tabela 5.9 - Tempos de relaxação obtidos pelo modelo de espectro de relaxa-

mento discreto. 

Amostras Tempo de relaxação (s) 

PLA PURO  0,013 

PLA 5ZnO 0,002 

PLA 10ZnO 0,002 

PLA 5ZnOAM_5min 0,002 

PLA 10ZnOAM_5min 0,003 

PLA 5ZnOAM_15min 0,003 

PLA 10ZnOAM_15min 0,002 

 

O comportamento observado no ensaio de reometria de placas paralelas 

em regime oscilatório reforça os dados obtidos nas análises anteriores de que o 

material tenha sido degradado durante o processamento, visto que menores va-

lores de modulo de elasticidade podem estar associados com a quebra das ca-

deias poliméricas oriundos da degradação que resulta em uma diminuição da 

densidade de emaranhamentos, esses que conferem ao material a resposta 

elástica e capacidade de recuperação perante a deformações.  

Ademais, a diminuição do tempo de relaxação (G’=G’’) também é um in-

dicativo de materiais com menores massas molares, uma vez que devido a me-

nor probabilidade de emaranhamento, há uma menor restrição ao fluxo, permi-

tindo que a relaxação ocorra em menores tempos [68].  

 

5.1.2.3 Ângulo de contato das amostras prensadas 

Biomateriais para aplicação em tecidos ósseos necessitam apresentar pro-

priedades específicas para que terem uma boa interação com os tecidos bioló-

gicos adjacentes e, assim, promoverem a adesão, proliferação e diferenciação 

celular, responsáveis pela sinalização do crescimento do novo tecido. Desse 

modo, a molhabilidade é uma das propriedades que a atuam durante o primeiro 
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contato do material com o meio biológico e influencia diretamente na “qualidade” 

das interações entre o implante e as células [70, 71] 

Tendo em vista o papel fundamental dessa propriedade superficial, reali-

zou-se nos materiais pós processamento em misturador interno e prensados o 

ensaio de ângulo de contato. A Figura 5.13 apresenta os valores de ângulo de 

contado para o PLA e para os biocompósitos com e sem ZnO tratado. 

Por meio do ensaio de ângulo de contato, observou-se que o PLA apre-

senta um comportamento predominantemente hidrofóbico, pois exibe um ângulo 

próximo a 80°. A adição de partículas de ZnO, com e sem tratamento, não resul-

tou em mudanças significativas, de modo que estatisticamente todas as amos-

tras apresentam-se na mesma faixa de ângulo de contato, mantendo o caráter 

predominante hidrofóbico da matriz. Esse comportamento pode estar associado 

com a baixa concentração de partículas e a localização dessas, de modo que o 

ângulo de contato pode ser alterado caso essas se concentrem na superfície e 

estejam expostas, devido maior afinidade do ZnO com a água.  

Portanto, a hidrofobicidade apresentada pelos compósitos mostra-se ade-

quada para aplicação na engenharia tecidual, na qual o ângulo de contato deve 

ser inferior a 90° [72]. 
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Figura 5.13 - Resultados do ensaio de ângulo de contato para o PLA e os bio-

compósitos PLA/ZnO e PLA/ZnOAM após prensagem. 

 

Portanto, as partículas foram modificadas superficialmente com anidrido 

maleico, controlando a degradação da matriz e possibilitando obter materiais 

com propriedades reológicas adequadas para a impressão 3D, e superficiais 

compatíveis para a aplicação na engenharia de tecidos. 

 

5.1.3 Impressão 3D e caracterização dos scaffolds 

 

5.1.3.1 Impressão 3D do scaffolds por meio da técnica de extrusão de material 

A Figura 5.14 apresenta as dimensões do modelo escolhido para a impres-

são dos scaffolds, assim, a dimensão dos poros foi escolhida de acordo com o 
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valor médio da faixa ótima encontrada na literatura para que a osteocondutivi-

dade seja efetiva e haja uma otimização do crescimento do tecido ósseo. Para 

dimensões do scaffold levou-se em consideração o tamanho dos poços de cul-

tura utilizados nos ensaios biológicos e a quantidade de material disponível.  

Como descrito no ensaio de reometria em regime permanente, visando 

manter a viscosidade das composições na faixa que promove boa printabilidade, 

a impressão dos scaffolds foi realizada em temperaturas distintas para cada for-

mulação, essas descritas na Tabela 5.10. A Figura 5.15 apresenta uma compa-

ração visual dos scaffolds impressos para cada composição. 

 

 
 

Figura 5.14 - Dimensões dos scaffolds impressos. 

 

Tabela 5.10 - Temperatura de impressão utilizada para cada amostras. 

Amostra Temperatura de Impressão (°C) 

PLA PELLET 
175 

PLA PURO 

PLA 5%ZnO 
155 

PLA 10%ZnO 

PLA 5%ZnOAM_5min 

165 
PLA 10%ZnO_5min 

PLA 5%ZnOAM_15min 

PLA 10%ZnO_15min 
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Figura 5.15 - Comparação visual dos scaffolds impressos para cada composi-
ção. 

 

Com objetivo de avaliar se as condições de impressão utilizadas estavam 

adequadas e se o scaffolds impressos estavam em conformidade com as dimen-

sões projetadas, realizou-se uma análise dimensional com as medidas externas 

dos scaffolds, que foram aferidas por meio de um paquímetro. Os dados coleta-

dos encontram-se na Tabela 5.11 e mostram que os scaffolds impressos, estati-

camente, encontram-se com as dimensões projetadas, mostrando que a varia-

ção da temperatura de impressão aproximou o comportamento reológico das 

composições, possibilitando obter scaffolds com as dimensões projetadas. 
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Tabela 5.11 - Análise dimensional dos scaffolds impressos. 

Amostras 
Diâmetro (mm) Espessura (mm) 

Média Teórico Média Teórico 

PLA PELLET 7,7 ± 0,5 

8,0 

2,8 ± 0,1 

3,0 

PLA PURO 7,8 ± 0,3 2,9 ± 0,1 

PLA 5%ZnO 7,7 ± 0,3 2,8 ± 0,1 

PLA 10%ZnO 7,8 ± 0,2 2,8 ± 0,2 

PLA 
5%ZnOAM_5min 

7,9 ± 0,1 2,8 ± 0,1 

PLA 10%ZnO_5min 7,9 ± 0,1 2,8 ± 0,1 

 

Caracterização morfológica 

A Figura 5.16 contém as arquiteturas internas (secção transversal) dos 

scaffolds obtidas por MEV e a Tabela 5.12 os resultados da análise dos parâme-

tros microestruturais obtidos no pós- processamento por meio do software Ima-

geJ®. 

A secção transversal dos scaffolds revela que a interface entre as camadas 

adjacentes apresenta uma boa área de contato, visto que não há descolamento 

entre os filamentos, sendo fundamental para a difusão entre as macromoléculas 

desses filamentos na temperatura escolhida. 

Uma vez que o bico extrusor utilizado foi de 400 µm, o filamento teria um 

valor teórico igual, no entanto, os dados observados mostram que o PLA PURO 

foi a amostra que apresentou maior diferença dessa medida. Esse comporta-

mento pode ter ocorrido devido a maior viscosidade do material, como visto no 

ensaio reológico em regime oscilatório (Figura 5.12). Por outro lado, nas amos-

tras com ZnO, principalmente nas sem o tratamento superficial, observa-se que 

os filamentos não mantiveram o formato cilíndrico, após depositado, provavel-

mente devido à menor viscosidade, a  predominância do caráter viscoso e a uma 

possível alteração do fluxo térmico. Para essas amostras, observa-se que o valor 

da circularidade desvia de 1, que seria o caso de uma secção circular perfeita. 
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Figura 5.16 - Micrografias obtidas por meio de MEV para a vista transversal dos 

scaffold de PLA e dos biocompósitos (magnificação de 80x). 

 

Tabela 5.12 -Dimensões dos parâmetros microestruturais dos scaffolds. 

Amostras 

Diâmetro Filamento 
(µm) 

Circularidade 
Tamanho de 

Poro (µm) 
Horizontal Vertical 

PLA 295 ± 10 299 ± 11 0,99 425 ± 11 

PLA 5%ZnO 442 ± 18 359 ± 30 1,23 287 ± 11 

PLA 10%ZnO 373 ± 44 301 ± 29 1,24 291 ± 41 

PLA 5%ZnOAM_5min 384 ± 20 329 ± 25 1,17 403 ± 14 

PLA 10%ZnOAM_5min 400 ± 8 343 ± 22 1,17 379 ± 16 

PLA 5%ZnOAM_15min 357 ± 8 293 ± 6 1,22 429 ± 16 

PLA 10%ZnOAM_15min 420 ± 33 284 ± 52 1,48 383 ± 30 
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A Figura 5.17 apresenta as imagens obtidas por MEV com magnificação de 

800x, de modo que é possível observar que todas as composições com óxido de 

zinco funcionalizado (ZnOAM_5min e ZnOAM_15min) apresentaram aglomera-

dos com dimensões superiores as composições sem tratamento. Para fins com-

parativos, foi realizado, por meio do software ImageJ®, o aferimento da distribui-

ção do tamanho de partícula, os diâmetros médios estão dispostos na Tabela 

5.13 . Portanto, uma vez que todas as composições foram processadas nas mes-

mas condições, a presença dos grupos funcionalizados na superfície da partícula 

pode ter atuado contrário à dispersão, favorecendo a aglomeração como obser-

vado com o aumento do tamanho médio de partículas e dos aglomerados. Assim, 

devido a menor área superficial, a redução da reatividade e da liberação de íons 

ameniza os efeitos degradativos do ZnO na matriz [50]. 

Esses resultados mostram que durante o processamento a relação entre o 

cisalhamento e da força viscosa não foi efetivo para uma boa dispersão das par-

tículas no conjunto PLA/ZnOAM, sendo necessária uma elevada energia para 

que não ocorra a formação de aglomerados. Além disso, o aferimento da distri-

buição do tamanho partículas, nos compósitos, apresentou um comportamento 

unimodal, diferentemente ao observado no ensaio de granulometria por difração 

a laser realizado nas partículas. Nos biocompósito sem funcionalização o tama-

nho médio de partícula (D50) foi de 0,45 µm, enquanto para os com ZnO funcio-

nalizado, ocorreu um aumento do D50, sendo o maior 0,65 µm encontrado na  

formulação com PLA 10%ZnOAM_15min, como observado na Tabela 5.13.  

Portanto, conclui-se que a técnica de processamento utilizada não apre-

sentou energia suficiente, para promover total dispersão das partículas. 
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Tabela 5.13 – Resultados da análise diâmetro médio (D50) e dimensão média 

dos 5 maiores aglomerados/partículas presente em cada composição, avaliados 

pelo software ImageJ. 

Amostras D50 (µm) 

PLA - 

PLA 5%ZnO 0,45 

PLA 10%ZnO 0,45 

PLA 5%ZnOAM_5min 0,47 

PLA 10%ZnOAM_5min 0,52 

PLA 5%ZnOAM_15min 0,49 

PLA 10%ZnOAM_15min 0,65 
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Figura 5.17 - Micrografias obtidas por meio de MEV para a vista transversal dos 

scaffolds de PLA e dos biocompósitos (magnificação de 800x). As setas verme-

lhas indicam pontos de aglomerados de ZnO. 

 

 

5.1.3.3 Análise termogravimétrica (TGA) 

A fim de avaliar a estabilidade térmica dos compósitos após impressão dos 

scaffolds, realizou-se o ensaio de termogravimétrica apresentado nas Figura 

5.18 e Figura 5.19. O PLA PURO apresenta um comportamento térmico muito 

próximo ao pellet, indicando que as estas etapas de processamento em Haake 

e posteriormente de impressão não promoveram eventos degradativos que alte-

raram significativamente a estabilidade térmica desse material. Desse modo, o 

PLA PURO apresenta a temperatura de início de decomposição (Tonset) em      
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313 °C e o pico ocorre em (Tpico) 348 °C. No entanto, na presença de óxido zinco, 

com e sem funcionalização, é observado uma significativa diminuição tanto da 

Tonset quando da Tpico, indicando uma menor estabilidade térmica em relação ao 

material puro, provavelmente devido a ocorrência de reação de degradação em 

ambas as etapas de processamento. 

As composições que apresentaram menor estabilidade térmica foram as 

com ZnO sem funcionalização, porém entre as composições de 5 e 10% não 

foram observadas grandes variações, de modo que em ambas ocorreu uma di-

minuição de aproximadamente de 58°C na Tonset e de 50°C na Tpico. Esse com-

portamento observado indica que, na presença de partícula cerâmica, reações 

de degradação termooxidativas e hidrolítica podem ter ocorrido durante as eta-

pas de processamento, promovendo uma diminuição da massa molar da matriz 

de PLA. Ademais, observa-se que ao introduzir ZnO ocorreu um segundo evento 

térmico de menor intensidade em temperaturas próximas as 400°C, que não é 

observado no polímero puro. Qu et al. [50] também observaram a ocorrência 

desse segundo pico e por meio de uma análise de FTIR das partículas isoladas 

da matriz polimérica (usaram dissolução em tolueno), associaram esse evento 

térmico a dessorção de moléculas de PLA adsorvidas na superfície do ZnO du-

rante o processamento, dado que o espectro dessas partículas indicou a pre-

sença de bandas de estiramentos de grupamentos carboxila (1761cm-1). 

Para as composições com óxido de zinco funcionalizado, os resultados de 

TGA, apresentados na Tabela 5.14, mostram que a etapa de tratamento super-

ficial por plasma pode ter tido efetividade na diminuição da ação degradativa na 

matriz de PLA pelo ZnO durante as etapas de processamento, visto que  em 

relação ao polímero puro, essas apresentaram uma diminuição de Tonset e Tpico 

de aproximadamente 40°C, mostrando uma maior estabilidade térmica, com au-

mento de 10°C em relação a composições sem tratamento, embora entre as 

composições tratadas com 5min e 15min não foram observadas alterações sig-

nificativas. Esse comportamento observado pode estar associado com a coexis-

tência do caráter protetivo da funcionalização, com presença de aglomerados, 

uma vez que, ambos contribuem para reduzir a reatividade da superfície, limi-

tando a liberação de íons de modo a diminuir a degradação da matriz.  
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Assim como nas amostras sem tratamento, a curvas de TGA para as com-

posições com ZnOAM_5min e 15 min mostram a ocorrência de um segundo 

evento térmico em temperaturas próxima as 400°C, porém ocorrendo uma me-

nor variação de massa em relação as sem tratamentos. Nesse caso, devido a 

presença da funcionalização por anidrido maleico, é necessário interpretar esse 

resultado em sinergia ao observado no TGA somente das partículas (Figura 5.5). 

Assim sendo, como ocorre a decomposição e dessorção de grupamentos de AM 

ancorados na superfície do ZnO nessa mesma temperatura, o evento observado 

nos compósitos pode ser oriundo da dessorção e decomposição desses grupa-

mentos ancorados, simultaneamente com a dessorção de grupamentos proveni-

entes da adsorção de moléculas de PLA nas partículas. A menor variação de 

massa desse segundo pico, em relação as amostras com ZnO, pode estar asso-

ciado com presença de grupos funcionais na superfície e aglomerados, visto que 

ambos diminuem área superficial disponível para a adsorção de moléculas de 

PLA na superfície do ZnO. 

  



83 

 

 
Figura 5.18 - Curvas de variação de massa para o PLA e os biocompósitos na 

forma de scaffolds. 

 
 

Figura 5.19 - Curvas da primeira derivada da variação de massa (DTG) das 

amostras de scaffolds de PLA e dos biocompósitos. 
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Tabela 5.14 - Resultado de TGA para amostras de scaffolds de PLA e dos bio     

compósitos. 

Amostras 
1° Evento Térmico 2° Evento Térmico Resíduo  

(800°C) 
(%) 

Tonset  
(°C) 

Tpico  
(°C) 

Δm  
(%) 

Tonset  
(°C) 

Tpico  
(°C) 

Δm  
(%) 

PLA PELLET 319,7 351,8 98,9 - - - - 

PLA PURO 313,1 348,2 99,1 - - - - 

PLA +5%ZnO 256,6 299,2 86,3 391,6 406,6 5,3 5,1 

PLA +10%ZnO 255,7 294,7 76,8 287,6 400,1 9,1 10,0 

PLA +5%ZnOAM_5min 277,1 311,3 91,4 391,6 405,5 3,7 3,6 

PLA +10%ZnOAM_5min 263,1 301,4 87,6 386,6 403,3 2,7 8,4 

PLA +5%ZnOAM_15min 280,8 311,8 88,4 395,0 412,5 3,9 4,6 

PLA+10%ZnOAM_15min 272,8 305,4 84,3 396,3 409,8 4,5 8,2 

 

Com relação aos resíduos observados (Tabela 5.14) na temperatura de 

800°C, as amostras com ZnO sem tratamento apresentam os valores esperados 

de 5 e 10%, mostrando que o segundo evento térmico ocorreu em componentes 

oriundas da matriz polimérica. No entanto, nas amostras com ZnO funcionali-

zado, os resíduos, observados foram menores em relação as partículas puras 

devido a perda de massa resultante da dessorção de grupamentos de AM anco-

rados nas partículas durante o segundo evento térmico. 

Portanto, a análise termogravimétrica realizada reafirmou os resultados das 

análises anteriores, de modo a expor a menor estabilidade térmica das amostras 

com a adição de óxido de zinco, porém na presença da funcionalização com 

anidrido maleico, menos intensa. Ou seja, corroborando com a hipótese de que 

a o tratamento superficial tenha sido efetivo em diminuir a atuação catalítica do 

ZnO no PLA durante as etapas de processamento, seja pela presença grupa-

mentos funcionais ou pela formação de aglomerados. 
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5.1.3.3 Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

Com objetivo de analisar a influência das partículas de óxido de zinco no 

processo de cristalização do material, assim como os possíveis efeitos dos pro-

cessos degradativos nas propriedades térmicas do material, realizou-se o ensaio 

de Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) nos scaffolds. Analisando as cur-

vas de resfriamento, representadas na Figura 5.21, observa-se que para todas 

as composições o comportamento manteve-se como o esperado, não apresen-

tando evento de cristalização, visto que por ser um grade de PLA com significa-

tivo teor de isômero D, esse apresenta uma cinética de cristalização lenta, de 

modo a se manifestar amorfo para a taxa de resfriamento de 10 °C/min.  

No entanto, ao observar as curvas do segundo aquecimento Figura 5.20, 

nota-se que que ocorreu uma mudança de comportamento entre as amostras. O 

PLA PELLET apresentou somente a transição vítrea, enquanto o PLA PURO, 

também apresentou um processo de cristalização a frio seguido da fusão. A in-

cidência desses novos eventos térmicos pode ser oriunda da degradação da 

matriz polimérica durante os processamentos, que ao reduzir o tamanho das ca-

deias, proporcionou uma maior mobilidade, possibilitando que durante o aqueci-

mento adotassem a conformação adequada para a cristalização, além de que as 

macromoléculas menores podem ter atuado como pontos de nucleação para 

esse evento. O pico endotérmico presente no segundo aquecimento é decor-

rente da fusão das estruturas geradas durante a cristalização a frio, de modo que 

não alterou a cristalinidade do material, mantendo-se praticamente amorfo. 

Nas amostras com a presença do óxido de zinco sem tratamento superficial 

é observado somente a presença da transição vítrea do material. Tal comporta-

mento pode ser decorrente da intensa degradação da matriz de PLA, sendo a dimi-

nuição significativa da Tg um indicativo da alta mobilidade presente devido à redu-

ção no tamanho de cadeia, como observado nos resultados da Tabela 5.15. Desse 

modo, durante a formação do arranjo cristalino, a presença de cadeias de massa 

molar pode ter atuado, nesse caso, desfavorável ao empacotamento, visto que 

como mostrado por Ragaert et al., a redução do comprimento das cadeias de PLA 

dificulta a organização das macromoléculas em estruturas organizadas, dado que 

nessas condições a devido à baixa densidade de emaranhamentos, rede é mantida 

unida principalmente por interações de Van de Walls, facilitando durante o 
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aquecimento a ocorrência deslocamentos relativos entre elas, dificultando o empa-

cotamento. AHMED e colaboradores [78] investigaram a influência da massa molar 

de diferentes grades de PLA nas propriedades térmicas. O estudo mostrou que 

amostras de PLLA com massas molares (Mn̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅ ) entre 550 -1400 g.mol-1 não apresen-

taram cristalinidade devido à baixa interação intermolecular que permite o desliza-

mento relativo das camadas cristalinas, levando a ruptura da rede. Além disso, o 

estudo mostrou que pra massas molares superiores a  40000 g.mol−1,  também não 

apresentaram cristalinidade, nesse caso devido à alta massa que promove restrição 

de mobilidades as cadeias, dificultando o empacotamento.  

Para as amostras que apresentam em sua composição as partículas funcio-

nalizadas com anidrido maleico, nota-se um comportamento semelhante ao PLA 

PURO, porém com uma valores de Tg menores, Tabela 5.15. A diminuição da tem-

peratura de transição vítrea pode estar correlacionada com a diminuição da massa 

molar oriunda das reações de degradação durante o processamento que possibili-

taram uma maior mobilidade as cadeias, porém devido a presença dos grupos fun-

cionais foi menos intensa do que nas amostras somente com o ZnO puro. Assim 

sendo, com uma massa molar menor, o ganho de mobilidade das cadeias, junta-

mente com a possibilidade de as cadeias menores atuarem como pontos de nucle-

ação, podem ter sidos os responsáveis pelo evento de cristalização a frio seguido 

da fusão durante o aquecimento. Ademais, a presença dos grupos funcionais inse-

ridos pela funcionalização por terem uma maior afinidade com a matriz polimérica 

pode ter promovido uma melhor interação da matriz na interface com a partícula, 

podendo diminuir a alta mobilidade, oriunda da degradação, e intensificar as intera-

ções intermoleculares, possibilitando o empacotamento [78]. 

Bussiere et al. [79] avaliaram os efeitos da incorporação de nanopartículas 

de oxido de zinco superficialmente tratadas com silanos nas propriedades térmi-cas 

da matriz de PLLA. O estudo constatou que para as três composições, 1,2 e %3 

ZnO (m/m), a presença dos grupos silanos na superfície promoveu uma maior difi-

culdade de cristalização dos polímeros, de modo que a partícula atuou como um 

agente anti-nucleante. O efeito foi explicado pela alta interação entre os grupos or-

gânicos presentes da superfície do ZnO com os grupos carboxílicos do PLA. 

Comparando as amostras que apresentam somente o óxido tratado, não há 

mudanças significativas entre as composições tratadas com diferentes tempos de 

aplicação do plasma (5 e 15min). No entanto, é possível observar uma diferença de 
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comportamento durante a fusão entre as composições com 5 e 10% dessas amos-

tras. As amostras que contêm 10% de ZnO apresenta um pico de fusão duplo, que 

pode estar correlacionado com a coexistência de diferentes estruturas cristalinas, 

ou populações lamelares de diferentes graus de perfeição que podem ter sidos ge-

rados durante a cristalização a frio devido à presença cadeias degradas por diferen-

tes mecanismos ou dos aglomerados. O pico de fusão em temperatura mais baixas 

é atribuído a cristais menos perfeitos, manifestados na fase cristalina α′ que apre-

senta uma estrutura pseudo-ortorrômbica metaestável, enquanto o de alta tempera-

tura, a cristais mais perfeitos da fase α, com uma estrutura cristalina ortorrômbica 

mais estável. A fase metaestável α′ apresenta uma menor espessura lamelar do que 

a fase α, e em altas temperaturas podem ser convertidas na fase mais estável por 

meio do processo térmicos de anneling [80, 81] 

Portanto, embora algumas amostras tiveram um comportamento térmico di-

ferente do PLA PELLET, apresentando picos de cristalização a frio seguidos de fu-

são, como os valores absolutos das entalpias desses eventos térmicos são pratica-

mente iguais, todas as composições apresentaram caráter amorfo, como observado 

nos valores de grau de cristalinidade representado na Tabela 5.16. 

 

 

Tabela 5.15 - Resultados de Tg referentes a curva do segundo aquecimento das 

amostras. 

Amostra Tg (°C) Δ (%) 

PLA PELLET 59,9 - 

PLA PURO 59,8 0,2 

PLA 5%ZnO 50,2 -16,2 

PLA 10%ZnO 50,5 -15 ,7 

PLA 5%ZnOAM_5min 57,8 -3,5 

PLA 10%ZnOAM_5min 55,5 -7,2 

PLA 5%ZnOAM_15min 56,9 -5,0 

PLA 10%ZnOAM_15min 57,3 -4,3 
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Tabela 5.16 - Resultados de Tcc e Tm referentes a curva do segundo aquecimento 

das amostras. 

Amostra 

Tcc Tm 
Χc  
(%) Ton set 

(°C) 
Tpico 
(°C) 

ΔH 
(J/g) 

Ton set 
(°C) 

Tpico  
(°C) 

ΔH 
(J/g) 

PLA PELLET - - - - - - - 

PLA PURO 106,7 120,2 24,9 143,3 149,3 25,1 0,3 

PLA 5%ZnO - - - - - - - 

PLA 10%ZnO - - - - - - - 

PLA 5%ZnOAM_5min 112,9 128,9 14,8 140,6 149,5 15,0 0,2 

PLA 10%ZnOAM_5min 109,6 124,0 21,3 140,9 145,9 21,5 0,2 

PLA 5%ZnOAM_15min 110,8 126,4 18,9 143,2 147,7 19,1 0,2 

PLA 10%ZnOAM_15min 111,7 125,3 20,2 141,9 146,2 20,5 0,2 
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Figura 5.20 - Curvas de DSC para o segundo aquecimento das amostras de 

scaffolds. 

 
Figura 5.21 - Curvas de DSC para o resfriamento das amostras de scaffolds. 
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5.1.3.4 Ângulo de contato dos scaffolds 

O ensaio de ângulo de contato foi realizado nos scaffolds impressos com 

objetivo de analisar a molhabilidade da estrutura projetada e como essa difere-

se em relação somente a do material prensado, esses resultados estão repre-

sentados na Figura 5.22 e na Tabela 5.17. 

Os resultados mostram um ligeiro aumento do ângulo de contato para todas 

as composições quando comparado os valores obtidos no ensaio realizado no 

scaffold com o realizado no material prensado, apresentado um caráter mais hi-

drofóbico. Deve-se considerar que o ensaio foi realizado na estrutura do scaffold, 

que devido a sua microestrutura porosa, não apresenta uma superfície homogê-

nea, intercalando camadas de polímero com camadas de ar (maior rugosidade 

superficial). Analisando somente os resultados para os scaffolds, observa que 

com exceção das composições com ZnO não tratado, os valores de ângulo de 

contato são estatisticamente iguais. Para o caso das amostras PLA + 5%ZnO e 

PLA + 10%ZnO a ligeira redução do ângulo de contato pode estar associada 

com a qualidade de impressão, uma vez que características como rugosidade, 

tamanhos do filamento e poros influenciam na molhabilidade da estrutura. Por-

tando, os scaffolds impressos apresentaram valores de ângulo de contato ade-

quados para aplicação na engenharia de tecidos.  
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Figura 5.22 - Resultados do ensaio de ângulo de contato para os scaffolds de 

PLA e dos biocompósitos PLA/ZnO e PLA/ZnOAM. 

 

Tabela 5.17 - Comparação entre os resultados obtidos para os materiais pren-

sados e na forma de scaffolds. 

Amostras 
Ângulo de contato 

(°) 
Prensado 

Ângulo de contato (°) 
Scaffold 

PLA PELLET - 89,61 ± 0,55 

PLA PURO 81,21 ± 1,11 88,34 ± 0,84 

PLA + 5%ZnO 81,34 ± 0,30 85,25 ± 0,61 

PLA + 10%ZnO 77,81 ± 0,68 82,67 ± 1,04 

PLA + 5%ZnOAM_5min 79,52 ± 0,35 88,34 ± 0,82 

PLA + 10%ZnO_5min 79,27 ± 0,30 88,94 ± 0,95 

PLA + 5%ZnOAM_15min 79,27 ± 0,50 89,66 ± 0,72 

PLA + 10%ZnOAM_15min 79,71 ± 0,35 89,48 ± 0,69 
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5.1.3.5 Caracterização mecânica 

As propriedades mecânicas dos scaffolds desenvolvidos foram testadas 

em regime compressivo uniaxial que simula as solicitações impostas pelo orga-

nismo (ossos) nos principais e mais solicitados eixos durante o movimento. A 

propriedade mecânica avaliada foi o modulo elástico sob compressão, que para 

fins comparativos foi relativizado pela massa de cada amostra, possibilitando 

obter o módulo elástico sob compressão (GPa. g-1) para cada composição, re-

presentado na Figura 5.23. 

Incialmente observa-se que os dados obtidos apresentam um grande des-

vio padrão, de modo que relativo ao PLA PURO, somente as amostras com ZnO, 

sem tratamento, apresentam diferenças significativas. No entanto, ao comparar 

as amostras com e sem tratamento superficial, observa-se que a presença da 

funcionalização promoveu maiores valores de modulo elástico e não fraturaram 

durante o ensaio. Porém, entre as amostras funcionalizadas não ocorreu varia-

ção significativa em entre os tempos de aplicação do plasma de 5 e 15 minutos.  

Os menores módulos elásticos encontrados nas amostras não funcionali-

zadas, juntamente com a fratura prematura são um indicativo de que o material 

apresentou degradação quando comparado com as demais amostras, pois à me-

dida que ocorre a quebra das cadeias poliméricas há uma diminuição da densi-

dade de entrelaçamentos entre as cadeias, responsáveis por conferir aos polí-

meros rigidez e flexibilidade [69]. 

Com exceção das amostras com óxido de zinco não funcionalizado que 

fraturaram e se transformaram em “pó” durante o ensaio (curvas de tensão vs. 

deformação apresentadas no APÊNDICE A), as demais amostras apresentam 

possível aplicação como substituto biológico de ossos trabeculares quando ana-

lisadas no quesito modulo elástico, visto que esse tipo de osso apresenta valores 

tipos de módulo entre 0,2 e 0,5 GPa e o PLA PURO e as composições com ZnO 

tratado indicam estarem 0,8-1,1 e 1,0-1,2 GPa, respectivamente [23]. 
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Figura 5.23 - Gráfico com os módulos elásticos em compressão para todas as 

composições. (*** p<0,0001, para n=5). Teste de Tukey para comparações múl-

tiplas apresentado no APÊNDICE A. 

 

 

5.1.3.6 Caracterização biológica 

 

5.1.3.6.1 Viabilidade Celular 

Na Figura 5.24 observa-se que após um dia em meio de cultura celular as 

amostras de biocompósitos com óxido de zinco não tratado levaram a uma dimi-

nuição significativa da viabilidade celular, de modo que a amostra com concen-

tração de 10% se mostrou tóxica, uma vez que, a viabilidade celular ficou inferior 

a 70%. Por outro lado, as amostras com ZnO funcionalizado, embora tenham 

apresentado uma diminuição da viabilidade celular em relação ao polímero puro, 

essa não foi significativa, uma vez que estatisticamente todas as amostras 
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encontram-se em patamares similares, apresentando-se não tóxicas. Após 7 

dias de cultura de células tronco nos scaffolds todas as amostras apresentaram 

aumento da viabilidade celular, de modo que as amostras com 5% de ZnO, tra-

tado e não tratado, mantiveram o patamar do polímero puro, enquanto as com 

10% ZnO tratado apresentaram um menor patamar de viabilidade, porém não 

tóxicas. A única composição que apresentou toxidade foi a com 10% de ZnO 

sem tratamento superficial em que a viabilidade celular foi inferior a 70%. As 

imagens dos scaffolds que foram obtidas por microscopia de fluorescência, Fi-

gura 5.25 , revelam a densidade de células vivas em cada uma das composições 

para os dois períodos analisados.  

O comportamento das amostras em meio de cultura com células tronco 

pode estar diretamente correlacionado com o grau de degradação, presença de 

aglomerados e com a interação entre a partícula e a matriz polimérica. Nos re-

sultados previamente apresentados, foi observado que as amostras com óxido 

de zinco não funcionalizado, sofreram severas reações de degradação durante 

o processamento, ocorrendo uma diminuição da massa molar e formação de 

compostos de caráter ácido, tornando-as mais suscetíveis a posteriores proces-

sos degradativos por hidrólise. Desse modo, ao serem inseridas em meio de 

cultura, a liberação dos subprodutos ácidos juntamente com intensa ação catali-

sadora da água presente no meio, podem ter ocasionado uma rápida diminuição 

do pH do meio de cultura, e uma intensa liberação de íons Zn2+, como represen-

tado na Figura 5.26, levando a morte celular e consequentemente a diminuição 

da viabilidade. Höglund e colaboradores [75] mostraram que oligômeros oriun-

dos da degradação do PLA tornam-se solúveis em água ao apresentarem massa 

molar inferior a 1000 g.mol-1.  

Lizundia et al. [35] observaram que amostras de PLA contendo 2% de ZnO 

produzidas por meio da técnica de precipitação de solvente, ao serem introduzi-

das em uma solução de PBS (Phosphate-bufferid saline – solução tamponada 

com fosfato) em apenas um dia o pH inicial de 7,4 foi alterado para 5,5 e após 7 

dias atingiu patamar de 3,5. Os autores associaram esse comportamento a libe-

ração de produtos ácidos resultantes da degradação que alteraram o pH do meio 
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e promoveram a autocatálise do material, o que possibilitou a diminuição pH ao 

longo do período de incubação. 

Por outro lado, uma vez que as amostras com óxido de zinco previamente 

funcionalizados apresentaram um menor grau de degradação durante o proces-

samento, ao serem inseridas em meio de cultura, não afetaram significativa-

mente a viabilidade celular, devido menor concentração de subprodutos ácidos. 

Além disso, a presença de aglomerados, pode ter diminuído a liberação de íons 

Zn+2 no meio devido a menor área superficial exposta. A literatura mostra que a 

proliferação celular é favorecida quando a concentração de íons de zinco se en-

contra entre 25 e 50 µM, de modo que acima desse valor pode apresentar grau 

de citotoxicidade e abaixo não promove estímulos significativos para a prolifera-

ção celular [82]. Portanto, observou-se que a funcionalização da superfície não 

apresentou toxidade e ainda possibilitou melhora na proliferação celular. 

 

 
Figura 5.24 – Resultados do ensaio viabilidade celular para análises no 1° e 7° 

dia de incubação dos scaffolds em meio de cultura, (*** p<0,0001, para n=3). 

Teste de Tukey para comparações múltiplas apresentado no APÊNDICE A. 
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Figura 5.25 - Amostras do ensaio de Vivo/morto, nas figuras o sinal verde é um 

indicativo de elevada proliferação celular, ou seja, células vivas. enquanto o sinal 

vermelho indica células mortas 
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Figura 5.26 - Representação da possível configuração do recobrimento das par-

tículas pela matriz de PLA. 

 

5.1.3.6.2 Deposição de Cálcio (Alizarina Red)  

A mineralização da matriz extracelular desenvolvida nas estruturas scaf-

folds apresenta-se como um dos estágios finais do desenvolvimento de um novo 

tecido ósseo. Desse modo, aplicou-se o ensaio de análise de deposição de cálcio 

por Alizarina Red para avaliar a influência do óxido de zinco, com e sem funcio-

nalização, na diferenciação celular das células tronco em osteoblastos, e, assim 

avaliar a mineralização da matriz. 

Divergente aos resultados observados para viabilidade celular, a análise de 

mineralização por Alizarina Red em 28 dias de cultivo de células tronco nos scaf-

folds são representados na Figura 5.27, mostrando que os biocompósitos com 

óxido de zinco não funcionalizado, apresentaram maiores grau de mineralização 

quando comparados ao PLA PURO e aos biocompósitos com ZnO funcionali-

zado. Para os biocompósitos ZnOAM, as amostras com concentração de 5% 

apresentaram valores próximos ao do PLA PURO, enquanto as com 10% mos-

tram valores superiores de mineralização quando comparados a esses. Entre as 

condições de funcionalização 5 e 15 min, com a mesma concentração de ZnO, 
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não foi observado diferenças significativas. Na Figura 5.28 são mostrados os 

scaffolds após os 28 dias de incubação em meio celular, dentre as amostras 

nota-se que as sem tratamento superficial, diferentemente das demais, apresen-

taram entumecimento, dobrando de volume ao final do ensaio, provavelmente 

devido a maior absorção de água, uma vez que, ao estarem mais degradadas 

possibilitam uma maior difusão de água em sua estrutura. 

O comportamento observado nesse ensaio pode estar correlacionado com 

os mecanismos de ação do ZnO na indução da mineralização, assim, como dis-

cutido anteriormente, a liberação de íons Zn2+ é fundamental no processo de 

diferenciação das células tronco em osteoblastos. Portando, embora as amos-

tras sem funcionalização da partícula promovam uma diminuição da viabilidade 

celular, ao liberarem maior concentração de íons no meio, elas promovem uma 

maior diferenciação celular em osteoblastos, de modo que embora em menor 

quantidade conseguem apresentar uma alta atividade metabólica.   

Owen et al. demonstraram que existe uma relação recíproca e funcional 

entre a regulação negativa da proliferação celular e a diferenciação celular em 

osteoblastos. Mostrando que a expressão da fosfatase alcalina (marcador bioló-

gico do início da mineralização) pode ser amplificada em 10 vezes imediata-

mente após a regulação negativa da proliferação. Desse modo, o estudo mostrou 

que a expressão associada à maturação da matriz extracelular é iniciada ao 

ocorrer uma diminuição da proliferação de células tronco. 

Felice e colaboradores [46] observaram a mesma relação entre viabilidade 

celular e deposição de cálcio em scaffolds de Policaprolactona (PCL) com 1,3 e 

6% ZnO(%m/m) produzidos por eletrofiação. Os autores associaram esse resul-

tado à liberação de produtos de caráter ácido e íons Zn2+, de modo que o au-

mento da concentração de óxido de zinco, ao degradar mais a matriz de PCL, 

promove uma maior liberação de oligômeros ácido no meio, responsáveis por 

alterar o pH, promovendo a diminuição da viabilidade celular. Por outro lado, os 

processos degradativos ao alterarem a mobilidade molecular devido à quebra 

das cadeias, promove uma maior liberação de íons de zinco que em contato com 

as células tronco induzem a diferenciação celular, proporcionando mineralização 

precoce da matriz extracelular.  
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Para as composições com ZnOAM, os resultados também podem estar cor-

relacionados com degradação e interação entre a partícula e a matriz polimérica, 

assim como, a presença de aglomerados. De modo que, como demonstrado nos 

resultados anteriormente mostrados, o enxerto de grupos funcionais na superfí-

cie da partícula de óxido de zinco mostrou-se efetivo em diminuir atuação catali-

sadora na matriz de PLA, apresentando menores concentrações de produtos 

ácidos em sua composição e tornando menos suscetível a posteriores processos 

de degradação do que as amostras sem tratamento. Além disso, presença de 

aglomerados, ao diminuir a área superficial total da partícula, reduz a reatividade 

e a liberação de íons. Portanto, ao apresentarem uma matriz menos degradada 

e ZnO menos reativo, durante o período de incubação com as células tronco, 

supõe-se que a liberação de íons Zn2+ é inferior ao encontrado nas composições 

com ZnO não tratado, assim, reduzindo o estímulo a diferenciação celular e ex-

pressão da mineralização da matriz. Esse fenômeno também pode explicar a 

diferença entre as composições de 5 e 10% de ZnOAM que devido a maior con-

centração de óxido de zinco, uma maior liberação de íons é esperada.  

Assim como os resultados obtidos nas análises reológicas, o comporta-

mento biológico dos biocompósitos com ZnO funcionalizado por 5 minutos mos-

trou que essa composição apresentou uma menor degradação quando compa-

rada com a de 15 minutos, mostrando que a maior porcentagem de grupamentos 

inseridos na superfície da partícula (resultado obtido por Klok [60]) não se mos-

trou mais efetiva no controle da degradação. 
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Figura 5.27 - Resultados do ensaio de deposição de cálcio nos scaffolds após 

28 dias em meio de cultura. (*** p<0,0001, * p<0,05, para n=3). Teste de Tukey 

para comparações múltiplas apresentado no APÊNDICE A. 

 

 

 
Figura 5.28 - Amostras Scaffolds após o período de 28 dias em meio de cultura 

osteogênico para análise de deposição de cálcio. 
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6 CONCLUSÃO 

Por meio do presente trabalho foi possível o desenvolvimento e caracteri-

zação de biocompósitos de PLA com ZnO, superficialmente tratados por plasma, 

para a fabricação de scaffolds a serem aplicados na engenharia tecidual óssea, 

produzidos por meio da técnica de impressão 3D. Investigando a efetividade da 

utilização do tratamento superficial no controle da degradação do ZnO na matriz 

de PLA e se os scaffolds apresentaram propriedade mecânicas e biológicas ne-

cessárias para sua aplicabilidade nessa área. 

O tratamento superficial por plasma com anidrido maleico mostrou-se efe-

tivo para a inserção de grupos funcionais (C-O e C=O) e ligações Zn-C. Os re-

sultados do processamento via misturador interno do PLA com esses óxidos tra-

tados, juntamente com análise reológica em placas paralelas, visto que apresen-

taram um patamar maior de viscosidade, mostraram que a presença dos grupos 

funcionais controlou degradação e redução da massa molar, quando comparado 

com compósitos de PLA e ZnO não tratados.  

A utilização da técnica de impressão 3D para a fabricação de scaffolds foi 

possível para todas as composições, com e sem o tratamento do ZnO. A carac-

terização microestrutural, por MEV, desses scaffolds revelou presença de aglo-

merados nas composições de ZnOAM_5min e ZnOAM_15min, indicando que os 

efeitos positivos observados no controle da degradação podem estar correlacio-

nados não somente com o tratamento superficial, mas também com uma menor 

área superficial específica das partículas. 

Os ensaios de ângulo de contato e caracterização mecânica, mostraram 

que os scaffolds desenvolvidos com ZnOAM apresentam, respectivamente, pro-

priedades de molhabilidade e modulo elásticos condizentes para aplicação ós-

sea, o que não foi observado para os biocompósitos com somente ZnO. 

As análises térmicas por meio de TGA e DSC, corroboraram com as análi-

ses anteriores, de modo que na curva termogravimétrica das amostras com 

ZnOAM_5min e ZnOAM_15min relataram uma maior estabilidade térmica 

quando com paradas somente com os biocompósitos de PLA/ZnO. Nas curvas 

de DSC, foi observado que a alta redução da massa molar presente nas amos-

tras de PLA/ZnO aumentou a mobilidade das cadeias, levando a uma diminuição 
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da Tg, além de poderem ter dificultado o processo cristalização a frio. Por outro 

lado, nas amostras com ZnOAM, a menor incidência de degradação juntamente 

com a presença de aglomerados, possibilitou um comportamento próximo ao 

PLA PURO. 

A biocompatibilidade e bioatividade dos scaffolds foram analisadas, respec-

tivamente, pelos ensaios de viabilidade celular e deposição de cálcio com células 

troncos mesenquimais, e revelaram que os biocompósitos com PLA/ZnOAM não 

apresentam citotoxicidade, mostrando que utilização de anidrido maleico como 

agente funcionalizante não atua negativamente ao crescimento celular. As com-

posições com ZnO sem tratamento, foi observado uma queda significativa da 

viabilidade celular nos dias iniciais, sendo a amostra com 10%ZnO citotóxica, 

resultado que pode estar associado com alta liberação de produtos ácidos e íons 

Zn+2 oriundos da matriz degradada. Por outro lado, no ensaio de deposição de 

cálcio, a alta suscetibilidade de liberação de íons das matrizes poliméricas de-

gradadas possibilita uma maior deposição de cálcio pelas amostras com ZnO do 

que as com ZnOAM.  

Destaca-se que para todas as análises realizada, não foi observada dife-

renças significativas entre as amostras tratadas com diferentes tempos de apli-

cação do plasma (5 e 15 minutos), em concentrações iguais de partículas. Evi-

denciando que um menor tempo de aplicação já promove ganhos significativos 

as propriedades analisadas. 

Portanto, conclui-se que a utilização do tratamento superficial por plasma 

com anidrido maleico em partículas de óxido de zinco tem grande potencial no 

controle dos efeitos catalisadores da partícula na matriz de PLA, de modo a pos-

sibilitar o desenvolvimento de scaffolds que apresentem propriedades reológi-

cas, mecânicas e biológicas que sustentam a aplicação na engenharia tecidual.  
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7  SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

• Avaliar a taxa de liberação de íons Zn2+ das partículas com tratamento 

superficial por plasma com anidrido maleico; 

• Avaliar a fração volumétrica de recobrimento da superfície das partículas 

do óxido de zinco pelos grupamentos do anidrido maleíco. 

• Avaliar a atividade bactericida dos biocompósitos de PLA/ZnOAM  

• Utilizar o método de processamento de extrusão por dupla rosca a fim de 

promover uma melhor dispersão das partículas e fabricação de filamentos 

para impressão 3D em dispositivos convencionais; 

• Elaborar estudos visando analisar diferentes geometria de scaffolds vari-

ando o tamanho e a distribuição de poro ao longo da estrutura para melhor 

mimetizar a estrutura extracelular do osso.   
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APÊNDICE A 

 

 
 
Figura 0.1 - Curvas de tensão de compressão por deformação. 
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Tabela 0.1 - Análise estatística ANOVA e Tukey para os resultados do ensaio de 

compressão uniaxial. 

Múltiplas comparações 
(Tukey) 

Média da 
 Diferença 

Significância   
p< 0,05 

Intervalo de Confi-
ança 
(95%) 

PLA PURO x. PLA + 5%ZnO 457 Sim 159,5 até 754,5 

PLA PURO x. PLA + 10%ZnO 449,2 Sim 151,7 até 746,6 

PLA PURO x. PLA + 
5%ZnOAM_5min 

-157,3 Não -454,8 até 140,1 

PLA PURO x. PLA + 
10%ZnOAM_5min 

-99,9 Não -397,4 até 197,6 

PLA PURO x. PLA + 
15%ZnOAM_15min 

-76,59 Não -374,0 até 220,9 

PLA PURO x. PLA + 
10%ZnOAM_5min 

-197,7 Não -495,1 até 99,79 

PLA + 5%ZnO x. PLA + 
10%ZnO 

-7,817 Não -305,3 até 289,6 

PLA + 5%ZnO x. PLA + 
5%ZnOAM_5min 

-614,3 Sim -911,8 até -316,9 

PLA + 5%ZnO x. PLA + 
10%ZnOAM_5min 

-556,9 Sim -854,4 até -259,4 

PLA + 5%ZnO x. PLA + 
15%ZnOAM_15min 

-533,6 Sim -831,0 até -236,1 

PLA + 5%ZnO x. PLA + 
10%ZnOAM_5min 

-654,7 Sim -952,1 até -357,2 

PLA + 10%ZnO x. PLA + 
5%ZnOAM_5min 

-606,5 Sim -904,0 até -309,1 

PLA + 10%ZnO x. PLA + 
10%ZnOAM_5min 

-549,1 Sim -846,5 até -251,6 

PLA + 10%ZnO x. PLA + 
5%ZnOAM_15min 

- 525,8 Sim -823,2 até -228,3 

PLA + 10%ZnO x. PLA + 
10%ZnOAM_5min 

-646,8 Sim -944,3 até -349,4 

PLA + 5%ZnOAM_5min x. PLA 
+ 10%ZnOAM_5min 

57,44 Não -240,0 até 354,9 

PLA + 5%ZnOAM_5min x. PLA 
+ 5%ZnOAM_15min 

80,76 Não -216,7 até 378,2 

PLA + 5%ZnOAM_5min x. PLA 
+ 10%ZnOAM_5min 

-40,32 Não -337,8 até 257,1 

PLA + 10%ZnOAM_5min x. PLA 
+ 5%ZnOAM_15min 

23,31 Não -274,1 até 320,8 

PLA + 10%ZnOAM_5min x. PLA 
+ 10%ZnOAM_5min 

-97,76 Não -395,2 até 199,7 

PLA + 5%ZnOAM_15min x. PLA 
+ 10%ZnOAM_5min 

-121,1 Não -418,5 até 176,4 
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Tabela 0.2 - Análise estatística ANOVA e Tukey para os resultados do ensaio de 

viabilidade celular 1° dia.  

Múltiplas comparações (Tukey) 
Média da 
Diferença 

Significância   
p< 0,05 

Intervalo de Con-
fiança 
(95%) 

PLA PURO x PLA +PLA +5ZnO 30,41 Sim 13,61 até 47,21 

PLA PURO x PLA +PLA +5%ZnOAM_5min 8,778 Não -8,020 até 25,58 

PLA PURO x PLA +PLA 
+5%ZnOAM_15min 

13,06 Não -3,735 até 29,86 

PLA PURO x PLA +10%ZnO 76,71 Sim 59,91 até 93,51 

PLA PURO x PLA +10%ZnO_AM_5min 11,15 Não -5,652 até 27,94 

PLA PURO x PLA +10%ZnO_AM_15min 11,48 Não -5,317 até 28,28 

PLA +5ZnO x PLA +5%ZnOAM_5min -21,63 Sim -38,43 até -4,834 

PLA +5ZnO x PLA +5%ZnOAM_15min -17,35 Sim -34,15 até -0,5493 

PLA +5ZnO x PLA +10%ZnO 46,3 Sim 29,50 até 63,10 

PLA +5ZnO x PLA +10%ZnO_AM_5min -19,26 Sim -36,06 até -2,466 

PLA +5ZnO x PLA 10%ZnO_AM_15min -18,93 Sim -35,73 até -2,131 

PLA +5%ZnOAM_5min x + PLA 
5%ZnOAM_15min 

4,285 Não -12,51 até 21,08 

PLA +5%ZnOAM_5min x +10%ZnO 67,93 Sim 51,14 até 84,73 

PLA +5%ZnOAM_5min x PLA 
+10%ZnO_AM_5min 

2,368 Não -14,43 até 19,17 

PLA +5%ZnOAM_5min x PLA  
10%ZnO_AM_15min 

2,703 Não -14,10 até 19,50 

PLA +5%ZnOAM_15min x PLA +10%ZnO 63,65 Sim 46,85 até 80,45 

PLA +5%ZnOAM_15min x PLA 
+10%ZnO_AM_5min 

-1,917 Não -18,71 até 14,88 

PLA +5%ZnOAM_15min x PLA 
+10%ZnO_AM_15min 

-1,582 Não -18,38 até 15,22 

PLA +10%ZnO x PLA +10%ZnO_AM_5min -65,57 Sim -82,36 até -48,77 

PLA +10%ZnO x PLA 
+10%ZnO_AM_15min 

-65,23 Sim -82,03 até -48,43 

PLA +10%ZnO_AM_5min x PLA 
10%ZnO_AM_15min 

0,335 Não -16,46 até 17,13 
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Tabela 0.3 - Análise estatística ANOVA e Tukey para os resultados do ensaio de 

viabilidade celular 7° dia. 

Múltiplas comparações (Tukey) 
Média da 
Diferença 

Significância   
p< 0,05 

Intervalo de 
Confiança 

(95%) 

PLA PURO x PLA +PLA +5ZnO -1,90 Não -28,42 até 24,61 

PLA PURO x PLA +PLA +5%ZnOAM_5min 6,86 Não -19,65 até 33,37 

PLA PURO x PLA +PLA 
+5%ZnOAM_15min 

8,38 Não -18,13 até 34,89 

PLA PURO x PLA +10%ZnO 86,15 Sim 59,63 até 112,7 

PLA PURO x PLA +10%ZnO_AM_5min 19,10 Não -7,417 até 45,61 

PLA PURO x PLA +10%ZnO_AM_15min 24,14 Não -2,371 até 50,66 

PLA +5ZnO x PLA +5%ZnOAM_5min 8,767 Não -17,75 até 35,28 

PLA +5ZnO x PLA +5%ZnOAM_15min 10,29 Não -16,23 até 36,80 

PLA +5ZnO x PLA +10%ZnO 88,05 Sim 61,54 até 114,6 

PLA +5ZnO x PLA +10%ZnO_AM_5min 21,00 Não -5,511 até 47,52 

PLA +5ZnO x PLA 10%ZnO_AM_15min 26,05 Não 
-0,4641 até 

52,56 
PLA +5%ZnOAM_5min x + PLA 
5%ZnOAM_15min 

1,52 Não -24,99 até 28,03 

PLA +5%ZnOAM_5min x +10%ZnO 79,29 Sim 52,77 até 105,8 

PLA +5%ZnOAM_5min x PLA 
+10%ZnO_AM_5min 

12,24 Não -14,28 até 38,75 

PLA +5%ZnOAM_5min x PLA  
10%ZnO_AM_15min 

17,28 Não -9,231 até 43,80 

PLA +5%ZnOAM_15min x PLA +10%ZnO 77,77 Sim 51,25 até 104,3 

PLA +5%ZnOAM_15min x PLA 
+10%ZnO_AM_5min 

10,72 Não -15,80 até 37,23 

PLA +5%ZnOAM_15min x PLA 
+10%ZnO_AM_15min 

15,76 Não -10,75 até 42,28 

PLA +10%ZnO x PLA +10%ZnO_AM_5min -67,05 Sim 
-93,56 até -

40,54 
PLA +10%ZnO x PLA 
+10%ZnO_AM_15min 

-62,00 Sim 
-88,52 até -

35,49 
PLA +10%ZnO_AM_5min x PLA 
10%ZnO_AM_15min 

5,047 Não -21,47 até 31,56 
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Tabela 0.4 - Análise estatística ANOVA e Tukey para os resultados do ensaio de 

deposição de cálcio. 

Múltiplas comparações (Tukey) 
Média da 
Diferença 

Significância   
p< 0,05 

Intervalo de 
Confiança 

(95%) 

PLA PURO x PLA +PLA +5ZnO -2,518 Sim -3,608 até -1,428 

PLA PURO x PLA +PLA +5%ZnOAM_5min 0,6173 Não -0,4724 até 1,707 

PLA PURO x PLA +PLA 
+5%ZnOAM_15min 

0,168 Não -0,9218 até 1,258 

PLA PURO x PLA +10%ZnO -2,494 Sim -3,584 até -1,404 

PLA PURO x PLA +10%ZnO_AM_5min -1,16 Sim 
-2,249 até -

0,06989 

PLA PURO x PLA +10%ZnO_AM_15min -1,336 Sim -2,426 até -0,2462 

PLA +5ZnO x PLA +5%ZnOAM_5min 3,135 Sim 2,046 até 4,225 

PLA +5ZnO x PLA +5%ZnOAM_15min 2,686 Sim 1,596 até 3,776 

PLA +5ZnO x PLA +10%ZnO 0,024 Não -1,066 até 1,114 

PLA +5ZnO x PLA +10%ZnO_AM_5min 1,358 Sim 0,2686 até 2,448 

PLA +5ZnO x PLA 10%ZnO_AM_15min 1,182 Sim 0,09223 até 2,272 

PLA +5%ZnOAM_5min x + PLA 
5%ZnOAM_15min 

-0,4493 Não -1,539 até 0,6404 

PLA +5%ZnOAM_5min x +10%ZnO -3,111 Sim -4,201 até -2,022 

PLA +5%ZnOAM_5min x PLA 
+10%ZnO_AM_5min 

-1,777 Sim -2,867 até -0,6872 

PLA +5%ZnOAM_5min x PLA  
10%ZnO_AM_15min 

-1,953 Sim -3,043 até -0,8636 

PLA +5%ZnOAM_15min x PLA +10%ZnO -2,662 Sim -3,752 até -1,572 

PLA +5%ZnOAM_15min x PLA 
+10%ZnO_AM_5min 

-1,328 Sim -2,417 até -0,2379 

PLA +5%ZnOAM_15min x PLA 
+10%ZnO_AM_15min 

-1,504 Sim -2,594 até -0,4142 

PLA +10%ZnO x PLA +10%ZnO_AM_5min 1,334 Sim 0,2446 até 2,424 

PLA +10%ZnO x PLA 
+10%ZnO_AM_15min 

1,158 Sim 0,06823 até 2,248 

PLA +10%ZnO_AM_5min x PLA 
10%ZnO_AM_15min 

-0,1763 Não -1,266 até 0,9134 

 


