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RESUMO
PEDRINI, Flavia M. M. Titulo: Impressdao 3D de scaffolds de PLDLA-TMC como
modelo para engenharia tecidual de cartilagem: da reologia ao biorreator. 2024. Tese de
Doutorado em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental — Universidade Federal de Sao

Carlos, campus Sorocaba, Sorocaba, 2024.

O aumento da expectativa de vida e a pratica de atividades fisicas t€ém impactado no
numero de lesdes traumaticas e doencas degenerativas, tais como ruptura dos meniscos e
osteoartrite. O menisco ¢ formado por um tecido fibrocartilaginoso submetido a grandes
esforgos mecanicos o qual apresenta baixa capacidade intrinseca de reparo. Quando
lesionado, ¢ frequentemente retirado parcial ou totalmente, levando a complicagdes
articulares futuras. Apesar dos dispositivos comerciais disponiveis, encontrar uma
solugdo para a meniscectomia total ainda ¢ um desafio. Com o intuito de explorar solugdes
que possam mitigar os problemas associados as lesdes meniscais, foi conduzido um
estudo para caracterizar o terpolimero Poli(L-co-D,L. acido lactico-co-trimetileno
carbonato) (PLDLA-TMC) em proporcdes de 60/40 e 70/30 quanto as suas propriedades
fisico-quimicas, térmicas e reoldgicas, visando a impressao de scaffolds tridimensionais
(3D). A partir dos ensaios reoldgicos foi evidenciado o comportamento pseudoplastico
dos materiais, indispensavel para o processo de impressao. A partir da caracterizacao dos
scaffolds, a temperatura de impressao foi o fator que mais influenciou na degradacdo do
material. Quando submetidos ao ensaio mecanico de compressdo, os scaffolds de
PLDLA-TMC 60/40 apresentaram modulo eléstico (2.9 MPa) semelhante a0 menisco
humano (1 MPa), tornando-o elegivel para aplicagdo como prétese de menisco, em
detrimento dos scaffolds de PLDLA-TMC 70/30. A velocidade de impressao se mostrou
menos significativa na reducdo da massa molar dos scaffolds, enquanto o tempo de
residéncia do material na impressora teve impacto nesta propriedade. O ensaio de
degradacao in vitro demonstrou a estabilidade do material durante as 4 semanas de estudo.
Os ensaios de citocompatibilidade e diferenciag@o celular em condrdcitos nos scaffolds
impressos de PLDLA-TMC 60/40, tanto em cultura estatica como em cultura dinamica,
demonstraram seu potencial como carreador celular em abordagens de engenharia

tecidual de cartilagem.

Palavras-chave: Engenharia tecidual; Menisco; Scaffolds; PLDLA-TMC; Reologia;

Impressao 3D.



ABSTRACT

PEDRINI, Flavia M. M. Title: 3D printing of PLDLA-TMC scaffolds as a model for
cartilage tissue engineering: from rheology to bioreactor. 2024. Tese de Doutorado em
Biotecnologia ¢ Monitoramento Ambiental — Universidade Federal de Sao Carlos,

campus Sorocaba, Sorocaba, 2024.

The increase in life expectancy and the practice of physical activities have impacted the
number of traumatic injuries and degenerative diseases, such as meniscal tears and
osteoarthritis. The meniscus is composed of fibrocartilaginous tissue subjected to
significant mechanical stresses, with low intrinsic repair capacity. When injured, it is
often partially or completely removed, leading to future joint complications. Despite
available commercial devices, finding a solution for total meniscectomy remains a
challenge. In order to explore solutions that may mitigate the problems associated with
meniscal injuries, a study was conducted to characterize the Poly(L-co-D,L lactic acid-
co-trimethylene carbonate) (PLDLA-TMC) terpolymer in proportions of 60/40 and 70/30
regarding its physicochemical, thermal, and rheological properties, aiming for the
printing of three-dimensional (3D) scaffolds. Rheological tests revealed the pseudoplastic
behavior of the materials, which is indispensable for the printing process. From the
characterization of the scaffolds, printing temperature was the factor that most influenced
material degradation. When subjected to mechanical compression testing, PLDLA-TMC
60/40 scaffolds showed an elastic modulus (2.9 MPa) similar to the human meniscus (1
MPa), making them eligible for application as meniscal prostheses, as opposed to
PLDLA-TMC 70/30 scaffolds. Printing speed proved to be less significant in reducing
the molecular weight of the scaffolds, while the material residence time in the printer
impacted this property. In vitro degradation testing demonstrated the material's stability
over the 4-week study period. Citocompatibility and differentiation assays on PLDLA-
TMC 60/40 printed scaffolds, both in static and dynamic culture, demonstrated their

potential as cell carriers in cartilage tissue engineering approaches.

Keywords: Tissue engineering; Menisci; Scaffolds; PLDLA-TMC; Rheology; 3D

printing.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o aumento da expectativa de vida tem sido acompanhado por
um crescente interesse pela pratica de atividades fisicas e, consequentemente, um
aumento no numero de lesdes traumadticas e doencas degenerativas, como ruptura dos
meniscos e osteoartrite. O menisco, um componente crucial das articulagdes, ¢ formado
por um tecido fibrocartilaginoso que enfrenta grandes esfor¢cos mecanicos e possui baixa
capacidade intrinseca de reparo. Quando lesionado, muitas vezes ¢ removido parcial ou
totalmente, o que pode levar a complicagdes articulares futuras.

Diante desse cenario desafiador, a engenharia tecidual surge como uma
ferramenta promissora para a regeneracao de tecidos. Atualmente, os principais modelos
artificiais utilizados para reparagdo parcial do menisco sdo o Collagen Meniscus Implant
(CMI®) e 0 Actifit®. Ambos os implantes s3o compostos por materiais biorreabsorviveis
e promovem a colonizagao por células endégenas, resultando em melhorias nos sintomas
e funcionalidade do menisco. No entanto, desafios como as propriedades mecanicas
inferiores do CMI®, sua delicada implantagdo devido a fragilidade do material e a
necessidade de aceleragdo do processo de regeneracdo através da adicdo de células
autdlogas, ainda persistem. Além disso, esses implantes ndo podem substituir
integralmente a estrutura do menisco, sendo indicados apenas para lesdes meniscais
parciais. Uma alternativa em teste clinico pelo Food and Drug Administration (FDA) é o
NUsurface®, um implante ndo reabsorvivel que reproduz as propriedades biomecanicas
do menisco, porém, sua aplicacdo estd associada a quadros de travamento do joelho
devido a falta de fixa¢do na articulagao.

Portanto, com o intuito de explorar solugdes que possam mitigar os problemas
associados as lesdes meniscais, foi conduzido um estudo para caracterizar o terpolimero
PLDLA-TMC em proporgoes de 60/40 e 70/30 quanto as suas propriedades fisico-
quimicas, térmicas, reologicas e de citocompatibilidade, visando a impressao de scaffolds
3D. Esta extensa caracterizag¢do tem como objetivo aprofundar o conhecimento sobre as
propriedades deste material e compreender os impactos dessas propriedades em sua
aplicacdo como modelo na engenharia tecidual de cartilagem, dada a limitada
compreensdo do papel regulador desses fatores no desenvolvimento de dispositivos para

a regeneracdo de tecidos cartilaginosos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Com o aumento da expectativa de vida da populagdo e o crescente interesse na
pratica de atividades fisicas, tem-se observado um aumento significativo no numero de
lesdes traumaticas e doencgas articulares degenerativas ao longo dos anos (SUN; LUO,
2019). Dentre elas, a ruptura de menisco emerge como uma das lesdes mais frequentes
que afetam a articulacdo do joelho a qual estd associada a dor e disfungdo articular,
podendo levar a quadros de osteoartrite progressiva (MORDECALI et al., 2014).

Os meniscos sdo estruturas fibrocartilaginosas que desempenham um papel
fundamental na transmissao e distribui¢ao de cargas na articula¢ao do joelho. O menisco
medial, em formato de "C", atua diretamente na manutencao da estabilidade antero-
posterior do joelho, enquanto o menisco lateral, em formato de "U", contribui para a
estabilidade rotacional (NOVARETTI et al., 2019) (Figura 1). Suas propriedades tinicas
sdo determinadas pela complexa interacdo entre sua anatomia, ultraestrutura e

composicao tecidual (FOX et al., 2012).

Figura 1: (A) Vista superior da anatomia dos meniscos. (B) Vista axial de um plato tibial

direito mostrando se¢des do menisco e sua relacdo com os ligamentos cruzados.
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Fonte: (Adaptado de FOX et al., 2012).

Durante atividades normais de movimento, como caminhar, a articulagdo do
joelho ¢ submetida a uma carga mecanica que pode ser at€ cinco vezes maior que o peso
corporal em repouso (KLARMANN et al.,, 2021). Diante dessa demanda, o tecido
meniscal se deforma e gera tensdes que se propagam em todas as direcdes através da
matriz extracelular (MEC).

A MEC do menisco € composta principalmente por dgua, agrecana e colageno

tipo II. A agrecana consiste em uma proteina altamente hidrofilica que tem a capacidade
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de se ligar a grandes quantidades de agua, formando complexos de proteoglicanos. Esses
complexos t€ém uma fun¢do de "amortecedor", ajudando a distribuir as cargas mecanicas
ao longo do menisco de forma mais uniforme. A presenca da agrecana confere ao menisco
sua caracteristica de resisténcia a compressao, permitindo que ele absorva choques e
proteja as superficies articulares (MANGE et al., 2024). O coladgeno, por sua vez, ¢
organizado em feixes que fornecem suporte mecanico ao menisco, permitindo-lhe resistir
as forcas de tensdo e compressdo durante os movimentos articulares. Além disso, a
organizacdo especifica do colageno, com fibras orientadas em diferentes diregdes,
contribui para sua capacidade de distribuir cargas de forma eficaz ao longo do tecido
(TRAMS; KAMINSKI, 2024). Dessa forma, por meio deste intrincado processo, o
menisco ¢ capaz de distribuir e absorver as cargas durante os movimentos articulares,
ajudando a proteger a articulacao do joelho contra lesdes.

Outra caracteristica tipica dos meniscos estd relacionada a sua limitada
vascularizagdo. Tradicionalmente, trés zonas distintas sdo identificadas: a zona vascular
(red-zone), localizada na periferia, a zona avascular (white-zone), central, e a zona
intermediaria com atributos de ambas as zonas (white-red zone). Em relagdo as células
que constituem o tecido, o exame histoldgico da zona branca revela células arredondadas,
semelhantes aos condrocitos, enquanto as células da zona vermelha tém aparéncia oval
ou fusiforme e sdo classificadas como fibroblastos (Figura 2). Assim, a composi¢do e
estrutura dos meniscos sao mantidas por meio de um equilibrio das atividades anabodlicas
e catabodlicas das células residentes, frequentemente referidas como fibrocondrocitos

(MAKRIS et al,, 2011; FOX et al., 2012; MCNULTY; GUILAK, 2015).

Figura 2: Variac¢des anatdmicas na vascularizagdo e populagdo celular nos meniscos.
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Considerando a importancia do suprimento sanguineo no contexto da regeneracao
tecidual, os meniscos apresentam baixa capacidade intrinseca de reparo. Durante muito
tempo, acreditava-se que os meniscos ndo serviam a nenhum proposito funcional e no
caso de lesdes estes eram frequentemente removidos por meniscectomia
(MCDERMOTT; AMIS, 2006). A meniscectomia parcial ou total, no entanto, apesar de
melhorar a dor e parte da funcionalidade da articulagdo, ndo protege contra o
desenvolvimento de osteoartrite (MCNULTY; GUILAK, 2015). Além disso, apds a
meniscectomia total, a area de contato tibio-femoral aumenta em aproximadamente 50%,
reduzindo a capacidade de absorcdo de estresse do joelho (FRIZZIERO et al., 2012).
Especificamente, a pressdo de contato aumenta em 24% ap6s uma meniscectomia parcial
e em 134% apds uma meniscectomia total, em comparagdo com um menisco integro. Esse
aumento na pressao de contato pode contribuir para o desenvolvimento de problemas
como osteoartrite do joelho (VIGNES et al., 2022). Nesse contexto, novas estratégias tém
sido desenvolvidas ao longo dos anos a fim de aprimorar o tratamento das lesdes
meniscais ¢ melhorar a qualidade de vida dos pacientes, entre elas, o implante de
meniscos artificiais (KLUYSKENS et al., 2022).

Atualmente, os modelos artificiais mais amplamente utilizados para reparagao
parcial do menisco sio o CMI® e o Actifit®. O CMI®, comercializado pela Stryker
Corporation (Kalamazoo, MI, EUA), passou por seu primeiro ensaio clinico em 1997 e
recebeu a aprovacdo do FDA (Food and Drug Administration) em 2008 nos Estados
Unidos (STEADMAN et al., 2005). E composto por fibras de coldgeno tipo I derivadas
de tenddes de Aquiles bovinos e glicosaminoglicanos. Por outro lado, o Actifit® (Orteq
Sports Medicine Ltd., Londres, Reino Unido) ¢ composto por uma mistura sintética de
policaprolactona (PCL) e poliuretano (PU) (BAYNAT et al., 2014). Ambos os scaffolds
sdo biorreabsorviveis e promovem a colonizacdo por células enddgenas que se
diferenciam e regeneram a fibrocartilagem. Uma recente meta-analise destacou que
ambos os implantes tém apresentado resultados clinicos favoraveis, com melhorias nos
sintomas e na funcionalidade do menisco, e uma taxa de falha relativamente baixa (7%
para o CMI® e 9% para o Actifit®) (REALE et al., 2022). No entanto, ainda h4 desafios a
serem superados. O CMI® possui propriedades mecanicas inferiores em comparagio com
0 menisco nativo e sua implantacdo ¢ delicada, devido a fragilidade do material
(MARTINEK et al., 2006; BULGHERONI et al., 2016). Além disso, sua remodelagao
apos a implantag¢do ¢ um processo lento, com a estrutura geral do scaffold ainda visivel

apos seis meses (REGUZZONI et al., 2005). A invasdo por células enddgenas também
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pode ser insuficiente, sendo sugerida a adi¢ao de células autdlogas antes do implante para
acelerar o processo de regeneracdo (MARTINEK et al., 2006). Tanto o CMI® quanto o
Actifit® ndo podem substituir integralmente a estrutura do menisco, sendo indicados
apenas para lesdes meniscais parciais (REALE et al., 2022). Uma alternativa a
substitui¢do integral do menisco, ainda em testes clinicos pelo FDA, consiste no implante
ndo reabsorvivel NUsurface® (Active Implants LLC, Memphis, TN, EUA) feito de
polietileno reforcado com policarbonato uretano. Este dispositivo € particularmente
interessante por reproduzir as propriedades biomecanicas do menisco, mas pode resultar
em travamento do joelho devido a sua falta de fixagdo na articulacdo (ELSNER et al.,
2010; SHEMESH et al., 2014).

Frente a esse cenario, a engenharia tecidual desponta como uma area de grande
potencial na busca por novas terapias em medicina regenerativa. Este campo integra de
forma interdisciplinar os principios da medicina, biologia e engenharia, com o proposito
de desenvolver substitutos biologicos capazes de restaurar, manter e aprimorar as fungdes
dos tecidos (NII; KATAYAMA, 2021; RAHMATI et al., 2021). Baseia-se no uso de
scaffolds 3D biorreabsorviveis, os quais servem como substrato para a adesdo e
proliferacdo celular, com o objetivo de promover a regeneragao dos tecidos (CHUNG;
BURDICK, 2008; HARAGUCHI et al., 2012). Sua finalidade ¢ mimetizar a estrutura da
matriz extracelular e fornecer suporte a partir de uma organizacao 3D (QU et al., 2019).
Intimeros polimeros naturais e sintéticos tém sido usados na fabricag¢do de scaffolds e
entre os polimeros sintéticos, destaca-se o Poli(acido lactico) (PLA). O PLA ¢é um
poliéster alifatico hidrofobico, o qual pode existir em duas formas estereoquimicas
distintas: poli(L-acido lactico) (PLLA) e o poli(D,L-4cido lactico) (PDLA)
(NAMPOOTHIRI et al., 2010). Ambos apresentam propriedades intrinsecas a sua
configuracdo. O PLLA ¢ um polimero altamente cristalino, com propriedades de
resisténcia mecanica superiores aos polimeros amorfos. No entanto, devido a alta
cristalinidade, os implantes obtidos a partir desse material apresentam baixa taxa de
degradacdo e absor¢ao pelo organismo (MOTTA; DUEK, 2007). O PDLA, por sua vez,
consiste em um polimero completamente amorfo, que apresenta tempo de degradagdo e
modulo elastico inferiores quando comparado ao PLLA (MIDDLETON; TIPTON, 2000).
Dessa forma, a copolimerizacao do diéster ciclico do L-acido latico com o diéster ciclico
do D,L-acido latico (PLDLA) consiste em uma estratégia para combinar as propriedades
de ambos os mondmeros e contornar os fatores que limitam sua aplicagdo de forma

individualizada (AMANO et al., 2004). A partir da copolimerizagdo, uma redugdo da
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cristalinidade e do tempo de degradacao sao identificados, no entanto, o copolimero
PLDLA apresenta alto modulo de elasticidade e baixo alongamento na ruptura,
conferindo a ele caracteristicas de um material fragil (MOTTA; DUEK, 2007). Para
aplicagdes que demandam certa deformagao por parte do material, sem ruptura do mesmo,
como no caso dos meniscos, seu uso pode ser limitado. Logo, uma forma de ampliar o
espectro de aplicacdo do copolimero PLDLA consiste na inser¢do do trimetileno
carbonato (TMC) na composi¢do do material, formando o terpolimero poli(L-co-D,L
acido lactico-co-TMC) (PLDLA-TMC) (MESSIAS et al., 2014). A insercao do TMC
confere maior flexibilidade ao material, tornando-o menos rigido, o que permite um maior
numero de aplica¢des na area ortopédica (BROSSIER et al., 2021).

No contexto da engenharia tecidual, no entanto, o sucesso desses materiais
também depende da técnica de cultura empregada. A cultura 3D, por exemplo, emergiu
como uma abordagem padrdao-ouro na constru¢do e regeneragao de tecidos, pois permite
a formagao de estruturas multicelulares mais complexas, permitindo uma comunicagio
celular mais eficaz e a representacdo mais precisa dos tecidos in vivo (MCDERMOTT et
al., 2019). Ainda assim, quando a cultura 3D ¢ realizada por meio de estratégias
convencionais de cultura estatica, seu éxito pode ser limitado. Isso ocorre porque na
cultura estatica uma suspensdo de células concentrada ¢ adicionada a superficie do
scaffold, o que pode resultar em uma distribuicdo celular heterogénea, com baixa
eficiéncia de semeadura e penetracdo celular limitada. Consequentemente, a cultura
estatica em scaffolds 3D proporciona uma distribuicdo celular menos eficiente em
comparagao com a cultura dindmica (BESKARDES et al., 2018; KATO et al., 2018).

O organismo humano representa um intrincado conjunto de ambientes dinamicos
nos quais interagdes bioquimicas, fisico-quimicas e mecano-estruturais regulam o
comportamento das células. Estas células sdo constantemente expostas a forgas de
cisalhamento, compressdo e tensdo, cuja intensidade esta relacionada as caracteristicas
funcionais do proprio tecido. Dessa forma, estratégias in vitro que sejam capazes de
mimetizar a dinamica in vivo proporcionam uma compreensdo mais aprofundada dos
processos bioldgicos fundamentais. Nesse contexto, os biorreatores desempenham um
papel vital, permitindo a cultura celular em um ambiente controlado, que garante a
manuten¢do e a nutricdo das células no interior do scaffold (JULIAN; AL-RUBEAI,
2005; FRITH et al., 2010). Assim, os biorreatores podem reproduzir de forma mais

precisa as condi¢des de um organismo vivo, proporcionando um ambiente fisioldgico in
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vitro especifico do tecido de interesse (ROSSER; THOMAS, 2018), garantindo
resultados mais proximos dos obtidos em ensaios pré-clinicos.

Dentre os diversos tipos de biorreatores, os de perfusdo t€ém mostrado ser
altamente eficazes na formacao de tecido cartilaginoso uma vez que melhoram a
qualidade da cartilagem ao promover uma melhor retencdo da matriz extracelular
(SHAHIN; DORAN, 2011). Além disso, a cartilagem cultivada em biorreatores de
perfusdo apresentou propriedades biomecanicas semelhantes aquelas da cartilagem nativa
(SANTORO et al., 2010).

Logo, o desenvolvimento e o avanco da tecnologia referente aos biorreatores
garantem um grande progresso no campo da engenharia tecidual, uma vez que eles
fornecem os meios tecnologicos para a realizagdo de estudos controlados (MARTIN et
al., 2004). Da mesma forma, ao longo dos anos, uma variedade de métodos de
processamento de polimeros foi amplamente desenvolvida para a obtencdo de scaffolds
3D para aplicacdo na engenharia tecidual (REVES et al., 2009; KIM et al., 2012;
THADAVIRUL et al., 2013; AKBARZADEH; YOUSEFI, 2014; RAKOVSKY et al.,
2014). Muitos destes métodos, entretanto, ndo permitem um controle preciso das
propriedades dos scaffolds, principalmente no que se refere a porosidade. Para superar
esse desafio, as técnicas de manufatura aditiva (MA) surgiram como uma abordagem que
permite o controle preciso da geometria dos scaffolds (ZHOU et al., 2021).

A MA, também conhecida como impressdao 3D, consiste em uma técnica de
processamento e obten¢do de dispositivos tridimensionais a partir do uso de diferentes
materiais (metais, polimeros, ceramicas, entre outros). O processo baseia-se na unido de
material em camadas sucessivas, a partir de um modelo gerado por computador (BOSE
et al., 2018; NATH; NILUFAR, 2020). Uma de suas principais vantagens ¢ a obtencao
de objetos personalizados sem a necessidade de moldes, reduzindo o custo de produgdo
quando comparado a outras técnicas (FRANCHETTI; KRESS, 2017). No contexto da
engenharia tecidual, hd uma demanda por scaffolds que fornecam suporte estrutural e
mecanico, que apresentem porosidade para garantir o suprimento de nutrientes para as
células e permitir a vascularizagdo e que tenham a capacidade de se remodelar e integrar
com o organismo quando implantado (ZHANG et al., 2022). A MA permite a obten¢do
de scaffolds com esses requisitos por meio de um controle preciso do processo de
impressao, a partir da selecao assertiva de biomateriais e técnicas compativeis (JUNGST
etal., 2016). As técnicas de MA podem ser classificadas em sete categorias principais, de

acordo com os métodos de deposi¢cdo do material (ISO/ASTM 52900:2015). Dentre os
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diferentes processos, a impressao por extrusao ¢ um dos métodos mais difundidos para
obtencdo de scaffolds poliméricos, sobretudo devido a constante evolu¢ao dos projetos
open-source de impressoras 3D desktop, que possibilita a adaptagdo de impressoras 3D
para a criagdo de modelos de baixo custo. O material polimérico amolecido ou fundido ¢
extrudado através de um bico de didmetro reduzido e depositado camada por camada em
uma plataforma de constru¢do (CALIGNANO et al., 2017). O escoamento do material
pode ser controlado por um sistema pneumatico, de pistao ou rosca (LIU; YAN, 2018)

(Figura 3).

Figura 3: Representagdo esquematica dos diferentes mecanismos de extrusao.

Pneumatico  Pistdo Parafuso

Entrada
4_J

10

Fonte: Adaptado de LIU; YAN (2018).

Na deposi¢do por sistema pneumatico, o controle de pressdo ocorre a partir da
pressurizagdo de um gas. No sistema de pistdo, o material ¢ bombeado através de um
émbolo, enquanto no sistema de roscas, um parafuso transporta o material até a bico de
extrusdo (JUNGST et al., 2016). Os sistemas de pistdo apresentam controle direto da
deposicdo do material, tornando-o um dos métodos mais vidveis para impressao de
scaffolds, uma vez que permite a impressdo de estruturas complexas em menores
intervalos de tempo (YU et al., 2020).

No processo de extrusao, a qualidade da impressao depende de varios parametros,
incluindo a temperatura de amolecimento do polimero, a temperatura do leito de
impressao, didmetro do bico, espessura da camada, orientacdo e velocidade da impressdo
(SHETH et al., 2017). Além disso, se a viscosidade do material for muito baixa no
momento da impressao, as camadas do scaffold poderao apresentar falhas devido a sua
incapacidade de suportar as camadas subsequentes, criando instabilidade estrutural. Em

contraste, se a viscosidade for alta, isso pode impedir a extrusdo (CICALA et al., 2018).
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Portanto, o conhecimento das propriedades reoldgicas do material ¢ fundamental para que
o processo de impressao por extrusdo seja bem-sucedido.

A reologia ¢ a ciéncia que estuda o fluxo e a deformag¢@o da matéria sob influéncia
de uma tensao, em regime de cisalhamento estacionario ou oscilatorio. A caracterizagao
reologica dos materiais ¢ de grande relevancia quando se almeja a obtencao de scaffolds
por impressao 3D, uma vez que os comportamentos viscoeldstico, viscoso e tixotropico
apresentado pelo material indicam a sua aplicabilidade (ABRAHAM et al., 2017).

A descrigao das propriedades reologicas tem por base a definicdo de trés tipos
distintos de materiais: os materiais viscosos, 0s quais dissipam todo o trabalho externo
aplicado durante a deformagdo, os materiais elasticos, que armazenam todo o trabalho
externo aplicado, e os materiais viscoelasticos, capazes de armazenar e dissipar o trabalho
externo (BRETAS; d’AVILLA, 2006). Por se tratar de uma propriedade inerente aos
materiais de elevada massa molar, os polimeros pertencem ao grupo dos materiais
viscoelasticos.

Como forma de medir as propriedades viscoelasticas dos polimeros, realiza-se o
ensaio de cisalhamento oscilatério em pequena amplitude (AGIRRE-OLABIDE et al.,
2014). A partir deste ensaio € possivel quantificar, separadamente, a contribuigao eléstica
e viscosa do material, correspondentes aos modulos de armazenamento (G") e perda (G™"),
respectivamente. Quando o material apresenta G’ > G’ diz-se que o material tem
caracteristicas predominantes de um so6lido eléstico. Em contraste, quando G’ > G’, o
material apresenta caracteristicas predominantes de liquido viscoso (KHAN et al., 2021).
A compreensdo do comportamento viscoelastico do material auxilia no entendimento de
sua processabilidade e na selecao de parametros de impressao (KUZMAN et al., 2019).
Além disso, considerando que o comportamento viscoeldstico dos materiais ¢ uma funcao
do tempo e da temperatura, a definicdo de um conjunto de ensaios em diferentes
condi¢gdes se faz importante quando se almeja a impressdo por extrusdo, a fim de
caracterizar o material em cirscunstdncias operacionais distintas (IBRULJ;
DZAFEROVIC, 2020).

Quando um material ¢ submetido a uma taxa de cisalhamento em regime
estacionario, este pode se comportar de trés formas distintas: 1) como um fluido
Newtoniano, 2) como um dilatante ou, 3) como um pseudoplastico (A. ARSHINOFF et
al., 2021). No caso dos fluidos Newtonianos, independentemente das tensdes ou
deformacdes aplicadas, a viscosidade () € constante, ou seja, tais materiais apresentam

apenas um unico valor de viscosidade (CHHABRA, 2010). No caso dos dilatantes,
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observa-se um aumento da viscosidade em fun¢ao do aumento da taxa de cisalhamento.
Tais materiais ndo sdo aplicaveis a impressdo por extrusdo, visto que as altas taxas de
cisalhamento impostas no bico da impressora (10%-10° s™!) ocasionariam um aumento da
viscosidade do material, impossibilitando sua impressao (ZOLEK-TRYZNOWSKA,
2015). Os materiais que apresentam comportamento pseudopldstico, por sua vez,
demonstram uma diminui¢do da viscosidade frente ao aumento da taxa de cisalhamento
(FANG; HANNA, 1999). Ocorre tanto em solugdes poliméricas concentradas como em
polimeros fundidos, os quais sdo compativeis com o processo de impressao por extrusao

(DEO et al., 2020) (Figura 4).

Figura 4: Representacdo esquematica do comportamento da viscosidade em funcdo da
taxa de cisalhamento para (a) um material dilatante; (b) um material pseudoplastico; e (¢)

um fluido Newtoniano.

ic}

Viscosity

Shear rate

Fonte: (ZOLEK-TRYZNOWSKA, 2015).

Dessa forma, diferentemente dos fluidos Newtonianos, para os pseudoplasticos ¢
necessario a obten¢do de uma fungdo que descreva a dependéncia da viscosidade em
relacdo a taxa de cisalhamento. Na maioria dos polimeros fundidos, a curva de
viscosidade versus taxa de cisalhamento apresenta duas regides: uma a baixas taxas de
cisalhamento, chamada platdo Newtoniano, em que os valores da viscosidade independem
da taxa de cisalhamento aplicada, e outra a altas taxas de cisalhamento, chamada de regido
de Lei das Poténcias, em que a viscosidade decresce em fung¢do das taxas de cisalhamento.
Alguns materiais podem ainda apresentar um terceiro platd em altas taxas de
cisalhamento, acima da regido de Lei das Poténcias, onde o alinhamento das cadeias
atingiu seu limite e a viscosidade novamente se torna independente a varia¢do da taxa

(BRETAS; d’AVILA, 2006) (Figura 5).
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Figura 5: Curva de viscosidade de um material pseudoplastico, evidenciando o plato
Newtoniano a baixas (n0) e altas (noo) taxas de cisalhamento e a regido de Lei das

Poténcias.

~
~
Newtonian ~ |
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i region

log (apparent viscosity)
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Fonte: (IONESCU et al., 2020).

Alguns modelos matematicos possibilitam descrever o comportamento
pseudoplastico dos materiais, entre eles os modelos de Cross e Carreau-Yasuda. O modelo
de Carreau-Yasuda permite descrever o comportamento da viscosidade do material a
baixas, médias e altas taxas de cisalhamento. Prevé um patamar Newtoniano a baixas
taxas de cisalhamento (1), a regido de Lei das Poténcias, e um patamar Newtoniano a

altas taxas de cisalhamento (n~). O modelo de Cross ¢ semelhante ao Carreau-Yasuda,

no entanto, ndo prevé o patamar a altas taxas de cisalhamento (Tabela 1).

Tabela 1: Modelos matematicos que descrevem o comportamento da viscosidade em

funcdo da taxa de cisalhamento para materiais pseudoplasticos.

Modelo Equacao Parametros

No: viscosidade em cisalhamento

Zero;
Cross ’

Ne: viscosidade em cisalhamento

No = N
nN="Ne+ T+ [ky]" infinito;

k: indice de consisténcia;

n: indice de comportamento do

fluxo.

No: viscosidade em cisalhamento
Mo = Mo sero;

= e T T )0
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Carreau-Yasuda _ Ne: viscosidade em cisalhamento
infinito;
A: constante de tempo;
a: parametro adimensional que
descreve a regido de transigdo

entre o e a regido de Lei das

Poténcias;

n: indice de comportamento do

fluxo.

Para ambos os modelos, o pardmetro n da equacdo ¢ uma medida da
pseudoplasticidade do material. Valores de n < 1 indicam que a viscosidade diminui com
o aumento da taxa de cisalhamento e o material apresenta comportamento pseudoplastico.
Maior grau de pseudoplasticidade ¢ observado para n tendendo a zero. Valores de n > 1
indicam que a viscosidade aumenta com a taxa de cisalhamento e o material apresenta
comportamento dilatante (RAPP, 2017). A caracterizagdo da pseudoplasticidade do
material auxilia de maneira direta na selecdo dos parametros de impressao.

Para alguns materiais, o comportamento pseudoplastico € reversivel, ou seja, ha
uma recuperacao da viscosidade inicial quando o cisalhamento € retirado. Dessa forma,
o comportamento tixotropico ¢ dependente do tempo e ndo da taxa de cisalhamento
(BRETAS; d’AVILA, 2006). A tixotropia de um material pode ser caracterizada a partir
de um ensaio de tixotropia em trés intervalos (3ITT). A resposta tipica de um material
com comportamento tixotropico estd demonstrada na Figura 6. A partir deste ensaio, ¢
possivel simular o comportamento reoldgico do material antes, durante e apds a
impressdo, quando a taxa de cisalhamento ¢ retirada e o material pode recuperar sua

viscosidade (MU et al., 2021).
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Figura 6: Curva de recuperacao da viscosidade () em fungdo do tempo a partir do ensaio

de tixotropia em trés intervalos (3ITT).
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Fonte: (MU et al., 2021).

Diante do exposto, fica evidente que no contexto da engenharia tecidual, a escolha
do material e do método de processamento para a fabricagdo de scaffolds ¢ um processo
que demanda uma analise cuidadosa de diversos fatores. Devido as suas propriedades
termoplasticas, estabilidade térmica e biocompatibilidade, a literatura consolida os
polimeros a base de Poli(4acido lactico) como excelentes candidatos a engenharia tecidual
a partir da obtenc¢do de scaffolds por impressao 3D (SENATOV et al., 2016; TYLER et
al., 2016). Embora estudos anteriores tenham evidenciado esse potencial, o entendimento
das propriedades, sobretudo reologicas, do PLDLA-TMC sempre fora limitado. Portanto,
o conhecimento aprofundado das propriedades do PLDLA-TMC e a compreensdo de
como essas propriedades podem impactar sua aplicagdo como modelo na engenharia
tecidual de cartilagem se faz de grande importancia, dada a limitada compreensdo do
papel regulador desses fatores no desenvolvimento de dispositivos para a regeneragao de

tecidos cartilaginosos, tais como 0s meniscos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Realizar a impressao 3D de scaffolds tridimensionais de PLDLA-TMC como modelo

para engenharia tecidual de cartilagem.

3.2 Objetivos Especificos
1* Etapa:
e (aracterizar fisico-quimica, reoldgica e termicamente o terpolimero PLDLA-
TMC nas proporgdes de 60/40 e 70/30.
2% Etapa:
e Realizar a impressdo 3D dos scaffolds de PLDLA-TMC 60/40 e 70/30.
e (aracterizar fisico-quimica, mecanica e termicamente os scaffolds impressos de
PLDLA-TMC 60/40 e 70/30.
3* Etapa:
e Realizar ensaio de degradacdo in vitro dos scaffolds impressos de PLDLA-TMC
60/40 ou 70/30.
e Realizar ensaios de citocompatibilidade e diferenciagcdo celular em condrocitos
nos scaffolds impressos de PLDLA-TMC 60/40 ou 70/30.
e Realizar ensaios de cultura celular nos scaffolds impressos de PLDLA-TMC

60/40 ou 70/30 em biorreator sob mdédulo dindmico de perfusao.

4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia empregada neste trabalho foi dividida em trés etapas: Etapa 1 —
Caracterizacdo fisico-quimica, térmica e reologica do copolimero Poli(L-co-D,L acido
lactico) (PLDLA) e do terpolimero Poli(L-co-D,L 4cido lactico-co-trimetileno carbonato)
(PLDLA-TMC), nas propor¢oes de 60/40 e 70/30 em relagdo aos mondmeros lactideo e
trimetileno carbonato (% de massa). Etapa 2 — Impressao e caracterizagao fisico-quimica,
térmica e mecanica dos scaffolds impressos de PLDLA-TMC 60/40 e 70/30. Etapa 3 —
Degradacgao in vitro, citocompatibilidade e diferenciagdo em condrdcitos em scaffolds
impressos de PLDLA-TMC 60/40 em cultura estdtica e dinamica em biorreator. O

fluxograma apresentado pela Figura 7 sumariza as etapas realizadas.
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Figura 7: Fluxograma da metodologia empregada no projeto evidenciando suas trés

etapas principais.
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4.1 Cromatografia de Permeaciao em Gel (GPC)

A massa molar numérica média (M), a massa molar ponderal média (My) € o
indice de polidispersividade (IP) foram obtidos em um cromatografo da marca Waters.
Tetraidrofurano (THF) foi utilizado como fase mdvel em um sistema contendo um par de
colunas 7,8 x 300 mm com particulas de 5 um (Styragel HR), aquecidas a 35 °C e detector
de indice de refracdo Waters 2414. Amostras dos polimeros: PLDLA, PLDLA-TMC
60/40 e PLDLA-TMC 70/30 foram injetadas manualmente (3.00 mg/mL) a um fluxo de
1,00 mL/min. Padrdes de poliestireno monodisperso, aplicados sob mesma concentragao

e fluxo das amostras, foram utilizados para calibragao.

4.2 Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros de FTIR para todas as amostras foram obtidos em um espectrometro

Perkin Elmer, modelo Spectrum 65, na regido de 4000 cm™ a 600 cm™'.

4.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas em um equipamento da empresa TA
Instruments®, modelo DSC 25. Para o primeiro aquecimento, as amostras (8 mg) foram
avaliadas em intervalo de temperatura entre -50°C e 200°C, razdo de aquecimento de
10°C/min e fluxo de nitrogénio de 20mL/min. Em seguida, as amostras foram resfriadas
até -50°C a 10°C/min e mantidas nessa temperatura durante 1 minuto. Para o segundo
aquecimento, as amostras foram aquecidas até 200°C, utilizando a mesma razio de

aquecimento e fluxo de nitrogénio.

4.4 Termogravimetria (TG)

As andlises de termogravimetria foram realizadas em um equipamento da empresa
TA Instruments®, modelo TGA 55. As amostras (8 mg) foram avaliadas em intervalos de
temperatura entre 25 e 400°C, razao de aquecimento de 10°C/min e fluxo de nitrogénio

de 100mL/min.

4.5 Parametros reolégicos

As propriedades reologicas do terpolimero PLDLA-TMC foram avaliadas por
meio de ensaios em regime oscilatorio e estacionario, utilizando um redmetro da TA
Instruments®, modelo DHR-2, com geometria placa-placa (25 mm de didmetro). A fim

de avaliar o efeito da temperatura nas propriedades reoldgicas do material, os ensaios
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descritos nos itens 4.5.1, 4.5.2 e 4.5.3 foram realizados para diferentes faixas de
temperatura: PLDLA-TMC 60/40 - 90°C a 190°C e PLDLA-TMC 70/30 - 140°C a
190°C. As faixas de temperatura estudadas foram selecionadas de acordo com a
processabilidade do material no redmetro. Para o PLDLA-TMC 60/40, foi possivel
amolecer o polimero a temperatura minima de 90°C. Para o PLDLA-TMC 70/30, no

entanto, a temperatura minima de amolecimento foi de 140°C.

4.5.1 Ensaios em regime oscilatorio

Foram realizados testes de varredura de amplitude e frequéncia em regime
oscilatorio. Para o ensaio de amplitude, variou-se a taxa de deformacao entre 0,001% e
20%, a uma frequéncia angular constante de 10 rad/s, a fim de encontrar a regido
viscoelastica linear do material. O valor obtido a partir deste ensaio (0,2% para o PLDLA-
TMC 60/40 e 0,4% para o PLDLA-TMC 70/30) foi utilizado no teste de varredura de
frequéncia, a qual variou entre 0,1 e 100 rad/s, para obtencdo dos moddulos de

armazenamento (G’) e perda (G”’).

4.5.2 Ensaios em regime estacionario

Para obteng¢do das curvas de viscosidade, as analises foram realizadas em regime
estacionario a partir da variacdo da taxa de cisalhamento (0,001 a 1000 s™) e os resultados
obtidos foram ajustados em dois modelos matemadticos distintos, Cross (Equacdo 1) e

Carreau-Yasuda (Equagao 2).

No = Nw

= T —— (Eq. 1)
L T

_ + Mo = Moo ~ Eq. 2

n Neo (1 + (l}’)a) a" (Eq. 2)

4.5.3 Tixotropia

A fim de avaliar se o terpolimero PLDLA-TMC apresenta comportamento
tixotropico, ou seja, se € capaz de recuperar sua viscosidade quando retirado o
cisalhamento, foi realizado o ensaio de tixotropia em trés intervalos (3ITT). Neste teste,

inicialmente ¢ aplicada uma taxa de cisalhamento de pequena magnitude para simular o
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comportamento em “repouso” das amostras antes da impressdo. Em seguida, ocorre a
subita aplicacdo de uma alta taxa de cisalhamento, a fim de reproduzir o efeito da
passagem do material pelo bico de extrusdo da impressora. Finalmente, uma baixa taxa
de cisalhamento ¢ novamente aplicada, por um periodo mais longo, para permitir a
recuperagdo estrutural da amostra apos a impressdo (OZKAN et al., 2017). Para cada

etapa foram aplicadas as taxas de 1 s (25s), 1000 s (50s) e 1 571 (300s), respectivamente.

4.6 Impressao dos scaffolds

Para impressao dos scaffolds de PLDLA-TMC foi utilizada uma bioimpressora da
3D Biotechnology Solutions, modelo Octopus™. Os scaffolds foram obtidos a partir do
processo de impressdo por extrusdo via pistdo. Inicialmente, foi realizada a modelagem
dos scaffolds por meio do sofiware Slic3r, onde foram definidos os parametros de
impressao e as dimensdes dos espécimes (10 mm x 2.4 mm), conforme observado na
Figura 8. Para o PLDLA-TMC 60/40 foram impressos scaffolds nas temperaturas de
110°C, 120°C, 130°C, 140°C, 150°C, 160°C, 170°C, 180°C e 190°C. Para o PLDLA-
TMC 70/30, as temperaturas de 140°C, 150°C, 160°C, 170°C, 180°C e 190°C foram

utilizadas para impressdo. A Tabela 2 resume os pardmetros utilizados na impressao.

Tabela 2: Parametros utilizados na impressao dos scaffolds de PLDLA-TMC 60/40 e
70/30.

Material
PLDLA-TMC 60/40 PLDLA-TMC 70/30
Temperatura de impressao 110°C - 190°C 140°C - 190°C
Temperatura da mesa Sem aquecimento Sem aquecimento
Velocidade de impressao 4 mm/s e 8 mm/s 4 mm/s e 8 mm/s

Distancia entre as camadas 0.4 mm 0.4 mm
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Figura 8: Representacao dos scaffolds durante o processo de modelagem no software
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4.7 Indice de carbonila
O indice de carbonila foi calculado a partir da razdo entre a intensidade no ponto
méximo da banda de carbonila (C=0) em 1750 cm™! e a intensidade no ponto maximo da

banda de C-H em 1453 cm™ (MENA et al., 2020), de acordo com a Equago 3:

Intensidade da banda C=0
Intensidade da banda C—H

Indice de carbonila= (Eq. 3)
4.8 Ensaio mecanico de compressao

O ensaio mecanico de compressdo foi realizado seguindo as diretrizes
preconizadas pela norma ASTM D575-91. A andlise foi realizada em quintuplicata
usando a maquina universal de ensaios INSTRON EMIC 23-30 a 25°C com taxa de
deslocamento do travessdao de 12 mm/min. A espessura dos scaffolds impressos foi de 6
mm e o diametro igual a 28 mm. A partir do ensaio de compressao foi possivel obter o
grafico de Compressdo (MPa) x Deformacado (%) dos scaffolds impressos de PLDLA-
TMC 60/40 e 70/30.

4.9 Estudo da degradacao in vitro dos scaffolds impressos de PLDLA-TMC

A degradagdo in vitro dos scaffolds de PLDLA-TMC 60/40 foi realizada em
tampao fosfato-salino (PBS) em pH 7.4. Os scaffolds foram inseridos em um banho
termostatico e mantidos a 37°C durante 2 e 4 semanas. O ensaio foi realizado em
triplicata. A morfologia dos scaffolds, antes e apds degradacao in vitro, foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) (FEI Quanta 250). Os scaffolds foram
metalizados com uma camada de 30 nm de ouro (Leica EM ACE200) e as imagens foram

obtidas em 10 kV.
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4.10 Cultura de células

Para o ensaio de citocompatibilidade e diferenciagdo celular foram utilizadas
células-tronco mesenquimais (CTM), adquiridas pela empresa Thermo Fisher Scientific
(Codigo: R7788110). Uma vez recebidas, as células foram congeladas em nitrogénio
liquido (-196°C) e entdao descongeladas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Sigma-Aldrich — codigo: D6046) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e antibioticos. As células foram expandidas em garrafas de cultura de células de
75cm? e apds assumirem monocamada foram tripsinizadas com solugdo tripsina-EDTA a

0,2%. Células entre a 3* e 5% passagem foram utilizadas nos experimentos.

4.10.1 Citocompatibilidade

A fim de avaliar a citocompatibilidade do PLDLA-TMC 60/40, as CTM foram
submetidas a ensaios preliminares de adesdo e proliferagdo em scaffolds impressos com
10 mm de didmetro por 1.2 mm de espessura. Os scaffolds foram esterilizados por
radiagdo ultravioleta (254nm) (UV-C) durante 1h e imersos em DMEM puro por 24h a
37°C. Transcorridos os tempos de cultivo (7 e 21 dias), as células foram fixadas com
paraformaldeido (PFA) a 4%, os ntcleos marcados com DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) e o citoesqueleto marcado com faloidina conjugada com AlexaFluor 647. As
analises foram feitas por microscopia de varredura confocal a laser (MVCL) (Leica TCS

SP8).

4.10.2 Diferenciacao celular em condrdcitos

Para a diferenciacdo das CTM, utilizou-se o protocolo de diferenciacdo em
condrocitos do Kit StemPro® (Gibco — cédigo: A1007101). As CTM foram inicialmente
semeadas nos scaffolds de PLDLA-TMC 60/40 (10 mm de didmetro por 2.4 mm de
espessura) em meio DMEM, suplementado com 10% de SFB e antibidticos. Uma vez
estabelecida a cultura (4 dias), o meio padrao foi trocado por meio condrogénico,

suplementado por fatores de crescimento de condrocitos durante 14 dias.

4.10.3 Cultura dinimica em biorreator

Apo6s 14 dias em cultura estdtica, os scaffolds foram acoplados as camaras de
cultura do biorreator, montadas no equipamento (Electroforce® BioDynamic 5210%,
Bose/TA Instruments) e mantidas a 37°C em 5% de atmosfera de CO; (Figura 9). Cada

camara de cultura contendo o scaffold foi preenchida com 180 mL de meio DMEM,



43

suplementado com 10% de SFB e antibidticos. Configurou-se o biorreator para
bombeamento do meio a uma taxa de fluxo dindmico continuo de 0.4 mL/min, com base
em estudo previamente publicado (CARTMELL et al., 2003). Ap6s 21 dias, os scaffolds
tiveram suas células fixadas com PFA a 4% e os ntcleos marcados com DAPI. Foi
realizada também a imunomarcacao das amostras para a analise da expressao de agrecana,
colageno II e SOXO9. Os resultados foram analisados por MVCL (Zeiss LSM 710). Apods

a obtengdo das imagens, foi quantificada a expressdo de agrecana, colageno IT e SOXO.

Figura 9: Sistema do biorreator Electroforce® BioDynamic 5210%, Bose/TA Instruments.
(A) Representagdo esquematica do sistema conectado a bomba peristatilca. (B) Camaras
montadas no biorreator evidenciando a célula de carga do equipamento e a posi¢do do

scaffold dentro da camara.

BOMBA
PERISTALTICA
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito no Capitulo 4, referente a metodologia, a execugdo deste
trabalho foi dividida em trés etapas. Dessa forma, os resultados obtidos estao

apresentados de acordo com esta divisdo.

1 Etapa — Caracterizacao fisico-quimica, térmica e reologica do copolimero PLDLA

e do terpolimero PLDLA-TMC nas proporcoes de 60/40 e 70/30

Cromatografia de permeacio em gel (GPC)

Os valores da massa molar numérica média (M;), massa molar ponderal média
(My) e o indice de polidispersividade (IP) para os polimeros PLDLA, PLDLA-TMC
60/40 e PLDLA-TMC 70/30 estdo destacados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de My, My, e IP obtidos por meio do GPC.

Sintese Mn (g/mol) Mw (g/mol) 1P

PLDLA 458.787 631.171 1.37
PLDLA-TMC 60/40 163.411 257919 1.57
PLDLA-TMC 70/30 249.165 384.149 1.54

Conforme ¢ possivel observar, os valores de massa molar obtidos foram da ordem
de 10° g/mol, o que é compativel com polimeros de alta massa molar (LIANG et al.,
2020). Tal caracteristica ¢ fundamental para materiais cuja aplicagdo demanda
desempenho mecanico, como no caso das préoteses de menisco, considerando que
polimeros com baixa massa molar apresentam propriedades mecénicas inferiores
(BALANI et al., 2015). Em relacao a polidispersividade, um aumento da polidispersao ¢
observado em func¢do da presenca do TMC, porém, quando variou-se a propor¢do de

TMC, o indice de dispersdo ndo apresentou alteragdo significativa.

Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
A partir dos espectros de FTIR foi possivel identificar a presenga dos principais
grupos funcionais para o terpolimero PLDLA-TMC nas propor¢des de 60/40 e 70/30 e

para o copolimero PLDLA (Figura 10A). Todos os espectros mostraram as bandas



45

caracteristicas da familia dos Poli(4cido lacticos), entre elas: 1081 cm™ (estiramento C-
0), 1185 cm! (estiramento C-O-C), 1745 cm™! (estiramento C=0 no grupo éster), 2945
cm ! (estiramento CH) e 2995 cm™! (estiramento CH3).

As bandas atribuidas a presenga do TMC encontram-se nas regides de 1745 cm™
(estiramento C=0 no grupo éster), 1247 cm™ (estiramento assimétrico O-C-O) e 790
cm’! (deformagdo assimétrica O=C-O) (RUCKENSTEIN; YUAN, 1998; ZHU et al.,
2016) de acordo com a estrutura quimica do terpolimero (Figura 11). E perceptivel que
a banda que diferencia o espectro de PLDLA do espectro do PLDLA-co-TMC ¢ a banda
em 790 cm’!, referente a deformacio assimétrica da ligagdo (O=C-O). Além disso, a
intensidade dessa banda aumenta com o aumento da propor¢do de TMC na amostra.

(Figura 10B).
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Figura 10: (A) Espectros de FTIR das amostras de PLDLA, PLDLA-TMC 60/40 e
PLDLA-TMC 70/30. (B) Ampliagio da regido entre 700-900 cm™ evidenciando o

aumento da intensidade do pico em 790 cm™! apds correcio da linha base.
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Figura 11: Estrutura quimica do PLDLA-TMC.
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Fonte: Adaptado de MOTTA; DUEK (2014).

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC para o primeiro e segundo aquecimento das amostras de
PLDLA, PLDLA-TMC 60/40 e PLDLA-TMC 70/30 apresentaram apenas a temperatura
de transicao vitrea (T) (Tabela 4), indicando o carater amorfo das mesmas. As curvas de

DSC referentes ao segundo aquecimento estdo apresentadas na Figura 12.

Figura 12: Curvas de DSC do segundo aquecimento das amostras de PLDLA, PLDLA-
TMC 60/40 e PLDLA-TMC 70/30.

PLDLA
_ T,47°C-"
2| 1,50 -
Q
<]
=
o PLDLA-TMC 70/30
5 T,30°C--~
L.
OT
>
1]

50 75 100 125 150 175 200
Temperatura (°C)

0 25

N
o

Conforme estabelecido na literatura, a sintese do copolimero PLDLA com
diferentes propor¢does de L-lactideo e D,L-lactideo d4 origem a um polimero

completamente amorfo (MOTTA; DUEK, 2007; AURAS et al., 2010; EL-HADI, 2018).
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Além disso, a adi¢ao do trimetileno carbonato facilita a mobilidade das cadeias, o que

fica evidente pela diminui¢do dos valores de T conforme a propor¢do de TMC aumenta
(DAVA